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3.4 Postaci funkcji τ(c) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 90
3.5 Przemieszczenia w kierunku x . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 92
3.6 Przemieszczenia w kierunku z . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 93

v



vi Spis rysunków

4.1 Schematyczna reprezentacja modelu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 99

5.1 Oscylacje wapniowe typu bursting w Modelu #1 . . . . . . . . . . . . . . . 110
5.2 Portret fazowy 3-D w Modelu #1- oscylacje bursting . . . . . . . . . . . . 111
5.3 Regularne oscylacje wapniowe w Modelu #1 . . . . . . . . . . . . . . . . . 112
5.4 Portret fazowy w Modelu #1 - oscylacje regularne . . . . . . . . . . . . . . 113
5.5 Analiza pojedynczego okresu w modelu #1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . 114
5.6 Oscylacje chaotyczne w Modelu #1 - portret fazowy . . . . . . . . . . . . . 115
5.7 Rzut trajektorii rozwi ↪azania periodycznego . . . . . . . . . . . . . . . . . . 115
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zmatyczna (ang. rough
endoplazmic reticulum)

ROCC kana ly wapniowe aktywo-
wane poprzez receptor (ang.
receptor operated calcium
channels)

ROS reaktywne formy tlenu (ang.
reactive oxygene species)

RyR receptor rianodynowy

SERCA sarko(endo)plazmatyczna
Ca2+-ATPaza (ang. sarco(endo)-
plasmatic calcium ATPaze)

SOCEC kana ly pojemnościowego na-
p lywu jonów wapniowych
(ang. store-operated calcium
entry channels)

TNF czynnik martwicy nowotworu
ang. tumor necrosis factor

TRPC ang. transient receptor
potential channel

VDAC ang. voltage dependent anion
channel

VGCC kana ly wapniowe bramkowane
napi ↪eciem (ang. voltage gated
calcium channels)



Streszczenie

Modelowanie oscylacji st
↪
eżeń jonów wapniowych

w komórkach eukariotycznych z uwzgl
↪
ednieniem obszarów

bezpośredniego kontaktu pomi
↪
edzy mitochondriami

a retikulum endoplazmatycznym.

Przedmiotem pracy jest analiza wp lywu obszarów bliskiego kontaktu pomi ↪edzy re-
tikulum endoplazmatycznym (ER) a mitochondriami na homeostaz ↪e wapniow ↪a w ko-
mórce. Obszary te odkryto już w latach 70-tych, jednak dopiero niedawno zosta ly
intensywnie zbadane. Ponieważ znajduj ↪a si ↪e one na granicy mitochondria-retikulum,
określa si ↪e je jako

”
mitochondria-associated ER membrane complexes”, a w literaturze

naukowej stosowana jest w stosunku do nich skrótowa nazwa MAM. Badania za pomoc ↪a
mikroskopii elektronowej, FRET i metod genetycznych pozwoli ly na dok ladne określe-
nie struktury fizycznej oraz zidentyfikowanie komponent tworz ↪acych MAM. Odleg lość
mi ↪edzy b lonami odgraniczaj ↪acymi w powyższym kompleksie waha si ↪e od 10 - 25 nm
tworz ↪ac fizyczne po l ↪aczenia przypominaj ↪ace synapsy, umożliwiaj ↪ace szybsze przekazy-
wanie jonów wapnia z ER do mitochondriów i odwrotnie. Interfejs mitochondrialno-
retikularny stabilizowany jest przez szereg protein, które w wi ↪ekszości powi ↪azane s ↪a
z g lównymi elementami przewodz ↪acymi sygna l wapniowy w tych kompartmentach, tj.
receptorem IP3R, pomp ↪a wapniow ↪a SERCA oraz kana lem VDAC. Szacuje si ↪e, że w 80%
przep lywu jonów wapniowych pomi ↪edzy mitochondrium a retikulum, odbywaj ↪acy si ↪e
pośrednio przez cytozol, zachodzi poprzez obszary typu MAM. W Polsce badania nad
strukturami MAM prowadzone s ↪a w Instytucie Biologii Doświadczalnej im. Nenckiego
PAN przez Prof. Mariusza Wi ↪eckowskiego z Pracowni Bioenergetyki i B lon Biologicz-
nych.

Ze wzgl ↪edu na wspomniana powyżej bezpośredni ↪a bliskość retikulum endoplazma-
tycznego i mitochondriów, kompleksy MAM spe lniaj ↪a niezwykle ważn ↪a rol ↪e w home-
ostazie i dynamice wapnia w komórce. U latwiony przep lyw wapnia pomi ↪edzy powyż-
szymi kompartmentami komórkowymi może wp lywać istotnie np. na oscylacje st ↪eżenia
wolnych jonów wapnia w poszczególnych cz ↪eściach komórki. Oscylacje takie s ↪a nie-
zb ↪edne do prawid lowego funkcjonowania komórki. Odpowiedzialne s ↪a m.in. za sze-
reg istotnych procesów fizjologicznych takich jak kontrola cyklu komórkowego, skurcz
mi ↪eśni szkieletowych, wzmocnienie synaptyczne. Stabilne oscylacje wapniowe stano-
wi ↪a istotny czynnik b ↪ed ↪acy cz ↪eści ↪a sieci sygna lowej, który sprawdza czy komórka jest
w dobrej kondycji i utrzymuj ↪acy j ↪a przy życiu. Cykliczne wahanie poziomu wapnia
w mitochondriach (stabilny cykl graniczny) powoduje aktywacj ↪e dehydrogenaz poprzez
allosteryczne zwi ↪azanie jonów Ca2+ i wzrost produkcji ATP. Zatem z jednej strony lo-
kalne w czasie i przestrzeni zmiany st ↪eżenia wolnego wapnia cytozolicznego s ↪a jednym
ze sposobów przenoszenia informacji w komórce i inicjacji szeregu ścieżek sygna lowych
b ↪ed ↪acych odpowiedzi ↪a na zmieniaj ↪ace si ↪e warunki zewn ↪etrzne, z drugiej zaś zbyt wyso-
kie st ↪eżenie wolnych jonów wapnia w cytozolu jest bardzo szkodliwe i może doprowadzić
do śmierci komórki. (Wiadomo np., że wapń jest jednym z kilku czynników zapocz ↪atko-
wuj ↪acych apoptopz ↪e – kontrolowan ↪a śmierć komórki). W istocie, badanie wp lywu kom-
pleksów MAM na dynamik ↪e wapnia w komórce należa loby przeprowadzić na gruncie
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modelu przestrzennego opisywanego uk ladem równań różniczkowych cz ↪astkowych przy
uwzgl ↪ednieniu informacji dotycz ↪acych rozmieszczenia i rozmiarów zbiorników retikular-
nych i mitochondrialnych w komórce. Zadanie takie jest jednak bardzo skomplikowane,
zarówno z teoretycznego, jak i numerycznego punktu widzenia. Co wi ↪ecej, dla tego typu
uk ladów, ze skomplikowan ↪a geometri ↪a i olbrzymia ilości ↪a podobszarów i nieliniowymi
przep lywami miedzy nimi, bardzo rzadko daje si ↪e znaleźć (numerycznie) rozwi ↪azanie
opisuj ↪ace oscylacje w czasie (i przestrzeni). W swoich rozważaniach zdecydowa lem si ↪e
zatem na pozostaniu w ramach tzw. modeli ca lokomórkowych (

”
whole cell models”),

które abstrahuj ↪a od przestrzennego rozk ladu retikulum i mitochondriów wewn ↪atrz ko-
mórki i analizuj ↪a jedynie zależność od czasu st ↪eżenia wolnego wapnia uśrednionych
przestrzennie po odpowiedniej sk ladowej kompartmentalnej (cytozolicznej, retikular-
nej i mitochondrialnej) przy za lożeniu dostatecznie szybkiej dyfuzji wapnia. W tym
podej́sciu opis zmienności czasowej wapnia dany jest uk ladem nieliniowych równań
różniczkowych zwyczajnych. Ponieważ dokonujemy przestrzennego uśrednienia st ↪eże-
nia, uwzgl ↪ednienia istnienia kompleksów MAM dokonujemy poprzez wprowadzenie do-
datkowego bezpośredniego przep lywu wapnia pomi ↪edzy retikulum a mitochondriami.
(W modelach ca lokomórkowych nie bior ↪acych pod uwag ↪e istnienia obszarów MAM,
przep lyw pomi ↪edzy tymi kompartymentami

”
odbywa si ↪e” pośrednio przez cytozol.).

Punktem wyj́scia do budowy
”
nowego” modelu by l model zaproponowanym przez

Marhla i wspó lpracowników z roku 2001. Jest to jeden z nielicznych modeli, który
uwzgl ↪ednia aktywny wp lyw mitochondriów na dynamik ↪e sygna lu wapniowego w ko-
mórce i nie traktowa l ich jedynie jak

”
olbrzymich”cz ↪asteczek buforuj ↪acych (tzn. przy l ↪a-

czaj ↪acych jony wapnia). W
”
nowym” modelu uwzgl ↪edniono również w laściwości bia lka

transportuj ↪acego wapń do wn ↪etrza mitochondrium – uniportera mitochondrialnego -
który w warunkach ekspozycji na submilimolowe st ↪eżenie wapnia aktywuje tzw. szybki
mechanizm pobierania jonów wapniowych RaM (ang. rapid uptake mode). Doświad-
czenia przeprowadzone przez Guntera i wspó lpracowników oraz Vinogradova sugeruj ↪a,
że w tych warunkach mitochondria pobieraj ↪a wapń znacznie wydajniej. Przep lyw do
mitochondriom sk lada si ↪e zatem z dwóch cz ↪eści. Pierwsza z nich uwzgl ↪ednia wspo-
mniany powyżej szybki mod RaMowy, druga opisuje prace uniportera mitochondrial-
nego w trybie standardowym.

Zaproponowany uk lad równań różniczkowych zwyczajnych przy dowolnych nieujem-
nych dodatnich danych pocz ↪atkowych posiada globalne w czasie rozwi ↪azanie różnicz-
kowalne o nieujemnych sk ladowych. Ilościowa analiza uk ladu uk ladu mog la być jed-
nak przeprowadzona tylko za pomoc ↪a symulacji numerycznych, w oparciu o procedury
platformy MATLAB oraz programu MATCONT. Dla szerokiego zestawu parametrów
charakteryzuj ↪acych przep lywy miedzykompartmentowe, rozwi ↪azania uk ladu maja cha-
rakter oscylacyjny. W ramach przedstawionego powyżej modelu zbadano wp lyw para-
metru kMAM reguluj ↪acego przep lyw w kompleksach MAM na okres oscylacji, istnienie
rozwi ↪azań chaotycznych oraz baseny przyci ↪agania rozwi ↪azania okresowego (cyklu gra-
nicznego). Wyznaczono zestawy parametrów, dla których istniej ↪a różne typy oscylacji
wapniowych: regularne, seryjne (

”
bursting”) i chaotyczne. Okaza lo si ↪e, że wprowadze-

nie dodatkowego przep lywu w kompleksach MAM sprawia, że system zachowuje si ↪e jak
uk lad bistabilny, w którym wspó lwyst ↪epuj ↪a dwa atraktory: stabilny cykl graniczny oraz
stabilny punkt stacjonarny. Dla dostatecznie dużych wartości kMAM, wi ↪ekszość tra-
jektorii uk ladu znajduje si ↪e w basenie przyci ↪agania wspomnianego stabilnego punktu
stacjonarnego. Takie zachowanie si ↪e rozpatrywanego uk ladu równań, może mieć cie-
kaw ↪a interpretacj ↪e biologiczn ↪a. Stabilny punkt stacjonarny uk ladu charakteryzuje si ↪e
wysokim poziomem wapnia w mitochondriach. Jeśli zatem trajektoria uk ladu znalaz la
si ↪e w basenie przyci ↪agania tego punktu, może to oznaczać, że komórka wesz la na ścieżk ↪e
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apoptotyczn ↪a. Akumulacja wapnia w mitochondriach i p ↪ecznienie mitochondriów wy-
st ↪epuje bowiem w pocz ↪atkowej fazie apoptozy.

S lowa kluczowe: sygnalizacja wapniowa, retikulum endoplazmatyczne, mitochondria,
transport Ca2+, mikrodomeny, model trój-kompartmentowy, apoptoza





Rozdzia l 1

Biologia jonów wapnia

1.1 Mechanizmy transportu drobnych cz
↪
asteczek

w komórce

Komórka przez ca le życie wymienia ze środowiskiem wiele rodzajów zwi ↪azków od-

żywczych, jonów i substancji sygna lowych. Duże cz ↪asteczki poch laniane s ↪a przez ko-

mórk ↪e na drodze endocytozy, czyli wpuklania si ↪e b lon do wn ↪etrza. Transport drob-

nych cz ↪asteczek (do 10 kDa) opiera si ↪e natomiast na przenoszeniu ich przez b lony

bia lkowo-lipidowe na zasadzie dyfuzji lub z udzia lem specyficznych transporterów.

Prosta dyfuzja cz ↪asteczek hydrofilowych przez b lon ↪e biologiczn ↪a jest procesem ma lo

efektywnym i zależy od polarności danego zwi ↪azku. Dlatego transport przez b lony bio-

logiczne prawie zawsze wspomagany jest przez specyficzne bia lka, które maj ↪a zwi ↪ekszyć

efektywność i/lub kontrolować ścísle przep lyw substancji z- i do- komórki (Ryc. 1.1).

Jeśli dwie substancje s ↪a przenoszone w tym samym kierunku, mówimy o sympor-

cie, a jeśli w przeciwnych kierunkach — o antyporcie. Jeżeli transport cz ↪asteczki

w poprzek b lony wymaga nak ladu energii, mówimy o transporcie aktywnym (czyn-

nym). Transport czynny odbywa si ↪e w kierunku wyższego st ↪eżenia i napi ↪ecia istnie-

j ↪acego w poprzek b lony i w zwi ↪azku z tym bia lka realizuj ↪ace ten rodzaj transportu

Rycina 1.1: Różne rodzaje transportu w komórce.
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1. Biologia jonów wapnia

cz ↪esto nazywane s ↪a ”
pompami” - Ryc. 1.1. (W polskiej literaturze biologicznej ter-

min
”
w kierunku wyższego st ↪eżenia” zast ↪epowany jest zwrotem

”
wbrew gradientowi

st ↪eżeń” [276].). Energia użyta do pracy pochodzi z rozk ladu zwi ↪azków wysokoener-

getycznych np. adenozyno-5’-trifosforanu (ATP). Bia lka przenosz ↪ace jedn ↪a substancj ↪e

określa si ↪e jako uniporty lub uniportery. Szczególnymi przypadkami transportu ak-

tywnego s ↪a kotransportery, które przenosz ↪a jednocześnie dwie różne substancje (przez

ten sam nośnik). Kotransportery wykorzystuj ↪a różnic ↪e gradientu jednej z transporto-

wanych cz ↪asteczek do przeniesienia innej. Gradient budowany jest z kolei przez inne

bia lka przenosz ↪ace, tj. specyficzne pompy. Jeżeli substancje przenoszone s ↪a w tym

samym kierunku mówimy o symporcie, natomiast w antyporcie każda z nich przeno-

szona jest w przeciwn ↪a stron ↪e. Systemy antyportu nazywane s ↪a także mechanizmami

wymiany. Wszystkie opisane powyżej mechanizmy wykorzystywane s ↪a do utrzymania

homeostazy wapniowej w komórce [276].

W procesach transportu jonów wapnia mi ↪edzy komórk ↪a a otaczaj ↪acym środowi-

skiem uczestnicz ↪a trzy systemy przenoszenia jonów:

• kana ly jonowe pracuj ↪ace zgodnie z gradientem st ↪eżeń

• aktywne pompy jonowe Ca2+ ATP-aza i pompy protonowe (tzw. pierwszorz ↪e-

dowy system aktywnego transportu) przenosz ↪ace jony w kierunku wyższego

st ↪eżenia jonów

• uk lad kotransporterów (tzw. drugorz ↪edowy system transportu wykorzystu-

j ↪acy różnic ↪e gradientów jonów sodowych i protonów wytworzon ↪a przez ak-

tywne pompy jonowe) dzia laj ↪acy ze znacznie mniejsz ↪a wydajności ↪a.

1.2 Sygna losom wapniowy

Wapń jest jednym z 21 niezb ↪ednych do życia pierwiastków. Ca lkowita ilość wap-

nia w organizmie cz lowieka wynosi oko lo 1.5% masy cia la. Jest sk ladnikiem kości

(jako hydroksyapatyt) i stanowi istotny element wielu szlaków sygnalizacji wewn ↪atrz-

komórkowej [127]. Sygnalizacja wapniowa jest jedn ↪a z najważniejszych w komórce.

Kontroluje moment zap lodnienia oraz szereg procesów zwi ↪azanych z różnicowaniem

i morfogenez ↪a. Z kolei w dojrza lych komórkach sygnalizacja wapniowa ma wp lyw na

aktywność metaboliczn ↪a, sekrecj ↪e, ruch, przekaźnictwo sygna lów elektrycznych oraz

plastyczność synaptyczn ↪a (p. rozdz. 1.3). Ostatecznie, podwyższona ilość wapnia

w komórce może doprowadzić do jej śmierci w wyniku aktywacji szlaku programowanej

śmierci (apoptozy - podrozdzia l 1.4) lub bardziej chaotycznego procesu nekrotycznego

(wyst ↪epuj ↪acego podczas zawa lu lub niedotlenienia). Podstawowe grupy bia lek, które

pe lni ↪a odr ↪ebne funkcje i wchodz ↪ace w sk lad typowego sygna losomu wapniowego to:
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1.2. Sygna losom wapniowy

• bia lka transportuj ↪ace wapń (kana ly i pompy)

• bufory wapniowe: bia lkowe (CaBP) i nieorganiczne PO4
3–

• sensory wapniowe (np. bia lka z rodziny kalmodulin)

• bia lka efektorowe (kinazy bia lkowe)

Element Mi
↪
eśnie Kardio- Neurony Limfocyty

Sygna losomu Szkieletowe miocyty CA1 T

Receptory – ET-1R/α1R mGluR1 TCR

AngIIR M1

PLC – PLCβ PLCβ PLCγ1

EC CaV 1.1 CaV 1.2 CaV 1.2/CaV 2.1 Orai1

CaV 2.2/NMDAR

RC RyR1 RyR2 RyR2 InsP3R1

InsP3R2 InsP3R2

PMCA’s PMCA1a, 1c, 1d PMCA1c, 1d, 2a PMCA1a, 2a, 3a PMCA4b

SERCA’s SERCA1a, 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: Przyk ladowy uk lad elementów sygna losomu wapniowego, specyficznego
dla danego typu komórki. EC - kana ly wpuszczaj ↪ace wapń do komórki; RC - kana ly
uwalniaj ↪ace wapń z magazynów; PMCA’s - pompy wapniowe na b lonie komórkowej;
SERCA’s - pompy wapniowe siateczki sródplazmatycznej [22].

Tak jak wi ↪ekszość szlaków sygnalizacyjnych, szlak wapniowy rozpoczyna si ↪e w mo-

mencie aktywacji receptorów zewn ↪atrzkomórkowych w postaci specyficznego bodźca

chemicznego lub elektrycznego. Receptory przekazuj ↪a informacje do różnego rodzaju

przekaźników i wzmacniaczy (bia lko G, kinazy, fosfolipaza C), które wytwarzaj ↪a sub-

stancje przekaźnikowe drugiego rz ↪edu. Substancje te maj ↪a za zadanie przekazać sygna l

z powierzchni komórki do rezyduj ↪acych w cytozolu sensorów i efektorów. Substancje

przekaźnikowe drugiego rz ↪edu charakterystyczne dla wapniowej ścieżki sygnalizacyjnej

to:

• inozytolo 1,4,5-trifosforan (IP3) i diacyloglicerol (DAG) ,  l ↪acz ↪ace aktywacj ↪e

receptora powi ↪azanego z bia lkiem G z reszt ↪a wapniowej ścieżki sygnalizacyj-

nej i uwalnianie wapnia z magazynów wewn ↪atrzkomórkowych

• cykliczna ADP-ryboza (cADPR), uwalnia Ca2+ z magazynów wewn ↪atrzko-

mórkowych
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1. Biologia jonów wapnia

• fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADP)

• jony wapnia

Sensory i efektory, podobnie jak receptory na powierzchni komórki, s luż ↪a do

detekcji przekaźników drugiego rz ↪edu. Typowymi przyk ladami dla ścieżki wapniowej s ↪a

bia lka wi ↪aż ↪ace wapń (np. kalmodulina), które wykrywaj ↪a zwi ↪ekszenie st ↪eżenia wapnia

w cytozolu i przekazuj ↪a t ↪e informacj ↪e do różnych efektorów kontroluj ↪acych takie procesy

jak skurcz w lókienek aktynowo-miozynowych, czy sekrecja. Niekiedy sensory s ↪a równo-

cześnie efektorami, np. enzymy wrażliwe na cykliczne nukleotydy (np. cAMP/cGMP).

Efektory mog ↪a tworzyć również skomplikowany system z lożony z wielu komponentów,

np. system steruj ↪acy procesami egzocytozy, fagocytozy, czy transkrypcji genów, odpo-

wiedzialne za aktywacj ↪e specyficznej odpowiedzi komórkowej.

Różnorodność sygnalizacji wapniowej osi ↪agana jest za pomoc ↪a dużej ilości bia lek

efektorowych wrażliwych na wapń. Wszystkie bia lka zaangażowane w przekazywanie

sygna lu wapniowego tworz ↪a tzw.
”
sygna losom wapniowy”. Poszczególne rodzaje ko-

mórek zawieraj ↪a różne elementy sygna losomu, który dostosowany jest do typu komórki

i funkcji, jakie pe lni (Tab. 1.1). W taki sposób każda komórka generuje specyficzny

sobie sygna l wapniowy. Istotn ↪a w laściwości ↪a każdego sygna losomu jest fakt, iż wraz

rozwojem i różnicowaniem komórek ulega on przebudowie, co może wp lyn ↪ać na cha-

rakter odpowiedzi komórkowej na sygna l wapniowy.

Podstawowymi elementami bia lkowymi bior ↪acymi udzia l w transdukcji sygna lu wap-

niowego s ↪a [20, 173, 246]:

• kana ly wapniowe (transport bierny):

◦ kana ly wapniowe b lony komórkowej (bramkowane napi ↪eciem -VGCC)

i bramkowane ligandem - (LGCC)

◦ kana ly transportuj ↪ace wapń z siateczki śródplazmatycznej: receptor

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

◦ kana ly transportuj ↪ace wapń do mitochondrium - VDAC oraz mitochon-

drialny uniporter

◦ kana ly pojemnościowego nap lywu jonów wapniowych (SOCEC)

◦ kana ly wapniowe aktywowane poprzez receptor (ROCC)

◦ kana ly TRPC (ang. transient receptor potential channel)

• pompy wapniowe (transport czynny)

◦ plazmatyczna Ca2+-ATPaza (PMCA)

◦ sarko(endo)plazmatyczna Ca2+-ATPaza (SERCA)

• wymienniki wapniowe (transport czynny)
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1.3. Rola jonów wapnia w komórce

◦ wymiennik sodowo/wapniowy (NCX)

◦ wymiennik sodowo/wapniowo/potasowy (NKCX)

1.3 Rola jonów wapnia w komórce

Rycina 1.2: Udzia l jonów wapnia w integracji róż-

nych szlaków i procesów komórkowych.

W toku ewolucji wytwo-

rzy lo si ↪e wiele mechanizmów

wykorzystuj ↪acych wapń jako

cz ↪asteczk ↪e sygna low ↪a do re-

alizacji specyficznych proce-

sów fizjologicznych dzia laj ↪a-

cych w różnych ramach czaso-

wych. Sygna l wapniowy może

dzia lać od kilkunastu mikrose-

kund, po wiele godzin. Szyb-

kie zmiany zwi ↪azane bezpo-

średnio z wahaniami st ↪eżenia

wapnia w cytozolu obejmuj ↪a

takie zjawiska jak: skurcz

mi ↪eśni poprzecznie pr ↪ażkowa-

nych, sekrecja hormonów, wzmożona produkcja ATP. Zmiany te zachodz ↪a w komórce

w ci ↪agu sekund lub kilku minut. W d luższej perspektywie czasu aktywowane s ↪a różne

mechanizmy kontroluj ↪ace ekspresje genów w komórce, które mog ↪a wp lywać na różni-

cowanie komórek, proliferacj ↪e, cykl komórkowy lub programowan ↪a śmierć. Tego typu

reorganizacja czynności komórki wymaga d luższego czasu i zajmuje od kilku do kilku-

nastu godzin.

Wapń w cytozolu stanowi wi ↪ec przekaźnik informacji i może być używany jako sy-

gna l integruj ↪acy procesy zachodz ↪ace w różnych przedzia lach komórki lub sygna l prze-

kazuj ↪acy informacj ↪e pomi ↪edzy środowiskiem zewn ↪etrznym, a komórk ↪a lub pomi ↪edzy

komórkami. Stanowi kluczowy element integruj ↪acy szereg szlaków sygnalizacyjnych

i procesów: mechano-chemicznych, biochemicznych i elektrycznych (Ryc. 1.2). Ak-

tywowane szlaki sygnalizacyjne prowadz ↪a do zmian w funkcjonowaniu komórki, które

mog ↪a objawiać si ↪e w bardzo różnorodny sposób - od apoptozy po skurcz mi ↪eśni i kon-

trol ↪e procesu zap lodnienia.

1.3.1 Sprz
↪
eżenie mechano-chemiczne (skurcz mi

↪
eśni)

Wszystkie typy mi ↪eśni wykazuj ↪a zdolność do odpowiadania skurczem na dociera-

j ↪ace do nich sygna ly elektryczne/chemiczne. Elementami kurczliwymi s ↪a w lókienka

fibrylarne tworz ↪ace sarkomer. Skrócenie sarkomeru wymaga energii dostarczanej przez
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1. Biologia jonów wapnia

hydroliz ↪e zwi ↪azku wysokoenergetycznego ATP do ADP i reszty fosforanowej. W obu ty-

pach mi ↪eśni (g ladkich i poprzecznie pr ↪ażkowanych) czynnikiem inicjuj ↪acym skurcz jest

wzrost st ↪eżenia jonów wapnia w cytoplazmie. Ci ↪ag zdarzeń nast ↪epuj ↪acy od momentu

inicjacji sygna lu elektrycznego do skurczu mi ↪eśnia nosi nazw ↪e sprz ↪eżenia mechano-

chemicznego.

Etap 1 Potencja l czynnościowy osi ↪aga akson neuronu ruchowego. Potencja l czynno-

ściowy aktywuje kana ly wapniowe zależne od napi ↪ecia zlokalizowane w b lonie komórko-

wej aksonu, co powoduje gwa ltowne wnikanie jonów wapnia Ca2+ do wn ↪etrza komórki.

Pod wp lywem kaskady sygna lowej uruchomionej zwi ↪ekszonym st ↪eżeniem wapnia, p ↪e-

cherzyki zawieraj ↪ace acetylocholin ↪e  l ↪acz ↪a si ↪e z b lon ↪a komórkow ↪a uwalniaj ↪ac neurotran-

smiter do szczeliny p lytki nerwowo-mi ↪eśniowej.

Acetylocholina dyfunduje przez szczelin ↪e,  l ↪acz ↪ac si ↪e na jej drugim końcu z receptorami

nikotynowymi, co powoduje otwarcie kana lów sodowych i potasowych zlokalizowanych

w b lonie komórkowej miocytu. Przewaga jonów sodu powoduje depolaryzacj ↪e b lony

komórkowej i powstanie dodatniego potencja lu czynnościowego. Pod wp lywem poten-

cja lu czynnościowego retikulum endoplazmatyczne komórki mi ↪eśniowej uwalnia jony

wapnia.

Etap 2 Mechanizm skurczu opisuje
”
ślizgowa teoria skurczu”. Skracanie bia lek fibry-

larnych jest wynikiem oddzia lywań pomi ↪edzy w lóknami aktyny i miozyny, powi ↪azanych

z troponin ↪a C (tzw. tropomiozyna). Zwi ↪ekszenie st ↪eżenia jonów wapnia w cytozolu

powoduje zmian ↪e konformacji troponiny C. Kompleks tropomiozyny zmienia swoje

po lożenie wzgl ↪edem aktyny, ods laniaj ↪ac miejsca kontaktu znajduj ↪ace si ↪e na w lóknie

aktynowym. Umożliwia to oddzia lywanie aktyny z miozyn ↪a. G lówki miozyny po po l ↪a-

czeniu z aktyn ↪a, pod wp lywem ADP przesuwaj ↪a si ↪e, doprowadzaj ↪ac do przemieszczenia

si ↪e w lókienek wzgl ↪edem siebie, co w efekcie powoduje wsuwanie si ↪e filamentów aktyno-

wych g l ↪ebiej pomi ↪edzy filamenty miozynowe co prowadzi do skracania si ↪e sarkomeru.

G lówki miozyny pod wp lywem ATP od l ↪aczaj ↪a si ↪e od aktyny. Etap ten powtarzany jest

przez ca ly czas, kiedy w cytozolu utrzymuje si ↪e podwyższone st ↪eżenie jonów wapnia.

W mi ↪eśniach g ladkich nie ma troponiny C. Procesem inicjuj ↪acym skurcz jest w nich

fosforylacja lekkiego  lańcucha miozyny przez zależn ↪a od kalmoduliny i wapnia kinaz ↪e

lekkich  lańcuchów miozyny.

Etap 3 Wapń jest aktywnie wpompowywany z powrotem do zbiorników retikulum

endoplazmatycznego przez pomp ↪e wapniow ↪a (Ca/ATP-az ↪e). Tropomiozyna wraca do

pierwotnej konfiguracji, blokuj ↪ac miejsca wi ↪azania miozyny na aktynie.

6



1.3. Rola jonów wapnia w komórce

1.3.2 Regulacja procesów biochemicznych

W wyniku zwi ↪azania ligandu lub zmiany różnicy napi ↪eć na powierzchni b lony ko-

mórkowej, do komórki dostaj ↪a si ↪e jony wapnia. Jony te s ↪a w stanie regulować aktywność

szeregu protein, które w tym kontekście nazywane s ↪a bia lkami efektorowymi. Bia lka

takie posiadaj ↪a zdolność regulacji aktywności innych bia lek, należ ↪acych do kaskady sy-

gna lowej. Jednym z pierwszych poznanych bia lek efektorowych zależnych od wapnia

by la kalmodulina. Przy l ↪aczenie czterech jonów wapnia powoduje zmian ↪e konformacji

kalmoduliny, w wyniku czego może ona oddzia lywać z innymi bia lkami. W ten spo-

sób aktywowanych jest wiele enzymów zależnych od kalmoduliny (m.in. kinaza II).

Kinazy aktywuj ↪a inne bia lka, charakterystyczne dla danej kinazy, co w efekcie prowa-

dzi do propagacji sygna lu, który może dawać różnorodne efekty zależne od obecności

w komórce poszczególnych elementów sygna losomu. W odpowiedzi na aktywacj ↪e kal-

moduliny w komórce mog ↪a zostać aktywowane szlaki odpowiedzialne za takie procesy

jak: procesy zapalne, apoptoz ↪e, ekspresj ↪e genów, transport wewn ↪atrzkomórkowy lub

regulacj ↪e cyklu komórkowego [24].

Sygnalizacja wapniowa oparta na receptorach metabotropowych polega na stymu-

lacji receptorów b lonowych sprz ↪eżonych z bia lkami G, które aktywuj ↪a fosfolipaz
↪
e C

(PLC). Enzym ten powoduje hydroliz ↪e 4,5-difosforanu fosfatydyloinozytolu do inozyto-

lotrifosforanu (IP3), który wi ↪aże si ↪e z receptorami IP3R oraz diacyloglicerolu (DAG).

Po zwi ↪azaniu IP3 prowadzi do uwolnienia jonów wapnia z siateczki śródplazmatycznej

do cytoplazmy. Sygna l wapniowy nast ↪epnie może być propagowany w postaci fali wap-

niowej lub aktywować szereg kinaz bia lkowych zależnych od wapnia (Ryc. 1.3). DAG

z kolei jest przekaźnikiem drugiego rz ↪edu, który docelowo aktywuje rodzin ↪e kinaz bia l-

kowych typu C (PKC). PKC reguluje aktywność kilkudziesi ↪eciu innych bia lek [202].

W zależności od organellum i w laściwości sygna lu wapniowego, aktywowane mog ↪a

być różne ścieżki efektorowe. W mitochondrium, wapń w ilościach mikromolowych,

stymuluje produkcj ↪e ATP poprzez regulacj ↪e allosteryczn ↪a trzech dehydrogenaz cyklu

Krebsa: pirogronianowej, izocytrynianowej oraz α-ketoglutaranowej [67, 111]. W mo-

mencie, kiedy poziom wapnia utrzymuje si ↪e na podwyższonym poziomie przez d luższy

czas, mitochondria akumuluj ↪a znaczne ilości tego jonu, co może doprowadzić do precy-

pitacji fosforanu wapnia, produkcji reaktywnych form tlenu i utraty mitochondrialnego

potencja lu transb lonowego. Skutkuje to zwi ↪ekszeniem ich obj ↪etości, powstaj ↪a wtedy

specyficzne pory permeabilizacyjne PTP (ang. permeability transition pore), które

uwalniaj ↪a zawartość matriks do cytozolu. Pośród uwolnionych czynników znajduj ↪a si ↪e

m. in.czynnik indukuj ↪acy apoptoz ↪e (AIF ang. apoptosis inducing factor) i cytochrom

C, odpowiedzialne za aktywacj ↪e kaspaz (ang. caspases – cysteine-dependent aspartate

specific proteases) i wej́scie komórki na szlak apoptotyczny (Ryc. 1.8) [65, 68].
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1. Biologia jonów wapnia

Rycina 1.3: Transdukcja sygna lu wapniowego w komórce: kana ly wapniowe bram-
kowane napi ↪eciem (VGCC) i ligandem (LGCC); PLC: fosfolipaza typu C; CaM:
kalmodulina; IP3: inozytolo-1,4,5-trifosforan; DAG: diacyloglicerol; IP3R receptor
inozytolo-1,4,5-trifosforanu; PKC: kinaza bia lkowa typu C.

W j ↪adrze komórkowym, które otoczone jest podwójn ↪a b lon ↪a bia lkowo-lipidow ↪a, tzw.

otoczk ↪a j ↪adrow ↪a (jej przed lużenie stanowi szorstka siateczka śródplazmatyczna, okre-

ślana jako RER (ang. rough endoplazmic reticulum)), wzrost st ↪eżenia Ca2+ może

wp lyn ↪ać na transkrypcj ↪e genów pośrednio lub bezpośrednio. Pośrednio - poprzez ak-

tywacj ↪e j ↪adrowych kinaz zależnych od wapnia, albo bezpośrednio, w wyniku aktywacji

czynników transkrypcyjnych wi ↪aż ↪acych Ca2+ [107]. J ↪adro komórkowe określane jest

czasami jako komórka wewn ↪atrz komórki, ponieważ otoczka j ↪adrowa zawiera w lasne

elementy metabotropowej ga l ↪ezi szlaku sygnalizacji wapniowej, takie jak PLC, PKC,

IP3R, RyR, które generuj ↪a osobne impulsy wapniowe wewn ↪atrz j ↪adra [235].

W oocytach fala wapniowa uwolniona w momencie wnikni ↪ecia plemnika powoduje

zmian ↪e organizacji os lon jaja. Mechanizm polega na aktywacji i dyfuzji specyficznej

dla plemników fosfolipazy C uwalnianej w wyniku fuzji plemnika i oocytu. Gwa ltowna

zmiana st ↪eżenia wapnia propaguje si ↪e w postaci fali wapniowej rozchodz ↪acej si ↪e po ob-

wodzie ca lej komórki i doprowadza do zlewania si ↪e drobnych p ↪echerzyków z przestrzeni

podb lonowej z b lon ↪a komórkow ↪a. Zawartość p ↪echerzyków modyfikuje sk lad otoczki

oocytu [295].
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1.4. Rola Ca2+ w procesie apoptozy

1.3.3 Regulacja sygna lów elektrycznych

Sygnalizacja elektryczna odgrywa znacz ↪ac ↪a rol ↪e w komunikacji komórek pobudli-

wych np. syncytia serca, neurony, tkanka glejowa. W neuronach niektóre receptory

neuroprzekaźników (NMDAR, AMPAR, 5-HTR) sprz ↪eżone s ↪a z kana lami wapniowymi

(kana ly bramkowane ligandem - LGCC, Rozdz. 1.6.2), obecnymi w b lonach komó-

rek pobudliwych. Obecne s ↪a też kana ly wapniowe bramkowane napi ↪eciem (VGCC,

Rozdz.1.6.2). Aktywacja tych kana lów prowadzi do nap lywu Ca2+ do wn ↪etrza komórki,

co zmniejsza różnic ↪e potencja lu elektrycznego utrzymywanego w poprzek b lony komór-

kowej (tzw. potencja l spoczynkowy równy -70 mV). Po osi ↪agni ↪eciu wartości progowej

(-50 mV) nast ↪epuje otwarcie bramkowanych napi ↪eciem kana lów przewodz ↪acych odko-

mórkowo jony potasowe, oraz kana lów przewodz ↪acych jony sodowe do wn ↪etrza komórki.

Aktywowane s ↪a również kana ly przepuszczaj ↪ace jony chlorkowe na zewn ↪atrz komórki.

Otwarcie tych kana lów powoduje ruch jonów zgodny z gradientami ich st ↪eżeń, który

szybko niweluje różnic ↪e potencja lów pomi ↪edzy środowiskiem zewn ↪atrz- i wewn ↪atrzko-

mórkowym i wskutek szybkiego nap lywu sodu rośnie do wartości +35 mV. Jest to tzw.

potencja l czynnościowy. Skutkiem ucieczki chloru jest narastaj ↪aca depolaryzacja b lony

komórkowej spowalniana i os labiana przez hiperpolaryzuj ↪ace dzia lanie wyp lywaj ↪acych

z komórki jonów potasu [18, 276].

W mi ↪eśniach rezultatem depolaryzacji jest otwarcie zależnych od napi ↪ecia kana lów

wapniowych (kana ly typu L) i dalszy wzrost st ↪eżenia jonów wapnia w cytozolu. Sy-

gna l wapniowy prowadzi do aktywacji kana lów rianodynowych, znajduj ↪acych si ↪e na

powierzchni siateczki śródplazmatycznej. Generuje to kolejn ↪a fal ↪e wapniow ↪a spowodo-

wan ↪a wyrzutem wapnia z magazynu komórkowego. Mechanizm ten nosi nazw ↪e CICR

(ang. calcium induced calcium release). W komórkach nerwowych prowadzi to do

uwolnienia neurotransmiterów w synapsach. Stanowi też podstaw ↪e zjawiska leż ↪acego

u podstaw uczenia si ↪e i pami ↪eci, czyli d lugotrwa lego wzmocnienia synaptycznego - LTP.

1.4 Rola Ca2+ w procesie apoptozy

Apoptoza, nazywana też programowan ↪a śmierci ↪a komórki, jest aktywnym, upo-

rz ↪adkowanym procesem umożliwiaj ↪acym eliminacj ↪e komórek bez aktywowania stanu

zapalnego i uszkodzenia otaczaj ↪acych tkanek. Zachodzi pod wp lywem czynników endo-

i egzogennych, które zapocz ↪atkowuj ↪a genetycznie kontrolowany program doprowadza-

j ↪acy do jej śmierci. Apoptozie jednej komórki nie towarzyszy ani uszkodzenie komórek

s ↪asiednich, ani powstanie stanu zapalnego. Podstawowymi cechami apoptozy s ↪a: nisz-

czenie DNA (z udzia lem endonukleaz), proteoliza bia lek i wytworzenie cia lek apopto-

tycznych zawieraj ↪acych otoczone b lon ↪a komórkow ↪a nie uszkodzone organelle. Cia lka

te s ↪a rozpoznawane i szybko fagocytowane przez monocyty i makrofagi. Fizjologiczn ↪a
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1. Biologia jonów wapnia

rol ↪a apoptozy jest eliminowanie z ustroju komórek zakażonych, uszkodzonych, zmuto-

wanych lub zb ↪ednych. Apoptoza odgrywa znaczn ↪a rol ↪e w:

• procesach rozwojowych, podczas wytwarzania si ↪e tkanek i narz ↪adów w trakcie

embriogenezy (np. kszta ltowanie uk ladu nerwowego, narz ↪adów rozrodczych, for-

mowania palców i inne [92, 137];

• w erytropoezie - erytropoetyna hamuje aktywność kaspaz w komórkach twórczych

krwi, a szczególnie komórek prekursorowych czerwonych krwinek [271];

• w procesie dojrzewania limfocytów T [103];

• w przebiegu fizjologicznej inwolucji narz ↪adów, np. grasicy [71];

• w apoptozie neutrofilów [103];

• w procesie nowotworzenia (oko lo 50% nowotworów posiada mutacje w genach

kontroluj ↪acych apoptoz ↪e) [263];

• w zakażeniach (np. indukcja apoptozy limfocytów podczas zakażenia pierwot-

niakiem T. brucei [27], komórek nab lonkowych dróg oddechowych wywo lanych

zakażeniem P. aeruginosa [171] lub apoptoza komórek wyśció lki żo l ↪adka wywo-

 lana infekcj ↪a H. pylori [300]);

Poznano wiele czynników stymuluj ↪acych apoptoz ↪e, a sygna lem do jej rozpocz ↪ecia

może być sygna l spoza komórki, b ↪adź z wn ↪etrza komórki (Ryc. 1.8). Po odebraniu

”
sygna lu śmierci” (np. zwi ↪azanie TNF z receptorem na powierzchni) w komórce uru-

chamiane s ↪a przemiany biochemiczne, których 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

deoxiribonuclease) [40, 153, 298]. Rozpocz ↪ecie procesów proteolitycznych i nukleoli-

tycznych doprowadza do stopniowej degradacji bia lek strukturalnych i trawienia ge-

nomu na fragmenty o d lugości 180-200 par zasad, co w efekcie prowadzi do śmierci

komórki. W mechanizmie mitochondrialnym bardzo ważn ↪a rol ↪e odgrywaj ↪a jony wap-

nia. Nadmienić warto, że apoptoza jest procesem aktywnym, regulowanym szeregiem

czynników, takich jak: dost ↪epność substancji odżywczych, czynników wzrostu, poziom

hormonów, cytokin, obecności czynników cytotoksycznych, uszkodzenia DNA, czy ak-

tywacja określonych receptorów b lonowych.
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1.4. Rola Ca2+ w procesie apoptozy

G lówne zmiany i procesy towarzysz ↪ace apoptozie obejmuj ↪a [129, 250]:

1. Faz
↪
e inicjacji

• zwi ↪azanie ligandu z receptorami DR (ang. death receptors)

• obkurczanie cytoplazmy, utrata kontaktu z s ↪asiednimi komórkami

• p ↪ecznienie mitochondriów

• zag ↪eszczenie chromatyny

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

• aktywacja kaspaz pierwszej generacji tzw. kaspaz inicjuj ↪acych (kaspazy -9,

-8, -10 i -12)

2. Faz
↪
e wykonawcz

↪
a

• uwolnienie cytochromu C

• powstanie apoptosomu: Apaf1 + cytochrom C

• aktywacja kaspaz wykonawczych (kaspazy -3, -6 oraz -7)

• aktywacja endonukleaz

3. Faz
↪
e niszczenia

• degradacja DNA

• degradacja bia lek

• fragmentacja j ↪adra komórkowego i cytoplazmy

• formowanie si ↪e cia lek apoptotycznych

Akceptuje si ↪e podzia l kaspaz na trzy grupy, tj.

• aktywatory cytokin, zwi ↪azane ze stanami zapalnymi (kaspazy -1, -4, -5, -11, -12,

-13, -14)

• inicjatory (kaspazy-8, -9, -10)

• efektory (kaspazy-3, -6, -7)

Jak już wspomniano, aktywacja kaspaz może przebiegać wed lug dwóch odmien-

nych scenariuszy. Wyróżniamy szlak zewn
↪
etrzny, zależny od b lonowych receptorów

śmierci oraz szlak wewn
↪
etrzny, zależny od mitochondriów. Kaspazy syntetyzowane

s ↪a w postaci nieaktywnej - tzw. zymogenów, które dopiero w trakcie aktywacji szlaku

apoptotycznego przekszta lcane s ↪a do czynnych enzymów. Proces aktywacji prokaspaz

nast ↪apić może w wyniku autoproteolizy, proteolizy przez inicjuj ↪ac ↪a kaspaz ↪e b ↪adź zwi ↪a-

zania cz ↪asteczek adaptorowych. Dojrza le enzymy tworz ↪a heterotetramery [153, 203].
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Kaspazy 8/10Sygna l

Kaspaza-12

Kaspaza-9 Kaspaza-3

Kaspaza-6

Kaspaza-7

Degradacja

Faza 1 Faza 2 Faza 3

Rycina 1.4: Schemat przedstawiaj ↪acy zależności pomi ↪edzy kaspazami w trakcie ich
aktywacji, tzw. kaskada kaspaz. Faza 1 obejmuje indukcj ↪e apoptozy, Faza 2 aktywacj ↪e
kaspaz efektorowych, oraz Faza 3 - degradacj ↪e [40, 48].

Niektóre enzymy proteolityczne bior ↪ace udzia l w apoptozie, np. izoformy kalpainy,

do dzia lania wymagaj ↪a jedynie obecności jonów wapnia, który przy l ↪aczany jest do

jednej z domen wykazuj ↪acej duż ↪a homologi ↪e z kalmodulin ↪a. Dok ladniej, wi ↪azanie wap-

nia nast ↪epuje dzi ↪eki obecności motywów
”
E-F hand” w strukturze kalpain [37, 211].

Badania eksperymentalne wykaza ly, że wzrost aktywacji kalpain wyprzedza zmiany

morfologiczne typowe dla komórek apoptotycznych. Dodatkowo w wielu typach komó-

rek, które uruchomi ly program apoptozy dochodzi do rozchwiania homeostazy jonów

Ca2+, co prowadzi cz ↪esto do aktywacji izoform kalpainy [106, 255]. Z punktu widzenia

niniejszej pracy na szczególna uwag ↪e zas luguje szlak wewn ↪etrzny, w którym przep lyw

jonów wapnia z ER do mitochondrium aktywuje mechanizmy prowadz ↪ace do p ↪ecznienia

mitochondriów, otwarcia megakana lu PTP i ostatecznie do utraty ci ↪ag lości b lon mito-

chondrialnych i uwolnienia do cytozolu m. in. cytochromu C, który jest bardzo silnie

dzia laj ↪acym czynnikiem pro-apoptotycznym [153, 250]. Aby dok ladnie nakreślić z lo-

żony charakter oddzia lywań pomi ↪edzy ER, mitochondriami i jonami wapnia, których

fina lem jest śmierć komórki, w dalszej cz ↪eści tego rozdzia lu szczegó lowo wyjaśnione

zostan ↪a poszczególne etapy szlaku wewn ↪etrznego.

Wśród czynników uruchamiaj ↪acych mitochondrialny szlak śmierci wymienia si ↪e

m.in. nagromadzenie si ↪e reaktywnych form tlenu - ROS (ang. reactive oxygene

species), tlenku azotu, jonów Ca2+, szok termiczny lub obecność toksyny takich jak ce-

ramid, kwas arachidonowy. Akumulacja uszkodzeń DNA również może stanowić sygna l

12



1.4. Rola Ca2+ w procesie apoptozy

apoptotyczny [153]. Sygna ly śmierci indukuj ↪a szereg zmian na poziomie molekularnym

prowadz ↪acych do zmiany obj ↪etości mitochondriów (
”
puchni ↪ecia mitochondriów”) i prze-

rwania ci ↪ag lości b lon mitochondrialnych. Powoduje to uwolnienie do cytozolu szeregu

bia lek pro-apoptotycznych, prowadz ↪acych do śmierci komórki. Uwalniane s ↪a m.in. cy-

tochrom C, AIF, Smac/DIABLO [72, 284]. G lówn ↪a rol ↪e w mechanizmie uwolnienia

tych bia lek przypisuje si ↪e jonom wapnia. Ponieważ PTP jest w stanie przepuszczać cz ↪a-

steczki nie wi ↪eksze niż 1.5 kDa, oczywistym jest zatem, że wi ↪ekszość z wymienionych

wyżej moleku l jest zbyt wielka (np. cytochrom c - 10.5 kDa, AIF - 66.9 kDa), żeby

przedostać si ↪e przez PTP do cytozolu. Jednym z mechanizmów wyjaśniaj ↪acych to zja-

wisko jest teoria
”
p ↪ecznienia” organelli. Gromadzeniu si ↪e jonów wapnia w macierzy

(Ryc. 1.6) towarzyszy nap lyw wody. Prowadzi to do wzrostu obj ↪etości mitochondriów,

co w ostateczności doprowadza do p ↪ekania b lony zewn ↪etrznej i uwolnienia zawartości

przestrzeni perymitochondrialnej oraz macierzy do cytozolu [165]. Jak wiadomo trans-

port jonów Ca2+ pomi ↪edzy retikulum endoplazmatycznym i mitochondriami w wi ↪ek-

szości zachodzi w miejscach kontaktu tych dwóch struktur (por. 1.7.1), dlatego też

dok ladne poznanie mechanizmu wymiany jonów wapnia pomi ↪edzy tymi kompartmen-

tami poprzez kompleksy MAM stanowić może klucz do lepszego poznania mechanizmu

apoptozy [100, 102, 122].

Rycina 1.5: Wst ↪ażkowa reprezentacja

domeny BH4 bia lka Bcl-XL (kod PDB:

1AF3) [10].

Z literatury wynika, że nadmierny

nap lyw jonów wapniowych do mito-

chondrium powoduje aktywowanie pro-

gramu apoptozy, czyli uwolnienia bia-

 lek, które znajdowa ly si ↪e wewn ↪atrz mito-

chondrium: np. cytochromu C - sk lad-

nik  lańcucha oddechowego, AIF oraz

Smack/DIABLO, proteazy serynowe

HtrA2/Omi, endonukleaz
↪
e G. Na ko-

lejnych etapach szlaku apoptotycznego

prowadzi to do aktywacji kaspaz efek-

torowych (kaspazy-3, 6 i 7), które do-

prowadzaj ↪a do degradacji bia lek w ko-

mórce [68, 186, 237]. Cytochrom C

w cytozolu tworzy duży, niejednorodny

kompleks z bia lkami Apaf1 i Apaf2 oraz

prokaspazy-9, nazywany apoptosomem.

Cytochrom C dzia la w tym kompleksie

jako kofaktor i stymuluje auto oligomery-

zacje bia lka Apaf-1, które z kolei jest aktywatorem prokaspazy-9. Kaspaza-9 uznawana

jest za kaspaz ↪e inicjatorow ↪a mitochondrialnego szlaku apoptotycznego. Na drodze ogra-

niczonej proteolizy może ona aktywować kaspazy wykonawcze (kaspaz ↪e-3 lub -7), które

13



1. Biologia jonów wapnia

Rycina 1.6: (A) Transport jonów Ca2+ pomi ↪edzy retikulum endoplazmatycznym i mi-
tochondriami podczas wczesnej fazy apoptozy zachodzi w miejscach kontaktu tych
dwóch struktur. Szczególn ↪a rol ↪e w procesie ustawienia poszczególnych kana lów jono-
wych w apozycji odgrywaj ↪a specjalne bia lka spinaj ↪ace o nieznanym charakterze. (B)
Indukcja miejsc wi ↪azania za pomoc ↪a bia lek hybrydowych (opis w tekście) oraz rapa-
mycyny (RAPA); (C) Zdj ↪ecia wykonane transmisyjnym mikroskopem elektronowym
komórek RBL-2H3 ze zmodyfikowanymi sztucznymi bia lkami spinaj ↪acymi przed i po
dimeryzacji indukowanej rapamycyn ↪a. Czarne strza lki wskazuj ↪a miejsca kontaktu ER-
mitochondrium, natomiast bia le strza lki ER bez kontaktu. Wskaźnik odleg lości to 250
nm [236].

aktywuj ↪a kaskad ↪e innych kaspaz lub rozpoczynaj ↪a proces degradacji aparatu bia lko-

wego [40, 203]. Prokaspaza-3 może również bezpośrednio aktywować polipeptyd AIF,

który aktywowany przenosi si ↪e do j ↪adra komórkowego i tam aktywuje endonukleazy

rozpoczynaj ↪ace degradacj ↪e DNA [40, 48].

Uwolnienie cytochromu C i innych bia lek mitochondrialnych zaangażowanych w apop-

toz ↪e regulowane jest przez grup ↪e protein z rodziny Bcl-2 (ang. B-cell leukemia/

lymphoma-2 ), których przedstawiciele mog ↪a mieć dzia lanie zarówno proapoptotyczne

(Bak, Diva, Bcl-XS, Bik, Bim Bad, Bid, Egl-1), jaki i antyapoptotyczne (Bcl-2, Bcl-

XL, Mcl-1, CED-9, Bcl2A1, Bfl-1, Bcl-2-L2) [41]. Szczegó lowy opis poszczególnych

bia lek znajduje si ↪e w Tab. 1.2. Bia lka rodziny Bcl-2 dziel ↪a ze sob ↪a cztery domeny

14



1.4. Rola Ca2+ w procesie apoptozy

BH (ang. Bcl-2 homology region)(Ryc. 1.5), nazwane BH1, BH2, BH3, BH4, które

odgrywaj ↪a znaczn ↪a rol ↪e w procesie kontroli apoptozy. W bia lkach anty-apoptotycznych

(Bcl-2 oraz BclXL) wszystkie cztery domeny s ↪a konserwowane ewolucyjnie, natomiast

bia lka proapoptotyczne take jak Bad, Bid oraz Bim posiadaj ↪a tylko jedn ↪a domen ↪e -

BH3 - i z tego powodu wyróżniane s ↪a jako podgrupa bia lek o nazwie
”
BH3-only” [169].

Czasami, także bia lka Bax wyodr ↪ebniane s ↪a z rodziny Bcl-2 jako osobna podgrupa.

Domeny BH uczestnicz ↪a w dimeryzacji poszczególnych przedstawicieli grupy bia-

 lek Bcl-2. Dimeryzacja może zachodzić na drodze  l ↪aczenia si ↪e bia lek Bcl-2, wtedy

wykorzystywane s ↪a zazwyczaj oddzia lywania typu
”
ogon-g lowa”, kiedy to N-końcowy

region bia lka (zawieraj ↪acy domen ↪e BH4) oddzia luje z dalszym, C-końcowym regionem

siostrzanej cz ↪asteczki, w której zlokalizowane s ↪a domeny BH1, BH2 oraz BH3. Hete-

rodimeryzacja natomiast polega na  l ↪aczeniu bia lek Bcl-2/Bax, kiedy zaangażowane s ↪a

oddzia lywania
”
ogon-ogon”, dzi ↪eki możliwość interakcji domen BH1, BH2, BH3 bia lek

Bcl-2 ze środkow ↪a cz ↪eści ↪a Bax, w której znajduje si ↪e domena BH3 [41, 242]. Homo -

i heterodimeryzacja bia lek z rodziny Bcl-2 wp lywa w znaczny sposób na proces uwal-

niania cytochromu C z mitochondrium i aktywności niektórych kaspaz oraz na proces

formowania si ↪e i aktywności PTP, co przek lada si ↪e na decyzje komórki o kontynuowa-

niu, b ↪adź terminacji szlaku apoptotycznego zależnego od mitochondrium.

Rycina 1.7: Mitochondria stanowi ↪a centralny punkt decyzyjny komórki, w którym
krzyżuj ↪a si ↪e zewn ↪etrzne i wewn ↪etrzne szlaki apoptotyczne. Wiele ścieżek programowa-
nej śmierci komórki zależna jest od bia lek rodziny Bcl-2, w szczególności bia lek grupy

”
BH3-only” takich jak Bid i Bad [165].

15



1. Biologia jonów wapnia

Dzia lanie niektórych przedstawicieli bia lek rodziny Bcl-2:

Antyapoptotyczne:

Bcl-2 Hamuje apoptoz ↪e w różnych systemach komórkowych, np. komórkach krwio-

twórczych i neuronach. Reguluje śmierć komórek przez kontrol ↪e przepuszczal-

ności b lony mitochondrialnej. Hamuje aktywność kaspaz poprzez zapobieganie

uwalnianiu cytochromu C z mitochondriów i/lub przez wi ↪azanie si ↪e z czynnikiem

aktywuj ↪acym apoptoz ↪e Apaf-1 [28, 152].

BclXL Znajduje si ↪e na zewn ↪etrznej b lonie mitochondrialnej i reguluje otwarcie kana lu

VDAC. VDAC reguluje mitochondrialny potencja l b lonowy, a wi ↪ec kontroluje

wytwarzanie reaktywnych form tlenu i uwalnianie cytochromu C przez mitochon-

dria, z których oba s ↪a silnymi induktorami apoptozy [44].

Bfl-1 Hamuje apoptoz ↪e indukowan ↪a IL-3. Może dzia lać w odpowiedzi komórek krwio-

twórczych na sygna ly zewn ↪etrzne i wspomaga przeżywalności komórek śródb lonka

podczas infekcji. Indukowany NFκB hamuje aktywność czynnika TNFα [310].

Proapoptotyczne:

Bak W obecności odpowiedniego bodźca, przyspiesza programowan ↪a śmierć komórek

przez wi ↪azanie do antyapoptotycznego bia lka Bcl-2 [247].

Diva Ekspresja bia lka Diva hamuje wi ↪azanie Bcl-XL do kompleksu Apaf-1. Stanowi

nowy typ mitochondrialnych czynników proapoptotycznych z rodziny Bcl-2, które

promuj ↪a apoptoz ↪e niezależnie od regionu BH3, poprzez bezpośrednie wi ↪azanie do

Apaf-1 [135].

Bik Przyspiesza programowan ↪a śmierć komórki. Wi ↪aże si ↪e z represorami apoptozy,np.

Bcl-XL, BHRF1, Bcl-2 lub ich homologów. Nie oddzia luj ↪a z bia lkami Bax [279].

Bim Indukuje apoptoz ↪e wi ↪aż ↪ac si ↪e z anty-apoptotycznymi bia lkami takimi jak Bcl-2,

Bcl-XL i Mcl-1, hamuj ↪ac ich dzia lanie przeżyciowe [55].

Bad Promuje śmierć komórek. Konkuruje z bia lkiem Bax w wi ↪azaniu do bia lek an-

tyapoptotycznych: Bcl-XL, Bcl-2 i Bcl-2-L2/Bcl-W, w ten sposób wp lywaj ↪ac na

poziom heterodimeryzacji tych bia lek z Bax. Dzia la jako  l ↪acznik pomi ↪edzy ze-

wn ↪etrznymi i wewn ↪etrznymi ścieżkami programowanej śmierci [99].

Bid Produkt proteolizy tBid umożliwia uwolnienie cytochromu C. Przeciwdzia la dzia-

 laniu ochronnemu bia lka Bcl-2 [96, 123].

Bax W warunkach stresu, ulega zmianom konformacyjnym, które powoduj ↪a jego prze-

mieszczenie do b lony mitochondriów, gdzie oddzia luje z poryn ↪a VDAC. Co osta-

tecznie prowadzi do uwolnienia cytochromu C [97, 247].
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1.4. Rola Ca2+ w procesie apoptozy

Symbol Pe lna nazwa bia lka 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-XL B-cell lymphoma-extra large BH1, BH2, BH3, BH4 [16, 44]

Mcl-1 Myeloid cell leukemia sequence 1 BH1, BH2, BH3, BH4 [215]

CED-9 Cell death protein 9 BH1, BH2, BH3, BH4 [130]

Bcl2A1 Bcl2-related protein A1 BH1, BH2, BH3, BH4 [124]

Bfl-1 Bcl related fetal liver homolog - 1 BH1, BH2, BH3, BH4 [308, 310]

Pro-apoptotyczne

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

Diva Death inducer binding to vBcl-2 and
Apaf-1

BH1, BH2, BH3, BH4 [135]

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

Bik Bcl-2-interacting killer BH3 [73]

Bim Bcl-2-interacting mediator of cell
death

BH3 [104, 205]

Bad Bcl-2-associated death promoter BH3 [2]

Bid Bcl-2 interacting 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: Bia lka rodziny Bcl-2 - udzia l poszczególnych domen BH w strukturze.

Proteoliza bia lka Bid  l ↪aczy zewn ↪etrzn ↪a ścieżk ↪e apoptotyczna ze ścieżk ↪a mitochon-

drialn ↪a. Umożliwia to przekazanie zewn ↪etrznych sygna lów apoptozy p lyn ↪acych z recep-

torów b lonowych na szlak aktywuj ↪acy mitochondrialny mechanizm śmierci. Skrócony

polipeptyd Bid, czyli tBid (ang. trunctated Bid) wi ↪aże si ↪e z bia lkiem Bax, doprowa-

dzaj ↪ac do zmian konformacyjnych jego N-końca, co umożliwia Bax przy l ↪aczanie do po-

wierzchni mitochondriów. Tam oddzia luje z poryn ↪a VDAC przy tworzeniu megakana lu
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1. Biologia jonów wapnia

PTP. Efektem jest oligomeryzacja bia lek Bax i Bak na zewn ↪etrznej b lonie mitochon-

drialnej (Ryc. 1.7), co poprzedza wyrzut wymienionych wcześniej czynników apopto-

tycznych do cytozolu [247, 279]. Mitochondria stanowi ↪a wi ↪ec centralny
”
punkt decy-

zyjny”, w którym zbiegaj ↪a si ↪e najważniejsze szlaki prowadz ↪ace do apoptozy [68, 165].

Istnieje jeszcze jeden szlak apoptotyczny, niezależny od sygnalizacji receptorów po-

wierzchniowych, czy mitochondriów, który jest uruchamiany w retikulum endoplazma-

tycznym w wyniku dzia lania czynników stresogennych. Stres powoduje nagromadzenie

si ↪e jonów wapnia w retikulum, co destabilizuje funkcjonowanie bia lek wspomagaj ↪acych

prawid lowe zwijanie innych protein - chaperonów, co doprowadza do nagromadzenia

si ↪e nieprawid lowo zwini ↪etych bia lek w ER.

18



1.4. Rola Ca2+ w procesie apoptozy

R
y
ci

n
a

1.
8:

U
p
ro

sz
cz

on
y

sc
h
em

at
g l

ów
n
y
ch

sz
la

k
ów

ap
op

to
ty

cz
n
y
ch

[6
8]

.

19



1. Biologia jonów wapnia

1.5 Rola Ca2+ w zap lodnieniu

Rola jonów wapnia zwi ↪azana z aktywacj ↪a oocytów podczas procesu zap lodnienia

znana jest od lat 90-tych poprzedniego wieku. Natomiast dopiero niedawno zacz ↪eto

gromadzić informacje dotycz ↪ace znaczenia Ca2+ podczas aktywacji plemników przed

zap lodnieniem [241].

Pocz ↪atek nowego życia zaczyna si ↪e od wymiany szeregu informacji, w których klu-

czow ↪a rol ↪e odgrywa wapniowa ścieżka sygnalizacyjna. Wapń odgrywa rol ↪e kluczowego

przekaźnika, który wymienia informacje pomi ↪edzy gametami. Gdy plemnik zbliża si ↪e

do powierzchni komórki jajowej obie gamety ulegaj ↪a aktywacji za sprawa zmian st ↪eże-

nia wolnych jonów wapnia, które z kolei zmieniaj ↪a metabolizm obu gamet [36]. Zmiany

cytozoliczne oocytu zachodz ↪a poprzez aktywacj ↪e receptora IP3. Plemniki ssaków ak-

tywuj ↪a si ↪e tuż przed zap lodnieniem i również w tym procesie wapń odgrywa znacz ↪ac ↪a

rol ↪e. Wzrost st ↪eżenia tych jonów w cz ↪eści ogonkowej plemnika doprowadza do wzrostu

cz ↪estotliwości
”
ruchów” w lókien kurczliwych. Zwi ↪eksza to ruchliwość plemnika, który

jest wtedy w stanie pokonać opór środowiska (wyśció lk ↪e śluzow ↪a macicy, os lonk ↪e przej-

rzyst ↪a). Wyrzut jonów wapnia w oocycie odbywa si ↪e dzi ↪eki aktywacji enzymu - fosfo-

lipazy typu C (PLC) za pomoc ↪a czynnika aktywuj ↪acego - tzw. PLCζ pochodz ↪acego

z plemnika i wzrostu st ↪eżenia IP3 wewn ↪atrz komórki jajowej [264, 305]. Wzrost st ↪eże-

nia IP3 wyzwala seri ↪e fal wapniowych w oocycie (Ryc. 1.9). Późniejsze zmiany st ↪eżenia

wapnia s luż ↪a jako wyznaczniki kolejnych podzia lów komórkowych oraz jako sygna ly

to powstawania wzorców gastrulacji i organogenezy, wspó ltworz ↪ac program rozwo-

jowy zarodków. Dodatkowo, w przypadku komórki jajowej, w chwili zap lodnienia do

cytozolu uwalniane s ↪a jony wapnia, które mog ↪a wywo lać pojedyncz ↪a fal ↪e wapniow ↪a

b ↪adź szereg oscylacji jonów wapnia. Powstanie pojedynczej lub wielokrotnej fali wap-

niowej jest cech ↪a specyficzn ↪a gatunkowo. Fala ta jest sygna lem, który ma na celu

ustawienie fazy cyklu komórkowego oocytu i wyrzut ziarnistości znajduj ↪acych si ↪e pod

b lon ↪a komórkow ↪a. Zawartość p ↪echerzyków zmienia sk lad chemiczny otoczki oocytu

i uniemożliwia przy l ↪aczenie si ↪e kolejnego plemnika [108, 265].
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1.5. Rola Ca2+ w zap lodnieniu

Rycina 1.9: Fale wapniowe przechodz ↪ace przez oocyt podczas procesu zap lodnienia.
(A) czasowa charakterystyka poszczególnych fal wapniowych w oocycie podczas za-
p lodnienia. Widoczna jest jedna duża fala wapniowa, po której nast ↪epuje siedem
mniejszych. (B) fala wapniowa pierwszej fazy, rozpoczynaj ↪aca si ↪e w punkcie wnikni ↪e-
cia plemnika. Fuzja gamet prowadzi do powstania dużej fali wapniowej, która w ci ↪agu
40 sekund obejmuje ca ly oocyt. (C) reorganizacja struktury wewn ↪etrznej oocytu i wy-
tworzenie ”kurczliwego bieguna”, z którego bior ↪a pocz ↪atek kolejne fale wapniowe. (D)
fala wapniowa podczas drugiej fazy, rozchodz ↪aca si ↪e z bieguna kurczliwego.[295].
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1. Biologia jonów wapnia

1.6 Homeostaza wapniowa w komórce

Jon
St
↪
eżenie [mM]

W cytozolu Poza komórk
↪
a

K+ 140 4

Na+ 14 440

Cl− 4 116

HCO3
– 12 29

Mg2+ 0.8 1.5

Ca2+ <0.0002 2

Tablica 1.3: St ↪eżenie jonów w komórce i macie-

rzy zewn ↪atrzkomórkowej [168].

Badania ostatnich lat wyka-

zuj ↪a, że jony wapnia stanowi ↪a

kluczow ↪a rol ↪e w przekazywaniu

informacji w komórkach eukario-

tycznych. St ↪eżenia Ca2+ w ko-

mórce jest niskie i rośnie gwa l-

townie dopiero w wyniku pobudze-

nia. Podwyższone st ↪eżenie wapnia

w komórce uruchamia różnego ro-

dzaju kaskady zdarzeń, które pro-

wadz ↪a do aktywacji wielu szlaków

przekaźnictwa sygna lu w komórce

i określonej odpowiedzi komórki.

Wapń spe lnia wi ↪ec klasyczn ↪a de-

finicj ↪e wtórnego przekaźnika in-

formacji. St ↪eżenie Ca2+ w cy-

tozolu, w komórce niepobudzonej

jest bardzo niskie i wynosi oko lo

50-100 nM, natomiast w przestrzeni zewn ↪atrzkomórkowej poziom tego jonu wynosi 1-2

mM. Różnica pomi ↪edzy cytozolem a p lynami ustrojowymi jest wi ↪ec gigantyczna. St ↪e-

żenie jonu po obu stronach b lony komórkowej różni si ↪e niemal dziesi ↪eć tysi ↪ecy razy

(Tab. 1.3). W wyniku pobudzenia komórki st ↪eżenie Ca2+ cytozolicznego wzrasta dzie-

si ↪eciokrotnie do 1-2 µM. Przy tak dużej różnicy st ↪eżeń utrzymanie sta lego, niskiego

poziomu Ca2+ w komórce realizowane jest za pomoc ↪a uk ladów bia lek transportuj ↪acych

wapń, takich jak: pompy, kana ly, czy wymienniki, przez które Ca2+ jest usuwany na

zewn ↪atrz lub magazynowany w organellach wewn ↪atrzkomórkowych (Ryc 1.10). Ogó l

procesów prowadz ↪acych do utrzymania sta lego, niskiego st ↪eżenia Ca2+, które pozostaje

w dynamicznej równowadze nosi nazw ↪e homeostazy wapniowej.

Nadmiar Ca2+ usuwany jest z cytozolu na zewn ↪atrz, tj. w kierunku wyższego st ↪e-

żenia, przez enzymy b lony plazmatycznej Ca2+-ATPazy, zwane także pompami wap-

niowymi (PMCA). Proces ten odbywa si ↪e kosztem energii uzyskiwanej z hydrolizy

ATP (ATP/Ca2+ = 1:1). Innym mechanizmem usuwania Ca2+ s ↪a tzw. transportery

drugiego rz ↪edu, czyli wymienniki sodowo-wapniowe i sodowo-potasowo-wapniowe, b ↪e-

d ↪ace bia lkami b lonowymi, transportuj ↪acymi jony sodu i/lub potasu na wymian ↪e z jo-

nami wapnia (Na+K+/Ca2+ = 3:1). Wapń jest także magazynowany w organellach

wewn ↪atrzkomórkowych takich jak mitochondria oraz siateczka śródplazmatyczna. Do-

datkowo w każdym z kompartmentów wyst ↪epuj ↪a też swoiste bia lka buforuj ↪ace, które

22



1.6. Homeostaza wapniowa w komórce

Kompartment
St
↪
eżenie [µM]

Spoczynek Aktywacja

Cytozol 0.05–0.1 0.5–2

ER 0.5 0.1

Mitochondria 0.2 1–500

J ↪adro komórkowe 0.1 2

Aparat Golgiego 0.3 0.2

Przestrzeń zewn ↪atrzkomórkowa 2000 ∼2000

Tablica 1.4: St ↪eżenie jonów wapnia w poszczególnych kompartmentach komórek euka-
riotycznych w czasie spoczynku i w wyniku aktywacji sygnalizacji wapniowej [163].

bardzo wydajnie wi ↪aż ↪a wolne jony wapnia (Rozdz. 1.6.1). Do siateczki śródplazma-

tycznej Ca2+ pompowany jest przez kolejn ↪a Ca2+-ATPaz ↪e (SERCA), różni ↪ac ↪a si ↪e od

tej wyst ↪epuj ↪acej w b lonie plazmatycznej przede wszystkim wydajności ↪a (ATP/Ca2+ =

1:2). Jony Ca2+ zmagazynowane wewn ↪atrz siateczki również wi ↪azane s ↪a z określonymi

bia lkami buforuj ↪acymi: kalsekwestryn ↪a i kalretikulin ↪a (Tab. 1.5). Wapń magazyno-

wany jest również w mitochondriach, aparacie Golgiego i j ↪adrze komórkowym. Trans-

port wapnia do mitochondriów - drugiego pod wzgl ↪edem znaczenia magazynu jonów

wapniowych w komórce, kontrolowany jest przez multimeryczne bia lko - uniporter mi-

tochondrialny, opisany szczegó lowo w rozdziale 1.6.4. Transport jonów na zewn ↪atrz

kontroluj ↪a mitochondrialne wymienniki sodowo-wapniowe. Szczegó lowy opis mechani-

zmów transportu jonów wapnia -z i -do magazynów retikularnych i mitochondrialnych

znajduje si ↪e w rozdzia lach 1.6.3 i 1.6.4. Wymienione wyżej mechanizmy wspó luczestni-

cz ↪a w zachowaniu homeostazy wapniowej w komórce i pozwalaj ↪a na zachowanie sta lego

st ↪eżenia tych jonów w cytozolu (w wysokich st ↪eżeniach Ca2+ jest cytotoksyczny).

W komórkach niepobudliwych mobilizacja Ca2+ w komórce ma charakter dwufa-

zowy. Pierwsz ↪a faz ↪e stanowi opisany w rozdziale 1.3.2 szlak sygnalizacyjny, w którym

aktywacja receptora metabotropowego, sprz ↪eżonego z bia lkiem G prowadzi do aktywa-

cji fosfolipazy C, produkcji IP3 i uwolnienia jonów wapnia z magazynów wewn ↪atrzko-

mórkowych. Komórki pobudliwe charakteryzuj ↪a si ↪e tym, że odpowiednie kana ly jonowe
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1. Biologia jonów wapnia

- bramkowane ligandem, b ↪adź napi ↪eciem znajduj ↪a si ↪e w ich b lonie komórkowej i odpo-

wiedni sygna l aktywuje nap lyw jonów wapnia ze środowiska zewn ↪atrzkomórkowego do

cytozolu. Jak już wspomniano st ↪eżenie jonów wapnia w cytozolu jest niskie i wynosi

∼ 50 - 100 nM. Podczas aktywacji wzrasta średnio dziesi ↪eciokrotnie do 1-2 µM. Sia-

teczka śródplazmatyczna jest magazynem jonów wapna, wi ↪ec pobudzenie powoduje ich

uwolnienie, co oznacza, że st ↪eżenie tych jonów spada z 0.5 µM do 0.1 µM. Mitochon-

dria w stanie spoczynkowym akumuluj ↪a niewielkie ilości Ca2+ (0.2 µM), ale podczas

aktywacji sa w stanie bardzo wydajnie akumulować uwolnione do cytozolu jony wapnia

i st ↪eżenie ich rośnie w macierzy mitochondrialnej do 1 µM. W ekstremalnych przypad-

kach mitochondria mog ↪a pomieścić o wiele wi ↪eksze ilości tych jonów - nawet do 500

µM. St ↪eżenie wapnia w pozosta lych kompartmentach przed pobudzeniem i w trakcie

aktywacji przedstawiono w Tab. 1.4 [163].
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1.6. Homeostaza wapniowa w komórce

Rycina 1.10: Mechanizmy komórkowe zaangażowane w transport Ca2+ [23, 46].
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1. Biologia jonów wapnia

1.6.1 Bufory i sensory wapniowe

St ↪eżenie wolnych jonów wapnia w cytozolu utrzymywane jest na niskim poziomie

także przez odwracalne i selektywne wi ↪azanie tych jonów przez wielkocz ↪asteczkowe

bia lka lub nieorganiczne zwi ↪azki chemiczne. Bia lka takie określane sa ogólnie jako

CaBP (ang. calcium binding proteins). Wydajność wi ↪azania Ca2+ pozwala na za-

szeregowanie do jednej z grup, określanych jako - bufory wapniowe lub sensory

wapniowe (Tab. 1.5). Bufory to bardzo zróżnicowana grupa zwi ↪azków, których za-

daniem jest zwi ↪azać jak najwi ↪eksz ↪a ilość jonów wapnia. Z regu ly robi ↪a to za pomoc ↪a

si l elektrostatycznych, eksponuj ↪ac na powierzchni negatywnie na ladowane reszty ami-

nokwasowe, które oddzia luj ↪a z dodatnio na ladowanymi jonami wapnia. Sensory s luż ↪a

jako cz ↪asteczki wykrywaj ↪ace obecność jonów wapnia. Zdolność do wykrywania lub

buforowania wolnych jonów wapnia zależy od poziomu ekspresji i kombinacji wielu

rodzajów bia lek wi ↪aż ↪acych wapń obecnych w komórce, przez co poziom zwi ↪azanych

i wolnych jonów wapnia w różnych typach komórek kszta ltuje si ↪e bardzo różnorodnie.

Na przyk lad komórki Purkinjego - neurony wyst ↪epuj ↪ace w korze móżdżku - charaktery-

zuj ↪a si ↪e bardzo wysokim poziomem parvalbuminy i kalbindyny, co w efekcie powoduje,

że na każdy jon wolnego wapnia przypada oko lo 2000 zbuforowanych. W innych komór-

kach stosunek ten utrzymuje si ↪e w przedziale 50 – 100:1. Sygna l wapniowy w cytozolu

jest bardzo niski. Motoneurony np. maj ↪a bardzo niewielkie możliwości buforowania

wapnia, co w konsekwencji daje znaczny wzrost poziomu wapnia w cytozolu podczas

sygnalizacji.

Obie podbgrupy wykorzystuj ↪a dwa rodzaje motywów strukturalnych, które pozwa-

laj ↪a zwi ↪azać jony Ca2+: motyw EF oraz C2. W niektórych przypadkach (np. kalbin-

dyna) obecność wielu motywów wi ↪aż ↪acych wapń pozwala funkcjonować w podwójnej

roli: jako bufor i sensor.

Motywy EF

Termin ”EF-hand” wprowadzono w 1973 roku. Termin ten opisowo przedstawia l

reprezentacje wst ↪ażkow ↪a domeny odpowiedzialnej za wi ↪azanie Ca2+ w parvalbuminie.

Bia lka EF-hand stanowi ↪a najważniejsz ↪a rodzin ↪e bia lek wi ↪aż ↪acych wapń (tzw.
”

EF-hand

calcium binding proteins”). Jest to bardzo różnorodna i liczna rodzina bia lek, której

przedstawiciele zaliczaja sie z regu ly do sensorów Ca2+ [302]. Klasycznym przyk ladem

jest tutaj kalmodulina (CaM) (Ryc. 1.12). Motyw wi ↪aż ↪acy wapń sk lada si ↪e z uk ladu

heliks-p ↪etla-heliks, w którym wi ↪azanie wapnia zachodzi w laśnie w p ↪etli  l ↪acz ↪acej he-

lisy, z lożonej zwykle z dwunastu aminokwasów 1.11 [110, 201]. Mechanizm wi ↪azania

opiera si ↪e na dwunastu negatywnie na ladowanych atomach tlenu, z reszt hydroksylo-

wych i karbonylowych szkieletu bia lkowego heliksów i podstawników grup bocznych,

które oddzia luj ↪a elektrostatycznie z jonami wapnia. Z regu ly w bia lku wi ↪aż ↪acym wapń

wyst ↪epuj ↪a dwie takie p ↪etle.
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1.6. Homeostaza wapniowa w komórce

(a) U lożenie reszt aminokwasowych wi ↪aż ↪acych
Ca2+. Kolor niebieski - atomy azotu, czerwony
- atomy tlenu

(b) Heliksy E i F oraz p ↪etla  l ↪acz ↪aca

Rycina 1.11: Struktura motywu EF-hand.

Jeżeli w bia lku wyst ↪epuje wi ↪ecej motywów EF (nawet do 12), mamy do czynienia ze

zjawiskiem kooperatywnego wi ↪azania jonów wapnia. Zwi ↪azanie jednego jonu zwi ↪eksza

powinowactwo kolejnych miejsc wi ↪azania [166]. Cz ↪asteczka kalmoduliny zawiera dwie

domeny z motywem EF, co sprawia, że wi ↪aże 4 jony wapnia. Sta la dysocjacji takiego

uk ladu wynosi Kd ∼ 10−6 M. Po zwi ↪azaniu Ca2+ kalmodulina zmienia konformacj ↪e,

eksponuj ↪ac domeny hydrofobowe. Kalmodulina reguluje funkcj ↪e i aktywność oko lo 300

bia lek, m.in.: kalcyneuryny, syntazy tlenku azotu (NOS - ang. nitric oxide synthase),

receptora IP3R, PMCA [262]. Liczba bia lek posiadaj ↪acych ten motyw jest olbrzymia.

Szacuje si ↪e, że jest ich od 600 do kilku tysi ↪ecy. Ogólnie można podzielić je na 66

dużych rodzin, licz ↪acych sobie kilku, b ↪adź kilkuset przedstawicieli. Pod wzgl ↪edem

funkcjonalnym zgrupowanych w dwie duże podgrupy (Ryc. 1.13) [309]:

• Kanoniczne EF-hand - wyst ↪epuj ↪ace np. w kalmodulinie (Ryc. 1.11), gdzie

12 reszt p ↪etli stabilizuje jon wapnia poprzez tlen reszt karboksylowych.

• Pseudo EF-hand - znajduj ↪ace si ↪e np. w bia lkach S100, które posiadaj ↪a

zmodyfikowan ↪a sekwencj ↪e p ↪etli aminokwasowej wi ↪aż ↪acej wapń.
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1. Biologia jonów wapnia

(a) kalmodulina, bez Ca2+ (kod PDB: 1CFD) (b) kalmodulina z Ca2+ (kod PDB: 3CLN)

Rycina 1.12: Wst ↪ażkowa reprezentacja struktury trzeciorz ↪edowej kalmoduliny [15, 156].

Rycina 1.13: Drzewo filogenetyczne bia lek z rodziny EF-hand [309].
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1.6. Homeostaza wapniowa w komórce

M. molowa Liczba Ilość Sta la
monomeru motywów zwi

↪
azanych dysocjacji

[kDa] EF-hand/C2 jonów Ca2+ Kd[M]

Sensory

kalmodulina 17 4 4 10−6

S100 12 4 4 10−6 – 10−7

kalcyneuryna 80 4 4 10−6 – 10−7

NCS 22 4 2 5-10−6

parvalbumina 12 3 2 10−7

kalbindyna-D28k 28 6 4 10−5 – 10−6

kalbindyna-D9k 9 2 2 10−3 – 10−6

kalretynina 29 6 4 4×10−7

retikulokalbina 44 6 6 1×10−3

synaptotagmina 47 2 6 3 – 6×10−4

rabfilina 82 2 6 1 – 2×10−6

DOC2 82 2 6 0.1 – 0.3×10−6

perforyna 60 1 3 10−4

UNC-13 180 3 9 –

Bufory

kalretikulina 55 – ∼25 mol Ca2+/mol Pr 2×10−5

Grp94 94 – ∼19 mol Ca2+/mol Pr 2×10−6

BIP/Grp78 78 – ∼1-2 mol Ca2+/mol Pr 10−5

Kalneksyna 80 – – 5-10−5

ERp72 72 – ∼12 mol Ca2+/mol Pr 10−5

kalcystoryna/PDI 55 – ∼23 mol Ca2+/mol Pr 2-5×10−3

kalsekwestryna 55 – ∼30 – 80 mol Ca2+/mol Pr 1×10−3

Tablica 1.5: Bufory i sensory wapniowe. Ilość zwi ↪azanych jonów wapnia dla sensorów
odpowiada liczbie pojedynczych jonów, natomiast dla buforów wyrażona jest w ilości
moli Ca2+ na 1 mol bia lka (Pr) [7, 34, 64, 112, 113, 121, 160, 210, 226, 227, 243, 302].
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1. Biologia jonów wapnia

Motywy C2

Domena C2 liczy ∼120 aminokwasów o silnie konserwowanej sekwencji (Ryc. 1.14).

To charakterystyczny motyw z lożony z ośmiu anty-równoleg lych β-kartek, jedna na dru-

giej. Tego typu uk lady zdolne s ↪a wi ↪azać od dwóch do trzech jonów wapnia. Wi ↪azanie

nast ↪epuje w p ↪etlach utworzonych z wolnych  lańcuchów aminokwasów wyst ↪epuj ↪acych

pomi ↪edzy β-kartkami. Wyst ↪epuj ↪a z regu ly w bia lkach, które wykorzystuj ↪a  ladunek

Ca2+ do przemieszczenia si ↪e w pobliże dwuwarstwy lipidowej, np. fosfolipaza C, sy-

naptotagmina, bia lkowa kinaza C [199, 277].

(a) C2 bez Ca2+ (kod PDB: 3W56) (b) C2 z Ca2+ (kod PDB: 3W57)

Rycina 1.14: Wst ↪ażkowa reprezentacja struktury trzeciorz ↪edowej motywu C2 [277].

Kilka jonów potrafi wytworzyć pole elektrostatyczne, pozwalaj ↪ace znacznie przy-

śpieszyć wi ↪azanie z bia lkami na powierzchni b lony komórkowej (np. w przypadku fos-

folipazy, która wykorzystuje domen ↪e C2 do zbliżenia si ↪e do inozytolu na powierzchni

b lony). Zwi ↪azanie Ca2+ w p ↪etlach obniża negatywny  ladunek bia lka i pozwala na pe-

netracj ↪e dwuwarstwy lipidowej przez reszty hydrofobowe i aromatyczne.

1.6.2 Przep lywy wapnia z i do komórki

Poziom jonów wapnia w komórce podlega ścis lej regulacji. St ↪eżenie tych jonów

w środowisku zewn ↪atrzkomórkowych wynosi w przybliżeniu ∼ 2mM, z kolei w cyto-

zolu, podczas spoczynku jest stosunkowo niskie i wynosi 20 – 100 nM w zależności
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1.6. Homeostaza wapniowa w komórce

od rodzaju komórki. Tak niski poziom wapnia jest konieczny ze wzgl ↪edu na obecność

fosforanów, których sole z wapniem s ↪a s labo rozpuszczalne, wi ↪ec dochodzi loby do pre-

cypitacji i utraty tych ważnych dla komórki zwi ↪azków. Duży gradient st ↪eżenia Ca2+

wyst ↪epuje także pomi ↪edzy cytozolem, a siateczk ↪a śródplazmatyczn ↪a. St ↪eżenie Ca2+

w ER jest ok. 1000 razy wi ↪eksze niż w cytoplazmie i wynosi ∼0.5 – 1 mM. St ↪eżenie

wapnia w mitochondrium waha si ↪e pomi ↪edzy 50 – 500µM (Ryc. 1.10) [46]. Szereg wy-

specjalizowanych bia lek (Rozdz. 1.2) zaangażowanych jest w utrzymaniu
”
status quo”,

czyli niskiego poziomu wapnia w cytozolu. Tworz ↪a uk lad pomp, kana lów i wymien-

ników, które kontroluj ↪a st ↪eżenie Ca2+ w cytozolu, utrzymuj ↪ac jego poziom w stanie

równowagi dynamicznej. Sygna l wapniowy tworz ↪a poszczególne przep lywy: nap lyw

jonów wapnia ze środowiska zewn ↪atrzkomórkowego do wn ↪etrza komórki oraz wyp lyw,

uwalnianie z magazynów wewn ↪atrzkomórkowych i transport w przeciwnym kierunku.

Wapń do wi ↪ekszości typów komórek nap lywa g lównie poprzez kana ly bramko-

wane napi
↪
eciem (VGCC) [306] lub ligandem (LGCC) [296], znajduj ↪ace si ↪e na b lo-

nie komórkowej. Istnieje jednak szereg innych mechanizmów nap lywu jonów wapnia,

które wykorzystuj ↪a wyspecjalizowane bia lka/kana ly np.: kana ly wapniowe zależne od

receptorów (ROCC) [246], kana ly pojemnościowego nap lywu wapnia (SOCEC) [209],

kana ly TRP [214].
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1. Biologia jonów wapnia

Typ kana lu Miejsce Opis
wyst

↪
epowania

Typ L

(CaV 1.1-1.4)

komórki mi ↪eśniowe oraz
inne komórki zwierz ↪ece

aktywacja przy wysokim potencjale
b lony,regulacja skurczu komórek
mi ↪eśniowych

Typ N
(CaV 2.2)

neurony aktywacja przy wysokim potencjale
b lony; wolniejsza inaktywacja niż ka-
na ly T; sekrecja neurotransmitterów

Typ P
(CaV 2.1)

neurony gruszkowate
(Purkinjego) inne kom.
nerwowe

napi ↪ecie, fosforylacja, bia lka G; uwal-
nianie neurotransmitterów w szczeli-
nach presynaptycznych, również znaj-
dowane we w lóknach Purkinjego serca.

Typ Q
(CaV 2.1)

komórki ziarniste
móżdżka

wysoki poziom aktywacji i relatywnie
niska kinetyka.

Typ R
(CaV 2.3)

komórki ziarniste
móżdżka

wysoki poziom aktywacji i relatywnie
niska kinetyka dzia lania.

Typ T
(CaV 3.1-3.3)

powszechnie w komór-
kach zwierz ↪ecych

aktywacja przy niskim potencjale
b lony, regulacja wej́scia wapnia przy
ujemnym potencjale b lony

Tablica 1.6: Lista ważniejszych kana lów wapniowych, bramkowanym napi ↪eciem, wy-
st ↪epuj ↪acych w komórkach eukariotycznych [86, 189, 253, 304].

Kana ly bramkowane napi
↪
eciem (VGCC)

Kana ly VGCC, które określane s ↪a również jako CaV , wyst ↪epuj ↪a w dużych ilo-

ściach w b lonach komórek pobudliwych i stanowi ↪a niezb ↪edny element prawid lowego

funkcjonowania neuronów, gleju, mi ↪eśni szkieletowych, serca czy gruczo lów wewn ↪atrz-

wydzielniczych. Z regu ly nie dzia laj ↪a jako osobne kana ly, lecz kooperuj ↪a ścísle z innymi

rodzajami kana lów jonowych - potasowymi i sodowymi lub kana lami aktywowanymi

neuotransmiterami, wspieraj ↪ac potencja l czynnościowy (w neuronach) lub stanowi ↪ac

g lówn ↪a jego cz ↪eść (mi ↪eśnie serca). Ich otwarcie nast ↪epuje w wyniku zmiany poten-

cja lu b lonowego w stosunku do potencja lu spoczynkowego komórki (-70 mV). VGCCs

sk ladane s ↪a z kilku podjednostek, które tworz ↪a heteromultimery (najcz ↪eściej wyst ↪e-

puj ↪acy kana l typu L sk lada si ↪e z si ↪e z pi ↪eciu podjednostek). Rdzeń kana lu stanowi

podjednostka α1 z lożon ↪a z czterech domen formuj ↪acych pierścień w b lonie bia lkowo-

lipidowej o wielkości 170-250 kDa. Każda z domen zawiera 6 transb lonowych motywów

o strukturze α-helisy (Ryc. 1.15). Co czwarty heliks posiada pozytywnie na ladowane

krótkie sekwencje transb lonowe o w laściwości czujnika jonów Ca2+. Już pojedynczy
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1.6. Homeostaza wapniowa w komórce

pierścień ma funkcjonalność kana lu jonowego, ale z regu ly podjednostka α sprz ↪eżona

jest dodatkowo z innymi podjednostkami (np. α2, β, γ, δ), które modyfikuj ↪a kinetyk ↪e

aktywacji/dezaktywacji i lokalizacj ↪e kana lu (Tab. 1.6) [269, 301].

Rycina 1.15: Struktura czwartorz ↪edowa kana lu bramkowanego napi ↪eciem (kod PDB:
4MW3). Kolorami oznaczono poszczególne  lańcuchy tetrameru [269].
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1.6. Homeostaza wapniowa w komórce

Istnieje kilka rodzajów VGCCs, które s ↪a strukturalnie homologiczne, lecz nie iden-

tyczne konstrukcyjnie. Wyszczególniono pi ↪eć podtypów kana lów VGCC, które różni ↪a

si ↪e w laściwościami fizjologicznymi (np. czas otwarcia, przewodność i wrażliwość na

potencja l) oraz wrażliwość na niektóre inhibitory. W zależności od tych różnic VGCCs

dzielimy na kana ly L, N, P, Q, R i T (Tab. 1.6). Np. kana ly typu L, s ↪a wrażliwe

na zablokowanie przez 1,4-dihydropirydyn ↪e (DHP), ale nie przez ω-konotoksyn ↪e, wy-

izolowana z jadu ślimaka Conus geographus (ωCTX) lub ω-agatoksyn ↪e, wyizolowan ↪a

z jadu w ↪eży grzechotnikowatych (ωAGA). Dane dotycz ↪ace pozosta lych typów kana lów

znajduj ↪a si ↪e w Tab. 1.7 [120, 253].

Jak już wspomniano, kana ly VGCCs aktywowane s ↪a zmian ↪a potencja lu elektrycz-

nego na powierzchni b lony komórkowej. Zmiana wp lywa na uk lad sensorów jonów

Ca2+ w α-helisach, dochodzi do zmiany konformacji i otwarcia kana lu. Jony wapnia

swobodnie przemieszczaj ↪a si ↪e ze środowiska zewn ↪atrzkomórkowego do cytozolu zgodnie

z gradientem st ↪eżenia [159]. Wapń wchodz ↪acy do komórki przez VGCC inicjuje dalsze

etapy propagowania sygna lu w komórce, poprzez aktywacj ↪e mechanizmów efektoro-

wych: kinaz bia lkowych, bia lek sensorowych i innych przekaźników drugiego rz ↪edu.

Kana ly te s ↪a wysoce selektywne, mimo to bardzo szybkie i mog ↪a powodować lokalnie

duży wzrost st ↪eżenia wapnia: >1 mM w odleg lości ∼1µm od uj ↪ecia wylotu kana lu [221].

Kana ly bramkowane ligandem (LGCC)

Inn ↪a grup ↪a kana lów, które uczestnicz ↪a w transporcie wapnia do wn ↪etrza komórki

jest grupa tzw. receptorów jonotropowych lub kana lów jonowych bramkowanych li-

gandem (LGCC). W wyniku wi ↪azania ligandu z domen ↪a receptorow ↪a, która znajduje

si ↪e w miejscu allosterycznym bia lka z dala od samego kana lu, receptor jonotropowy

zmienia swoj ↪a konformacj ↪e, w tym domen tworz ↪acych kana l jonowy. Kana l otwiera

si ↪e umożliwiaj ↪ac nap lyw kationów (Ca2+, K+, Na+) lub anionów (Cl−), które przeni-

kaj ↪a przez b lon ↪e komórkow ↪a zgodnie z gradientem st ↪eżeń. Ze wzgl ↪edu na specyficzny

charakter wi ↪azania receptora do ligandu, kana ly te dzielimy w laśnie wed lug cz ↪asteczki

transmitera, który go aktywuje. S ↪a to: acetylocholina (Ach), serotonina (5-HT), kwas

γ-aminomas lowy (GABA), kwas glutaminowy oraz nukleotydy purynowe (np. ATP).

Wi ↪ekszość z wymienionych typów receptorów może transportować jony wapnia, jedynie

receptopry GABA sprz ↪eżone s ↪a z kana lami transportuj ↪acymi jony chlorkowe, zostan ↪a

wi ↪ec pomini ↪ete w dalszym opisie.

Pod wzgl ↪edem strukturalnym wyróżnić możemy trzy kategorie receptorów jonotro-

powych, w których kana l jonowy tworzony jest przez pi ↪eć, cztery i trzy podjednostki.

Do jednej z rodzin należ ↪a tzw. receptory o budowie pentamerycznej, do której

należ ↪a nikotynowe receptory cholinergiczne (nAChR - ang. nicotinic acetylcholine

receptors) [19, 292], serotoninergiczne typu 3 (5-HT3R - ang. 5-hydroxytryptamine
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1. Biologia jonów wapnia

receptors) [217]. Tetrameryczne receptory glutaminergiczne (AMPAR - ang. α-

amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptor ; NMDAR - ang. N-

methyl-D-aspartate receptor) stanowi ↪a kolejn ↪a podgrup ↪e [174] oraz trymeryczne re-

ceptory purynergicze (P2X) [79, 138, 204].

Nazwa Agonista Warianty Referencje
podjednostek

Pentamery

nAChR acetylocholina (α1)2β1δε, (α3)2β1δγ [19, 292]

(α3)2(β4)3, (α4)2(β2)3

(α7)5

5HT3 serotonina 5-HT1−7 [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 α-amino-3-hydroksy-

5-metylo-4-izoksazolo- GluR1–4 [174]
propionowy

Trimery

P2X nukleotydy purynergiczne P2X1−7 [79, 138, 204]

Tablica 1.8: Podzia l i struktura receptorów bramkowanych ligandem
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1.6. Homeostaza wapniowa w komórce

Rycina 1.16: Struktura czwartorz ↪edowa kana lu bramkowanego ligandem P2X (kod
PDB: 3I5D). Kolorami oznaczono poszczególne  lańcuchy trimeru [146].

Rycina 1.17: Struktura czwartorz ↪edowa kana lu nAChR (kod PDB: 2BG9). Kolorami
oznaczono poszczególne  lańcuchy pentameru [281].
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1. Biologia jonów wapnia

Pompa plazmatyczna (PMCA)

W komórce obecne s ↪a dwa oddzielne mechanizmy usuwania wapnia: za pomoc ↪a

bia lka ATPazy, który jest pomp ↪e wapniow ↪a i wymiennika jonowego. Pozwala to na

utrzymanie bardzo niskiego st ↪eżenia jonów wapnia w cytozolu, które jest utrzymywane

na poziomie 50-100 nM.

Pompa wapniowa zlokalizowana na b lonie komórkowej należy do rodziny AT-

Paz typu P, do której należ ↪a trzy rodzaje pomp wapniowych: PMCA (pompy b lony

komórkowej), SERCA (pompy magazynów wewn ↪atrzkomórkowych) i SPCA (pompy

na powierzchni aparatów Golgiego). PMCA sk lada si ↪e z 10 transb lonowych domen,

przy czym obydwa końce: NH2, i COOH znajduj ↪a si ↪e od strony cytoplazmatycznej.

Cytoplazmatyczny fragment pompy zawiera 3 ważne rejony: p ↪etl ↪e cytoplazmatyczn ↪a,

pe lni ↪ac ↪a istotn ↪a rol ↪e podczas cyklu transportowego, centrum aktywne z asparaginia-

nem w pozycji D465 (ten aminokwas ulega fosforylacji) oraz domen ↪a regulatorow ↪a na

końcu karboksylowym [70, 114].

ATPazy charakteryzuje wysokie powinowactwo do jonów Ca2+, mechanizm dzia-

 lania opiera si ↪e o wykorzystanie energii zawartej w ATP, która pozwala usun ↪ać wapń

z cytoplazmy [31]. W trakcie cyklu pracy pompy wytwarzany jest nietrwa ly zwi ↪azek

pośredni, który powstaje z reszty fosforanowej z ATP i reszty asparaginianu, który

znajduje si ↪e w centrum aktywnym enzymu. W wyniku fosforylacji enzym zmienia kon-

formacj ↪e i zmniejsza si ↪e jego powinowactwo do jonów wapnia, które pierwotnie wi ↪aż ↪a

si ↪e do domen po cytoplazmatycznej stronie. Zmiana konformacyjna powoduje, że jony

wapnia s ↪a eksponowane do środowiska zewn ↪etrznego. Zmniejszone powinowactwo po-

woduje oddysocjowanie jonu. PMCA transportuje jeden jon wapnia podczas jednego

cyklu hydrolizy ATP [70].

Aktywność PMCA regulowana jest na kilka sposobów. Podstawowym mechani-

zmem jest fosforylacja reszt serynowych, treoninowych i tyrozynowych przez kinazy

typu A (PKC) oraz typu A (PKA). Modyfikacje reszt treoninowych i serynowych zwi ↪ek-

szaj ↪a Vmax oraz powinowactwo do jonów wapnia, natomiast fosforylacje reszt tyrozy-

nowych hamuj ↪a aktywność pompy [70]. Aktywność PMCA regulowana jest również

przez sk lad lipidowy otoczenia. W szczególności obecność fosfolipidów: 4,5-difosforan

fosfatydyloinozytolu (PIP2) i fosfatydyloseryny. Obecność tych zwi ↪azków obniża sta l ↪a

pó laktywacji pompy do 100 nM. Pompa wapniowa PMCA wchodzi również w interak-

cje z szeregiem bia lek, które modyfikuj ↪a jej aktywność m. in kalmodulina, kalpainy,

oraz rodziny bia lek posiadaj ↪acych tzw. domen ↪e PDZ [229].

Wymiennik Na+/Ca2+ (NCX)

Wymiennik sodowo-wapniowy może znajdować si ↪e w jednym z dwóch stanów

konformacyjnych: w konformacji skierowanej w stron ↪e przestrzeni miedzyb lonowej lub
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1.6. Homeostaza wapniowa w komórce

zewn ↪atrzkomórkowej, oraz konformacji skierowanej w stron ↪e cyzolu/macierzy mito-

chondrium. Bia lko posiada trzy miejsca wi ↪azania jonów sodowych i jedno miejsce wi ↪a-

zania jonów wapniowych. Prze l ↪aczenie pomi ↪edzy konformacjami nast ↪epuje w dwóch

sytuacjach: kiedy wszystkie miejsca wi ↪azania sodu s ↪a zwi ↪azane, a miejsce wi ↪azania

wapnia wolne lub kiedy miejsce wi ↪azania wapnia jest zaj ↪ete, a miejsca wi ↪azania sodu

wolne. Otwarcie nośnika w stron ↪e cytozolu powoduje, że wype lniane s ↪a miejsca wi ↪aza-

nia jonów wapnia (ze wzgl ↪edu na niewielk ↪a ilość jonów Na+ w cytozolu). Odwrotnie

wygl ↪ada sytuacja, kiedy wymiennik znajduje si ↪e w konformacji otwartej na zewn ↪atrz ko-

mórki. Tam st ↪eżenie jonów sodu jest niemal 70 razy wyższe niż st ↪eżenie jonów wapnia,

wi ↪ec z wi ↪ekszym prawdopodobieństwem obsadzone zostan ↪a wszystkie miejsca wi ↪azana

jonów sodu. W ten sposób wprowadzenie zasad dotycz ↪acych możliwości zmiany kon-

formacji wytworzy lo nośnik jonów, który wykorzystuje ich potencja l chemiosmotyczny

do zamiennego przenoszenia ich w poprzek b lony biologicznej [5].

Rycina 1.18: Schemat wst ↪ażkowy przed-

stawiaj ↪acy struktur ↪e wymiennika sodowo-

wapniowego. Zielonym kolorem oznaczone

zosta ly jony Ca2+, purpurowym jony Na+

(kod PDB: 3V5U) [167].

Wymiennik NCX jest zatem typo-

wym przyk ladem antyportu drugiego

rz ↪edu w komórce. Zużywa energi ↪e

zmagazynowan ↪a w wyniku przeniesie-

nia trzech jonów sodowych do prze-

transportowania jednego jonu wapnia

na zewn ↪atrz komórki. NCX to wy-

miennik o bardzo niskim powinowac-

twie, ale wysokiej sprawności transpor-

towej w stosunku do jonów wapnia.

Dlatego ich dzia lanie istotne jest na po-

cz ↪atku sygna lu wapniowego, kiedy st ↪e-

żenie wapnia jest najwyższe. Pozwala

to na szybkie usuniecie z cytozolu du-

żych ilości wapnia. Wykorzystuje ruch

do komórkowy ruch jonów sodu zgodny

z gradientem st ↪eżeń do transportu jo-

nów wapnia wbrew gradientowi [251].

NCX odgrywa szczególn ↪a rol ↪e w ko-

mórkach pobudliwych, gdzie z duż ↪a

wydajności ↪a usuwa znaczne ilości jo-

nów wapnia, który nap lywa do cytozolu w trakcie aktywacji na styku synaps lub p lytki

moto-nerwowej [9]. Oprócz jonów wapnia niektóre przenośniki s ↪a w stanie transporto-

wać potas. Mówimy wówczas o wymiennikach Na+/K+/Ca2+ (NCKX), które stano-

wi ↪a osobn ↪a podrodzin ↪e i wymieniaj ↪a sód na jony potasu i wapnia. U ssaków opisano

trzy geny koduj ↪ace bia lka NCX i sześć koduj ↪acych bia lka NCKX [173].

39



1. Biologia jonów wapnia

1.6.3 Przep lywy wapnia w magazynach ER

Wyp lyw wapnia z magazynów wewn ↪atrzkomórkowych aktywowany jest dwoma od-

dzielnymi mechanizmami. Pierwszy polega na oddzia lywania bia lko-bia lko i polega na

serii zmian konformacyjnych b ↪ed ↪acych efektem tych oddzia lywań. Sensory wapnia na

powierzchni b lony komórkowej (np. kana l CaV 1.1 typu L) oddzia luj ↪a bezpośrednio z ka-

na lami uwalniaj ↪acymi wapń, g lównie RyR-1, zmieniaj ↪ac konformacje tego ostatniego.

Mechanizm ten wyst ↪epuje g lówne w mi ↪eśniach szkieletowych i niektórych neuronach

podwzgórza [23]. Drugi mechanizm oparty jest o syntez ↪e przekaźnika drugiego rz ↪edu.

Aktywacja receptorów lub kana lów na b lonie komórkowej, prowadzi do wytworzenia

drugorz ↪edowego przekaźnika dyfunduj ↪acego w cytozolu i aktywuj ↪acego uwolnienie wap-

nia z magazynów wewn ↪atrzkomórkowych. Jednym z g lównych przekaźników drugiego

rz ↪edu jest sam wapń, który jest w stanie aktywować kana ly RyR/IP3R na drodze wy-

p lywu wapnia indukowanego wapniem (CICR - ang. calcium induced calcium

release). Ten autokatalityczny mechanizm jest podstaw ↪a utrzymuj ↪acych si ↪e oscylacji

wapniowych. Kolejnym ważnym przekaźnikiem drugiego rz ↪edu jest trójfofsatydylo-

1,4,5-inozytolu (IP3) produkowany po wewn ↪etrznej stronie b lony komórkowej.

Pobudzenie komórki powoduje aktywacje receptorów b lonowych inicjuj ↪ac kaskad ↪e

sygnalizacyjn ↪a, która uwalnia Ca2+ z magazynów wewn ↪atrzkomórkowych. St ↪eżenie

jonów wapnia w cytoplazmie gwa ltownie wzrasta. Wzrost ten spowodowany jest uwal-

nianiem jonów wapnia z ER za pośrednictwem zlokalizowanych w b lonie ER recep-

torów trojfofsatydylo-1,4,5-inozytolu (IP3R) oraz receptorów rianodynowych

(RyR). Uwalnianie jonów wapniowych z ER za pośrednictwem IP3R wymaga zwi ↪azania

wtórnego przekaźnika - trojfofsatydylo-1,4,5-inozytolu (IP3), natomiast receptory RyR

aktywowane s ↪a poprzez wzrost st ↪eżenia wapnia w cytozolu (CICR). Impuls aktywuj ↪acy

klaster receptorów może spowodować lokaln ↪a zmian ↪e st ↪eżenia wapnia w cytoplazmie,

zwan ↪a ”
iskr ↪a Ca2+” (ang. blip), ta z kolei powoduje otwarcie kana lów kolejnych kla-

strów (ang.
”

puf”) [88] i masowy nap lyw wapnia do cytozolu. Na skutek pobudzenia

komórki wzrost jonów wapnia w cytozolu rośnie do wartości rz ↪edu 0.5–2 µM.

Osobnym zagadnieniem jest wymiana wapnia mi ↪edzy cytozolem i mitochondriami.

Wysokie st ↪eżenie jonów wapnia w mitochondrium zwi ↪azane jest z obecności ↪a dużego

gradientu elektrochemicznego pomi ↪edzy wn ↪etrzem mitochondrium - tzw. macierzy,

a przestrzeni ↪a perymitochondrialn ↪a, która znajduje si ↪e pomi ↪edzy zewn ↪etrzn ↪a (OMM)

wewn ↪etrzn ↪a b lon ↪a mitochondrium (IMM). Różnica potencja lów nosi również nazw ↪e

potencja lu b lonowego mitochondriów i określana jest jako ∆Ψm. Pobieranie Ca2+

przez mitochondria zachodzi przy udziale wyspecjalizowanego kana lu wapniowego -

uniportera mitochondrialnego, który wykorzystuje potencja l ∆Ψm do przemieszczenia

pozytywnie na ladowanych jonów do macierzy. Za uwalnianie jonów wapnia z mitochon-

drium odpowiadaj ↪a dwa rodzaje transporterów: wymiennik Na+/Ca2+ oraz wymiennik

H+/Ca2+ [163].
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1.6. Homeostaza wapniowa w komórce

Jony wapnia uwalniane s ↪a z siateczki po aktywacji jednego z rodzajów kana lów

wapniowych. W komórkach pobudliwych cz ↪esto wyst ↪epuj ↪a kana ly rianodynowe (RyR),

natomiast w komórkach niepobudliwych receptory IP3 (IP3R).

Receptor rianodynowy (RyR)

Receptor rianodynowy (Ryc. 1.19) jest bardzo popularnym typem kana lu wapnio-

wego, który wyst ↪epuje w wi ↪ekszości w komórkach pobudliwych (komórki mi ↪eśniowe,

kardiomiocyty, komórki Purkinjego). Kana l rianodynowy należy do grupy dużych ka-

na lów jonowych, sk lada si ↪e z czterech monomerów o masie > 2 MDa (każda z czte-

rech podjednostek mas ↪e oko lo 550 kDa). RyR zlokalizowany jest w b lonie szorstkiej

i g ladkiej siateczki śródplazmatycznej [20]· Wi ↪ekszość tetrameru znajduje si ↪e po stro-

nie cytoplazmatycznej (ponad 4/5), a jedynie 1/5 bia lka stanowi ↪a domeny transb lo-

nowe i fragment luminalny [293]. Receptory rianodynowe sklonowano po raz pierwszy

z komórek mi ↪eśni szkieletowych [185, 268] i kardiomiocytów [206] królika. Wyizolo-

wano trzy izoformy RyR1, RyR2, RyR3 i każda z nich ulega ekspresji na wysokim

poziomie w komórkach mi ↪eśni szkieletowych, oraz na nizszym poziomie w komórkach

nerwowych, j ↪adrach, nadnerczach i jajnikach [293]. Istnieje zróżnicowanie w poziomie

ekspresji poszczególnych form, np. RyR1 ulega w wi ↪ekszości ekspresji w komórkach

mi ↪eśni i komórkach Purkinjego móżdżka [93, 132, 206, 268], RyR2 ulega ekspresji g lów-

nie w kardiomiocytach [12, 13] i komórkach nerwowych [132], natomiast RyR3 ulega

ekspresji g lównie w neuronach kory mózgowej, w obszarze hipokampa i w komórkach

mi ↪eśniowych przepony [89, 161, 175]. Sam kana l stanowi ↪a domeny transb lonowe, które

natywnie tworz ↪a kana l w formie zamkni ↪etej [154]. Kana ly RyR modulowane s ↪a przez

szereg ma lych cz ↪asteczek, jonów i bia lek, do których należ ↪a m.in.: Ca2+, Mg2+, PKA,

kalmodulina, FKBP12/12.6, CaMKII, kalsekwestryna. Tworz ↪a one kompleks makro-

molekularny, który moduluje struktur ↪e tetrameru, za czym idzie przepustowość jonów

wapnia.

Domena N-terminalna zawiera miejsca wi ↪azania szeregu modulatorów (np. bia lka

FKBP12/12.6), które wi ↪aż ↪a si ↪e do kana lu wapniowego w konformacji zamkni ↪etej i sta-

bilizuje go.
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(a) Homotetramer - widok z góry (b) Widok horyzontalny dwóch podjednostek

Rycina 1.19: Wst ↪ażkowa reprezentacja struktury czwartorz ↪edowej receptora rianody-
nowego z lożonego z czterech podjednostek, które jako homotetramer tworz ↪a kana l wap-
niowy RyR-1 - dokowanie monomerów przy użyciu oprogramowania MultiFit Webse-
rver [274]. Kod PDB monomeru: 2XOA [280], kod EMDB mapy g ↪estości elektronowej
EMDB-1606 [239].

(a) Widok z góry. (b) Widok z boku

Rycina 1.20: Mapa g ↪estości elektronowej receptora rianodynowego RyR-1 w stanie
zamkni ↪etym, uzyskana metod ↪a cryo-EM (kod EMDB: EMDB-1606) [239]. Mapa
g ↪estości elektronowej pozwala określić kszta lt cz ↪asteczki.
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Receptor IP3 (IP3R)

Aktywacja komórek przez czynniki pozakomórkowe (agonistów) może prowadzić do

aktywacji bia lek G, co z kolei prowadzi do wytworzenia 1,4,5-trifosforanu inozytolu

(IP3). IP3 jest uważany za ogólny przekaźnik drugiego rz ↪edu, który  latwo dyfunduje

w cytozolu. Jego receptor - IP3R jest z kolei kana lem uwalniaj ↪acym jony wapnia do

cytozolu (Rozdz. 1.6.3). Kana l ten usytuowany jest na b lonie retikulum endoplazma-

tycznego szorstkiego i g ladkiego (ER). Jednym z najważniejszych czynników kontrolu-

j ↪acych aktywność IP3R s ↪a jony wapnia obecne po cytozolicznej stronie kana lu. Dlatego

też określane s ↪a czasem jako ko-agonista tego kana lu. W st ↪eżeniach do 300 nM obec-

ność jonów wapnia po cytozolicznej stronie znacznie zwi ↪eksza przepuszczalność kana lu

dla tych jonów. W wyższych st ↪eżeniach wapń hamuje aktywność bia lka [212]. W or-

ganizmach wyższych odkryto trzy podstawowe izoformy kana lu kodowane przez trzy

różne geny. Różne izoformy posiadaj ↪a bardzo podobn ↪a struktur ↪e i funkcj ↪e. Różni je

wrażliwość na poszczególne regulatory, czy lokalizacja subkomórkowa. Bia lko odkryto

w latach 80-tych poprzedniego stulecia. Pierwsze doświadczenia z bia lkiem pocz ↪atkowo

określanym jako P4000 od razu skojarzone zosta lo z mechanizmem zwi ↪ekszania ilości

wapnia w cytozolu.

(a) Widok z góry. (b) Widok z boku

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

Wykazano, że w przypadku organizmów zmutowanych, u których ekspresja P4000

nie wyst ↪epuje lub jest znacznie zredukowana dochodzi do szeregu zaburzeń OUN - ob-

umieranie komórek Purkinjego, znacznie zredukowany rozrost dendrytów. Immunopre-

cypitacja pozwoli la wyizolować bia lko i dopiero w latach 90-tych uda lo si ↪e wyizolować

samo bia lko i przeprowadzić analiz ↪e genetyczn ↪a. Sklonowano cDNA o d lugości 2700 aa,
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czyli ∼10 kpz. Oczyszczone bia lko zosta lo zanalizowane i po wkomponowaniu w dwu-

warstw ↪e lipidow ↪a okaza lo si ↪e dzia lać jako kana l wapniowy [194]. Strukture krystaliczn ↪a

j ↪adra kompleksu IP3R z ligandami określono w 2002 roku [30]. Analiza struktury wy-

kaza la, że każda z izoform charakteryzuje si ↪e innym powinowactwem bia lka w stosunku

do IP3. Domena odpowiedzialna za wi ↪azanie IP3 znajduje si ↪e w pobliżu N-końca.

J ↪adro kompleksu obejmuje aminokwasy od 226-558 i jest to podstawowa funkcjonalna

jednostka odpowiedzialna za wi ↪azanie trifosforanu inozytolu. Badania mutantów recep-

tora IP3R wskazuj ↪a na jeden wspólny typ dysfunkcji, który pojawia si ↪e po upośledzeniu

funkcji kana lu lub jego wyciszeniu, czyli wyst ↪epowanie zaburzeń funkcji OUN, napady

padaczkowe, obniżona plastyczność neuronalna. Myszy, u których sztucznie wywo lano

podwójny nokaut genu IP3R (IP3R−/−) gin ↪e ly krótko po narodzinach [145].

Pompa sarko-endoplazmatyczna (SERCA)

Pompa wapniowa jest ATP-az ↪a typu P, która transportuje jony wapnia w kierunku

wyższego gradientu gradientu st ↪eżenia jonów wapnia w świetle ER. Energia do trans-

portu pochodzi z hydrolizy ATP. Na każd ↪a cz ↪asteczk ↪e ATP zużyt ↪a do zmiany konfor-

macji przypadaj ↪a dwa jony wapnia przetransportowane z cytozolu do ER.

Rycina 1.22: Schemat wst ↪ażkowy struktury trzeciorz ↪edowej pompy wapniowej SERCA
komórek mi ↪eśniowych (kod PDB: 1SU4)[275].

Mechanizm dzia lania SERCA oparty jest o czterostopniowy model. Miejsce hy-

drolizy ATP po lożone jest blisko asparaginianu 351, który odbiera reszt ↪e fosforanow ↪a
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z ATP. Miejsce hydrolizy jest znacznie oddalone od miejsca transportowego, wiec kon-

trola stanu pompy zachodzi w wyniku dużych ruchów domeny wi ↪aż ↪acej ATP, która

otwiera i zamyka kana l, przez który przechodzi wapń. SERCA transportuje również

H+. Jeden cykl przenosi dwa jony wapnia do lumen i cztery jony wodoru do cytoplazmy

[163].

Pompa SERCA wyst ↪epuje g lównie w b lonie siateczki śródplazmatycznej oraz sar-

koplazmatycznej. Podobnie jak wszystkie ATPazy typu P posiada 10 transb lonowych

domen z końcami -NH2 oraz -COOH u lożonymi po stronie cytoplazmatycznej. Akty-

wacja nast ↪epuje w wyniku fosforylacji reszty asparaginowej znajduj ↪acej si ↪e w centrum

aktywnym enzymu. SERCA nie zawiera obszaru dodatnio na ladowanych reszt w obr ↪a-

bie pierwszej p ↪etli cytoplazmatycznej, co sprawia, że w przeciwieństwie do PMCA nie

oddzia luje z kwasowymi fosfolipidami. Miejsce aktywne znajduj ↪ace si ↪e w drugiej p ↪e-

tli cytoplazmatycznej zawiera kwas asparaginowy ulegaj ↪acy fosforylacji (patrz Rozdz.

1.6.2) [31, 170].

1.6.4 Przep lywy wapnia w magazynach mitochondrialnych

Mitochondria mog ↪a przyjmować w komórce różnorodne kszta lty. Od ma lych glo-

bularnych struktur do skomplikowanych sieci tubul. Na pocz ↪atku lat osiemdziesi ↪a-

tych, kiedy identyfikowane by ly podstawowe elementy odpowiedzialne za homeostaz ↪e

wapniow ↪a rola mitochondriów zosta la ograniczona. Uważano, że stanowi ↪a magazyn

o dużej pojemności, który aktywuje si ↪e w sytuacjach patologicznych, gdy jony wapnia

”
prze laduj ↪a” cytozol. Uwaga badaczy skierowa la si ↪e na badaniu aktywności siateczki

śródplazmatycznej. Sytuacja zmieni la si ↪e, kiedy zacz ↪eto oznaczać poziom wapnia bez-

pośrednio w macierzy mitochondrialnym. Użycie bia lka hybrydowego - sensora wap-

niowego aequoryny i mitochondrialnej sekwencji kierunkowej pozwoli lo na precyzyjne

pomiary wskazuj ↪ace, że wzrost poziomu wapnia w mitochondrium odbywa si ↪e równole-

gle ze wzrostem wapnia w cytozolu zanim poziom wapnia osi ↪agnie wielkość progow ↪a dla

uniportera [233]. Równolegle podobne wyniki uzyskano wykorzystuj ↪ac znaczniki fluore-

scencyjne z pozytywnym  ladunkiem, które lokowa ly si ↪e w macierzy mitochondrialnym

ze wzgl ↪edu na negatywny  ladunek po wewn ↪etrznej stronie IMM (np. rhod-2) [141]. Od

ponad dekady wykorzystywane s ↪a również bia lka wrażliwe na obecność jonów wapnia

na bazie GFP [198], które pozwalaj ↪a na śledzenie niewielkich zmian st ↪eżenia wapnia.

Zastosowanie tych metod pozwoli lo na dok ladne zbadanie rzeczywistych zmian st ↪eżenia

wapnia w komórce i zbadanie dynamiki wymiany wapnia dla poszczególnych kompart-

mentów. Stosuj ↪ac te metody wykazano, że nap lyw wapnia aktywowany np. agonist ↪a

wi ↪aże si ↪e również z nast ↪epuj ↪acym po nim wzroście st ↪eżenia jonów Ca2+ w mitochon-

drium. Proces ten ma miejsce zarówno w komórkach pobudliwych (np. kardiomiocyty

[278]), jak i komórkach niepobudliwych (hepatocyty, HeLa [232, 272]).
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Rycina 1.23: Mitochondrium i siateczka śródplazmatyczna szorstka - mikrografia [244].

Mitochondrialny uniporter

Mitochondrialny uniporter wapniowy (MCU ang. mitochondrial calcium uniporter)

odpowiedzialny jest za pobieranie jonów wapniowych z cytozolu komórki do macierzy

mitochondrium. G lówn ↪a si l ↪e nap ↪edow ↪a funkcjonowania uniportera jest gradient elek-

trochemiczny w poprzek wewn ↪etrznej b lony mitochondrialnej, zwany ∆Ψm = -180mV.

Ponieważ wewn ↪etrzna strona IMM na ladowana jest ujemnie, transport pozytywnie na-

 ladowanych jonów Ca2+ kierowany jest do wn ↪etrza mitochondrium. Każdemu przenie-

sionemu przez IMM jonowi wapniowemu towarzyszy spadek potencja lu elektrycznego

∆Ψm. Badania technik ↪a ”
patch-clamp” wykaza ly, że bia lko uniportera jest w stanie

46



1.6. Homeostaza wapniowa w komórce

Rycina 1.24: Struktura trzeciorz ↪edowa heksameru MICU1, kontroluj ↪acego pobór jonów
wapnia przez uniporter mitochondrialny (kod PDB: 4NSC) [290].

tworzyć kana l wapniowy, selektywny dla jonów wapniowych [155]. Obecność selek-

tywnego kana lu wapniowego na wewn ↪etrznej b lonie mitochondrialnej postulowana już

wcześniej, kiedy w latach 80-tych po raz pierwszy zaobserwowano kana l o przewod-

nictwie elektrycznym ok. 20 pS. Izolacja glikoproteiny o masie 40 kDa pozwala la na

rekonstytucj ↪e takiego kana lu do sztucznych b lon lipidowych [59].

Dane eksperymentalne ostatnich lat potwierdzaj ↪a, że uniporter mitochondrialny

sk lada si ↪e z wielu podjednostek, które pe lni ↪a różne funkcje, organizuj ↪ac transport jonów

wapnia przez wewn ↪etrzn ↪a b lon ↪e mitochondrialn ↪a. Trzon kana lu stanowi podjednostka

MCU, która może wyst ↪epować w alternatywnej formie - MCUb [228]. Z niektó-

rych prac wynika, że MCU oraz MCUb tworz ↪a por przewodz ↪acy jony wapnia [42].

MICU1 to podjednostka o masie 50kDa, reguluj ↪aca przepustowość kana lu, która po-

siada w swojej strukturze dwa kanoniczne motywy EF-hand [218], które przy l ↪aczaj ↪a

jony wapnia (po jednym dla każdego motywu) i szereg niekanonicznych, które prawdo-

podobnie nie posiadaj ↪a tej funkcjonalności [290]. Podjednostka ta zlokalizowana zosta la

po stronie matrix mitochondrium [134]. Pojawi ly si ↪e również doniesienia o istnieniu
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podjednostek regulatorowych MCUR1 i EMRE, które mog ↪a kontrolować przepu-

stowość kana lu [42, 240]. Mechanizm otwierania i zamykania kana lu zosta l niedawno

opisany przez Wanga i wspó lpracowników [290]. MCU i MCUb tworz ↪a por, który po-

 l ↪aczony jest z heksamerem powsta lym po po l ↪aczeniu podjednostek MICU1. Zgodnie

z modelem przedstawionym przez Wanga w takiej formie kana l pozostaje zamkni ↪ety.

[290]. Bia lko MICU1 może przy l ↪aczyć dwa jony wapnia, które zmieniaj ↪a jego konforma-

cj ↪e i ods laniaj ↪a miejsca interakcji z drug ↪a, analogiczna podjednostk ↪a (MICU1+Ca2+).

Podjednostki w dimerze oddzia luj ↪a ze sob ↪a silniej, niż podjednostki w heksamerze, wi ↪ec

w obecności jonów wapnia i formowanie si ↪e dimerów jest raczej nieuniknione. Dimery

mog ↪a tworzyć oligomery za spraw ↪a C-końca MICU1, który pozwala im  l ↪aczyć si ↪e ze

sob ↪a. Otwarcie kana lu nast ↪epuje po destabilizacji heksameru MICU1+Ca2+ [290].

Dalsze mechanizmy oddzia lywania dimerów lub oligomerów MICU1 + Ca2+ z pod-

jednostk ↪a s ↪a obecnie przedmiotem badań i stopniowo ujawniane s ↪a kolejne szczegó ly

mechanizmu kontroli aktywności tego kana lu wapniowego. Wiadomo jest, że MICU1

kontroluje poziom aktywacji kana lu uniportera i jego przepustowość, która jest zależna

od obecności jonów wapnia w środowisku [51]. Jednak mechanizm regulacyjny przepu-

stowości uniportera mitochondrialnego wydaje si ↪e być o wiele bardziej z lożony w świe-

tle doniesień Patrona i wspó lpracowników [213], którzy opisuj ↪a oddzia lywanie para-

logu MICU1, stanowi ↪acego kolejn ↪a podjednostk ↪e regulatorow ↪a - MICU2 (Ryc. 1.25).

MICU2 różni si ↪e od swojego poprzednika mas ↪a molekularna (45 kDa) i dzieli z nim

oko lo 42 % sekwencji bia lkowej [213]. Wg. autorów zarówno MICU1 i MICU2 regu-

luj ↪a pobieranie wapnia przez uniporter. MICU1 ma niew ↪atpliwie efekt stymuluj ↪acy na

aktywność transportera. MICU2 zaś ma wp lyw hamuj ↪acy aktywność kana lu. Razem

tworz ↪a heterodimer o masie 95 kDa [51, 180]. Dodatkowo Plovanich i wspó lpracownicy,

używaj ↪ac metod bioinformatycznych, zidentyfikowali kolejny paralog MICU1, który na-

zwali MICU3 [222].

Doświadczenia Patron i wspó lpracowników potwierdzaj ↪a, że bia lka MICU1 i MICU2

znajduj ↪a si ↪e bardzo blisko siebie (w odleg lości nie wi ↪ekszej niż 10 Å). Znakowanie histo-

chemiczne wykaza lo, że oba bia lka zajmuj ↪a zbliżone lokalizacje w komórce (Ryc. 1.26,

panel A). Dodatkowo wykonane przez nich doświadczenia z wykorzystaniem transferu

energii F́’urstera pomi ↪edzy specjalnie skonstruowanymi bia lkami hybrydowymi obej-

muj ↪acymi MICU1 i MICU2 oraz ich po l ↪aczenia z bia lkami fluorescencyjnymi GFP

i mCherry (1.26, panel B). Trawienie proteolityczne (Ryc. 1.26, panel C) wykaza lo,

że monomer MICU1 ma mas ↪e molow ↪a 50 kDa, z kolei w kompleksie z MICU2 tworz ↪a

pr ↪ażek na wysokości 95 kDa [213].

Kolejne mechanizmy kontroli aktywności obejmuj ↪a wp lyw nukleotydów adenino-

wychna kana l uniportera. G lównym czynnikiem aktywuj ↪acym mitochondrialny uni-

porter wapniowy jest podwyższone st ↪eżenie Ca2+ w cytozolu. Po akumulacji Ca2+

w macierzy mitochondrialnej i powrocie do fizjologicznego st ↪eżenia Ca2+ w cytozolu,

aktywność uniportera obniża si ↪e. Allosteryczne oddzia lywaniem jonów wapniowych
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Rycina 1.25: Proponowany model kontroli aktywności uniportera mitochondrialnego
[213].

reguluje aktywność MICU. Dla prawid lowego funkcjonowania uniportera wapniowego

niezb ↪edny jest również wysoki potencja l w poprzek b lony mitochondrialnej. Ważnymi

fizjologicznymi modulatorami aktywności uniportera wapniowego s ↪a nukleotydy adeni-

nowe. Bia lko hamowane jest przez wysokie st ↪eżenie ATP, natomiast ADP stymuluje

pobieranie wapnia do mitochondriów.

Prawdopodobnie oddzia lywanie nukleotydów adeninowych z uniporterem wapnio-

wym odbywa si ↪e za pośrednictwem mitochondrialnych receptorów purynergicznych:

mP2y1, którego stymulacja prowadzi do zwi ↪ekszenia aktywności uniportera i mP2y2,

którego pobudzeniu towarzyszy hamowanie MCU. ADP może aktywować obydwa re-

ceptory, natomiast ATP jedynie mP2y2. W ten sposób szybkość pobierania wapnia do

mitochondriów jest uzależniona od stosunku st ↪eżeń ATP/ADP w cytoplazmie. Endo-

gennymi aktywatorami mitochondrialnego uniportera Ca2+ s ↪a także poliaminy, a przede

wszystkim spermina. Zwi ↪azki te obniżaj ↪a st ↪eżenie Ca2+ wymagane do aktywacji uni-

portera. Również flawonoidy (kwercetyna, kempferol, genisteina i genistyna) aktywuj ↪a

MCU prawdopodobnie bezpośrednio oddzia luj ↪ac z uniporterem wapniowym.

W latach 90-tych zidentyfikowano kolejny mechanizm pobierania jonów wapniowych

przez uniporter mitochondrialny. Mechanizm ten aktywny jest podczas krótkotrwa lej

ekspozycji mitochondriów na submikromolowe st ↪eżenie Ca2+, które stanowi ↪a tzw. fi-

zjologiczny puls wapniowy, zwi ↪azany z oscylacjami wapnia w komórce. Doświadczenia
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Rycina 1.26: Oddzia lywania MICU1 i MICU2 w przestrzeni perymitochondrialnej.
(A): Komórki HeLa transfekowane by ly dwoma różnymi plazmidami, zawieraj ↪acymi
hybrydowe bia lka MICU-HA i/lub MICU2-Flag. Po 24. godzinach komórki by ly
utrwalane i przeprowadzano barwienie histochemiczne z użyciem przeciwcia l przeciwko
fragmentom: αHA, alphaFlag oraz przeciwko markerowi mitochondrialnemu αTom20.
(B): Analiza tranferu energii FRET dla bia lek: MCU,MICU1, MICU2 transfekowa-
nych GFP oraz mCherry. Poniżej zdj ↪ecia z mikroskopu konfokalnego histogram od-
dzia lywania mi ↪edzy sob ↪a poszczególnych par bia lek. (C) Delikatna proteoliza bia lek
mitoplastów pozyskanych z w ↪atroby myszy proteinaz ↪a K, znakowanych na obecność
MICU1 (pr ↪ażek 50 kDa) i MCU (pr ↪ażek 37 kDa) [213].

przeprowadzone przez Gunter i wspó lpracowników oraz Vinogradow i Sparagna suge-

ruj ↪a, że w tych warunkach mitochondria pobieraj ↪a Ca2+ znacznie wydajniej. Mecha-

nizm zosta l zdefiniowany jako tzw. szybki mechanizm pobierania jonów wapniowych

RaM (ang. rapid mode of Ca2+ uptake) [33, 117, 260, 285]. Obecnie wiadomo już

jest, że RaM realizowany jest przez uniporter, który może wyst ↪epować w kilku konfor-

macjach charakteryzuj ↪acych si ↪e różnym powinowactwem i przewodnictwem dla jonów

wapnia.
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Mitochondrialny wymiennik Na+/Ca2+ (mNCX)

Dzia lanie mitochondrialnych transporterów drugiego rz ↪edu, czyli mitochondrialnego

wymiennika sodowo-wapniowego nie różni si ↪e od funkcjonowaniem od swojego cytopla-

zmatycznego odpowiednika (por. Rozdz. 1.6.2).

Megakana l (PTP)

Pod wp lywem substancji osmotycznie czynnych, np. Ca2+, mitochondria zwi ↪ek-

szaj ↪a obj ↪etość. Proces ten nazywany jest
”
p ↪ecznieniem mitochondriów” i może pro-

wadzić do mechanicznego rozerwania b lony wewn ↪etrznej. Ponieważ wewn ↪etrzna b lona

mitochondrialna posiada szereg wpukleń (tzw. grzebieni mitochondrialnych), jej po-

wierzchnia jest kilkakrotnie wi ↪eksza od powierzchni b lony zewn ↪etrznej B. Uważa si ↪e,

że za p ↪ecznienie mitochondriów odpowiedzialny jest nieselektywny megakana l PTP

(ang. permeability transition pore) o średnicy 2.8 nm, którego aktywacja powoduje, że

wewn ↪etrzna b lona mitochondriów staje si ↪e przepuszczalna dla moleku l o masie cz ↪astecz-

kowej poniżej 1500 Da. to do p ↪ecznienia mitochondriów, a nawet do mechanicznego

rozerwania ich b lony wewn ↪etrznej.

Jedn ↪a z pierwszych zmian w mitochondriach jest powstanie i otwieranie si ↪e spe-

cyficznych porów mitochondrilnych określanych mianem PTP (por. Podrodz. 1.6.4).

Powstaj ↪a na styku zewn ↪etrznej i wewn ↪etrznej b lony mitochondrialnej, a w ich sk lad

wchodz ↪a bia lka b ↪ed ↪ace sk ladnikami obu b lon mitochondrialnych. Należ ↪a do nich m.in.

należ ↪aca do IMM m.in. translokaza nukleotydów adeninowych – ANT (ang. adenine

nucleotide translocator), która tworzy kompleks z bia lkiem VDAC i obwodowym re-

ceptorem benzodiazepiny - BPR, b ↪ed ↪acych sk ladnikami b lony zewn ↪etrznej. Model me-

gakana lu PTP przedstawiono schematycznie na Ryc. 1.27. W strukturze poru ziden-

tyfikowano również szereg enzymów, np. kinaza kreatynowa. Jony wapniowe stano-

wi ↪a istotny czynnik aktywuj ↪acy megakana l w uk ladach doświadczalnych, natomiast

w komórce, oprócz Ca2+ na modulacj ↪e aktywności megakana lu mog ↪a wp lywać rów-

nież bia lka z rodziny Bcl-2/Bax oraz obecność zwi ↪azków zwi ↪azanych z metabolizmem

lipidów takich jak ceramid i kwas arachidonowy.
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Rycina 1.27: Strukturalne przedstawienie megakana lu PTP. Przy otwarciu kana lu woda
i rozpuszczone w niej substancje wnikaj ↪a do macierzy, powoduj ↪ac zwi ↪ekszenie jej ob-
j ↪etości. ANT - translokaza nukleotydów adeninowych, BPR - obwodowy receptor
benzodiazepiny; CK - kinaza kreatyninowa; CL-S - syntaza kardiolipiny; HSD/I -
dehydrogenaza/izomeraza 3β=hydroksysteroidów; GK - kinaza glicerolowa; - perok-
sydaza glutationowa; HK - heksokinaza; VDAC - poryna; Na schemacie uwzgl ↪edniono
również miejsca dzia lania niektórych aktywatorów (atraktylozyd, Bax, Ca2+, ROS) i in-
hibitorów (cyklosporyna A, kwas bongkrekowy (BA), ATP) otwarcia kana lu [165].

1.7 Kompleksy b lonowe

Komórka jest struktura dynamiczn ↪a. Tysi ↪ace procesów biochemicznych zachodz ↪a-

cych w bardzo ma lej przestrzeni możliwe jest dzi ↪eki kompartmentalizacji. Cytozol

podzielony jest na mniejsze przedzia ly, dzi ↪eki czemu blisko siebie mog ↪a zachodzić

wykluczaj ↪ace si ↪e procesy biochemiczne lub sk ladowane s ↪a produkty tych przemian.

Kompartmenty różnych rodzajów mog ↪a si ↪e ze sob ↪a  l ↪aczyć w odpowiedzi na stan fi-

zjologiczny komórki lub w wyniku aktywacji szlaku sygna lowego. Sytuacja taka ma

miejsce np. w przypadku sygnalizacji wapniowej. Wi ↪ekszość dużych organelli jest

w stanie magazynować wapń: retikulum, mitochondria, aparat Golgiego [193], j ↪adro

komórkowe[4], czy drobne p ↪echerzyki - mikrosomy[200]. Wi ↪ekszość tych struktur może

oddzia lywać ze sob ↪a w sposób bezpośredni, tworz ↪ac kompleksy b lonowe. Pozwala

to na szybkie i efektywne przekazywanie sygna lów i integracj ↪e różnych szlaków sygna-

 lowych [163, 220]. Miejsca kontaktu określane s ↪a również jako mikrodomeny [21, 234].
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S ↪a to wyizolowane przestrzenie, gdzie st ↪eżenie wapnia może zwi ↪ekszyć si ↪e kilkunasto-

krotnie w bardzo krótkim czasie. W zależności od organelli wchodz ↪acych ze sob ↪a w

interakcje wyróżnia si ↪e szereg mikrodomen. Niektóre tworzone
”

ad hoc” w wyniku ak-

tywacji szlaku sygna lowego, inne z kolei b ↪ed ↪ace sta lym elementem szlaku, tworzone

konstytutywnie.

Po l ↪aczenie b lony retikulum z b lon ↪a komórkow ↪a pozwala na szybkie uzupe lnienie

jonów wapnia w ER z puli zewn ↪atrzkomórkowej. Podobnie mitochondria mog ↪a  l ↪aczyć

si ↪e zarówno z ER, jak i b lon ↪a komórkow ↪a, kszta ltuj ↪ac dynamik ↪e sygna lu wapniowego

w komórce [125]. Najważniejszymi przedzia lami, które uczestnicz ↪a w sygnalizacji wap-

niowej s ↪a mitochondria i siateczka śródplazmatyczna (Ryc. 1.23). Struktury te ścísle

wspó lpracuj ↪a ze sob ↪a, tworz ↪ac fizyczne po l ↪aczenia przypominaj ↪ace synapsy, umożli-

wiaj ↪ace bezpośrednie przekazywanie sygna lu z jednego kompartmentu do drugiego.

Struktury takie nazywane s ↪a kompleksami b lonowymi. Kompleks powstaj ↪acy na styku

mitochonmdria-ER określany jest jako kompleksy b lon zwi
↪
azanych z mitochon-

driami - MAM (ang. mitochondria associated membranes). Szacuje si ↪e, że wi ↪ekszość

jonów wapniowych uwolnionych z ER buforowana jest w mitochondriach [183]. Akty-

wacja kana lów IP3R może spowodować wzrost st ↪eżenia jonów wapnia w przestrzeni

mitochondrialnej, przekraczaj ↪acego nawet ≈20 krotnie globalne wzrosty jonów wapnia

wywo lanych aktywacj ↪a tych receptorów [53]. Zaobserwowano też, że wzrost st ↪eżenia

jonów wapnia w cytozolu indukowany aktywacj ↪a receptorów IP3R, powoduje odpo-

wiadaj ↪acy mu wzrost st ↪eżenia jonów wapnia w matriks [234]. Dodatkowo badania

mikroskopowe potwierdzaj ↪a, że wi ↪ekszość mitochondriów (80%) jest po l ↪aczona z reti-

kulum endoplazmatycznym [182]. Ostateczne Csordás i wspó lpracownicy wykazali, że

miejsca uwalniania jonów wapniowych z retikulum (obecność receptora IP3R) powi ↪a-

zane s ↪a z obszarami wyst ↪epowania uniportera mitochondrialnego, odpowiedzialnego za

transport jonwó wapniowych do matriks. [53]

1.7.1 MAM

Istnienie kompleksów b lonowych, które wyróżnia ly si ↪e obecności ↪a enzymów charak-

terystycznych dla frakcji retikularnej i mitochondrialnej zosta lo odkryte już w latach

70-tych. W swoje pracy Dennis i Kennedy wyizolowali ze szczurzych hepatocytów

specyficzny rodzaj frakcji b lonowej, któr ↪a określili jako
”
frakcja x” [66]. Intensywne

badania tej frakcji rozpocz ↪e ly si ↪e dopiero 20 lat później, kiedy to powi ↪azano frakcj ↪e

x z intensyfikacj ↪a metabolizmu lipidów [238].
”
Frakcja x” to kompleks b lon siateczki

śródplazmatycznej i mitochondrium, które  l ↪acz ↪a si ↪e w przypominaj ↪acy synaps ↪a interfejs

spajaj ↪acy te dwa organella (schemat przedstawiony zosta l na Ryc. 1.28).

Odleg lość mi ↪edzy b lonami kompleksu waha si ↪e od 9 nm dla g ladkiej siateczki śród-

plazmatycznej, do 30 nm w przypadku szorstkiej [52]. Interfejs mitochondrialno-

retikularny stabilizowany jest przez szereg protein, które w wi ↪ekszości powi ↪azane s ↪a
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1. Biologia jonów wapnia

Rycina 1.28: Kompleks mitochondrialno retikularny (MAM), ER - siateczka śród-
plazmatyczna, Cyt - cytozol, IP3R/RyR - kana ly wapniowe na powierzchni ER,
VDAC-1/uniporter - kana ly wapniowe mitochondrium; bia lka stabilizuj ↪ace po l ↪acze-
nie: erp44/erp57 - bia lka siateczki śródplazmatycznej 44/57, σ1R - sigma-1 receptor
oraz chaperon grp75 [77, 267].

z g lównymi elementami przewodz ↪acymi sygna l wapniowy w tych kompartmentach, tj.

receptorem IP3, pomp ↪a wapniow ↪a SERCA oraz kana lem VDAC (Tab. 1.9, Ryc. 1.28).

Jak już wspomniano, struktury te mog ↪a powstawać
”
de novo” w trakcie aktywacji

szlaku sygnalizacji wapniowej [54].

B lony bia lkowo-lipidowe pozostaj ↪a ze sob ↪a po l ↪aczone nawet podczas ekstrakcji opar-

tej na frakcjonowaniu komórek za pomoc ↪a wirowania [297]. Struktury te widoczne s ↪a

na mikrografii z mikroskopu elektronowego - Ryc. 1.29 [216] oraz Ryc. 1.30 [164, 244],

jak i mikrografiach uzyskanych za pomoc ↪a tomografii elektronowej - Ryc. 1.31 [236].
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Rycina 1.29: Mikrografia wykonana transmisyjnym mikroskopem elektronowym z bla-
stomeru (czterokomórkowy embrion in vitro). Strza lki wskazuj ↪a miejsca bliskiego kon-
taktu mitochondrium z wypukleniami pochodz ↪acymi z otoczki j ↪adrowej, które nast ↪ep-
nie przechodz ↪a w struktury retikularne (powi ↪ekszenie x40000) [216].
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1.7. Kompleksy b lonowe

Bia lko Funkcja Referencje

Siateczka śródplazmatyczna

IP3R1-3/RyR kana ly wapniowe w ER [125]

BiP chaperon ER [98]

Sigma1-R reguluje funkcjonowanie IP3R1 [126, 266]

FKBP12 reguluje funkcjonowanie kana lów RyR [43]

ERp44 reguluje funkcjonowanie IP3R3 [266]

ERp57 bia lko zwi ↪azane z Ca2+-ATP-az ↪a [266]

SERCA pompa wapniowa membrany ER

kalretikulina bufor wapniowy [266]

kalneksyna bufor wapniowy [266]

Cytozol

PACS-2 kontroluje po l ↪aczenia ER-Mit i apoptoz ↪e wywo-
 lan ↪a bia lkiem Bid

[252]

AMF-R (i.e gp78) pomaga w stabilizacji MAM - rekrutuje p97 [288]

S100A1 reguluje nap lyw Ca2+ do ER [286]

S100B bia lko spinaj ↪ace membrany, bierze udzia l w trans-
porcie lipidów

[294]

grp75 bia lko powi ↪azane z VDAC [61, 266]

hsp60 bia lko szoku cieplnego, stabilizator po l ↪aczenia [266]

Mitofuzyna-2 spina ER z mitochondrium [60, 191]

Mitochondria

VDAC-1 kana l Ca2+ na OMM [125, 126]

Uniporter kana l dla Ca2+ na IMM [126, 125]

Tablica 1.9: Najważniejsze bia lka tworz ↪ace kompleksy MAM.
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Wed lug [236], po l ↪aczenia pomi ↪edzy retikulum endoplazmatycznym, a mitochon-

driami obserwowane s ↪a w wielu typach komórek należ ↪acych do różnych gromad orga-

nizmów żywych: w komórkach drożdży, linii komórkowej DT40 kurzych limfocytów,

hepatocytach szura (Ryc. 1.31, A-C) i zdefiniowane s ↪a tam jako obszary, w których

b lony obu organelli zbliżone s ↪a do siebie, ale nie zlewaj ↪a si ↪e,a odleg lość mi ↪edzy nimi

wynosi 10–30nm. Niewielka odleg lość pomi ↪edzy b lonami pośrednio sugeruje, że mog ↪a

być one spinane ze sob ↪a za pomoc ↪a bia lek zlokalizowanych na powierzchni przeciwle-

g lych b lon (1.31, C). Ponadto z tego powodu w miejscach kontaktu problematyczna

wydaje si ↪e lokalizacja rybosomów w przypadku RER. Z obserwacji dokonanych przy

użyciu tomografii elektronowej wynika, że miejsca kontaktu mog ↪a przybierać bardzo

różnorodne formy, od niewielkich
”
 lat”, po pierścienie ER otaczaj ↪acych pod lużne mi-

tochondria. Wydaje si ↪e też, że po l ↪aczenia MAM s ↪a stosunkowo stabilne i nawet gdy

jedno z organelli porusza si ↪e, drugie pod ↪aża wraz z nim, nie zrywaj ↪ac kontaktu. (1.31,

Ea-Eb). Jak wynika z obserwacji żywych komórek, po l ↪aczenia mitochondriów i ER nie

wp lywaj ↪a na rozmieszczenie tych organelli w komórce (1.31, D).

Szczególn ↪a rol ↪e w procesie ustawienia kana lów jonowych w apozycji odgrywaj ↪a spe-

cjalne bia lka spinaj ↪ace, wzmacniaj ↪ace po l ↪aczenia mitochondrium-ER (w dalszej cz ↪eści

akapitu nazywane po l ↪aczeniami Mit-ER) i odgrywaj ↪ace olbrzymia rol ↪e w przep lywie

wapnia mi ↪edzy tymi organellami. W jednym z doświadczeń Csordás i wspó lpracow-

nicy wykazali, że kontrola przep lywu jonów wapniowych z ER do mitochondrium może

odbywać si ↪e nie tylko poprzez regulacj ↪e pracy kana lów bia lkowych, ale także poprzez

odpowiedni ↪a kontrol ↪e odleg lości i stabilizacj ↪e po l ↪aczenia w interfejsie MAM [52]. Aby

zbadać wp lyw stabilności po l ↪aczeń na transmisj ↪e Ca2+ autorzy zacz ↪eli od wykorzysta-

nia tomografii elektronowej do obserwacji izolatów mitochondriów z w ↪atroby szczura

i szczegó lowego uwidocznienia po l ↪aczeń Mit–ER z bardzo duż ↪a rozdzielczości ↪a. W sek-

cji A Ryc. 1.32 widać cienkie struktury  l ↪acz ↪ace p ↪echerzyki ER z OMM (powi ↪ekszone na

panelach 1, 2 i 3). Widoczne struktury spinaj ↪ace wyst ↪epuj ↪a w klastrach po 6 i wi ↪ecej,

rozci ↪agaj ↪ac si ↪e na d lugości 13–22 nm. Odleg lość pomi ↪edzy powierzchniami b lon wynosi

6–15 nm. Autorzy obserwowali również podobne struktury w nieuszkodzonych hepa-

tocytach szczura i linii komórkowej DT40 uzyskanej z kurzych limfocytów B, zarówno

w przypadku g ladkiej, jak i szorstkiej siateczki śródplazmatycznej, jednak z powodu

wi ↪ekszego
”
zag ↪eszczenia” ośrodków w nieuszkodzonych komórkach by ly one o wiele s la-

biej widoczne (Ryc. 1.30, B). Obserwacje wskazuj ↪a, że struktury spinaj ↪ace w przypadku

g ladkiej siateczki śródplazmatycznej maj ↪a średni ↪a d lugość 9–16 nm, natomiast w przy-

padku szorstkiej siateczki śródplazmatycznej minimum 19–30 nm. Dlatego też w pracy

tej autorzy sugeruj ↪a, iż zróżnicowanie odleg lości mi ↪edzy organellami może być jednym

z mechanizmów kontroli propagacji sygna lu wapniowego z ER do mitochondrium.

W celu os labienia po l ↪aczeń Mit–ER, Csordás i wspó lpracownicy [52] zastosowali

ograniczon ↪a proteoliz ↪e. Badanie uwalniania jonów wapnia z kana lów IP3R w komór-

kach poddanych wcześniej ograniczonej proteolizie, wykaza ly że proteoliza wp lywa na
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Rycina 1.31: A) Trójwymiarowe obrazy po l ↪aczeń mitochondriów z ER, uzyskane za
pomoc ↪a tomografii elektronowej, ukazane w powi ↪ekszeniu na panelach Aa oraz Ab.
ER kolor zielony, mitochondrium kolor fioletowy w komórkach drożdży. B) Mikro-
grafia po l ↪aczeń mitochondrium (kolor czerwony) oraz ER (kolor żó lty) z tomografii
cryo-EM (Ba) i zbudowany na jej podstawie model 3-D (Bb) w komórkach kurzych
z linii DT40 z dezaktywowanym genem ip3r. C) Tomografia elektronowa hepatocytów
szczura, ukazuj ↪acych w powi ↪ekszeniu elementy spinaj ↪ace (theters) ER i mitochondria.
D) Barwienie przyżyciowe za pomoc ↪a bia lek fluorescencyjnych: dsRED (znakuje mito-
chondria na czerwono) oraz GFP (pokazuje retikulum endoplazmatyczne, a dok ladnie
kompleks transportuj ↪acy Sec61β, na zielono). E) powi ↪ekszone miejsce kontaktu z pa-
nelu D, w dwóch krokach czasowych (0 i 30 sekund) wskazuj ↪a, że ER porusza si ↪e wraz
z mitochondrium. Znacznik odleg lości dla A wynosi 200nm, B wynosi 250nm, C wy-
nosi 50nm, D wynosi 10µm oraz E wynosi 1 µm [236].

poziom akumulacji jonów wapniowych w mitochondriach. W grupie kontrolnej podanie

8 µM IP3 powodowa l wyrzut jonów wapnia z ER do cytozolu, co skutkowa lo wzrostem

st ↪eżenia tych jonów w mitochondriach. Po zastosowaniu enzymu proteolitycznego - pro-

teinazy K - wyrzut jonów wapnia z ER nie powodowa l wzrostu st ↪eżenia jonów wapnia

w mitochondriach [52].

Dodatkowo w [54] Csordás i wspó lpracownicy zsyntetyzowali indukowane rapamy-

cyna sztuczne miejsca po l ↪aczeń ER-mitochondrium (Ryc. 1.33). Doświadczenie pole-

ga lo na uzyskaniu mutantów linii komórek RBL-2H3, z genami bia lek hybrydowych,

które symulowa ly obecność protein spinaj ↪acych na powierzchni ER i mitochondrium

- tzw. linkery ER-OMM. Jedno z bia lek fuzyjnych sk lada lo si ↪e z fragmentu bia lka

AKAP1 (ang. A-kinase anchor protein 1 ), który stanowi la jego sekwencja sygna lowa

(reszty od 34-63), kieruj ↪aca bia lko do OMM i bia lka wi ↪aż ↪acego rapamycyn ↪e (FKBP12)
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Rycina 1.32: A) Mikrografie cry-ET izolatów mitochondriów z hepatocytów szczura,
ukazuj ↪acych szereg po l ↪aczonych p ↪echerzyków z mitochondriami (znacznik odleg lości
100 nm), pokazanych w powi ↪ekszeniu na dolnych panelach A (znacznik odleg lości 50
nm). B,C) mikrografie kurzych komórek DT40, pokazuj ↪acych po l ↪aczenie Mito-ER.
D) trójwymiarowy model po l ↪aczenia, gdzie ER oznaczono kolorem żó ltym, natomiast
mitochondria kolorem czerwonym. E) skany obszaru kontaktu o średnicy 130 nm z za-
znaczonymi strukturami spinaj ↪acymi (kolorem czarnym wyróżniono struktury spina-
j ↪ace kończ ↪ace si ↪e na rybosomach). F) modele regionów prezentowanych na panelach
w sekcji E. OMM kolorowane na czerwono, ER na żó lto, struktury spinaj ↪ace na szaro.
Rybosomy oznaczono kolorem niebieskim. [52].

z czerwonym bia lkiem fluorescencyjnym (mRFP1 - ang. mitochondrial red fluorescent

protein 1 ). Drugie bia lko fuzyjne skierowane by lo z kolei do ER i sk lada lo si ↪e z: sekwen-

cji kierunkowej do ER (wzi ↪etej z bia lka SAC1), bia lka wi ↪aż ↪acego rapamycyn ↪e (FRB)

oraz niebieskiego bia lka fluorescencyjnego (CFP - ang. cyan fluorescent protein) [54].

Podanie rapamycyny powodowa lo dimeryzacje bia lek FKBP12 i FRB, co
”
zszywa lo” ze

sob ↪a b lony ER i OMM, zbliżaj ↪ac je znacznie do siebie. W publikacji autorzy nie ogra-

niczyli si ↪e jedynie do wizualizacji po l ↪aczeń mi ↪edzy ER i mitochondriami. Konstruuj ↪ac

kolejne bia lka, które  l ↪aczy ly linkery ER-OMM z
”
ratiometric-pericam” uzyskali bia lko

pomostowe, wrażliwe na obecność jonów wapnia, czyli most OMM-pericam-FKBP-

FRB-ER, który pozwala l na pomiar st ↪eżenia jonów wapnia w interfejsie ER-OMM.
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Rycina 1.33: Schemat opisuj ↪acy eksperyment ukazuj ↪acy po l ↪aczenia powstaj ↪ace pomi ↪e-
dzy zewn ↪etrzn ↪a b lon ↪a mitochondrialn ↪a (OMM) oraz b lona ER. (A) Zdj ↪ecie ilustru-
j ↪acy indukowane rapamycyn ↪a mostki bia lkowe. (B) Zdj ↪ecia wykonane pod mikrosko-
pem konfokalnym, ukazuj ↪ace pojedyncze komórki RBL-2H3 ze wzbudzon ↪a nadekspresj ↪a
mostków OMM-ER, ukazuj ↪ace rozmieszczenie powi ↪azanych z nimi barwników 1, 3 oraz
15 minut po potraktowaniu 100 nM roztworem rapamycyny. (C) Zdj ↪ecia spod mikro-
skopu konfokalnego komórek H9c2 z wywo lana nadekspresj ↪a mostków OMM-ER, przed
i po 10 minutach ekspozycji na rapamycyn ↪e (100nM) [54]

1.7.2 PAM

Uwalnianie jonów wapnia z ER do cytoplazmy prowadzi do cz ↪eściowego opróżnie-

nia magazynów wapniowych w świetle siateczki śródplazmatycznej. Spadek st ↪eżenia

jonów wapnia w ER aktywuje nap lyw Ca2+ ze środowiska zewn ↪atrzkomórkowego do

cytoplazmy poprzez zlokalizowane w b lonie komórkowej kana ly wapniowe typu SOCEC

(ang. store operated calcium channel), zapewniaj ↪ace przep lyw jonów określany mia-

nem CRAC (ang. Ca2+ Release Activated Ca2+ Current). Wprowadzone w ten spo-

sób do komórki jony wapnia mog ↪a zostać wykorzystane do uzupe lnienia magazynów

wapniowych w świetle ER, na drodze aktywności ATPazy SERCA. Zjawisko to okre-

śla si ↪e mianem pojemnościowego nap lywu jonów wapniowych lub nap lywu regulowa-

nego przez magazyny wapniowe (CCE/SOCE, ang. capacitative calcium entry/store

operated calcium entry). Sposób, w jaki funkcjonalnie powi ↪azane s ↪a ze sob ↪a magazyny

wapniowe w ER z kana lami SOC w b lonie komórkowej jest w ostatnich latach przed-

miotem intensywnych badań. Momentem prze lomowym owych studiów by lo niedawne
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1. Biologia jonów wapnia

Rycina 1.34: PAM - kompleks bia lkowy, przez który odbywa si ↪e pojemnościowy na-
p lyw wapnia. Ex - środowisko zewn ↪atrzkomórkowe; Cyt - cytozol; ER - retikulum
endoplazmatyczne. EFh - domeny EF-hand.

odkrycie, że bia lka STIM1 i Orai1/CRACM1 s ↪a niezb ↪edne dla przebiegu SOCE, co

wykazano stosuj ↪ac m.in. technik ↪e interferencji RNA. Co wi ↪ecej, naturalnie wyst ↪epuj ↪aca

w bia lku Orai1 mutacja R91W prowadzi do zniesienia CCE w limfocytach T, co kli-

nicznie manifestuje si ↪e ci ↪eżkim, z lożonym niedoborem odporności (SCID, ang. severe

combined immunodeficiency). Wykazano również, że równoczesna nadekspresja bia lek

STIM1 i Orai1 prowadzi do znacznego nasilenia pojemnościowego nap lywu wapnia.

Orai1 to zlokalizowane w b lonie komórkowej bia lko zawieraj ↪ace cztery segmenty

b lonowe, którego zarówno N- jak i C-koniec znajduj ↪a si ↪e w cytoplazmie. Choć bia lko

to przez d lugi czas nie by lo uznawane za kana l SOC, to jednak niedawne badania

wykaza ly, że Orai1 nie tylko posiada wszystkie cechy takich kana lów, ale rzeczywíscie

stanowi drog ↪e pojemnościowego nap lywu wapnia do komórki. Oprócz bia lka Orai1

w komórkach kr ↪egowców stwierdzono obecność bia lek Orai2 i Orai3. Wszystkie trzy

bia lka wykazuj ↪a wysoki stopień podobieństwa i nie wyklucza si ↪e możliwości, że mog ↪a

tworzyć w b lonie komórkowej funkcjonalne heterooligomery.

Bia lko STIM1 zosta lo odkryte jako cz ↪asteczka zaangażowana w proliferacj ↪e komórek

prekursorowych dla limfocytów B w szpiku kostnym. Manji i wsp. [181], stosuj ↪ac

metody immunofluorescencyjne oraz biotynylacj ↪e bia lek powierzchniowych, wykazali

obecność STIM1 w b lonie komórkowej. Badacze określili również mas ↪e cz ↪asteczkow ↪a

tego bia lka na ok. 90 kDa na podstawie jego migracji w żelu poliakryloamidowym.
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Stwierdzili także, że STIM1 ulega fosforylacji na resztach serynowych i treoninowych

oraz wykazali, że bia lko to jest N-glikozylowane.

Wkrótce odkryto bia lko STIM2, wykazuj ↪ace bardzo duże podobieństwo do bia lka

STIM1, które w zależności od stopnia glikozylacji migruje w żelu poliakryloamido-

wym w postaci podwójnego pr ↪ażka na wysokości 100 i 115 kDa. Zarówno STIM1, jak

i STIM2 s ↪a bia lkami b lonowymi typu I, zawieraj ↪acymi pojedyncz ↪a domen ↪e SAM (ang.

Sterile Alpha-Motif) oraz wi ↪aż ↪acymi wapń poprzez motyw d loni (EF-hand), zlokalizo-

wany w N-końcowej cz ↪eści cz ↪asteczki. W cz ↪eści C-końcowej obydwu bia lek znajduj ↪a

si ↪e domeny CC (ang. Coiled-Coil) oraz regiony bogate w prolin ↪e. Dodatkowo, w prze-

ciwieństwie do STIM1, bia lko STIM2 zawiera sygna l zatrzymuj ↪acy je w b lonie ER

(KKXX), który sprawia, że podczas gdy STIM1 wyst ↪epuje zarówno w b lonie komór-

kowej, jak i w b lonie ER, to STIM2 lokuje si ↪e jedynie w siateczce śródplazmatycznej

[78].
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Rozdzia l 2

Modelowanie deterministyczne

2.1 Modelowanie przep lywów przez pompy

Pompy wapniowe dzia laj ↪a podobnie jak enzymy, hydrolizuj ↪ac ATP wykonuj ↪a prac ↪e

użyteczn ↪a komórce - mianowicie przenosz ↪a określone cz ↪asteczki w poprzek b lony ko-

mórkowej. Podobnie jak enzymy, pompy podlegaj ↪a wielopoziomowej kontroli z miej-

scami inhibitorowymi i aktywatorowymi, które tworz ↪a skomplikowan ↪a sieć sprz ↪eżeń

zwrotnych dodatnich i ujemnych. Podobnie jak w przypadku reakcji enzymatycznych,

transport z udzia lem pompy wapniowej odbiega od prawa dzia lania mas. Dok ladniej,

pr ↪edkość przep lywu jonów wapnia V w poprzek b lony biologicznej opisuje si ↪e najcz ↪e-

ściej wzorem Michaelisa-Menten:

V = Vmax ·
[Ca2+]

Km + [Ca2+]
(2.1)

gdzie [Ca2+] jest st ↪eżeniem jonów wapnia w odpowiednim kompartmencie, a Km sta l ↪a

charakteryzuj ↪ac ↪a pomp ↪e, nazywan ↪a również sta l ↪a Michaelisa.

Przypadek 1: [Ca2+]� Km

Jeżeli jony wapnia wyst ↪epuj ↪a w niewielkim st ↪eżeniu, dużo mniejszym od Km, to tempo

transportu wapnia opisane wzorem (2.1) jest w przybliżeniu liniowo proporcjonalne do

[Ca2+]. Dok ladniej:

V ∼ Vmax · [Ca2+]

Km

= k · [Ca2+] (2.2)

gdzie k = Vmax
Km

.

Przypadek 2: [Ca2+] = Km

Gdy st ↪eżenie substratu równe jest sta lej Michelisa, pr ↪edkość przep lywu wynosi do-

k ladnie po low ↪e pr ↪edkości maksymalnej:

V =
Vmax · [Ca2+]

[Ca2+] + [Ca2+]
=
Vmax · [Ca2+]

2 · [Ca2+]
=
Vmax

2
(2.3)

Zależność t ↪e wykorzystuje si ↪e do wyznaczania sta lej Km, która jest również miar ↪a

powinowactwa bia lka transportuj ↪acego do wapnia - im mniejsza, tym powinowactwo

jest wi ↪eksze, natomiast duża wartość tej sta lej mówi o ma lym powinowactwie.
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Przypadek 3: [Ca2+]� Km

V ∼ Vmax · [Ca2+]

[Ca2+]
= Vmax (2.4)

2.2 Modelowanie przep lywów przez kana ly

i wymienniki

Modelowanie transportu przez kana ly i wymienniki również odbiega od klasycz-

nej kinetyki Michaelisa-Menten stosowanej do opisu dynamiki reakcji enzymatycznych.

Modelowanie tych przep lywów oparte jest na funkcji Hilla, która bierze pod uwag ↪e moż-

liwość wi ↪azania cz ↪asteczek substratu (wapnia) i cz ↪asteczek regulatorowych (regulacja

allosteryczna) i opisuje pośrednio oddzia lywanie pomi ↪edzy nimi [149, 197]. Funkcja ta

ma nast ↪epuj ↪ac ↪a postać:

H(x) = Vmax
xn

Kn
d + xn

, n > 0 (2.5)

gdzie sta la n nazywana jest wspó lczynnikiem Hilla i może być dowoln ↪a liczb ↪a rzeczywi-

st ↪a, natomiast wspó lczynniki Vmax i Kd określaj ↪a odpowiednio: wartość maksymaln ↪a

i sta l ↪a pó l-aktywacji. Mimo, iż wyk ladnik funkcji Hilla może przyj ↪ać dowoln ↪a war-

tość, jest on z regu ly wyznaczany empirycznie, a jego wartość zależy od ilości miejsc

wi ↪aż ↪acych substrat/ligand oraz typu interakcji mi ↪edzy nimi. Dla n = 1 miejsca wi ↪a-

zania substratu i ligandu dzia laj ↪a niezależnie, jeżeli n > 1 miejsca s ↪a ”
kooperatywne”,

to znaczy, że zwi ↪azanie ligandu w powoduje zwi ↪ekszenie prawdopodobieństwa przy l ↪a-

czenia si ↪e substratu w pozosta lych. W ten sposób funkcja Hilla specyficznie opisuje

reakcje biologiczne oparte na mechanizmie ON/OFF. Wyk ladnik Hilla decyduje o tym

jaki kszta lt przyjmie krzywa. Im wi ↪eksze n (i dostatecznie duże), tym szybsze zmiany

w punkcie xp = Kd

(
n−1
n+1

)1/n
przegi ↪ecia funkcji, w którym pochodna przyjmuje war-

tość maksymaln ↪a. Z tego wzgl ↪edu funkcja Hilla o dużym n nazywana jest również

funkcj ↪a prze l ↪aczeniow ↪a [117]. Uwagi odnosz ↪ace si ↪e do Przypadków 1-3 poprzedniego

podrozdzia lu pozostaj ↪a w mocy również dla funkcji Hilla opisanej wzorem (2.5).

Prostymi przyk ladami kana lów zwi ↪azanych z transportem wapnia, cz ↪esto opisy-

wanych funkcj ↪a Hilla (2.5) s ↪a receptory: rianodynowy (RyR) i receptor IP3 (IP3R),

znajduj ↪ace si ↪e w b lonach siateczki sródplazmatycznej.

Bardziej skomplikowanymi kana lami wapniowymi s ↪a transportery przenosz ↪ace jed-

nocześnie dwa substraty. Przyk ladem takiego bia lka jest wymiennik sodowo-wapniowy

(NCX), znajduj ↪acy si ↪e na wewn ↪etrznej b lonie mitochondrialnej. Bia lko to przenosi jon

wapnia do przestrzeni mi ↪edzyb lonowej i trzy jony sodu do wn ↪etrza mitochondrium.

Transport tego typu modelowany jest poprzez iloczyn dwóch funkcji Hilla:

66



2.2. Modelowanie przep lywów przez kana ly i wymienniki

JNCX = VNCX
CanCyt

Kn
Ca + CanCyt

NaCyt
KNa +NaCyt

(2.6)

gdzie CaCyt to st ↪eżenie wolnego wapnia w cytozolu, KCa określa sta l ↪a pó l-aktywacji

dla jonów wapnia, natomiast KNa określa sta l ↪a pó l-aktywacji dla jonów sodu.

Uwaga: We wzorze (2.6) oznaczenie st ↪eżenia jonów wapnia w cytozolu [Ca2+]Cyt zo-

sta lo uproszczone do CaCyt. Podobna konwencja stosowana b ↪edzie również w dal-

szym ci ↪agu pracy do st ↪eżenia jonów wapnia w pozosta lych kompartmentach, to znaczy

[Ca2+]Mit b ↪edzie oznaczane symbolem CaMit, natomiast [Ca2+]ER symbolem CaER.

Modelowanie uniportera jest jeszcze bardziej z lożone, ponieważ istotn ↪a rol ↪e w jego

funkcji odgrywa potencja l transb lonowy ∆Ψm, wprowadzony w Rozdz. 1.6.4.

Już w 1990 roku Gunter i Pfeifer [117] wykorzystali równanie Nernsta do odtworzenia

potencja lu b lonowego w mitochondriach, który jest si l ↪a nap ↪edow ↪a dzia lania MICU.

Pobieranie wapnia przez mitochondria z uwzgl ↪ednieniem ∆Ψm opisuje si ↪e równaniem:

Juni = Vuni
ZF∆ψ

RT
eZF∆ψ/RT sinh

(
ZF∆ψ

RT

)
Ca2

cyt

K2
Ca + Ca2

cyt

(2.7)

(por. formu la (33) w [84]), gdzie ∆ψ jest efektywnym potencja lem transb lonowym,

R - sta l ↪a gazow ↪a, Z stechiometria  ladunków, F - sta l ↪a Faradaya, natomiast T to

temperatura mierzona w skali Kelvina. Efektywny potencja l transb lonowy określa si ↪e

poprzez potencja l transb lonowy ∆Ψm za pomoc ↪a równania:

∆ψ = b(∆Ψm −∆Ψm0)

gdzie ∆Ψm0 oraz b s ↪a parametrami empirycznymi. Parametry te odzwierciedlaj ↪a fakt,

że potencja l ∆Ψm nie jest sta ly wzd luż b lony mitichondrialnej.

Równocześnie Magnus i Keizer stworzyli ca lościowy model aktywności elektrycznej

mitochondriów [179]. Model ten zadany jest przez równania różniczkowe zwyczajne

opisuj ↪ace m.in. ewolucj ↪e czasow ↪a JH,res (wyp lyw H+ indukowany przez  lańcuch odde-

chowy); JH,F1 (nap lyw jonów H+ poprzez syntez ↪e ATP); Jant (wymiennik nukleotydów

adeninowych - Adenin Nucleotide Translocator - wymieniaj ↪acy ATP na ADP), Juni

(przep lyw jonów wapnia do macierzy w wyniku dzia lania uniportera mitochondrial-

nego) oraz efektywny potencja l transb lonowy ∆ψ [84] zmieniaj ↪acy si ↪e zgodnie z rów-

naniem:

Cmit
d∆ψ

dt
= − (−JH,res + JH,F1 + Jant + JHleak + 2Juni) (2.8)

Przep lyw przez uniporter mitochondrialny Juni w powyższej pracy ma postać:

Juni = Vuni

Cacyt
Ktrans

(
1 + Cacyt

Ktrans

)3

(
1 + Cacyt

Ktrans

)4

+ L(
1+

Cacyt
Kact

)na
(ZF (∆φ−91mV ))

RT

1− e−(ZF (∆φ−91mV ))/(RT )
(2.9)

67



2. Modelowanie deterministyczne

gdzie Cacyt określa st ↪eżenie wolnych jonów wapnia w cytozolu, n = 2.8, natomiast sta le

Ktrans i Kact to sta le dysocjacji jonów wapnia dla miejsca transportuj ↪acego i miejsca

aktywuj ↪acego. Przedstawione powyżej modele by ly bardzo pomocne w pomiarach mak-

symalnej pr ↪edkości transportu jonów wapnia do mitochondrium, oznaczanej jako Vuni.

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

zosta lo w pracy [179] wyrażeniem:

JNCX = VNCX
e(bF (∆φ−91mV )/RT )(

1 + KNa
[Na]

)n (
1 + KCa

CaMit

) (2.10)

gdzie VNCX to maksymalna pr ↪edkość transportu jonów wapnia, CaMit to st ↪eżenie wol-

nych jonów wapnia w mitochondrium. Sta le n i b określaj ↪a charakter wymiany jonów

Na+ na jony Ca2+. Tak wi ↪ec n = 2 i b = 0, jeżeli wymieniane s ↪a 2 jony sodu na

jeden jon wapnia, to znaczy, że jest ona neutralna elektrycznie. Jeśli natomiast trzy

jony Na+ wymieniane s ↪a na jeden jon Ca2+ (n = 3) i b > 0. Z pracy [224] wynika, że

proporcje wymiany jonów dla mNCX to 3:1 dla par jonów sód:wapń [224].

2.3 Szczegó lowy model uniportera

mitochondrialnego

Innym interesuj ↪acym zjawiskiem, badanym in silico by l tzw. mechanizm RaM (ang.

calcium rapid uptake mode), który zosta l zaproponowany w pracy [260] w roku 1995.

Praca ta sugeruje, że w warunkach ekspozycji na st ↪eżenie mniejsze niż 0.5-0.8 µM wap-

nia aktywny jest tzw. szybki mechanizm pobierania jonów wapniowych RaM. W tych

warunkach mitochondria pobieraj ↪a wapń znacznie wydajniej, jednak przez stosunkowo

krótki okres czasu. Przep lyw do mitochondriów sk lada si ↪e zatem z dwóch cz ↪eści. Pierw-

sza z nich uwzgl ↪ednia wspomniany powyżej szybki mod RaMowy, druga opisuje prace

uniportera mitochondrialnego w trybie standardowym. Istnienie szybkiego mechani-

zmu typu RaM zosta lo potwierdzone dzi ↪eki badaniom Buntinasa i wspó lpracowników,

którzy badali mitochondria wyizolowane z kardiomiocytów szczura. W eksperymen-

tach tych mechanizm RaM zosta l zidentyfikowany jako różny od regularnej dzia lalności

uniportera. Zachodzi na pocz ↪atku pulsu wapniowego i wy l ↪acza si ↪e gdy st ↪eżenie wapnia

na zewn ↪atrz mitochondriów przekracza pewn ↪a wartość progow ↪a (co do rz ↪edu wielkości

równ ↪a 0.5-0.8µM). W obu rodzajach mitochondriów (wyizolowanych z hepatocytów

i kardiomiocytów) dezaktywacja RaM zachodzi la w czasie krótszym niż 0.75 s [33].

Przez ponad dekad ↪e RaM postrzegany by l jako nowy mechanizm poboru wapnia przez

mitochondria, nie zwi ↪azany z bia lkiem uniportera mitochondrialnego. Dopiero badania

przeprowadzone przez Guntera i wspó lpracowników wykaza ly, że może on mieć zwi ↪a-

zek z tym uniporterem i stanowi dodatkowy sposób transportu jonów wapnia przez to

bia lko [118].
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Matematyczny model mechanizmu RaM zaproponowali Dash i Basil [17, 57]. Za-

 lożyli oni, że uniporter może znajdować si ↪e w 5 różnych dyskretnych stanach, które

opisuj ↪a zmiany zachodz ↪ace w bia lku uniportera o zwi ↪azaniu jonów wapnia. Te stany

to: R, O, I1 oraz I2 i dodatkowo S, którym odpowiadaj ↪a kolejno nast ↪epuj ↪ace stany

mitochondrialnego uniportera: stan spoczynkowy (resting), otwarty (open), stany ob-

niżonej aktywności 1 i 2 (inhibited 1,2), powolny powrót do stanu wyj́sciowego (S - slow

recovery state). Eksperymenty numeryczne Basil i Dash przeprowadzali na zreduko-

wanym modelu, który obejmowa l dwa różne stany: R-O oraz I1I2, które odpowiada ly

stanom: spoczynkowo - otwartym i sumie stanów o obniżonej aktywności. Podczas

symulacji stwierdzono, że podczas cyklu pobierania wapnia oko lo 1/4 bia lek bardzo

szybko przechodzi lo ze stanu RaM do stanu spoczynkowego, dla pozosta lych uniporte-

rów przej́scie zajmowa lo oko lo 90 s. Dane te interpretowano jako przej́scie wi ↪ekszości

uniporterów w stan wolnego pobierania jonów wapnia.

Stosunek bia lek znajduj ↪acych si ↪e w stanie spoczynkowym, do bia lek znajduj ↪acych

si ↪e w stanie otwartym opisywa lo wyrażenie:

fCa =

[
Ca2+

]n[
Ca2+

]n
+K0

n
(2.11)

Stosunek pomi ↪edzy pierwszym i drugim stanem I wyliczana jest podobnie:

gCa =

[
Ca2+

]n[
Ca2+

]n
+K1

n
(2.12)

Tempo wymiany jonów wapniowych poprzez RaM dane jest nast ↪epuj ↪acym wyrażeniem:

JRaM = XRaMO
ezCa∆ψF/2RT

[
Ca2+

]
/KCa

1 +
[
Ca2+

]
/KCa

(2.13)

W powyższych równaniach n jest wspó lczynnikiem funkcji Hilla charakteryzuj ↪acy dyna-

mik ↪e wymiany; [Ca2+] oznacza st ↪eżenie wolnych jonów wapnia; K0 - st ↪eżenie progowe

wapnia, które jest w stanie uruchomić mechanizm wymiany; K1 - st ↪eżenie progowe

stabilizuj ↪ace mechanizm wymiany w stanie inhibitorowym, KCa - powinowactwo kom-

pleksu RaM do jonów Ca2+; XRaM aktywność RaM.

Wykorzystuj ↪ac dane uzyskane z eksperymentów, Basil and Dash byli w stanie od-

tworzyć g lówne cechy transportu RaM. Symulacje wierne odtwarza ly profile poboru

jonów Ca2+ dla stymulacji ci ↪ag lych i odtwarza ly wzrost efektywności poboru w przy-

padku zastosowania wielokrotnych stymulacji w stosunku do pojedynczego, przed lużo-

nego pulsu.

2.4 Bufory wapniowe

Oko lo 99 % jonów wapnia w komórce zwi ↪azana jest z bia lkami buforowymi (Tab. 1.5)

lub buforami nieorganicznymi (cytryniany, fosforany). Do buforów cytoplazmatycznych
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należ ↪a m.in. kalbindyna, kalretynina i parvalbumina, w retikulum endoplazmatycznym

do bia lek buforuj ↪acych nalez ↪a np. kalsekwestryna i kalretikulina. St ↪eżenie bia lek bufo-

rowych jest g lównym, ale nie jedynym czynnikiem kszta ltuj ↪acym zdolność buforowania

wapnia w komórce. Do innych równie istotnych należ ↪a kinetyka wi ↪azania i dysocjacji

Ca2+, czy też mobilność samych buforów.

Reakcja chemiczna wi ↪azania jonów wapnia przez bufor bia lkowy Pr:

Pr + Ca2+ k+−−⇀↽−−
k−

PrCa (2.14)

gdzie Pr to bia lka buforuj ↪ace, natomiast PrCa oznacza zbuforowany wapń.

Powyższa reakcja pozwala na utworzenie prostego modelu buforowania wapnia.

Czasoprzestrzenne zmiany st ↪eżenia wolnych jonów wapnia w cytozolu, przy uwzgl ↪ed-

nieniu zjawisk buforowania opisuje si ↪e cz ↪esto w sposób przybliżony za pomoc ↪a nast ↪e-

puj ↪acego uk ladu równań typu reakcji-dyfuzji:

∂CaCyt

∂t
= DCaCyt

∇2CaCyt + f(c) +
∑

(ki−PriCa− ki+CaCyt(Pri tot − PriCa)) (2.15)

∂PriCa

∂t
= DPriCa∇2PriCa−

∑
(ki−PriCa+ ki+CaCyt(Pri tot − PriCa)) (2.16)

Pri tot = Pri + PriCa (2.17)

w którym PriCa oznacza st ↪eżenie buforu z przy l ↪aczonymi jonami wapnia, CaCyt wolne

jony wapnia w cytozolu, f(c) to wszystkie reakcje, które określaj ↪a przep lywy jonów wap-

nia (np. uwolnienie jonów poprzez receptory IP3R, transport przez pompy wapniowe

i inne). Prtot oznacza ca lkowite st ↪eżenie buforów. Wielkości:

Kdi :=
[ki+]

ki−
(2.18)

nazywane s ↪a sta lymi równowagi reakcji buforowania lub też sta lymi dysocjacji. War-

tości sta lych dysocjacji dla niektórych buforów podano w Tab. 1.5.

2.4.1 Modelowanie kompleksów b lonowych

Kompleksy b lonowe zyska ly na znaczeniu w ci ↪agu ostatniej dekady, kiedy moż-

liwe by lo wykorzystanie nowo-otrzymanych wskaźników jonów wapnia w postaci bia lek

transgenicznych [6, 32, 47, 62, 142, 291]. Metody te pozwoli ly na pomiar st ↪eżeń jonów

wapnia w stosunkowo niewielkich przestrzeniach ograniczonych kompleksami b lono-

wymi. Powsta ly specjalne konstrukty sensorów aequorynowych i bia lek strukturalnych

wschodz ↪acych w sk lad danego kompleksu b lonowego, które pozwoli ly na oszacowanie

zjawiska.

Niewielka ilość danych eksperymentalnych na temat mechanizmu powstawania kom-

pleksów b lonowych i ich roli w procesach fizjologicznych komórki spowodowa ly, że jest
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to temat ma lo popularny dla naukowców zwi ↪azanych z biologi ↪a obliczeniow ↪a. Jedyny

model, który dotyczy l aspektu bliskiej apozycji różnego rodzaju struktur komórko-

wych w kontekście sygnalizacji wapniowej by l model trój-kompartmentowy Marhla

[183]. Inne podej́scie zaprezentowa l Mazel [188], który stworzy l stochastyczny mo-

del przestrzenny w geometrii trójwymiarowej, uzyskanej ze zdj ↪eć komórek RBL-2H3

wykonanych mikroskopem konfokalnym. Mazel zwróci l szczególn ↪a uwag ↪e na odleg lości

pomi ↪edzy poszczególnymi strukturami komórkowymi, jednak w przedstawionym przez

niego modelu nie uzyskano oscylacji st ↪eżenia jonów wapnia.

2.5 Oscylacje wapniowe

Zmiany st ↪eżenia jonów wapnia w poszczególnych kompartmentach komórki, wy-

st ↪epuj ↪a w sposób naturalny w wielu rodzajach komórek. Pojawiaj ↪a si ↪e spontanicznie

w kardiomiocytach, hepatocytach, komórkach wydzielniczych trzustki lub neuronach.

Oscylacje wapniowe pojawiaj ↪a si ↪e również w odpowiedzi na różnego rodzaju bodźce,

np. oscylacje w komórkach nab lonka p laskiego wyście laj ↪acego (komórkach endotelial-

nych), w odpowiedzi na infekcj ↪e bakteryjn ↪a lub zmiany st ↪eżenia Ca2+ w komórkach

czuciowych skóry (w cia lkach Pacciniego oraz w cia lkach Ruffiniego) w odpowiedzi na

bodziec mechaniczny [176, 283].

Zastosowanie metod pozwalaj ↪acych badanie zmian st ↪eżenia wapnia w pojedynczych

komórkach lub nawet kompartmentach, pozwoli lo odkryć różnego rodzaju oscylacje

wapniowe o bardzo z lożonym charakterze. W zależności od komórki okres tych oscy-

lacji może wynosić od 1 sekundy do 10 minut. Przebiegi czasowe tych oscylacji mog ↪a

przyjmować różne kszta lty od ostrych pików z gwa ltownym wzrostem (
”
bursting”), do

 lagodnych o prawie sinusoidalnym przebiegu, z duż ↪a gam ↪a form pośrednich Ryc. 2.1.

Wzbudzenie oscylacji wapniowych w komórce oparte jest na mechanizmie
”
wszystko

albo nic”, tzn. pojawiaj ↪a si ↪e dopiero po osi ↪agni ↪eciu pewnego progu pobudzenia. Dalszy

wzrost stymulacji może prowadzić do zwi ↪ekszenia cz ↪estotliwości oscylacji, ale nie ma

wp lywu na amplitud ↪e [149].

W ci ↪agu ostatnich 30 lat powsta lo wiele modeli matematycznych, które wyjaśnia ly

powstawanie i charakter oscylacji wapniowych. Modele te różni ly si ↪e pod wzgl ↪edem

precyzji opisu i zależne by ly od szeregu za lożeń, które leża ly u podstaw konstrukcji

danego modelu. Opisywa ly oscylacje wapniowe z różnej perspektywy. Uproszczona

klasyfikacja modeli przestawiona zosta la wraz z przyk ladami w Tablicy 2.1 [76].

Schemat przep lywów jonów wapnia w modelu dwu-kompartmentowym (two-pool),

ograniczaj ↪acy si ↪e do przep lywów pomi ↪edzy retikulum endoplazmatycznym a cytozolem

oraz wymian ↪e ze środowiskiem zewn ↪atrzkomórkowym przedstawiony zosta l na Ryc. 2.2.

Przyjmuj ↪ac, że ilość jonów wapnia jest sta la w uk ladzie, schemat ten można przedstawić

za pomoc ↪a równań:
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2. Modelowanie deterministyczne

Rycina 2.1: Rożne rodzaje oscylacji jonów wapnia w wielu typach komórek eukario-
tycznych. A: hepatocyty stymulowane wazopresyn ↪a; B: komórki ślinianek aktywowane
karbacholem (CCh); C: komórki gonadotropowe tylnego p lata przysadki mózgowej sty-
mulowane gonadoliberyn ↪a (GnRH); D: oocyty chomika tuż po zap lodnieniu; E, F: ko-
mórki nowotworowe wywodz ↪ace si ↪e z limfocytów typu B, stymulowane dwoma różnymi
st ↪eżeniami karbacholu [149], str. 277.
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2.5. Oscylacje wapniowe

dc

dt
= Jch − Jpump + Jin − JPMCA (2.19)

dcER
dt

= γ(Jpump − Jch) (2.20)

W równaniach tych c oznacza st ↪eżenie jonów wapnia w cytozolu uśrednione po jego

obj ↪etości. cER oznacza natomiast st ↪eżenie jonów wapnia w retikulum endoplazmatycz-

nym. γ to stosunek obj ↪etości cytozolu do obj ↪etości kompartmentu:

γ =
VCyt
VER

(2.21)

Jch to wyp lyw jonów wapnia przez kana ly wapniowe z ER do cytozolu, Jpump nap lyw

jonów wapnia do ER z cytozolu, oraz analogiczne pr ↪ady wapniowe realizowane przez

kana ly i pompy wapniowe na powierzchni b lony komórkowej (Jin wp lyw jonów Ca2+ do

cytozolu, JPMCA usuwanie jonów Ca2+ z cytozolu do przestrzeni zewn ↪atrzkomórkowej).

Takie modele nazywane s ↪a modelami otwartymi, gdyż wapń może przep lywać po-

mi ↪edzy przestrzeni ↪a zewn ↪atrzkomórkowa, a cytozolem [149, 258]. Oscylacje wynikaj ↪ace

z powyższego modelu widoczne s ↪a na Ryc. 2.3.

Rycina 2.2: Diagram przedstawiaj ↪acy ty-

powe przep lywy jonów wapnia w prostym

modelu CICR w neuronach żaby rycz ↪acej

[149].

W niektórych modelach zak lada si ↪e,

ze wzgl ↪edu na niewielk ↪a wymian ↪e jo-

nów Ca2+ ze środowiskiem zewn ↪etrz-

nym, że ilość jonów wapnia w komórce

pozostaje sta la:

γc+ cER = constans (2.22)

Takie modele nazywaj ↪a si ↪e modelami

zamkni
↪
etymi [149].

Zauważmy, że przedstawiony powy-

żej model dwu-kompartmentowy jest

cz ↪esto redukowany do modelu jedno-

kompartmentowego, w którym rozważa

si ↪e jedynie st ↪eżenie wolnych jonów wapnia w cytozolu, a przep lywy jonów wapnia po-

mi ↪edzy cytozolem a retikulum realizowany jest poprzez dodanie odpowiedniej funkcji

źród lowej. Z drugiej strony możliwe jest rozszerzenie modelu na dodatkowe kompart-

menty (np. mitochondria [183], j ↪adro komórkowe [4] oraz uwzgl ↪ednienie dodatkowych

zjawisk np. przemian zachodz ↪acych na powierzchni b lony komórkowej [131]). Można

również uwzgl ↪ednić obecność bia lek buforuj ↪acych w każdym z kompartmentów poprzez

wprowadzenie odpowiedniej sta lej skaluj ↪acej przed przep lywami z danego kompart-

mentu [183]. W przypadku modeli przestrzennych obecność buforów uwzgl ↪ednia si ↪e

poprzez modyfikacj ↪e funkcji źród lowych, jak również poprzez wprowadzenie efektyw-

nego wspó lczynnika dyfuzji wapnia (istotnie mniejszego od średnicy komórki).
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2. Modelowanie deterministyczne

Rycina 2.3: Typowe oscylacje reproduko-

wane w modelu prostych oscylacji jonów

wapnia. Dla c0 = 1000 µM [149].

W wielu przypadkach oscylacje

wapniowe nie s ↪a zjawiskiem regular-

nym, lecz pojawiaj ↪a si ↪e w sposób cha-

otyczny i posiadaj ↪a stochastyczny cha-

rakter [84]. Spowodowane to jest sto-

chastyczn ↪a natur ↪a zjawiska otwiera-

nia i zamykania si ↪e kana lów wapnio-

wych (np.IP3R/RyR). Może si ↪e zda-

rzyć, że w wiele obserwowanych oscy-

lacji, mimo swojej regularności po-

wsta la w wyniku procesów stocha-

styczny, a nie deterministycznych me-

chanizmów oscylacyjnych.

Tablica 2.1: Uproszczona klasyfikacja modeli oscylacji wapniowych - przekrój.

Autor Rok Opis Referencje

Deterministyczne

Mayer 1988 Model oscylacji indukowanych receptorem na

powierzchni komórki

[192]

Goldbeter 1990 Zamkni ↪ety, mechanizm CICR [105]

Semogyi 1990 Otwarty, oscylacje wapnia w hepatocytach,

uwzgl ↪ednia l regulator bia lkowy - kalmodulin ↪e

[259]

DeYong 1992 Ośmiostanowy model receptora IP3 [63]

Atri 1993 Jednokompartmentowy, opisuje oscylacje Ca2+

w cytozolu oocytu

[13]

Tang 1994 Model oscylacji w miocytach [270]

Keizer 1996 Model kana lu RyR [151]

Borghans 1997 Otwarty, 2kompartmenty [29]

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

Bindschadler 2001 Mi ↪edzykomórkowy, 2 kompartmenty [26]

Sneyd 2002 Model kana lu IP3R [256]

Fridlyand 2003 Zamkni ↪ety 2 kompartmenty, oscylacje wapnia

w komórkach trzustki

[91]

Oxhamre 2005 Zamkni ↪ety, 2 kompartmenty, oscylacje indukowane

infekcj ↪a bakteryjn ↪a

[207]

Wang 2007 Oscylacje wapniowe wzbudzone ATP [289]

Dash 2008 Model wymienników mitochondrialnych [56]

Dash 2009
”
Mechanistyczny” model uniportera

mitochondrialnego, który uwzgl ↪ednia rol ↪e potencja lu

transb lonowego i zmiany konformacji uniportera

[57]

Kontynuacja na nast ↪epnej stronie. . .
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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

w astrocytach

[307]

Dyzma 2012 Trój-kompartmentowy model uwzgl ↪edniaj ↪acy

mikrodomeny ER-Mit

[77]

Stochastyczne

Magnus 1998 Model oscylacji Ca2+ w komórkach trzustki (β)

z uwzgl ↪ednieniem w laściwości elektrycznych komórek

(transport pozosta lych jonów)

[178, 179]

Coombes 2004 Model ”iskier”powstaj ↪acych podczas otwierania si ↪e

kana lów wapniowych w magazynach komórkowych

[50]

Kummer 2005 Porównanie modelu stochastycznego w stosunku do

modeli deterministycznych

[157]

Keener 2006 [150]

Dupont 2008 Model oscylacji wapniowych w hepatocytach [74]

Mieszane

Bazil 2011 Model mechanizmu RaM [17]

Przestrzenne

Wagner 1994 Rola szybkich buforów w modelach dyfuzji i oscylacji

jonów wpania

[287]

Dawson 1999 Model fal wapniowych w postaci serii pulsów

wapniowych wzd luż ER

[58]

Falcke 2000 Fale spiralne w oocycie [85]

Fink 2000 Fale wapniowe wywo lane bradykinin ↪a w komórkach

neuroblastomy, geometria bazuj ↪aca na zdj ↪eciach

mikroskopowych komórek

[87]

Falcke 2003 Stochastyczny, przestrzenny [83]

Falcke 2003 Model dyfuzji buforów wapniowych [82]

Higgins 2007 Model mikrodomen pomi ↪edzy sarkomerami

w kardiomiocycie

[133]

Thul 2008 Model dyfuzji seryjnych wy ladowań jonów wapnia

z magazynów ER w postaci fal

[273]

Kaźmierczak 2010 Fale biegn ↪ace w komórkach o zróżnicowanej geometrii [147]
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Rozdzia l 3

Modelowanie przestrzenne

3.1 Równania reakcji-dyfuzji w modelach ci
↪
ag lych

Najprostszy przestrzenny model dynamiki wapnia w komórce zadany jest przez

jedno równanie typu reakcji-dyfuzji na st ↪eżenie jonów wapniowych w cytozolu:

∂c(x, t)

∂t
= D∆c(x, t) + f(c(x, t)) (3.1)

W równaniu powyższym c = c(x, t) oznacza st ↪eżenie niezwi ↪azanych jonów wapnia

w punkcie x ∈ Ω i czasie t ≥ 0. Ω jest tutaj otwartym (i prezwartym) obszarem mo-

deluj ↪acym rozpatrywany obszar komórki, f(c) jest funkcj ↪a charakteryzuj ↪ac ↪a przep lyw

wapnia mi ↪edzy cytozolem a zewn ↪etrzem komórki oraz wewn ↪atrzkomórkowymi maga-

zynami wapniowymi.

W modelu zadanym równaniem (3.1) zaniedbujemy również procesy przy l ↪aczania

wapnia przez moleku ly buforuj ↪ace. Uwzgl ↪ednienie tego zjawiska prowadzi do uk ladu

równań na ewolucj ↪e st ↪eżenia wapnia w cytozolu c, st ↪eżenie moleku l buforuj ↪acych, które

przy l ↪aczy ly wapń bi = [Ca2+ Bi] oraz st ↪eżenie samych moleku l buforuj ↪acych Bi, które

nie przy l ↪aczy ly jonów wapnia. Uk lad ten ma nast ↪epuj ↪ac ↪a postać:

∂c

∂t
= Dc∆c+

n∑
i=1

[k−i bi − k+
i cBi] + f(c)

∂bi
∂t

= Di∆bi − [k−i bi − k+
i cBi], i = 1, . . . , n ≥ 1

∂Bi

∂t
= DBi∆Bi + [k−i bi − k+

i cBi], i = 1, . . . , n ≥ 1.

(3.2)

Sta le k−i > 0, k+
i > 0 oznaczaj ↪a tutaj wspó lczynniki kinetyczne od l ↪aczania i przy-

 l ↪aczania jonów wapnia, Dc jest wspó lczynnikiem dyfuzji dla wolnych jonów wapnia,

Di wspó lczynnikiem dyfuzji dla
”
uwapniowanych” buforów i-tego rodzaju a DBi wspó l-

czynnikiem dyfuzji dla moleku l buforuj ↪acych i-tego rodzaju.

Naturalnym, powszechnie czynionym za lożeniem, jest za lożenie o równości wspó l-

czynników dyfuzji Di oraz DBi. W tym przypadku  latwo dowieść (poprzez dodanie

równań na bi oraz Bi), że jeśli w chwili pocz ↪atkowej t = 0 st ↪eżenie ca lkowite moleku l

buforuj ↪acych i-tego rodzaju bi(x, 0) + Bi(x, 0) jest jednorodne przestrzennie, to pozo-

stanie takie również dla wszystkich czasów t > 0. Tak wi ↪ec bi(x, t) + Bi(x, t) = bi0 =
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3. Modelowanie przestrzenne

const, bi0 oznacza tutaj ca lkowite st ↪eżenie i-tego rodzaju moleku l buforuj ↪acych, tzn.

bi0 = [Bi] + [Ca++ Bi]. W tym przypadku Bi(x, t) = bi0 − bi(x, t) i możemy ograniczyć

si ↪e do uk ladu postaci:

∂c

∂t
= Dc∆c+

n∑
i=1

[k−i bi − k+
i c(b

0
i − bi)] + f(c)

∂bi
∂t

= Di∆bi − [k−i bi − k+
i c(b

0
i − bi)], i = 1, . . . , n ≥ 1.

(3.3)

Uwaga

W istocie rzeczy, wskaźnik i w równaniach (3.3) powinien numerować raczej miejsca

wi ↪azania wapnia, np. miejsca typu EF-hand, a nie poszczególne rodzaje moleku l bu-

foruj ↪acych. Tak wi ↪ec, jednemu rodzajowi moleku l buforuj ↪acych powinna odpowiadać

liczba wskaźników równa liczbie miejsc typu EF-hand w molekule. Jeśli jednak przy-

 l ↪aczanie kolejnych jonów wapnia nie zmienia istotnie fizycznych w lasności moleku ly,

w szczególności jej wspó lczynnika dyfuzji, to opis dany uk ladem (3.3) jest wystarcza-

j ↪acy. 2

Bardziej z lożonym i dok ladnym opisem jest model, w którym podobnie do
”
cyto-

zolicznego” rozważa si ↪e trzy kompartmenty komórkowe: cytozol, retikulum oraz kom-

partment mitochondrialny.

Niech ΩCyt, ΩRet oraz ΩMit oznaczaj ↪a podobszary komórki odpowiadaj ↪ace powyż-

szym kompartmentom. Tak wi ↪ec

ΩCyt, ΩRet, ΩMit ⊂ Ω

Zak ladamy również, że zbiory ΩRet oraz ΩMit s ↪a roz l ↪aczne - ΩRet ∩ ΩMit = ∅ oraz, że

∂Ω∩ (∂ΩRet ∪ ∂ΩMit) = ∅, tzn. że organelle retikularne i mitochondrialne s ↪a odseparo-

wane od membrany komórkowej. (Ostatnie za lożenie jest nie do końca s luszne z uwagi

na istnienie obszarów bezpośredniej bliskości obszarów retikularnych i membrany ko-

mórkowej). Oczywíscie, z racji swojej struktury geometrycznej, zbiory ΩRet, ΩMit mog ↪a

być w ogólności zbiorami niejednospójnymi.

Przyjmujemy, że w kompartmencie Ωγ, γ ∈ {Cyt, Ret,Mit}, dynamika wapnia

dana jest poprzez równania analogiczne do uk ladu (3.3), tj.

∂cγ
∂t

= Dc∆cγ + φ(c)δγ;Cyt +
n∑
i=1

[k−iγbiγ − k+
iγc(b

0
iγ − biγ)] (3.4)

∂biγ
∂t

= Diγ∆biγ − [k−iγbiγ − k+
iγc(b

0
iγ − biγ)], i = 1, . . . , nγ ≥ 1 (3.5)

W powyższym uk ladzie φ(c) oznacza możliwe strumienie jonów wapniowych mi ↪edzy

wn ↪etrzem komórki a przestrzeni ↪a miedzykomórkow ↪a, gdzie δγ;Cyt oznacza delt ↪e Kro-

neckera (równ ↪a 1 dla γ = Cyt oraz 0 w przeciwnym przypadku). Uk lad powyższy

uzupe lniony jest wyrażeniami na dyfuzyjne pr ↪ady miedzykompartmentalne, dok ladniej
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ΦRet−Cyt pomi ↪edzy retikulum a cytozolem oraz ΦMit−Cyt pomi ↪edzy mitochondriami

a cytozolem. Tak wi ↪ec, uk lad (3.4)-(3.5) uzupe lniamy na granicach cytozolicznych

warunkami typu Robina postaci:

Dcn(x) · ∇c(x, t) = ΦRet−Cyt(x, t) na ΓRet−Cyt (3.6)

oraz

Dcn(x) · ∇c(x, t) = ΦMit−Cyt(x, t) na ΓMit−Cyt (3.7)

oraz warunkami wyrażaj ↪acymi fakt, że moleku ly buforuj ↪ace (z przy l ↪aczonymi jonami

wapnia) nie przechodz ↪a przez b lony rozgraniczaj ↪ace, tzn. dla i = 1, . . . , nCyt

DiRetn(x) · ∇biCyt(x, t) = 0 na ΓRet−Cyt (3.8)

oraz dla i = 1, . . . , nMit

DiMitn(x) · ∇biMit(x, t) = 0 na ΓMit−Cyt (3.9)

gdzie ΓRet−Cyt oznacza zbiór granic cytozoliczno-retikularnych a ΓMit−Cyt oznacza zbiór

granic cytozoliczno-mitochondrialnych. n(x) jest tutaj wektorem normalnym do gra-

nicy w punkcie x skierowanym w stron ↪e zewn ↪etrzn ↪a, tzn.
”
od cytozolu”, ∇ jest opera-

torem gradientu. Tak wi ↪ec n(x) · ∇ jest pochodn ↪a wzd luż wektora prostopad lego do

granicy skierowanego od kompartmentu cytozolicznego. Przy tej konwencji

ΦRet−Cyt(x, t) > 0 oznacza, że przep lyw jonów wapniowych nast ↪epuje od retikulum do

cytozolu a ΦMit−Cyt(x, t) > 0 oznacza, że przep lyw jonów wapniowych nast ↪epuje od

mitochondrium do cytozolu w punkcie x rozpatrywanej granicy oraz czasie t. Faktycz-

nie, zak lada si ↪e, że ΦRet−Cyt(x, t) zależy (w sposób algebraiczny) od wartości st ↪eżeń

cCyt(x, t) oraz cRet(x, t) po obu stronach granicy ΓRet−Cyt:

ΦRet−Cyt(x, t) = ΦRet−Cyt (cCyt(x, t), cRet(x, t))

a ΦMit−Cyt(x, t) od wartości st ↪eżeń cCyt(x, t) oraz cMit(x, t) po obu stronach granicy

ΓMit−Cyt:

ΦMit−Cyt(x, t) = ΦMit−Cyt (cCyt(x, t), cMit(x, t)) .

Za prawdziwości ↪a takiego za lożenia przemawia fakt, że przep lywy pomi ↪edzy kom-

partmentami zależ ↪a g lównie od stanu od receptorów znajduj ↪acych si ↪e na powierzchniach

granicznych b lon mi ↪edzykompartmentalnych (receptorów IP3R na b lonie retikularnej

oraz uniporterów mitochondrialnych na IMM). Należy jednak pami ↪etać, że przeka-

zywanie jonów wapniowych mi ↪edzy kompartmentami może mieć charakter nielokalny

(w czasie i przestrzeni) i zależeć od wielu dodatkowych, cz ↪esto trudnych do uwzgl ↪ednie-

nia czynników. Konkretne postaci tych przep lywów zależ ↪a od rozpatrywanego modelu,
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3. Modelowanie przestrzenne

który powinien uwzgl ↪edniać rodzaj komórek, ich aktualny stan, jak również zewn ↪etrzne

warunki, w jakich si ↪e znajduj ↪a.

Mimo, iż uk lad (3.4)-(3.5) wraz z warunkami (3.6)-(3.7) ma stosunkowo prost ↪a

struktur ↪e, jednak jego analiza jest trudna, nawet z numerycznego punktu widzenia.

Jeśli nie jesteśmy zainteresowani szczegó lowym rozk ladem przestrzennym jonów wap-

niowych i
”
uwapniowanych”buforów, a tylko ich st ↪eżeniami uśrednionymi po odpowied-

nich kompartmentach, to możemy rozpatrywać odpowiadaj ↪acy uk lad równań różnicz-

kowych zwyczajnych. Przy pewnych dodatkowych warunkach tego typu dopasowanie

może być cz ↪eściowo usprawiedliwione.

Dla ustalenia uwagi, za lóżmy, że przep lywy wapnia mi ↪edzy wn ↪etrzem a zewn ↪etrzem

komórki s ↪a zerowe oraz, że aktywność wszystkich cz ↪asteczek buforuj ↪acych może być

zast ↪apiona poprzez jeden reprezentatywny dla danego kompartmentu bufor. W kon-

tekście uk ladu (3.4)-(3.5) oznacza to, że φ(c) ≡ 0 oraz, że nγ = 1 dla wszystkich

kompartmentów γ.

Równania na ewolucj ↪e st ↪eżenia wapnia wewn ↪atrz kompartmentu retikularnego oraz

mitochondrialnego (γ = Ret, γ = Mit) mog ↪a być zapisane w postaci:

∂cγ
∂t

= Dc∇2cγ − Eγ(cγ, bγ) (3.10)

∂bγ
∂t

= Dγb∇2bγ + Eγ(cγ, bγ) (3.11)

gdzie Eγ(cγ, bγ) = −k−γ bγ + k+
γ cγ(b

0
γ − bγ).

Ca lkuj ↪ac po rozważanym kompartmencie (γ = Ret,Mit) otrzymujemy po zastosowaniu

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

∂
∫

Ωγ
cγdVγ

∂t
= −

∫
Γγ−Cyt

Φγ−Cyt(cCyt, cγ)dSγ,Cyt −
∫

Ωγ

Eγ(cγ, bγ)dVγ (3.12)

∂
∫

Ωγ
bγdVγ

∂t
=

∫
Ωγ

Eγ(cγ, bγ)dVγ (3.13)

Dodaj ↪ac powyższe równania otrzymujemy ogólne prawo zachowania na ca lkowit ↪a za-

wartość wapnia w kompartmencie γ:

∂
∫
Vγ

(cγ + bγ)dVγ

∂t
= −

∫
Γγ−Cyt

Φγ−Cyt(cCyt, cγ) (3.14)

Jeśli za lożyć, że wspó lczynniki dyfuzji wolnych jonów wapnia s ↪a dostatecznie duże

w stosunku do wymiarów kompartmentu (a raczej każdej z jego spójnych sk ladowych,

np. pojedynczych mitochondriów), to możemy za lożyć, że przestrzenny rozk lad st ↪eżeń
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3.1. Równania reakcji-dyfuzji w modelach ci ↪ag lych

cγ oraz bγ jest jednorodny w kompartmencie γ. W konsekwencji cγ = cγ(t), bγ = bγ(t),

tzn. zależ ↪a jedynie od czasu a nie zależ ↪a od zmiennej przestrzennej x. Równania

(3.12),(3.13) staj ↪a si ↪e równaniami różniczkowymi zwyczajnymi postaci

∂cγ
∂t

= −Sγ,CytV −1
γ Φγ−Cyt(cCyt, cγ)− Eγ(cγ, bγ) (3.15)

∂bγ
∂t

= Eγ(cγ, bγ) (3.16)

gdzie Sγ,Cyt jest powierzchni ↪a granicy rozdzielaj ↪acej cytozol od kompartmentu γ. Do-

datkowe za lożenia odnośnie wspó lczynników kinetycznych wewn ↪atrz kompartmentu γ

implikuj ↪a kolejne istotne uproszczenia. Przyjmijmy zatem, że:

1. k−γ oraz k+
γ s ↪a dostatecznie duże

2. st ↪eżenie b0
γ jest dużo wi ↪eksze od ca lkowitego st ↪eżenia jonów wapniowych (zwi ↪azanych

i niezwi ↪azanych), w szczególności b0
γ >> bγ

Z za lożenia 1. wynika, że:

Eγ(cγ, bγ) ∼= 0

a z za lożenia 2.

−k−γ bγ + k+
γ cγ(b

0
γ − bγ) ∼= −k−γ bγ + k+

γ cγb
0
γ

W konsekwencji

bγ ∼= k+
γ (k−γ )−1cγb

0
γ

oraz

cγ
cγ + bγ

∼=
1

1 +
k+
γ

k−γ
b0
γ

:= βγ (3.17)

Zatem, przy powyższych za lożeniach, stosunek st ↪eżeń jonów wolnych wapniowych w kom-

partmencie γ do ca lkowitego st ↪eżenia jonów wapniowych (wolnych i zwi ↪azanych) jest

w przybliżeniu sta ly. Z równania (3.14) otrzymujemy zatem

∂cγ
∂t

=
βγ
ργ

[
Sγ,Cyt
VCyt

Φi(cCyt, cγ)

]
(3.18)

gdzie

ργ :=
Vγ
VCyt

a γ = {Ret,Mit}.
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3. Modelowanie przestrzenne

Tego rodzaju za lożenia leż ↪a u podstaw ca lokomórkowych, w szczególności wykorzy-

stywanego przez nas w pracy trój-kompartmentowego modelu Marhla [183], stanowi ↪ac

o jego wzgl ↪ednej prostocie. O ile jednak za lożenie jednorodności rozk ladu st ↪eżenia wol-

nych jonów wapniowych i uwapniowanych kompleksów może być cz ↪eściowo usprawie-

dliwione ma lymi wymiarami pojedynczych sk ladowych kompartmentów niecytozolicz-

nych, o tyle za lożenia jednorodności rozk ladów w kompartmencie cytozolicznym s ↪a już

bardziej problematyczne ze wzgl ↪edu na jego jednospójność (brak podzia lu na mniejsze

podkompartmenty, jak w przypadku sk ladowej mitochondrialnej i retikularnej).

Ca lkuj ↪ac po kompartmencie cytozolicznym, po zastosowaniu prawa Gaussa - Ostro-

gradskiego i warunków brzegowych (3.6),(3.7) otrzymujemy, jak poprzednio

∂
∫

ΩCyt
cCytdVCyt

∂t
=

∑
γ=Ret,Mit

∫
Γγ−Cyt

Φγ−Cyt(cCyt, cγ)dSγ,Cyt−
∫

ΩCyt

ECyt(cCyt, bCyt)dVCyt

(3.19)

∂
∫

ΩCyt
bCytdVCyt

∂t
=

∫
ΩCyt

ECyt(cCyt, bCyt)dVCyt (3.20)

Dodaj ↪ac powyższe równania, otrzymujemy prawo zachowania dla sk ladowej cytozolicz-

nej, analogiczne do (3.18):

∂
∫

ΩCyt
(cCyt + bCyt)dVCyt

∂t
=

∑
γ=Ret,Mit

∫
Γγ−Cyt

Φγ−Cyt(cCyt, cγ)dSγ,Cyt (3.21)

Dodaj ↪ac stronami równania (3.18) dla γ = Ret, γ = Mit i równanie (3.18) otrzymu-

jemy globalne prawo zachowania ilości jonów wapniowych:

∑
γ=Cyt,Ret,Mit

∂
∫

Ωγ
(cγ + bγ)dVγ

∂t
= 0

Przy za lożeniach prowadz ↪acych do relacji (3.17) równanie to przekszta lca si ↪e do postaci:

∂
∫

ΩRet
cRetβ

−1
RetdVRet

∂t
+
∂
∫

ΩMit
cMitβ

−1
MitdVMit

∂t
+
∂
∫

ΩCyt
(cCyt + bCyt)dVCyt

∂t
= 0

Zak ladaj ↪ac dalej przestrzenn ↪a jednorodność cγ oraz bγ, γ ∈ {Cyt,Ret,Mit}, otrzymu-

jemy:

cRet
ρRet
βRet

+ cMit
ρMit

βMit

+ (cCyt + bCyt) = CcV
−1
c (3.22)

gdzie Cc jest ca lkowit ↪a ilości ↪a jonów wapniowych w uk ladzie. Co wi ↪ecej, wielkość

możemy interpretować jako st ↪eżenie
”
ca lkowite” odniesione do obj ↪etości cytozolu Vc.
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3.2. Fale biegn ↪ace st ↪eżenia wapnia. Sprz ↪eżenia mechanochemiczne

Za lożenie jednorodności przestrzennej we wszystkich kompartmentach prowadzi, na

podstawie (3.19) oraz (3.18) do uk ladu równań zwyczajnych postaci:

∂cCyt
∂t

=
∑

γ=Ret,Mit

Sγ,Cyt
VCyt

Φγ−Cyt(cCyt, cγ)− ẼCyt(cCyt, b0
Cyt) (3.23)

∂cRet
∂t

= −βRet
ρRet

[
SRet,Cyt
VCyt

ΦγCyt(cCyt, cRet)

]
(3.24)

∂cMit

∂t
= −βMit

ρMit

[
SMit,Cyt

VCyt
ΦγCyt(cCyt, cMit)

]
(3.25)

gdzie

ẼCyt(cCyt, b
0
Cyt) = E(cCyt, b̃Cyt)

oraz, na podstawie (3.22),

b̃Cyt = CcV
−1
c − cRet

ρRet
βRet

− cMit
ρMit

βMit

− cCyt

3.2 Fale biegn
↪
ace st

↪
eżenia wapnia. Sprz

↪
eżenia

mechanochemiczne zwi
↪
azane z obecności

↪
a

jonów wapniowych w cytozolu

W wielu sytuacjach skończona dyfuzyjna pr ↪edkość wyrównywania st ↪eżeń wapnia

wewn ↪atrz danego kompartmentu może być źród lem dodatkowych efektów. Do efektów

takich może należeć rozchodzenie si ↪e sygna lu wapniowego (w postaci zmieniaj ↪acego

si ↪e st ↪eżenia) mi ↪edzy poszczególnymi punktami komórki, np. mi ↪edzy membran ↪a a po-

szczególnymi organellami, czy też mi ↪edzy jednym a drugim końcem d lugiej komórki,

np. komórki mi ↪eśniowej. W tym ostatnim przypadku możemy, oczywíscie z pewnym

przybliżeniem, traktować propagacj ↪e sygna lu wapniowego jak fal ↪e biegn ↪ac ↪a. Taka ma-

tematyczna idealizacja upraszcza znacznie analiz ↪e zjawiska i jest w wielu sytuacjach

dość dobrze usprawiedliwiona. W pierwszym przybliżeniu fale biegn ↪ace można opisać

pojedynczym równaniem typu reakcji dyfuzji postaci (3.1). Cz lon źród lowy f(c) w tym

równaniu jest najcz ↪eściej modelowany w postaci funkcji bistabilnej 3.1.

f(c) = Ac(c− a)(1− c)

gdzie A > 0.

Oprócz kluczowego wp lywu na inicjacj ↪e wielu ścieżek sygna lowych wewn ↪atrz ko-

mórki, podwyższone st ↪eżenie wolnych jonów wapniowych może generować napr ↪eżenia
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3. Modelowanie przestrzenne

f

c

Rycina 3.1: Wykres autokatalitycznej funkcji źród lowej w równaniu (3.1). Po przekroczeniu

pewnej wartości progowej [Ca2+] nast ↪epuje autokatalityczny wyp lyw jonów wapnia z maga-

zynów retikularnych. Takie zachowanie zwi ↪azane jest z w lasnościami kana lów retikularnych,

których przewodnictwo zadane jest stanem receptorów IP3/RyR.

mechaniczne [196]. Co wi ↪ecej, zgodnie z klasycznymi prawami termodynamiki, zjawi-

sko powyższe ma swoje lustrzane odbicie: mechaniczne napr ↪eżenia wewn ↪atrz komórki

lub na membranie komórkowej mog ↪a być źród lem lokalnych zmian st ↪eżenia wolnych

jonów wapniowych.

W najprostszym modelu [196] równania opisuj ↪ace ewolucj ↪e st ↪eżenia jonów wapnio-

wych oraz towarzysz ↪ace jej zjawiska mechaniczne w ośrodkach biologicznych (komór-

kach lub tkankach) maj ↪a nast ↪epuj ↪ac ↪a postać:

∂c

∂t
= Deff∇2c+ f(c) + γθ, (3.26)

∇ · σ = 0, (3.27)

gdzie θ = ∇ · u jest tzw. dylatacj ↪a a u jest wektorem przemieszczenia w punkcie.

Tensor císnień σ≡ σij, gdzie

σij = θλδij + 2Gεij + ν1θ,tδij + ν2εij,t + τij. (3.28)

ν1 i ν2 s ↪a tutaj odpowiednimi wspó lczynnikami lepkości
”
materia lu” komórki rozpa-

trywanej jako ośrodek mechaniczny. Jak poprzednio, w równaniu (3.26) c oznacza

st ↪eżenie wolnych jonów wapnia w cytozolu, Deff dla jonów wapnia jest ich efektyw-

nym wspó lczynnikiem dyfuzji, f(c) funkcj ↪a opisuj ↪ac ↪a transport jonów wapniowych do-

oraz z- cytozolu (tzn. ich przep lyw mi ↪edzy cytozolem a pozosta lymi kompartmentami

oraz ewentualnie przestrzeni ↪a mi ↪edzykomórkow ↪a). W równaniu (3.28) εij s ↪a sk lado-

wymi tensora deformacji ε = 1/2(∇u + ∇uT ), λ oraz G oznaczaj ↪a wspó lczynniki

Lame’a ν1 i ν2 s ↪a wspó lczynnikami lepkości. τij s ↪a sk ladowymi tzw. aktywnego tensora

si l trakcji τ . Si ly te zwi ↪azane s ↪a z oddzia lywaniami aktyno-miozynowymi, dok ladniej
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3.2. Fale biegn ↪ace st ↪eżenia wapnia. Sprz ↪eżenia mechanochemiczne

z tworzeniem si ↪e mostków miozynowych pomi ↪edzy w lóknami aktynowymi prowadz ↪a-

cymi do kontrakcji ośrodka. Cz ↪estym za lożeniem nak ladanym na tensor trakcji, które

b ↪edzie przyj ↪ete poniżej, jest jego diagonalność:

τ = diag(τ11, τ22, τ33).

W równaniu (3.27), zosta ly pomini ↪ete cz lony inercjalne, tj. ∂ρw
∂t

+ 1
2
∇· (ρ w⊗w),gdzie

ρ jest (uśrednion ↪a) g ↪estości ↪a ośrodka a w jego lokaln ↪a pr ↪edkości ↪a, ponieważ towarzy-

sz ↪ace dynamice wapniowej zjawiska mechaniczne indukuj ↪a przemieszczenia punktów

ośrodka odbywaj ↪ace si ↪e ze stosunkowo niewielkimi pr ↪edkościami. Poniżej, za lożymy

również, że dywergencja tensora napi ↪eć jest równa zeru. Jest to równoważne za lożeniu,

że nie ma żadnych zewn ↪etrznych wi ↪ezów na ekspansj ↪e lub też kontrakcj ↪e poszczegól-

nych elementów ośrodka. (Z za lożenia tego zrezygnujemy w ostatnim rozważanym

przez nas przypadku.) Liniowa forma cz lonu mechanochemicznego (γθ) w równaniu

zosta la zapostulowana w ksi ↪ażce [196], tom 2, równanie 6.72.

Dynamika lokalnego st ↪eżenia wapnia wewn ↪atrz komórki lub grupy komórek koordy-

nuje szereg procesów fizjologicznych. Odgrywa kluczow ↪a rol ↪e w przekazywaniu bodź-

ców do wn ↪etrza komórki oraz uczestniczy w procesie tworzenia si ↪e mostków miozy-

nowych pomi ↪edzy w lóknami aktyno-miozynowymi. Proces ten jest szczególnie ważny

w d lugich komórkach mi ↪eśniowych, gdyż prowadzi do ich kontrakcji. Z drugiej strony,

lokalne deformacje komórki, wp lywaj ↪a na dynamik ↪e wapnia poprzez ich mechaniczne

oddzia lywanie na wewn ↪atrzkomórkowe magazyny wapniowe (g lównie retikulum). Jak

wspomnielísmy, oddzia lywanie to opisuje si ↪e za pomoc ↪a wyrażenia γθ.

W pracy [147] bylísmy zainteresowani dok ladnymi rozwi ↪azaniami w postaci fali

biegn ↪acej dla uk ladu równań (3.26)-(3.28). Tak wi ↪ec, poszukiwalísmy dok ladnych (tj.

zadanych jawnie) funkcji c(x, y, z, t) oraz θ(x, y, z, t), x, y, z ∈ R, t ∈ R spe lniaj ↪acych

warunek w postaci:

c(x, y, z, t) = c(x− vt, y, z), θ(x, y, z, t) = θ(x− vt, y, z) (3.29)

gdzie v jest tutaj pr ↪edkości ↪a przesuwania si ↪e frontu falowego. Zak ladamy zatem, że

front ten propaguje si ↪e wzd luż ustalonego kierunku, który dla uproszczenia utożsa-

miamy z osi ↪a x-ów. Zak ladamy też, że asymptotycznie w x (tzn. dla ustalonego

t i x→ ±∞) wartości c(x, t) d ↪aż ↪a do jednego ze stabilnych stanów równowagi (pierwsze

i trzecie miejsce zerowe na Ryc. 3.1). Ze wzgl ↪edu na możliwość liniowego przeskalowa-

nia, bez straty ogólności, możemy za lożyć, że stany te odpowiadaj ↪a wartościom c = 0

lub c = 1.

Rozwi ↪azania takie opisuj ↪a sytuacj ↪e, w której obszar podwyższonego st ↪eżenia wapnia

rozszerza si ↪e z pewn ↪a sta l ↪a pr ↪edkości ↪a. Jednocześnie, stan napr ↪eżeń mechanicznych

ośrodka również zmienia si ↪e w czasie i przestrzeni, pod ↪ażaj ↪ac za zmieniaj ↪acym si ↪e

st ↪eżeniem wapnia.
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Dla bistabilnej funkcji źród lowej f w postaci wielomianu trzeciego stopnia Ac(c −
a)(1− c) dok ladna postać dla czysto chemicznych fal biegn ↪acych st ↪eżenia wapnia (tzn.

dla γ = 0) jest dobrze znana. Natomiast, dok ladne rozwi ↪azania w postaci fal biegn ↪a-

cych c(x − vt), θ(x − vt), przy uwzgl ↪ednieniu oddzia lywania mechano-chemicznego

i niezerowych (choć dostatecznie ma lych wspó lczynników lepkości ν1 i ν2), nie zosta ly

dotychczas znalezione.

Uwaga

• Zak ladaj ↪ac, że rozwi ↪azanie ma postać fali biegn ↪acej, dokonalísmy matematycznej

idealizacji problemu. Idealizacja taka jest usprawiedliwiona, jeśli rozpatrywane

komórki możemy w istocie przybliżać poprzez bardzo d lugie i cienkie struktury

cylindryczne z dobrze określon ↪a ustalon ↪a osi ↪a. Określenie ’bardzo d lugie’ na-

k lada zarówno warunek na stosunek d lugości do liniowych wymiarów przekroju

poprzecznego, jak i na stosunek szerokości frontu falowego do drogi jak ↪a przebywa

on w jednostkowym czasie.

• Przyjmuj ↪ac postać funkcji źród lowej w postaci Ac(c − a)(1 − c), za lożylísmy, że

st ↪eżenie wapnia c zosta lo liniowo przeskalowane tak, że poziom nieobudzony (stan

spoczynkowy komórki) odpowiada wartości c = 0, a poziom pobudzony wartości

c = 1 (aktywacja komórki). Powyższa bistabilna postać funkcji f opisuje auto-

katalityczny wyp lyw jonów wapniowych z magazynów retikularnych. Zak ladamy

zatem, że lokalne podwyższenie st ↪eżenia jonów wapniowych w cytozolu powo-

duje wyp lyw wapnia z retikulum, jeśli przekracza ono pewien poziom krytyczny

i ustaje, gdy osi ↪aga pewn ↪a dostatecznie duż ↪a wartość [149] - Rozdz. 7.4.1, tom

2,[196] - Rozdz. 6, tom 2. 2

W pracy [147] znalezione zosta ly jawne rozwi ↪azania w postaci fal biegn ↪acych dla

uk ladu (3.26)-(3.27). Rozwi ↪azania takie mog ↪a dać nam pewien wgl ↪ad w makroskopowy

charakter oddzia lywań chemiczno-mechanicznych. Rozważania nasze przeprowadzili-

śmy w trzech przypadkach geometrycznych, pokazanych na Ryc. 3.2. Tak wiec, rozwa-

żylísmy fale wapniowe w ca lej przestrzeni, cienkiej nieskończenie rozci ↪ag lej warstwie,

która w swojej niezdeformowanej mechanicznie postaci jest p laszczyzn ↪a oraz nieskoń-

czenie d lugie struktury cylindryczne o dostatecznie ma lej średnicy modeluj ↪ace d lugie

komórki. Przypadki te zosta ly przeanalizowane również przy uwzgl ↪ednieniu równań

opisuj ↪acych dynamik ↪e bia lek buforuj ↪acych w pracach [143] oraz [148].

Jak zauważylísmy dynamika wapnia w komórce jest bardzo skomplikowanym zjawi-

skiem. Jony wapnia mog ↪a być magazynowane nie tylko w ER, ale i innych organellach

komórkowych (Tab. 1.4), w których zwi ↪azane s ↪a z wieloma ścieżkami sygna lowymi.

W poszukiwaniu ścis lych postaci mechanochemicznych fal biegn ↪acych ograniczylísmy
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3.2. Fale biegn ↪ace st ↪eżenia wapnia. Sprz ↪eżenia mechanochemiczne

Rycina 3.2: Struktury geometryczne rozważane w pracy [147]. Od lewej do prawej:
a. ca la przestrzeń b. nieskończona p laska warstwa o dostatecznie ma lej grubości 2d.
c. nieskończony cylinder o dostatecznie ma lym promieniu

K(λ,G) K(E, ν) µ τ

ca la przestrzeń λ+ 2G E(1−ν)
(1+ν)(1−2ν)

ν1 + ν2 τ11

cienka warstwa 2λ+ 2G E
(1+ν)(1−2ν)

2ν1 + ν2 τ11 + τ33

w lókno 3λ+ 2G E
1−2ν

3ν1 + ν2 τ11 + 2τ33

Tablica 3.1: Wspó lczynniki K, µ, τ w równaniu (3.30) dla rozpatrywanych geometrii

si ↪e jedynie do procesów uwalniania wapnia z wewn ↪atrzkomórkowych magazynów re-

tikularnych do cytozolu. Zak ladamy przy tym, że możemy zaniedbać niejednorod-

ność przestrzenn ↪a rozmieszczenia struktur retikularnych oraz możliwy wp lyw wi ↪ezów

mechanicznych wp lywaj ↪acych na po lożenie komórki w przestrzeni, czy też elementów

cytoszkieletu, utrzymuj ↪acych swoisty typ kszta ltu komórki.

Analiza równania mechanicznego

Poszukuj ↪ac rozwi ↪azań w postaci fal biegn ↪acych (3.29), uprościlísmy uk lad równań

różniczkowych cz ↪astkowych (3.27)-(3.28) opisuj ↪acy efekty mechaniczne do jednego rów-

nania różniczkowego zwyczajnego postaci [147, 143, 148]:

Kθ + µθ,t + τ = 0. K, µ, τ = const. (3.30)

Wspó lczynniki K, µ oraz τ zależ ↪a od rozpatrywanego przypadku geometrycznego i s ↪a

podane w Tab. 3.1. τ jest odpowiedni ↪a funkcj ↪a sk ladowych tensora τ .

W trzeciej kolumnie tabeli znajduj ↪a si ↪e wyrażenia wyrażaj ↪ace sta l ↪a K poprzez cz ↪e-

ściej używane wspó lczynniki mechaniczne, modu l Younga E oraz wspó lczynnik Pois-

sona ν. Zależności mi ↪edzy E i ν oraz λ i G s ↪a nast ↪epuj ↪ace:
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3. Modelowanie przestrzenne

λ =
Eν

(1 + ν) (1− 2ν)
, G =

E

2 (1 + ν)

oraz

E =
G(2G+ 3λ)

λ+G
, ν =

λ

2(λ+G)

Fale biegn
↪
ace

Oprócz za lożenia (3.29), przyjmiemy również, że lokalne przemieszczenie punktów

ośrodka wywo lane przez zmiany st ↪eżenia wapnia ma również postać fali biegn ↪acej w kie-

runku x

u(x, y, z, t) = u(x− vt, y, z). (3.31)

Dla rozwi ↪azań w postaci fal biegn ↪acych uk lad (3.26)-(3.30) przechodzi w uk lad zwy-

czajnych równań różniczkowych postaci:

Dc′′ + vc′ + f(c) + γθ = 0. (3.32)

− vµθ′ +Kθ + τ = 0. (3.33)

′ oznacza tutaj pochodn ↪a wzgl ↪edem zmiennej falowej ξ = x − vt. Poszukujemy za-

tem rozwi ↪azań heteroklinicznych uk ladu (3.32)-(3.33), tzn. funkcji c oraz θ klasy C2

spe lniaj ↪acych warunki brzegowe w ±∞: limξ→−∞ c(ξ) = c1, limξ→∞ c(ξ) = c3 oraz

lim|ξ|→∞ θ(ξ) = 0, gdzie c1 i c3 > c1 oznaczaj ↪a stabilne st ↪eżenia jonów wapniowych

w cytozolu. Rozważaj ↪ac uk lad (3.26)-(3.27), zak ladamy również, że

τ(c1) = τ(c3) = 0, oraz τ(c) ≥ 0. (3.34)

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

cji zmiennej do c, możemy przyj ↪ać bez straty ogólności, że

c1 = 0, c3 = 1

Warunki brzegowe przyjmuj ↪a wtedy postać

lim
ξ→−∞

c(ξ) = 0, lim
ξ→∞

c(ξ) = 1, lim
|ξ|→∞

θ(ξ) = 0

Dla ustalenia uwagi ograniczymy si ↪e również do rozpatrywania sytuacji, w których

obszar zajmowany przez wyższe st ↪eżenie rozszerza si ↪e z czasem. Tak wi ↪ec, rozpatrujemy

fale, których profil ma postać pokazan ↪a na Ryc. 3.3.

Z postaci (3.29) wynika, że poci ↪aga to za sob ↪a warunek v < 0. Jeśli przyj ↪ać, że
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3.2. Fale biegn ↪ace st ↪eżenia wapnia. Sprz ↪eżenia mechanochemiczne

v

Ξ

1
c

Rycina 3.3: Przyk ladowy profil fali biegn ↪acej st ↪eżenia wapnia c. Fala porusza si ↪e w lewo

z pr ↪edkości ↪a v, przy czym profil zachowuje swój kszta lt w czasie. ξ jest tutaj zmienn ↪a falow ↪a:

ξ = x− vt. v < 0, tak wi ↪ec fala porusza si ↪e w lewo.

f(c) = Ac(c− a)(1− c)

to dla dostatecznie ma lych wartości funkcji opisuj ↪acych sprz ↪eżenie mechano-chemiczne

sytuacja taka b ↪edzie zagwarantowana warunkami:

Za lożenie 1. (1− 2a) > 0.

Rozważania dotycz ↪ace ’fizycznych’ wartości A oraz efektywnych wartości wspó lczynnika

D można znaleźć np. w [148] oraz [149] - Rozdz. 7.4.1, tom 2.

Za lożenie 2. Wspó lczynniki γ, λ, G, ν1, ν2 s ↪a sta lymi, podczas gdy τ = τ(c).

Za lożenie 3. Wartości wspó lczynników lepkości ν1, ν2, a wi ↪ec i wspó lczynnika µ s ↪a

dostatecznie ma le.

Uwaga dotycz
↪
aca postaci funkcji τ(c)

Ponieważ nie jesteśmy w stanie znaleźć jawnych rozwi ↪azań w przypadku ogólnym, po-

stać τ = τ(c) b ↪edzie dostosowana do postaci funkcji θ. W zasadzie zależy ona od

rodzaju komórek. τ = τ(c) powinno być jednak dodatnie dla wszystkich niezerowych

wartości c. W naszym rozważaniach przyj ↪elísmy, że τ = τ(c) zachowuje si ↪e w przybliże-

niu jak c(1−c), a zatem że znika dla niskiego st ↪eżenia równowagowego przeskalowanego

do wartości c = 0 (lewy panel na Ryc. 3.4). Rozważylísmy również przypadek pokazany
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3. Modelowanie przestrzenne

Rycina 3.4: Postaci funkcji τ(c) dla c ∈ [0, 1].

na prawym panelu Ryc. 3.4, w którym τ(0) > 0. Takie postaci zgodne s ↪a z jakościow ↪a

charakteryzacj ↪a funkcji trakcji np. w ksi ↪ażce [196] - Rozdz. 6, tom 2.

Wiadomo, że dla θ = 0, równanie (3.32) ma rozwi ↪azanie heterokliniczne  l ↪acz ↪ace

jego stany sta le c = 0 i c = 1 dla dok ladnie jednej wartości parametru v równej:

v = −(AD/2)1/2(1− 2a).

Rozwi ↪azanie równania (3.32) ma postać:

c(ξ) =
1

1 + exp(−( A
2D

)1/2ξ)
.

Udowodnimy, że funkcja o podobnej strukturze, jest również rozwi ↪azaniem uk ladu

(3.32)-(3.33) uwzgl ↪edniaj ↪acego sprz ↪eżenie mechano-chemiczne. Za lóżmy:

c =
1

1 + exp(−sξ)
, (3.35)

s ≥ 0. Powyższa funkcja spe lnia tożsamość:

c′ = sc(1− c) (3.36)

oraz c(0) = 1/2. Za lóżmy również, że

θ(ξ) = −qc(ξ)(1− c(ξ)) (3.37)

dla pewnego q ∈ IR1. Tak wi ↪ec

θ′ = −sqc(1− c)(1− 2c) (3.38)

Wstawiaj ↪ac (3.37) do równania (3.32) określaj ↪acego profil fali, otrzymujemy:

Dc′′ + vc′ + Ac(c− a)(1− c)− γqc(1− c) = 0
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i w konsekwencji

Dc′′ + vc′ + Ac(c− a+ γqA−1)(1− c) = 0.

Powyższe równanie posiada rozwi ↪azanie heterokliniczne

c(ξ) =
1

1 + exp(−( A
2D

)1/2ξ)
(3.39)

spe lniaj ↪ace warunek c(0) = 1/2 wtedy i tylko wtedy, gdy

v = −(AD/2)1/2
(
1− 2(a+ γqA−1)

)
. (3.40)

W szczególności, s =

√
A

2D
. Zatem, zgodnie z (3.35), (3.39) oraz (3.40),

vs = −A
2

(
1− 2(a+ γqA−1)

)
. (3.41)

Za lożenie 4. Za lóżmy,że dla τ i µ zdefiniowanych w Tabeli 1, τ = τ(c) spe lniona jest

tożsamość

qc(1− c)
[
K +

A

2

(
1− 2(a+ γqA−1)

)
µ(1− 2c)

]
= τ(c) (3.42)

Zauważmy, że tożsamość (3.42) może być spe lniona, z uwagi na fakt, że, zgodnie z Za-

 lożeniem 4, wartość wspó lczynnika µ jest ma la.

Zgodnie z (3.41), lewa strona wyrażenia (3.42) może być zapisana w postaci

qc(1− c) [K − vsµ(1− 2c)], tak wi ↪ec Eq.(3.33) jest spe lnione.

W rezultacie naszych rozważań udowodnilísmy, że dokonuj ↪ac Za lożenia 4 (zgodnego

jakościowo z lewym panelem Ryc. 3.4 fala biegn ↪aca (c(ξ), θ(ξ)) o profilu c danym przez

(3.39) oraz profilu θ danym przez (3.37), poruszaj ↪aca si ↪e z pr ↪edkości ↪a (3.40) spe lnia

uk lad (3.32)-(3.33).

Lokalne przemieszczenia ośrodka

Dla uproszczenia ograniczymy si ↪e do ostatecznych wzorów na przemieszczenia

u1(x, y, z, t) oraz u3(x, y, z, t) w przypadkach ca lej przestrzeni i nieskończonej cienkiej

warstwy. Ich wyprowadzenie można znaleźć w pracy [148]. W przypadku nieskoń-

czonego cylindra zamiast wzorów analitycznych przedstawimy przemieszczenia u1 i u3

(Ryc. 3.5 oraz Ryc. 3.6).

Ca la przestrzeń

u1(x, y, z, t) = −qc(x, y, z, t)
√

2D

A
u3 ≡ 0
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3. Modelowanie przestrzenne

Nieskończona cienka warstwa

u1(x, y, z, t) = −qc(ξ)
√

D

2A

[
1− A ν2

2G
(1− 2(a+ γqA−1))(1− c(ξ))

]

u3(x, y, z, t) = −qc(ξ)(1− c(ξ))
[

1

2
+

A

2G
(1− 2(a+ γq))

ν2

2
(1− 2c(ξ))

]
z

Nieskończony cylinder

Jakościowe zachowanie si ↪e przemieszczeń u1 i u3 od wspó lrz ↪ednych ξ oraz z, dla

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

Rycina 3.5: Przemieszczenia w kierunku x. Wektory przemieszczenia u1(x, t) s ↪a skie-
rowane w lewo. u1(x, t)→ 0 jeśli x→ −∞ oraz u1(x, t)→ u10 < 0 jeśli x→∞.

Podalísmy zatem szkic nast ↪epuj ↪acego twierdzenia:

Twierdzenie 1. Niech spe lnione b ↪ed ↪a za lożenia (1), (2), (3). Wtedy dla wszystkich

q > 0, uk lad (3.32),(3.33) ma rozwi ↪azanie heterokliniczne (v, c, θ), gdzie v określone

jest równaniem (3.40), c(ξ) równaniem (3.39) a θ(ξ) zależności ↪a (3.37). Rozwi ↪azanie

jest jednoznacznie określone z dok ladności ↪a do translacji funkcji c w kierunku osi ξ. 2

Szczegó ly dowodu można znaleźć w pracy [147].
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3.2. Fale biegn ↪ace st ↪eżenia wapnia. Sprz ↪eżenia mechanochemiczne

Rycina 3.6: Przemieszczenia w kierunku z. Górny panel: cienka warstwa. Dolny panel:
d lugi cylinder.

Mechanochemiczne fale biegn
↪
ace z wi

↪
ezami mechanicznymi

W pracy [148] rozważono również istnienie i w lasności fal biegn ↪acych dla uk ladu

równań:

∂c

∂t
= Dc∇2c+ f(c) + γθ, (3.43)

∇ · σ = ku, (3.44)

gdzie k = const > 0. Tak wi ↪ec w podej́sciu tym uwzgl ↪edniamy możliwość istnie-

nia wi ↪ezów mechanicznych przeciwdzia laj ↪acych ruchowi punktów ośrodka. Specyficzna

forma takich wi ↪ezów, dana praw ↪a stron ↪a równania (3.44), implikowana jest tzw. mo-

delem Winklera. Dla ustalenia uwagi i prostoty rozważań skoncentrowalísmy si ↪e na

przypadku ca lej przestrzeni. Wykorzystuj ↪ac jawn ↪a postać rozwi ↪azania w formie (3.35),

poszukiwalísmy rozwi ↪azania rozpatrywanego uk ladu poprzez odpowiedni dobór funkcji

τ(c). Analiza sk ladowych tensora εij w tym przypadku doprowadza nas do nast ↪epuj ↪a-

cych relacji:

θ = ε11, u = (u1, 0, 0) =: (u, 0, 0)

sk ↪ad wynika, że
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3. Modelowanie przestrzenne

θ = u,x = u′,

gdzie ′ oznacza różniczkowanie wzgl ↪edem zmiennej ξ = x − vt. W przeciwieństwie

jednak do analizowanego powyżej przypadku, w którym ∇ · σ = 0, zak ladamy, że

u(ξ)→ 0 dla ξ → ±∞ ż ↪adaj ↪ac, aby

u(ξ) = −ζc′(ξ),

gdzie ζ = const. Wynika st ↪ad, że θ(ξ) = u′(ξ) = −ζc′′(ξ). Na podstawie (3.35) wynika,

że

θ = −sζc(1− c)(1− 2c). (3.45)

Tak wi ↪ec na podstawie równania (3.36) θ′ jest wielomianem czwartego stopnia wzgl ↪e-

dem c znikaj ↪acym dla c = 0 i c = 1. Równanie (3.44) może być zatem zapisane

w postaci

vµθ′ +Ksζc(1− c)(1− 2c)− kζc+ η = τ(c). (3.46)

gdzie η jest sta l ↪a ca lkowania.
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Rozdzia l 4

Modele

W rozdziale tym przedstawione zosta ly ca lokomórkowe modele uwzgl ↪edniaj ↪ace obec-

ność mitochondrialnych magazynów wapniowych ze szczególnym uwzgl ↪ednieniem ob-

szarów ich bliskiego s ↪asiedztwa z retikulum endoplazmatycznym (Mitochondria As-

sociated Membrane Complexes - Rozdz. 1.7). Modele te stanowi ↪a rozwini ↪ecie prac

[183, 245] wprowadzaj ↪ac dodatkowe przep lywy retikulkarno-mitochondrialne oraz zmo-

dyfikowane przep lywy cytozoliczno-mitochondrialne.

4.1 Opis modeli ca lokomórkowych

W niniejszym rozdziale przedstawione zostan ↪a dwa modele ewolucji uśrednionego

st ↪eżenia jonów wapnia w trój-kompartmentowym opisie komórki eukariotycznej (cytozol,

siateczka śródplazmatyczna i mitochondria). Jak już wspominalísmy, celem oby-

dwu modeli jest uwzgl ↪ednienie po l ↪aczeń mi ↪edzy siateczk ↪a śródplazmatyczn ↪a a mito-

chondriami, których istnienie pozwala na prawie bezpośredni przep lyw jonów wapnia

pomi ↪edzy tymi organellami [77, 267]. W drugim modelu [267] zosta ly wzi ↪ete dodatkowo

pod uwag ↪e dwa tryby pracy bia lka transportuj ↪acego wapń do wn ↪etrza mitochondriów:

tryb RaMowy (RaM - Rapid Uptake Mode) oraz tryb normalny (Rozdz. 1.6.4).

Ze wzgl ↪edu na wspomnian ↪a powyżej bezpośredni ↪a bliskość retikulum endoplazma-

tycznego i mitochondriów, kompleksy MAM spe lniaj ↪a niezwykle ważn ↪a rol ↪e w home-

ostazie i dynamice wapnia w komórce (Rozdz. 1.7.1). U latwiony przep lyw wapnia

pomi ↪edzy powyższymi kompartmentami komórkowymi może wp lywać istotnie np. na

stany równowagowe wapnia oraz na oscylacje st ↪eżeń wolnych jonów wapnia w poszcze-

gólnych cz ↪eściach komórki. Oscylacje takie s ↪a niezb ↪edne do prawid lowego funkcjo-

nowania komórki. Mog ↪a być m.in. odpowiedzialne za szereg istotnych procesów fi-

zjologicznych, takich jak kontrola cyklu komórkowego, skurcz mi ↪eśni szkieletowych,

wzmocnienie synaptyczne. Stabilne oscylacje wapniowe stanowi ↪a również istotny czyn-

nik b ↪ed ↪acy cz ↪eści ↪a sieci sygna lowej, sprawdzaj ↪acy, czy komórka jest w dobrej kondycji

i utrzymuj ↪acy j ↪a przy życiu. Cykliczne wahanie poziomu wapnia w mitochondriach

(w modelach matematycznych odpowiada im stabilny cykl graniczny) powoduje ak-

tywacj ↪e dehydrogenaz poprzez allosteryczne zwi ↪azanie jonów Ca2+ i wzrost produkcji

ATP. Zatem z jednej strony lokalne w czasie i przestrzeni zmiany st ↪eżenia wolnego
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wapnia cytozolicznego s ↪a jednym ze sposobów przenoszenia informacji w komórce i ini-

cjacji szeregu ścieżek sygna lowych b ↪ed ↪acych odpowiedzi ↪a na zmieniaj ↪ace si ↪e warunki

zewn ↪etrzne, z drugiej zaś zbyt wysoka koncentracja wolnych jonów wapnia w cyto-

zolu jest bardzo szkodliwa i może doprowadzić do śmierci komórki. (Wiadomo np.,

że wapń jest jednym z kilku czynników zapocz ↪atkowuj ↪acych apoptoz ↪e – kontrolowan ↪a

śmierć komórki [101]). Zasadniczo badanie wp lywu kompleksów MAM na dynamik ↪e

wapnia w komórce należa loby przeprowadzić na gruncie modelu przestrzennego opi-

sywanego uk ladem równań różniczkowych cz ↪astkowych przy uwzgl ↪ednieniu informacji

dotycz ↪acych rozmieszczenia i rozmiarów zbiorników retikularnych i mitochondrialnych

w komórce. Zadanie takie jest jednak bardzo skomplikowane, zarówno z teoretycznego,

jak i numerycznego punktu widzenia. Co wi ↪ecej, dla tego typu uk ladów, ze skompli-

kowana geometri ↪a, olbrzymia ilości ↪a podobszarów i nieliniowymi przep lywami miedzy

nimi, niezwykle trudno znaleźć (numerycznie) rozwi ↪azanie opisuj ↪ace oscylacje w czasie

(i przestrzeni).

W naszych rozważaniach zdecydowalísmy si ↪e zatem na pozostanie w ramach tzw.

modeli ca lokomórkowych (
”
whole cell models” [149]), które abstrahuj ↪a od przestrzen-

nego rozk ladu retikulum i mitochondriów wewn ↪atrz komórki i analizuj ↪a jedynie za-

leżność od czasu st ↪eżeń wolnego wapnia uśrednionych przestrzennie po odpowiedniej

sk ladowej kompartmentalnej (cytozolicznej, retikularnej i mitochondrialnej) przy za lo-

żeniu dostatecznie szybkiej dyfuzji wapnia. W tym podej́sciu opis zmienności czasowej

wapnia opisuje si ↪e uk ladem nieliniowych równań różniczkowych zwyczajnych. Ponie-

waż dokonujemy przestrzennego uśrednienia st ↪eżenia (a nawet zak ladamy przestrzenn ↪a

jednorodność st ↪eżeń), istnienie kompleksów MAM uwzgl ↪edniamy poprzez wprowadze-

nie dodatkowego bezpośredniego przep lywu wapnia pomi ↪edzy retikulum a mitochon-

driami. (W modelach ca lokomórkowych nie bior ↪acych pod uwag ↪e istnienia obszarów

MAM, przep lyw pomi ↪edzy tymi kompartmentami odbywa si ↪e pośrednio przez cyto-

zol.) Kompleksy MAM stanowi ↪a jedynie oko lo 6-7 procent powierzchni zewn ↪etrznej

b lony mitochondrialnej. Mimo tego, ich obecność może istotnie wp lywać na szybkość

wymiany wolnych jonów wapnia pomi ↪edzy powyższymi organellami, gdyż przeważa-

j ↪aca cz ↪eść receptorów IP3 oraz kana lów VDAC, odpowiedzialnych za przep lyw wapnia

z retikulum endoplazmatycznego do mitochondrium znajduje si ↪e w ich rejonie [115].

Podsumowuj ↪ac, zgodnie z konwencj ↪a modeli ca lokomórkowych rozważamy sytuacj ↪e,

w której rozmieszczenie jonów Ca2+ jest przestrzennie jednorodne w każdym z rozpatry-

wanych przedzia lów, może natomiast zmieniać si ↪e w czasie. Jony wapnia mog ↪a przep ly-

wać pomi ↪edzy trzema kompartmentami: siateczk ↪a śródplazmatyczn ↪a, mitochondriami

i cytozolem. Wi ↪azane s ↪a również przez bia lka buforuj ↪ace obecne w każdym z wymie-

nionych kompartmentów. Istnienie mikrodomen uwzgl ↪edniamy poprzez wprowadzenie

dodatkowego przep lywu jonów wapnia pomi ↪edzy ER i mitochondriami (Ryc. 4.1).
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Przedstawione modele zadane s ↪a uk ladami równań różniczkowych zwyczajnych, opi-

suj ↪acych zmiany st ↪eżenia wolnego i zbuforowanego wapnia w poszczególnych kompart-

mentach komórki. Modele te s ↪a modelami zamkni ↪etymi - zak ladamy, że wymiana

wapnia cytozolicznego z macierz ↪a pozakomórkow ↪a odbywa si ↪e na tyle wolno, że można

j ↪a zaniedbać w rozpatrywanej przez nas skali czasu. Za lożenie to jest uzasadnione,

ponieważ w normalnych warunkach wymiana jonów wapnia mi ↪edzy komórk ↪a a prze-

strzeni ↪a mi ↪edzykomórkow ↪a jest o wiele wolniejsza, niż procesy przep lywu wapnia po-

mi ↪edzy kompartmentami wewn ↪atrzkomórkowymi [258]. Dodatkowo, zgodnie z [258],

możliwe s ↪a ”
prawid lowe” oscylacje wapniowe nawet w przypadku ca lkowitego zabloko-

wania transportu wapnia przez b lon ↪e komórkow ↪a.

Jak zwykle, w przypadku stosowania modeli ca lokomórkowych, pojawia si ↪e pyta-

nie o zasadność pomini ↪ecia efektów przestrzennych. Dla stosunkowo ma lych komórek

(o średnicy nieprzekraczaj ↪acej 6 µm) dyfuzyjne wyrównywanie st ↪eżeń zachodzi na tyle

szybko, iż można si ↪e spodziewać, że niejednorodności przestrzenne st ↪eżenia wapnia nie

wp lywaj ↪a zarówno na istnienie, jak i na okres oscylacji. Szybkość dyfuzyjnego wyrów-

nywania si ↪e st ↪eżenia wapnia można oszacować w przybliżeniu korzystaj ↪ac z klasycznego

wzoru na zależność średniego kwadratu odleg lości, jak ↪a cz ↪astka Brownowska pokonuje

w czasie ∆t:

R2 = Deff ·∆t, (4.1)

gdzie Deff oznacza efektywny wspó lczynnik dyfuzji dla wapnia w obecności buforów

(tj. bior ↪acy pod uwag ↪e procesy od l ↪aczania i przy l ↪aczania jonów wapnia do moleku l bu-

foruj ↪acych). Wspó lczynnik ten trudno oszacować analitycznie, g lównie ze wzgl ↪edu na

duż ↪a różnorodność moleku l buforuj ↪acych o nieznanych parametrach k−, k+ oraz wspó l-

czynnikach dyfuzji. Jeśli jednak ograniczyć si ↪e do jednego reprezentatywnego rodzaju

buforów oraz za lożyć, że k−, k+ s ↪a relatywnie duże, to można podać przybliżony wzór

na Deff. Wielkość Deff nie jest sta l ↪a, zależy od st ↪eżeń wolnego wapnia, jak i st ↪eżenia

wapnia zbuforowanego (por. równania (7.76) oraz (7.77) w ksi ↪ażce [149]). Dla cha-

rakterystycznych buforów endogennych można oszacować Deff
∼= 20 − 30µm2/s, co

jest wielkości ↪a o rz ↪ad mniejsz ↪a niż wspó lczynnik dyfuzji wapnia w cytozolu wynosz ↪acy

oko lo 300µm2/s. Przyjmuj ↪ac zatem Deff = 20µm2/s wnioskujemy, że jony wapniowe

przesun ↪a si ↪e średnio na odleg lość równ ↪a 6µm po czasie ∆t ∼= 1.68 s, co stanowi oko lo

1/10 okresu znalezionych oscylacji. Dla stosunkowo ma lych komórek za lożenie jedno-

rodności przestrzennej st ↪eżeń jonów wapnia w cytozolu (i innych kompartmentach) jest

zatem dość dobrze usprawiedliwione. Dla wi ↪ekszych komórek za lożenie to może być

poddane w w ↪atpliwość, jest jednak bardzo cz ↪esto stosowane. Należy bowiem wzi ↪ać

pod uwag ↪e fakt, że oscylacje wapniowe mog ↪a mieć charakter quasi-lokalny, tzn. mog ↪a

odbywać si ↪e prawie niezależnie w pewnych dostatecznie ma lych podobszarach komórki.

97



4. Modele

Innym problemem pojawiaj ↪acym si ↪e przy próbach stosowania modeli opartych na

deterministycznych równaniach różniczkowych zwyczajnych jest stochastyczna natura

aktywności pojedynczych kana lów wapniowych, która przybiera form ↪e nieregularnych

w czasie wydarzeń polegaj ↪acych na ich otwieraniu i zamykaniu. (Otwarcie kana lu

po l ↪aczone z wyp lywem wapnia na zewn ↪atrz zbiornika w j ↪ezyku angielskim nosi nazw ↪e

”
blip”.) Takie pojedyncze otwarcie może generować stochastyczne pobudzenie ca lego

pojedynczego klastra kana lów [254]. (Wyp lyw wapnia z klastra kana lów w j ↪ezyku

angielskim określany jest mianem
”
puff”.) Opis deterministyczny nieprzestrzenny może

być jednak usprawiedliwiony z uwagi na fakt, że wyp lywy wapnia z poszczególnych

klastrów mog ↪a zachodzić w sposób zsynchronizowany, jeśli s ↪a wynikiem dostatecznie

silnej stymulacji zewn ↪etrznej. Taka sytuacja ma miejsce nawet w dużych komórkach,

takich jak hepatocyty [75].

4.1.1 Model #1

Punktem wyj́scia do budowy pierwszego modelu (zwanego dalej Modelem #1)

by l model zaproponowany przez Marhla i wspó lpracowników z roku 2000 [183] oraz

[245]. Jest to jeden z nielicznych modeli, który uwzgl ↪ednia aktywny wp lyw mito-

chondriów na dynamik ↪e sygna lu wapniowego w komórce i nie traktuje ich jedynie jak

olbrzymich cz ↪asteczek buforuj ↪acych. W Modelu #1, wymiana wapnia pomi ↪edzy ER

a mitochondrium odbywa si ↪e poprzez cytozol oraz bezpośrednio z magazynów retiku-

larnych do mitochondriów w miejscach ich bliskiego kontaktu, tzn. wewn ↪atrz obszarów

MAM. Pr ↪edkość przep lywu jonów wapnia w tych obszarach oznaczana symbolem JMAM

(Ryc. 4.1), zależy od st ↪eżenia jonów wapnia w miejscach uwalniania ich ze świat la re-

tikulum endoplazmatycznego. St ↪eżenie to jest porównywalne ze st ↪eżeniem tych jonów

wewn ↪atrz retikulum ([Ca2+]ER) i średnio rzecz bior ↪ac wyższe niż st ↪eżenie jonów wapnia

w cytozolu ([Ca2+]Cyt) [77].

Jak wspomniano w Rozdz. 1.7 koncepcja istnienia wyizolowanych przestrzeni we-

wn ↪atrz cytozolu, w których st ↪eżenie jonów wapniowych przewyższa znacznie st ↪eżenie

jonów wapniowych w innych obszarach cytozolu, pojawi la si ↪e już w latach 80. XX-go

wieku [234] i by la naturalnym wnioskiem z prac eksperymentalnych [12, 25, 219, 223].

Nie zosta la ona jednak uwzgl ↪edniona explicite w żadnym z dotychczasowych ca lokomór-

kowych modeli opisuj ↪acych ewolucj ↪e wapnia w komórce eukariotycznej. Uwzgl ↪ednienie

tego typu obszarów jest w laśnie przedmiotem modyfikacji modelu Marhla, których efek-

tem s ↪a zapropoponowane przez nas modele: Model #1 oraz Model #2. Wprowadzenie

bezpośredniego przep lywu jonów wapnia JMAM nie wynika jedynie z faktu niemożności

odzwierciedlenia bliskości struktur retikularnych i mitochondrialnych w modelu nie-

przestrzennym, ale ma również istotne usprawiedliwienie biologiczne wynikaj ↪ace z ist-

nienia mikrodomen typu MAM. Ten specyficzny interfejs, który tworzy si ↪e pomi ↪edzy
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Rycina 4.1: Schematyczna reprezentacja przep lywów rozpatrzonych w modelach: ER
– siateczka śródplazmatyczna, Mit – mitochondrium, Cyt – cytozol; CaPr – wapń
zbuforowany; Jpump – przep lyw wapnia przez pomp ↪e w b lonie retikulum; JMAM –
bezpośredni przep lyw z retikulum do mitochondrium; Jin – pobieranie wapnia prze
mitochondrium poprzez VDAC-MCU; Jout – wyp lyw jonów wapnia z mitochondrium
przez wymiennik NCX; Jch - wyp lyw jonów wapnia z ER; Jleak – niespecyficzny wyp lyw
z ER przez b lony bia lkowo-lipidowe.

retikulum i mitochondriami jest w znacznej mierze przestrzeni ↪a odizolowan ↪a od pozo-

sta lej cz ↪eści cytozolu. Specyficzne bia lka stabilizuj ↪ace apozycje b lon mitochondrium-

ER (np. mitofuzyna-2, lub grp75) ograniczaj ↪a przestrzeń pomi ↪edzy b lonami formu-

j ↪ac swoisty
”
tunel” dla jonów wapnia. We wcześniejszych pracach autorzy sugerowali

wprawdzie istnienie mikrodomen, ale jedynie poprzez zmniejszanie sta lej pó laktywacji

dla uniportera mitochondrialnego [183, 184]. Zaproponowane przez nas modele pozwa-

laj ↪a również na rozróżnienie dwóch populacji bia lek transportuj ↪acych wapń do mito-

chondrium. Jedna - zwi ↪azana z
”
obszarem MAM” eksponowana jest na st ↪eżenie Ca2+

obecne w retikulum endoplazmatycznym, druga na st ↪eżenie jonów wapnia w cytozolu.

Uk lad równań różniczkowych zwyczajnych opisuj
↪
acy Model #1

St ↪eżenie wolnych jonów wapnia w cytozolu (CaCyt), retikulum endoplazmatycznym

(CaER) i mitochondriach (CaMit), st ↪eżenie
”
uwapniowanych” miejsc wi ↪azania CaPr

w cytozolu oraz st ↪eżenie miejsc wi ↪azania cytozolicznych bia lek buforuj ↪acych (Pr) w cza-

sie opisuj ↪a równania:
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dCaCyt
dt

= Jch + Jleak − Jpump + Jout − Jin + k−CaPr − k+CaCytPr, (4.2)

dCaER
dt

=
βER
ρER

(Jpump − Jch − Jleak − JMAM) , (4.3)

dCaMit

dt
=
βMit

ρMit

(Jin + JMAM − Jout) , (4.4)

dCaPr

dt
= k+CaCytPr − k−CaPr, (4.5)

dPr

dt
= −k+CaCytPr + k−CaPr. (4.6)

W powyższych równaniach ρi oznacza obj ↪etościowy wspó lczynnik skaluj ↪acy dla i-tego

kompartmentu, i ∈ {ER,Mit}. Tak wi ↪ec

ρi =
Vi
VCyt

(4.7)

gdzie Vi oznacza obj ↪etość i-tego kompartmentu. βi oznacza stosunek st ↪eżeń wolnych

jonów wapnia do st ↪eżenia ca lkowitego wapnia w i-tym kompartmencie, i ∈ {ER,Mit}.
Tak wi ↪ec

βi =
Cai

Cai + CaiPr
(4.8)

gdzie CaiPr - st ↪eżenie uwapniowanych miejsc wi ↪azania buforów w i-tym kompartmen-

cie (por. Rozdz. 2.4).

Dodaj ↪ac równania (4.2)-(4.6) otrzymujemy zależność:

CaCyt(t) +
ρER
βER

CaER(t) +
ρMit

βMit

CaMit(t) + CaPr(t) = const := Catot (4.9)

Równanie to wyraża prawo zachowania ca lkowitej ilości wapnia w uk ladzie. Możemy

si ↪e o tym przekonać mnoż ↪ac je przez obj ↪etość cytozolu VCyt. Otrzymujemy bowiem

wtedy równanie:

VCytCaCyt(t) + VCytCaPr(t)+

VER
1

βER
CaER(t) + VMit

1
βMit

CaMit(t) = VCytCatot = const,

(4.10)

w którym lewa strona w sposób oczywisty przedstawia sum ↪e ca lkowitej ilości jonów

wapniowych w poszczególnych kompartmentach.

Dodaj ↪ac równania (4.5) i (4.6) otrzymujemy
d

dt
(CaPr + Pr) = 0, co pozostaje

w zgodzie z faktem, że ca lkowite st ↪eżenie miejsc wi ↪azania jonów wapnia przez bufory

(tj. miejsc ze zwi ↪azanymi jonami wapnia oraz miejsc niezwi ↪azanych) Prtot jest sta le

w czasie:
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Prtot(t) := Pr(t) + CaPr(t) = Pr(0) + CaPr(0) =: Prtot. (4.11)

Tak wi ↪ec, dzi ↪eki prawom zachowania (4.9) i (4.11) uk lad równań (4.2)–(4.6) może zostać

zredukowany do uk ladu trzech równań różniczkowych zwyczajnych:

dCaCyt
dt

= Jch + Jleak − Jpump + Jout − Jin
+k−CaPr − k+CaCyt(Prtot − CaPr), (4.12)

dCaER
dt

=
βER
ρER

(Jpump − Jch − Jleak − JMAM) , (4.13)

dCaMit

dt
=

βMit

ρMit

(Jin + JMAM − Jout) . (4.14)

gdzie ilość wapnia zwi ↪azanego przez bufory możemy wyliczyć ze wzoru (4.9):

CaPr = Catot − CaCyt −
ρER
βER

CaER −
ρMit

βMit

CaMit. (4.15)

Poszczególne przep lywy realizowane przez pompy, kana ly wapniowe i wymienniki

opisane s ↪a poprzez pr ↪ady wapniowe J(). Aktywny transport jonów Ca2+ do świat la

retikulum endoplazmatycznego Jpump realizowany jest przez bia lka SERCA, natomiast

wyp lyw jonów wapnia z ER realizowany jest przez kana ly wapniowe IP3R/RyR (prze-

p lyw Jch) oraz niespecyficzny wyp lyw Jleak. Przep lywy te opisywane s ↪a wyrażeniami:

Jpump = kpumpCaCyt, (4.16)

Jch = kch
Ca2

Cyt

K2
1 + Ca2

Cyt

(CaER − CaCyt) , (4.17)

Jleak = kleak (CaER − CaCyt) . (4.18)

Jpump zależy bezpośrednio od st ↪eżenia Ca2+ w cytozolu. Sta la kpump określa tempo

przep lywu. Wyp lyw jonów wapnia z ER zależy od gradientu jonów wapnia pomi ↪e-

dzy cytozolem, a świat lem ER (CaER − CaCyt). Sta la kch określa maksymaln ↪a prze-

puszczalność kana lu wapniowego, natomiast K1 jest sta l ↪a pó laktywacji. Funkcja Hilla

w wyrażeniu Jch (4.17) opisje mechanizm CICR. Niespecyficzny wyp lyw jonów wapnia

(Jleak) zależy od różnicy st ↪eżeń jonów wapnia w poprzek b lony retikulum, kleak określa

tempo wyp lywu jonów wapnia z ER.

Dynamika wapnia w mitochondrium zadana jest nast ↪epuj ↪acymi przep lywami:

JMAM = kMAM
Ca8

ER

K8
4 + Ca8

ER

, (4.19)

Jin = kin2

Ca8
Cyt

K8
2 + Ca8

Cyt

, (4.20)

Jout =

(
kout

Ca2
Cyt

K2
3 + Ca2

Cyt

+ km

)
CaMit. (4.21)
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JMAM opisuje bezpośredni przep lyw jonów wapnia z ER do mitochondriów, impli-

kowany faktem istnienia mikrodomen MAM. Sta la kMAM określa maksymaln ↪a przepu-

stowość interfejsu MAM, a K4 sta l ↪a pó laktywacji. Z drugiej strony, Jin opisuje nap lyw

jonów wapnia do mitochondrium przez bia lka transportowe po lożone poza obszarami

MAM. Powolny wyp lyw jonów wapnia z mitochondrium odbywa si ↪e poprzez wymien-

niki Na+/Ca2+ (NCX) i H+/Ca2+ (HCX). Ze wzgl ↪edu na to, że przep lyw ten ma jedynie

nieznaczny wp lyw na potencja l transb lonowy mitochondrium ∆Ψm ([14], Rozdz. 3.4

w [84]), zmiany ∆Ψm w powyższym modelu zosta ly pomini ↪ete. Ca lkowity przep lyw

jonów wapnia z mitochondrium do cytozolu określa zatem wyrażenie Jout, w którym

km jest sta l ↪a określaj ↪ac ↪a wyp lyw niespecyficzny, a kout oznacza maksymalny przep lyw

jonów wapnia przez wymienniki NCX/HCX. K3 jest sta l ↪a pó laktywacji.

4.1.2 Model #2

Uk lad równań różniczkowych zwyczajnych opisuj ↪acy zmiany st ↪eżenia wolnych jonów

wapnia w Modelu #2, jest tożsamy z uk ladem (4.2)-(4.6). Różnice dotycz ↪a jedynie

konkretnych postaci funkcji JMAM (wyrażenia (4.19) i (4.33)), Jin (wyrażenia (4.20)

i (4.34)) oraz Jout (wyrażenia (4.21) i (4.35)). Rozpatrywany uk lad ma zatem postać:

dCaCyt
dt

= Jch + Jleak − Jpump + Jout − Jin + k−CaPr − k+CaCytPr, (4.22)

dCaER
dt

=
βER
ρER

(Jpump − Jch − Jleak − JMAM) , (4.23)

dCaMit

dt
=
βMit

ρMit

(Jin + JMAM − Jout) , (4.24)

dCaPr

dt
= k+CaCytPr − k−CaPr, (4.25)

dPr

dt
= −k+CaCytPr + k−CaPr. (4.26)

Jak w przypadku Modelu #1 s luszne s ↪a prawa zachowania (4.9) oraz (4.11). W kon-

sekwencji uk lad (4.22)-(4.26) można zredukować do trzech równań postaci (4.12)-(4.14):

dCaCyt
dt

= Jch + Jleak − Jpump + Jout − Jin + k−CaPr − k+CaCytPr, (4.27)

dCaER
dt

=
βER
ρER

(Jpump − Jch − Jleak − JMAM) , (4.28)

dCaMit

dt
=
βMit

ρMit

(Jin + JMAM − Jout) . (4.29)

Przep lywy retikularno-cytozoliczne: Jpump (aktywność pompy retikularnej), Jch (wy-

p lyw poprzez kana ly wapniowe IP3R/RyR) oraz Jleak (niespecyficzny przep lyw Ca2+

przez b lony biologiczne) dane s ↪a jak w przypadku Modelu #1 nast ↪epuj ↪acymi wyraże-

niami:
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Jpump = kpumpCaCyt, (4.30)

Jch = kch
Ca2

Cyt

K2
1 + Ca2

Cyt

(CaER − CaCyt) , (4.31)

Jleak = kleak (CaER − CaCyt) . (4.32)

Różnice pomi
↪
edzy Modelem #2 i Modelem #1

W Modelu #2 uwzgl ↪edniono nie tylko aktywny udzia l mitochondriów, ale również

w laściwości bia lka transportuj ↪acego wapń do wn ↪etrza mitochondrium – uniportera mi-

tochondrialnego (MICU). Uniporter w warunkach ekspozycji na nanomolowe (do 200

nM) st ↪eżenia wapnia aktywuje tzw. szybki mechanizm pobierania jonów wapniowych

RaM (ang. rapid uptake mode). Doświadczenia przeprowadzone przez Vinogradova

[285] oraz Guntera i wspó lpracowników [116, 260] sugeruj ↪a, że w tych warunkach mito-

chondria pobieraj ↪a wapń znacznie wydajniej. Przep lyw do mitochondrium sk lada si ↪e

zatem z dwóch cz ↪eści. Pierwsza z nich uwzgl ↪ednia wspomniany powyżej szybki tryb

RaM-owy, druga opisuje prac ↪e uniportera mitochondrialnego w trybie standardowym.

Rozróżnienie takie odzwierciedla si ↪e w wyrażeniach na pr ↪ady JMAM oraz Jin opisu-

j ↪ace odpowiednio wp lyw jonów wapnia do mitochondriów w obszarze interfejsu MAM

oraz na pozosta lej wewn ↪etrznej powierzchni mitochondriów. Tak wi ↪ec w Modelu #2

wyrażenia na JMAM i Jin maj ↪a postać:

JMAM = JMAM2 + JMAM8 := kMAM2
Ca2

ER

K2
4,2 + Ca2

ER

+ kMAM8
Ca8

ER

K8
4,8 + Ca8

ER

, (4.33)

Jin = Jin2 + Jin8 := kin2

Ca2
Cyt

K2
2,2 + Ca2

Cyt

+ kin8

Ca8
Cyt

K8
2,8 + Ca8

Cyt

. (4.34)

W przeciwieństwie do Modelu #1, w Modelu #2 nie uwzgl ↪edniono wp lywu st ↪eżenia

jonów wapnia w cytozolu na jego wyp lyw z mitochondriów poprzez czynnik

kout
Ca2

Cyt

K2
3 + Ca2

Cyt

· CaMit

Z drugiej strony zamiast liniowej proporcjonalności wyp lywu do CaMit przep lyw

ten modelowany jest za pomoc ↪a funkcji Hilla pierwszego rz ↪edu. Zatem:

Jout = kout
CaMit

K3 + CaMit

(4.35)

gdzie pomin ↪elísmy dodatkowo niespecyficzny wyp lyw wapnia z mitochondrium

km · CaMit.

Zmiana wyrażenia na Jout w stosunku do Modelu #1 implikuje znacz ↪ace różnice

w jakościowym zachowaniu si ↪e uk ladu. Najważniejszym przejawem różnic jest niewy-

st ↪epowanie rozwi ↪azań chaotycznych, wyst ↪epuj ↪acych dla odpowiedniego zestawu para-

metrów w Modelu #1.
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4.2 Parametry i skalowanie

W przypadku obu modeli przyj ↪elísmy wartość parametru Catot = 90 µM. Jak widać

z postaci równań na ewolucj ↪e st ↪eżeń jonów wapnia w kompartmentach retikularnym

i mitochondrialnym, zależ ↪a one jedynie od stosunków βER
ρER

oraz βMit

ρMit
a nie od kon-

kretnych wartości wspó lczynników β i ρ. Z tego też powodu w pracach [77] oraz [267]

wartości tych wspó lczynników maj ↪a przypisane wartości zgodne z prac ↪a [183], ponieważ

istotny jest jedynie stosunek obu wartości. Wspó lczynniki βER oraz βMit s ↪a określone

jedynie w przybliżeniu, chociaż uważa si ↪e, że ich fizjologiczne wartości powinny być

mniejsze niż ok. 0.05. Z drugiej strony wartości wspó lczynników ρ s ↪a stosunkowo

dobrze określone, chociaż zależ ↪a od rodzaju komórek. Dla wi ↪ekszości komórek ρER

oraz ρMit s ↪a rz ↪edu oko lo 0.1 (chociaż w pracy Marhla [183] wspó lczynniki te zosta ly

wybrane jako 0.01). Ustalaj ↪ac wartości stosunków βER
ρER

= 1/4 oraz βMit

ρMit
= 1/4 zapew-

niaj ↪ace wyst ↪epowanie oscylacji w rozpatrywanym uk ladzie, otrzymujemy przybliżone

wartości wspó lczynników β równe w przybliżeniu 0.025.

Parametry kinetyczne określaj ↪a maksymalne przep lywy jonów wapnia przez dany

transporter. Nazwy sta lych pochodz ↪a od nazw w lasnych poszczególnych przep lywów.

Wartości te (przedstawione ma lymi literami) oparte s ↪a na danych eksperymentalnych

[183]. Dużymi literami przedstawione zosta ly z kolei stale pó laktywacji poszczególnych

bia lek transportuj ↪acych wapń. Wszystkie parametry zgromadzone zosta ly w Tab. 4.1

oraz Tab. 4.2.

Parametr Wartość Parametr Wartość

St ↪eżenia Parametry kinetyczne
Catot 90 µM kch 4100 s−1

Prtot 120 µM kpump 20 s−1

kleak 0.05 s−1

Sta le obj ↪etościowe kin 300 µMs−1

ρER 0.01 kout 125 s−1

ρMit 0.01 kMAM 1200 µMs−1

km 0.00625 s−1

Sta le buforuj ↪ace k+ 0.1 µM−1s−1

βER 0.0025 k− 0.01 s−1

βMit 0.0025 K1 5 µM
K2 0.8 µM
K3 5 µM
K4 2.8 µM

Tablica 4.1: Parametry użyte w Modelu #1.

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

(Model #2) wykorzystywano zestawy parametrów przedstawione w tabelach 4.1 oraz
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Parametr Wartość Parametr Wartość

St ↪eżenia Wartości ’β/ρ’
Catot 90 µM βER(ρER)−1 0.25
Prtot 120 µM βMit(ρMit)

−1 0.25

Parametry kinetyczne Sta le pó laktywacji
kch 4200 s−1 K1 5 µM
kpump 20 s−1 K2,2 20 µM
kleak 0.05 s−1 K2,8 0.8 µM
kin2 20 µMs−1 K3 3.1 µM
kin8 80 µMs−1 K4,2 20 µM
kMAM2 50 µMs−1 K4,8 1.8 µM
kMAM8 200 µMs−1

k+ 0.1 µM−1s−1

k− 0.01 s−1

kout 1.9 µMs−1

Tablica 4.2: Parametry użyte w Modelu #2.

4.2. Jeśli któryś z parametrów ulega l zmianie lub stawa l si ↪e parametrem bifurkacyjnym

by lo to wyraźnie zaznaczone.
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Rozdzia l 5

Wyniki i ich analiza

5.1 Istnienie rozwi
↪
azań

Podstawowym pytaniem matematycznym, na jakie należy odpowiedzieć przy roz-

patrywaniu uk ladu (4.2)-(4.6) jest pytanie o istnienie rozwi ↪azań. Ponieważ zaintere-

sowani jesteśmy rozwi ↪azaniami periodycznymi w czasie, istnienie rozwi ↪azań musi mieć

charakter globalny w czasie. Ze wzgl ↪edu na interpretacj ↪e biologiczn ↪a musimy również

pokazać, że sk ladowe rozwi ↪azania s ↪a funkcjami nieujemnymi. Zagadnienie nieujemności

rozwi ↪azań może być rozważone w oparciu o nast ↪epuj ↪ace twierdzenie.

Twierdzenie 2. (Propozycja 1.1 z [45]) Podzbiór RN (zbiór punktów o nieujemnych

sk ladowych przestrzeni RN) jest niezmienniczy wzgl ↪edem przep lywu opisanego równa-

niem

du

dt
= F (u),

wtedy i tylko wtedy, gdy dla każdego i = 1, . . . , N funkcja F (u) : RN
+ → RN

+ , N ≥ 1,

u := (u1, . . . , uN), spe lnia warunek:

Fi(u1, . . . , 0, . . . , uN) ≥ 0, (5.1)

gdzie 0 przypisane jest sk ladowej ui a uj ≥ 0 dla j 6= i.

Używaj ↪ac powyższego twierdzenia oraz prawa zachowania danego równaniem (4.9) udo-

wodnimy istnienie nieujemnych rozwi ↪azań dla uk ladów niezredukowanych (4.2)–(4.6)

i (4.22)–(4.26), a co za tym idzie uk ladów zredukowanych (4.12)–(4.14) oraz (4.27)–

(4.29).

Twierdzenie 3. Za lóżmy, że warunki pocz ↪atkowe CaCyt(0), CaER(0), CaMit(0), CaPr(0)

oraz Pr(0) s ↪a nieujemne. Wtedy rozwi ↪azania równań (4.2)–(4.6) istniej ↪a globalnie

w czasie, s ↪a jednoznacznie określone i nieujemne.

Dowód. Wykażemy najpierw, że prawe strony uk ladu (4.2)–(4.6) spe lniaj ↪a warunki

(5.1). Mamy zatem:
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F1(0, CaER, CaMit, CaPr, Pr) = kleakCaER + kmCaMit +K−CaPr,

F2(CaCyt, 0, CaMit, CaPr, Pr) =
βER
ρER

(
kpumpCaCyt + kch

Ca3
Cyt

K2
1 + Ca2

Cyt

+ kleakCaCyt

)
,

F3(CaCyt, CaER, 0, CaPr, Pr) =
βMit

ρMit

(
kin

Ca8
Cyt

K8
2 + Ca8

Cyt

+ kMAM
Ca8

ER

K8
4 + Ca8

ER

)
,

F4(CaCyt, CaER, CaMit, 0, P r) = k+CaCytPr,

F5(CaCyt, CaER, CaMit, CaPr, 0) = k−CaPr.

Prawe strony powyższych równości s ↪a nieujemne dla CaCyt, CaMit, CaER, CaPr oraz

Pr nieujemnych. Tak wi ↪ec, rozwi ↪azania, o ile istniej ↪a, s ↪a nieujemne. St ↪ad i z równania

(4.9) wynika, że CaCyt, CaMit, CaER i CaPr ograniczone s ↪a z góry przez ca lkowit ↪a

ilość wapnia w uk ladzie Catot, natomiast Pr przez ca lkowit ↪a ilość buforów Prtot. Funk-

cje F1, . . . , F5 s ↪a funkcjami wymiernymi, w których mianownik jest oddzielony od 0,

spe lniaj ↪a wi ↪ec lokalnie warunek Lipschitza. Z tego wynika, że rozwi ↪azania dla uk ladu

równań (4.2)–(4.6) s ↪a globalne w czasie i jednoznaczne.

Dok ladnie w ten sam sposób możemy udowodnić istnienie globalnych rozwi ↪azań

uk ladu (4.22)–(4.26).

Twierdzenie 4. Za lóżmy, że warunki pocz ↪atkowe CaCyt(0), CaER(0), CaMit(0), CaPr(0)

oraz Pr(0) s ↪a nieujemne. Wtedy rozwi ↪azania równań (4.22)–(4.26) istniej ↪a globalnie

w czasie, s ↪a jednoznacznie określone i nieujemne.

Ponieważ teoretyczna analiza rozpatrywanych uk ladów w kontekście istnienia i w la-

sności rozwi ↪azań oscylacyjnych i quasi-oscylacyjnych jest praktycznie niemożliwa, skon-

centrowalísmy si ↪e g lównie na ich analizie numerycznej. Z uwagi na fakt, że naszym

zasadniczym celem by lo uwzgl ↪ednienie istnienia struktur typu MAM i ich wp lyw na

czasoprzestrzenny rozk lad st ↪eżenia wapnia w komórce interesowa ly nas przede wszyst-

kim nast ↪epuj ↪ace zagadnienia:

• wp lyw struktur typu MAM na profile czasowe rozwi ↪azań periodycznych i quasi-

periodycznych

• wp lyw struktur MAM na okres rozwi ↪azań oscylacyjnych

• wp lyw struktur MAM na średni ↪a zawartość wapnia w poszczególnych kompart-

mentach

• istnienie i w lasności punktów stacjonarnych uk ladów w zależności od efektywności

transferu wapnia przez struktury typu MAM
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• możliwe scenariusze apoptozy wywo lane powstawaniem struktur MAM
”
de novo”

wywo lanych czynnikami stresogennymi

Mówi ↪ac o wp lywie struktur MAM, mamy oczywíscie na myśli zależność rozwi ↪azań od

wielkości wspó lczynnika kMAM .

Jak już stwierdzilísmy oscylacje wapniowe w komórkach spe lniaj ↪a istotn ↪a, choć

w wielu przypadkach nie do końca wyjaśnion ↪a, rol ↪e fizjologiczn ↪a. Ich jakościowy i ilo-

ściowy charakter zwi ↪azany jest zarówno z rodzajem komórek, ich stanem i histori ↪a,

warunkami zewn ↪etrznymi, jak również rodzajem bodźca, który je zapocz ↪atkowa l.

Wspomniana różnorodność oscylacji wapniowych obserwowanych doświadczalnie

znajduje swoje odpowiedniki w różnorodności rozwi ↪azaniach oscylacyjnych otrzymy-

wanych w modelach matematycznych ewolucji st ↪eżeń wapnia w poszczególnych kom-

partmentach komórki. Istniej ↪a modele, w których w zależności od parametrów, mog ↪a

wyst ↪epować różne typy rozwi ↪azań oscylacyjnych: od prostych (o stosunkowo regular-

nych profile czasowe), do bardziej z lożonych, określanych literaturze mianem
”
bursting

oscilations”. Możliwe s ↪a również rozwi ↪azania chaotyczne.

Wszystkie wyróżnione powyżej typy oscylacji zosta ly zaobserwowane w zapropo-

nowanym przez nas Modelu #1 dla odpowiednio dobranych kombinacji parametrów.

Model #2 okaza l si ↪e pod tym wzgl ↪edem bardziej jednoznaczny, gdyż nie zaobserwowa-

lísmy żeby generowa l on rozwi ↪azania chaotyczne. W lasność ta sugeruje, że warunkiem

”
sine qua non” istnienia rozwi ↪azań chaotycznych w analizowanych przez nas równa-

niach jest zależność intensywności wp lywu jonów wapniowych do mitochondriów od

ich st ↪eżenia w cytozolu.

Oczywíscie różnice w zachowaniu si ↪e rozwi ↪azań uk ladów równań w obydwu rozpa-

trywanych przez nas modelach nie ograniczaj ↪a si ↪e jedynie jakościowych (i ilościowych)

charakterystyk rozwi ↪azań periodycznych, ale uwidaczniaj ↪a si ↪e również w innych aspek-

tach. Dlatego też poniżej, dla wi ↪ekszej jasności, opiszemy najpierw rezultaty uzyskane

dla Modelu #1, nast ↪epnie zaś rezultaty uzyskane dla Modelu #2 .

5.2 Analiza Modelu #1

Jak już wspomniano powyżej w modelu tym, w zależności od wybranych parame-

trów pojawiaj ↪a si ↪e wszystkie wspomniane rozwi ↪azania oscylacyjne i quasioscylacyjne.

Stabilne rozwi ↪azania oscylacyjne, odpowiadaj ↪ace stabilnym cyklom granicznym, maj ↪a

dla wi ↪ekszości rozpatrywanych kombinacji parametrów stosunkowo duży basen przyci ↪a-

gania, jednak, wraz ze wzrostem wspó lczynnika kMAM , dla prawie wszystkich przypad-

ków trajektorie analizowanego uk ladu s ↪a przyci ↪agane przez stabilny punkt stacjonarny

uk ladu równań, charakteryzuj ↪acy si ↪e wysokim st ↪eżeniem jonów wapnia w przedziale

mitochondrialnym. Przej́scie uk ladu biologicznego do stanu odpowiadaj ↪acego takiej
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sytuacji matematycznej może być utożsamiane z wej́sciem komórki na ścieżk ↪e apopto-

tyczn ↪a, kiedy to dochodzi do sekwestracji dużych ilości jonów wapnia w mitochondrium

i uruchomienia wewn ↪etrznego szlaku apoptozy [68, 96, 122]. Symulacje numeryczne,

których wyniki zosta ly przedstawione w Rozdz. 5.2 w wi ↪ekszości przypadków zosta ly

wykonane dla parametrów w Tab. 4.1. Jeśli wartości któregoś z parametrów by ly inne

niż w Tab. 4.1, zosta lo to explicite zaznaczone.

5.2.1 Analiza przebiegów czasowych

Oscylacje typu
”
bursting”

Oscylacje st ↪eżeń wolnych jonów wapnia w poszczególnych kompartmentach oraz

czasowy przebieg st ↪eżenia uwapniowanych buforów w cytozolu (CaPr) zosta ly przed-

stawione na Ryc. 5.1. Odpowiadaj ↪acy tym oscylacjom portret fazowy w przestrzeni

CaCyt, CaMit, CaER pokazany jest na Ryc. 5.2.

Rycina 5.1: Przebiegi czasowe st ↪eżeń wolnych jonów wapnia w poszczególnych kom-
partmentach dla parametrów tak jak w Tab. 4.1.

Jak widać na Ryc. 5.1 oscylacje te maj ↪a nieregularny charakter. Dla tego typu

oscylacji charakterystyczna jest obecność dwóch sk ladowych w ramach jednego okresu:

nag ly skok st ↪eżenia jonów wapnia (tzw. pik) oraz nast ↪epuj ↪acy po nim szereg oscylacji

o wyższej cz ↪estotliwości i znacznie mniejszej amplitudzie, niż poprzedzaj ↪acy je wyrzut
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Rycina 5.2: Portret fazowy oscylacji typu
”
bursting”. Wszystkie parametry tak jak

w Tab. 4.1

jonów wapnia. Ca lkowity okres powyższych oscylacji wynosi T = 17.1 s. St ↪eżenia jo-

nów wapnia (w µM) w poszczególnych kompartmentach zawieraj ↪a si ↪e w przedzia lach:

(0.057, 0.49) dla CaCyt, (0.38, 0.78) dla CaMit oraz (0.7, 1.05) dla CaER. St ↪eżenie wap-

nia zbuforowanego CaPr zawiera si ↪e w przedziale (83.3, 85.3). Przebiegi czasowe st ↪eżeń

wolnych jonów wapnia w kompartmentach (pierwsze 3 panele na Ryc. 5.1) mog ↪a być

odzwierciedlone w zwarty sposób w postaci zamkni ↪etej krzywej w przestrzeni fazowej.

Krzywa ta sparametryzowana jest czasem i nosi nazw ↪e stabilnego cyklu granicznego.

Cykl graniczny widoczny na Ryc. 5.2 posiada wyraźny element o helikalnym kszta lcie

obrazuj ↪acy, wspomnian ↪a powyżej, drug ↪a sk ladow ↪a oscylacji typu
”
bursting”. Sk ladowa

ta (o wysokiej cz ↪estotliwości i niskiej amplitudzie) jest wynikiem powolnego wyp lywu

jonów wapnia z przedzia lu mitochondrialnego oraz szybkich procesów wymiany jonów

wapnia pomi ↪edzy cytozolem i ER wraz z reakcjami buforowania jonów wapnia przez

bia lka cytozoliczne i retikularne. Okazuje si ↪e jednak, że dla innych wartości parame-

trów (w szczególności dla innych wielkości wspó lczynnika kMAM określaj ↪acego wielkość

pr ↪adu przez interfejs MaM) oscylacje opisywane uk ladem równań (4.12)–(4.14) mog ↪a

zmienić swój charakter.
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Oscylacje regularne

Na Rycinach 5.3 i 5.4 przedstawiono regularne oscylacje st ↪eżenia jonów wapnia

w poszczególnych kompartmentach oraz obraz cyklu granicznego w przestrzeni fazowej

CaCyt, CaMit, CaER.

Rycina 5.3 przedstawia przebiegi czasowe st ↪eżenia jonów wapnia przy zmienionych

w stosunku do Tab. 4.1 wspó lczynnikach K2 = 1.37 oraz kMAM = 1600. Oscylacje te

maja charakter regularny. Okres oscylacji T wynosi 10.9 s, natomiast st ↪eżenia jonów

wapnia w poszczególnych kompartmentach zawiera ly si ↪e w przedzia lach: (0.056, 0.56)

dla CaCyt, (0.4, 0.95) dla CaMit, (0.7, 1.03) dla CaER, natomiast ilość wapnia zbufo-

rowanego CaPr zawiera la si ↪e w przedziale (82, 85.25). Jak  latwo zauważyć brak jest

tutaj komponenty o podwyższonej
”
cz ↪estotliwości”, która wyst ↪epuje w przypadku oscy-

lacji typu
”
bursting” (Ryc. 5.1). Zwi ↪ekszenie przep lywu JMAM (poprzez podwyższenie

wartości wspó lczynnika kMAM od wartości 1200, jak na Ryc. 5.1, do wartości 1600)

spowodowa lo regularyzacj ↪e oscylacji st ↪eżenia jonów wapnia. Dok ladniej wp lyw wspó l-

czynnika kMAM na charakter oscylacji st ↪eżeń jonów wapnia oraz istnienie rozwi ↪azań

chaotycznych opisany zosta l w podrozdziale 5.2.2.

Rycina 5.3: Regularne oscylacje wapniowe dla uk ladu równań (4.12)–(4.14). Parame-
try: kMAM = 1600, K2 = 1.37 pozosta le parametry jak w Tab. 4.1. Wartości st ↪eżeń
jonów na osi pionowej wyrażone w µM.
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Rycina 5.4: Portret fazowy oscylacji regularnych oscylacji wapniowych dla uk ladu rów-
nań (4.12)–(4.14) dla nast ↪epuj ↪acego zestawu parametrów kMAM = 1600, K2 = 1.37
pozosta le parametry jak w Tab. 4.1.

Analiza pojedynczego cyklu oscylacji typu
”
bursting”

Pojedynczy okres oscylacji nieregularnych typu
”
bursting”, odpowiadaj ↪acy panelom

z Ryc. 5.1, dla zestawu parametrów jak w Tab. 4.1, widoczny jest na Ryc. 5.5. (Na

rycinie przedstawiaj ↪acej jeden okres druga sk ladowa o niskiej amplitudzie i wysokiej

cz ↪estotliwości jest s labo widoczna, z uwagi na rozci ↪agniecie osi czasu.) Każdy cykl

może być podzielony na trzy fazy. Faza I - zaczyna si ↪e gdy poziom wapnia w cytozolu

(CaCyt) osi ↪aga wartość maksymaln ↪a (t = 7.6 s) i trwa do czasu aż poziom wapnia

w mitochondriach (CaMit) osi ↪agnie wartość maksymaln ↪a (t = 8.1 s). W tej fazie

wiod ↪acymi procesami s ↪a: uwalnianie wolnych jonów wapnia z retikulum oraz znaczny

pobór Ca2+ przez mitochondria i buforowanie poprzez bia lka cytozolu.

W fazie drugiej aktywowany jest powolny strumień wapnia z mitochondriów do cy-

tozolu. Wi ↪ekszość uwolnionych jonów wapnia zwi ↪azana jest z cytozolicznymi bia lkami

buforuj ↪acymi. Ważnym procesem, zachodz ↪acym w tej fazie jest szybka wymiana wap-

nia pomi ↪edzy cytozolem i ER, co prowadzi do ma lych, szybkich drgań st ↪eżenia wapnia

w tych kompartmentach (wspomniana powyżej druga sk ladowa oscylacji). Ten etap

kończy si ↪e, gdy poziom wapnia buforowanego (CaPr) osi ↪aga wartość maksymaln ↪a (tj.

dla t = 20.7 s).
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Rycina 5.5: Analiza pojedynczego okresu oscylacji st ↪eżenia jonów wapnia. Cai - ozna-
cza st ↪eżenie jonów wapnia w i-tym kompartmencie. CaCyt - pogrubiona, pe lna linia;
CaMit - cienka, pe lna linia; CaER - pogrubiona, przerywana linia; CaPr - cienka,
przerywana linia. St ↪eżenie buforów wapniowych Pr do CaPr wynika z równania 4.9
i nie zosta lo uj ↪ete na powyższym wykresie. Parametry dla górnego panelu tak jak
w Tab. 4.1; dolny lewy panel: kch = 2950, kMAM = 3; dolny prawy panel: kch = 2950,
kMAM = 87.

W fazie III, wiod ↪acym procesem jest dysocjacja kompleksów bia lkowo-wapniowych.

Mitochondria i ER s ↪a ” ladowane”, podczas gdy poziom wapnia w cytozolu najpierw

zmniejsza si ↪e, a nast ↪epnie wzrasta, aby osi ↪agn ↪ać maksymaln ↪a wartość, któr ↪a jest koniec

III fazy (t = 24.7 s).
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5.2.2 Wp lyw kMAM na charakter oscylacji st
↪
eżenia jonów

wapnia

Na Ryc. 5.6 widoczne s ↪a zmiany st ↪eżenia jonów wapnia w cytozolu i w mitochon-

driach dla kch = 2950 i kMAM = 0, co odpowiada sytuacji, w której przep lyw jonów

wapnia przez te struktury zosta l w tym przypadku ca lkowicie pomini ↪ety.

Rycina 5.6: Portret fazowy oscylacji o charakterze chaotycznym dla parametrów kch =
2950 i kMAM = 0.

Rycina 5.7: Rzut trajektorii rozwi ↪azania periodycznego (cyklu granicznego) na p lasz-
czyzn ↪e CaCyt – CaMit, CaER dla kch = 2950. Lewy panel kMAM = 3, prawy panel
kMAM = 87.
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Jak sugeruje Ryc. 5.7 wprowadzenie nawet niewielkiego przep lywu jonów wapnio-

wych przez struktury MAM (przez zadanie niezerowej sta lej kMAM) powoduje, że oscy-

lacje chaotyczne zanikaj ↪a. Wprowadzenie przep lywu przez struktury MAM nie tylko

regularyzuje przep lywy wapniowe w komórce, ma również duży wp lyw na kszta lt profili

oscylacji wapniowych. W obu przypadkach, przedstawionych na Ryc. 5.7 (kMAM = 3

oraz kMAM = 87) mamy do czynienia z dobrze określonym cyklem granicznym. Dla

kMAM = 3 rzut cyklu na p laszczyzn ↪e CaCyt – CaMit sk lada si ↪e z jednej p ↪etli, natomiast

dla wartości kMAM = 87 rzut cyklu granicznego tworzy krzyw ↪a o ósemkowym kszta lcie.

Wzrost wspó lczynnika kMAM powoduje, że pionowa cześć trajektorii z Ryc. 5.7 (od-

powiadaj ↪aca mechanizmowi szybkiego  ladowania cyzolu pod koniec fazy III) przecho-

dzi do obszaru o wyższym st ↪eżeniu jonów wapnia w mitochondrium (≈ 1.3 – 1.6 µM).

Zmienia si ↪e zatem mechanizm  ladowania mitochondriów. Dla kMAM = 3 mamy szyb-

kie  ladowanie mitochondriów wraz z szybkim  ladowaniem cytozolu. Dla kMAM = 87,

oprócz szybkiego mechanizmu  ladowania cytozolu i mitochondriów, wyst ↪epuje także

wolne  ladowanie kompartmentu mitochondrialnego, przy bardzo niskim, niemal sta-

 lym, poziomie jonów wapnia w cytozolu. Warto zauważyć, że w tej fazie niemal ca la

pula jonów wapnia, która jest sekwestrowana przez mitochondria i ER, pochodzi z dy-

socjacji kompleksów buforuj ↪acych wapń.

Jednak wp lyw struktur MAM na oscylacje st ↪eżenia jonów wapnia jest o wiele bar-

dziej z lożony, niż prosta regularyzacja trajektorii. Przeanalizowalísmy wp lyw wspó l-

czynnika kMAM na trajektorie dla dwóch wartości kch: 2950 oraz 4100, dla których

asymptotyczne zachowanie systemu (kMAM = 0) rozwi ↪azań oscylacyjnych jest odpo-

wiednio chaotyczne lub odpowiada stabilnym rozwi ↪azaniom periodycznym (znaleziono

stabilny cykl graniczny). Zaobserwowano szereg rozwi ↪azań stabilnych dla szerokiego

zakresu wartości parametru kMAM . Dla kch równego 2950 wartości kMAM by ly brane

z przedzia lu (0,101), natomiast dla kch równego 4100 wartości kMAM by ly brane z prze-

dzia lu (0,1600). W zależności od wartości parametru kMAM uzyskalísmy różne rodzaje

rozwi ↪azań periodycznych (cykli granicznych o różnej
”
krotności” - Ryc. 5.9) oraz oscy-

lacyjne rozwi ↪azania o charakterze chaotycznym. Rozwi ↪azanie uznawalísmy za stabilne

jeśli najwyższy wyk ladnik Lapunowa wynosi l 0, a pozosta le dwa by ly ujemne. Roz-

wi ↪azanie uznawalísmy za chaotyczne jeśli jeden z wyk ladników przyjmowa l wartość

0, natomiast pozosta le dwa by ly niezerowe i mia ly rózny znak. Np. dla kch = 2950

i kMAM = 30 wyk ladniki Lapunowa wynosz ↪a odpowiednio: λ1 = 8.9 × 10−6 (odpo-

wiadaj ↪aca wyk ladnikowi zerowemu), λ2 = −0.07 oraz λ3 = −4.54. Zakres czasowy

dla analizowanych trajektorii wynosi l 5000 s, z kolei krok czasowy dla ortonormali-

zacji Gramma-Schmidta wybrano na 2 s. Wyk ladniki Lapunowa zosta ly obliczone

za pomoc ↪a pakietu MATDS dla systemu MATLAB do badań systemów dynamicznych

[109]. Numeryczne wyznaczenie wyk ladników Lapunowa obarczone jest cz ↪esto relatyw-

nie dużym b l ↪edem, który spowodowany jest trudnym doborem odpowiedniego kroku

czasowego ortonormalizacji Gramma-Schmidta. Dlatego też dość cz ↪esto mielísmy do
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czynienia z sytuacj ↪a, w której niezerowe wyk ladniki Lapunowa mia ly różny znak, lecz

bardzo ma l ↪a wartość (rz ↪edu 10−5), co uniemożliwia lo prawid low ↪a klasyfikacj ↪e trajek-

torii. W takich przypadkach, aby zdecydować, czy trajektoria jest chaotyczna, czy też

jest cyklem granicznym (jedno- lub wielokrotnym), wyznaczane by ly przekroje Poin-

carégo i szacowany wymiar korelacji D2 atraktora. Do obliczeń używalísmy pakietu

Tisean [128, 144]. Przekroje Poincarégo w p laszczyźnie CaMit = 1.2 (lewy panel)

i szacowany wymiar korelacji dla trajektorii chaotycznej dla parametrów kch = 2950,

kMAM = 73 (prawy panel) s ↪a przedstawione na Ryc. 5.8. Ponieważ punkty przeci ↪ecia

trajektorii z p laszczyzn ↪a przekroju tworz ↪a rozmyty  luk, sugeruje to, że badana trajek-

toria jest chaotyczna [208]. W przypadku cyklu granicznego zbiór punktów skupienia

w jego przekroju Poincarégo by lby jednym lub kilkoma punktami, w zależności od

stopnia jego komplikacji. Przekrój Poincarégo znacznie upraszcza analiz ↪e skompliko-

wanych trajektorii okresowych lub quaziokresowych, zachowuj ↪ac jednocześnie istotne

informacje na temat jego dynamiki.

Rycina 5.8: Lewy panel: przekroje Poincarégo w p laszczyźnie CaMit = 1.2. Parame-
try jak w Tab. 4.1 za wyj ↪atkiem kch = 2950 oraz kMAM = 73. Prawy panel: lokalne
nachylenia sum korelacyjnych dla różnych wymiarów w lożenia m (przyporz ↪adkowa-
nych poszczególnym krzywym) w zależności od wymiaru pude lek ε - niebieskie linie.
Oszacowany wymiar korelacji D2 = 1.34 - czerwona linia (parametry jak w Tab. 4.1).

Szacunkowy wymiar korelacji D2 (w notacji stosowanej przez [128]) dla różnych

wartości parametru kMAM i parametru kch = 2950 przedstawiono w Tab. 5.1.

kMAM 0 41 42 43 46 68 72 73 89

D2 1.84 1.02 1.05 1.12 1.64 1.1 1.02 1.34 1.09

Tablica 5.1: Korelacja wymiarów atraktorów dla kch = 2950.

Dok ladniejsza analiza zachowań rozwi ↪azań modelu wykonana dla parametru kch =

2950 oraz parametru kMAM w przedziale 0–200, z krokiem równym 1 wykaza la, że
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zmiana wartości kMAM w znacznym stopniu zmienia la rodzaj uzyskanych oscylacji st ↪e-

żeń jonów wapnia (Ryc. 5.9). Dla kMAM z powyższego przedzia lu zaobserwowalísmy

1-, 2-, 3-, a nawet 7-krotne cykle graniczne oraz oscylacje o charakterze chaotycznym.

Pojedyncze cykle graniczne zosta ly zaobserwowane dla kMAM z zakresów 1–39, 74–75

i 86–88. Podwójne cykle graniczne istniej ↪a dla kMAM z zakresów 47–67, 76–85, 90–94,

96–98, 100–101 oraz kMAM=40. Potrójne cykle graniczne wyst ↪epuj ↪a dla kMAM rów-

nego 69 i 70. Ponadto zaobserwowano siedmiokrotny cykl graniczny dla kMAM = 71.

Analiza wyk ladników Lapunowa i przeci ↪eć Poincarégo sugeruj ↪a istnienie wyst ↪epowania

chaosu deterministycznego dla kMAM z przedzia lów 41–46, 72–73 i dla kMAM równego

0, 68, 89, 95, 99. Ryc. 5.9 przedstawia schematycznie uzyskane wyniki dla kMAM

z przedzia lu od 0–101. Co wi ↪ecej dla parametru kMAM ≥ 102 nie uzyskalísmy sta-

bilnego cyklu granicznego. Dla tych wartości wi ↪ekszość trajektorii przyci ↪agana by la

do stabilnego punktu stacjonarnego z wysokim poziomem jonów wapnia w przedziale

mitochondrialnym (CaMit > 18µM) - Ryc. 5.13 - co może zostać uznane za pocz ↪at-

kow ↪a faz ↪e apoptozy, której wewn ↪etrzny szlak inicjuje proces akumulacji jonów wapnia

w mitochondrium [122, 140, 237].

Dla parametru kch=4100 dokonalísmy podobnej analizy zmieniaj ↪ac parametr kMAM

od 0 do 1600 z krokiem równym 50. Stabilne pojedyncze cykle graniczne obecne by ly

dla kMAM z zakresów 0–150, 550–850, 1050–1200, 1300–1400, 1500–1550. Stabilne

podwójne cykle graniczne obecne by ly dla kMAM z zakresów 200–500, 900–1000 oraz

kMAM równego 1250 i 1450. Zachowania chaotyczne obserwowano dla kMAM równego

1600 (Ryc. 5.9, prawy panel). Dla kMAM ≥ 1650 trajektoria chaotyczna traci stabilność

i wi ↪ekszość trajektorii z tego obszaru d ↪aży do punku stacjonarnego, który charaktery-

zuje si ↪e wysokim st ↪eżeniem jonów wapnia w przedziale mitochondrialnym. Efekt ten

można interpretować jako wczesn ↪a faz ↪e procesu apoptozy. Ryc. 5.9 przedstawia sche-

matycznie uzyskane wyniki dla kMAM z przedzia lu od 0 – 1600.

Na Ryc. 5.10 przedstawiona zosta la mapa zależności okresu oscylacji st ↪eżeń jonów

wapnia od dwóch parametrów K4 oraz kMAM . Okres oscylacji waha l si ↪e w przedziale

od 11 do 22 sekund. Dla parametru K4 > 3.6 okres oscylacji praktycznie nie zmienia l

si ↪e i niezależnie od wartości parametru kMAM wynosi l oko lo 12 s. Natomiast dla usta-

lonej wartości parametru K4 z przedzia lu (0–3.6) okres oscylacji zwi ↪eksza l si ↪e wraz ze

wzrostem wartości parametru kMAM
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Rycina 5.10: Zależność okresu oscylacji (w sekundach) od parametrów kMAM i K4 .
Bia ly obszar odpowiada zbiorowi parametrów, dla których rozwi ↪azania periodyczne nie
wyst ↪epowa ly.

5.2.3 Wp lyw kMAM na poziom st
↪
eżeń jonów wapnia

Wykresy przedstawiaj ↪ace zmiany minimalnych i maksymalnych wartości st ↪eżeń jo-

nów wapnia w CaCyt oraz CaMit w reżimie stabilnych cykli granicznych, w zależności

od wspó lczynnika kMAM , znajduj ↪a si ↪e na Ryc. 5.11. Dla lepszej wizualizacji punkty

maksimum i minimum dla wartości kMAM z Ryc. 5.9 po l ↪aczone zosta ly liniami ci ↪ag lymi.

Minimalne i maksymalne wartości st ↪eżeń jonów wapniowych w cytozolu (CaCyt) pozo-

staj ↪a niemal sta le dla obu wartości kch (2950 i 4100) (prawe panele Ryc. 5.11). Dla

kch = 2950 maksymalne CaMit charakteryzuje si ↪e tendencj ↪a wzrostow ↪a (pomijaj ↪ac nie-

wielkie perturbacje, wynikaj ↪ace ze zmiany charakteru rozwi ↪azań oscylacyjnych), a mi-

nimalna wartość CaMit zmniejsza si ↪e. Podobnie dla kch = 4100 obserwujemy istotny

wzrost maksymalnych st ↪eżeń jonów wapnia w mitochondriach, natomiast minimalne

wartości pozostaj ↪a stabilne nieznacznie malej ↪a. Z tego powodu amplituda oscylacji

st ↪eżeń jonów wapnia w mitochondrium rośnie wraz z kMAM .
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Rycina 5.11: Minimalne i maksymalne wartości CaMit (lewy panel) oraz CaCyt (prawy
panel) dla rozwi ↪azań periodycznych. Górne panele - kch = 2950, dolne panele -
kch = 4100. Dla lepszej wizualizacji punkty maksimum i minimum dla wartości kMAM

z Ryc. 5.9 po l ↪aczone zosta ly liniami ci ↪ag lymi.

5.2.4 Punkty stacjonarne

Punkty stacjonarne wyznaczono za pomoc ↪a ”
MATLAB - Optimisation Toolbox”,

dla zestawu parametrów takich jak przedstawione w Tab. 4.1. Na Ryc. 5.12 pokazano

zależność stanów stacjonarnych od wartości parametru kMAM w przedziale 0–10000

(pozosta le parametry tak jak w Tab. 4.1). Dla kMAM = 0 (tak jak ma to miejsce

w przypadku modelu Marhla, opisanego w [183]) istnieje tylko jeden dodatni punkt

stacjonarny

P3M = (CaCyt = 0.257, CaER = 0.730, CaMit = 0.102, CaPr = 86.41)

(oznaczony na rysunku na niebiesko), który jest niestabilny. Wraz ze wzrostem kMAM

zachodzi bifurkacja typu siod lo-w ↪eze l już dla wartości kMAM ≈ 0.5 i pojawiaj ↪a si ↪e

dwa nowe stany stacjonarne: stabilny P1 (oznaczony na zielono) oraz niestabilny P2

(oznaczony kolorem czerwonym). Charakterystycznym jest fakt, że dwa pierwsze stany

P1 i P2 znacz ↪aco zmieniaj ↪a si ↪e wraz ze zmian ↪a wartości kMAM , podczas gdy koordynaty

punktu P3 prawie wcale si ↪e nie zmieniaj ↪a. Przyk ladowe punkty stacjonarne dla kMAM =

1200:
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P1 = (CaCyt = 9.18× 10−3, CaER = 0.892, CaMit = 19.1, CaPr = 10.1) (stabilny)

P2 = (CaCyt = 0.107, CaER = 1.02, CaMit = 5.94, CaPr = 62.0) (niestabilny)

P3 = (CaCyt = 0.254, CaER = 0.730, CaMit = 0.173, CaPr = 86.1) (niestabilny)

Rycina 5.12: Zachowanie punktów stacjonarnych w kMAM ∈ [0, 10000]: P1 - zielony
(stabilny), P2 - czerwony (niestabilny) oraz P3 - niebieski (niestabilny). P1 i P2 powstaj ↪a
w wyniku bifurkacji typu siod lo-w ↪eze l przy kMAM = 0.5. Strza lki wskazuj ↪a wzrost
wartości parametru kMAM .

Ze wzgl ↪edu na orientacj ↪e Ryc. 5.12 nie oddaje dobrze wartości st ↪eżeń jonów wapnia

w stanach stacjonarnych, w szczególności w kompartmencie mitochondrialnym. Punkty

te wraz z niektórymi trajektoriami do nich d ↪aż ↪acymi oraz oraz stabilnym cyklem gra-

nicznym pokazane zosta ly na Ryc. 5.13. Jak widać na wykresie istnieje separatrysa

 l ↪acz ↪aca punkty P1 i P2.

Dla szerokiego zakresu wartości parametru kMAM (np. kMAM ∈ (0.5, 1649]) sys-

tem zachowuje si ↪e jak uk lad bistabilny, w którym wspó listniej ↪a dwa atraktory: sta-

bilny punkt stacjonarny P1 oraz stabilny cykl graniczny/przyci ↪agaj ↪aca trajektoria cha-

otyczna. jednoczesne istnienie powyższych atraktorów, charakteryzuj ↪acych si ↪e dużymi

basenami przyci ↪agania ma istotne znaczenie biologiczne. Oscylacje wapniowe stano-

wi ↪a istotny czynnik b ↪ed ↪acy cz ↪eści ↪a sieci sygna lowej, sprawdzaj ↪acy czy komórka jest
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w dobrej kondycji. Natomiast podwyższony nap lyw jonów wapnia do mitochondriów

(realizuj ↪acy si ↪e na trajektoriach przyci ↪aganych do punktu P1) i ich sekwestracja w tym

kompartmencie może skierować komórk ↪e na szlak programowanej śmierci (scenariusz

apoptozy Rozdz. 5.4). Na Ryc. 5.14 przedstawiono rzut basenu przyci ↪agania punktu

P1 dla parametrów przedstawionych w Tab. 4.1 na p laszczyzny CaCyt-CaER, CaCyt-

CaMit i CaER-CaMit. Jak widać wi ↪ekszość trajektorii uk ladu przyci ↪agana jest przez

stabilny cykl graniczny, co oznacza, że oscylacje s ↪a odporne na zaburzenia (uk lad ho-

meostatyczny). Jednakże dla dużych wartości kMAM (np. kMAM ≥ 1649) to punkt

P1 przyci ↪aga znakomita wi ↪ekszość trajektorii. Takie zachowanie może być zinterpre-

towana jako akumulacja wapnia w mitochondriach (p ↪ecznienie mitochondriów), który

wyst ↪epuj ↪a w pocz ↪atkowej fazie apoptozy (podrozdzia l 5.4).

Rycina 5.13: Stany stacjonarne P1, P2, P3 systemu (4.2) - (4.4) i stabilny cykl graniczny
dla parametrów przedstawionych w Tab. 4.1. Punkt P3 pozostaje schowany pod wy-
kresem cyklu granicznego. W powi ↪ekszeniu widoczny jest z lożony charakter oscylacji
w pobliżu punktu P3. Kolorami oznaczone s ↪a trajektorie przyci ↪agane przez punkty P1,
P2, P3.
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Rycina 5.14: Baseny przyci ↪agania punktu P1: rzutowanie na przestrzeń CaCyt−CaER,
CaCyt − CaMit oraz CaER − CaMit. Czarny punkt odpowiada stabilnemu punktowi
stacjonarnemu P1 = (9.18 × 10−3, 0.892, 19.1), szare punkty odpowiadaj ↪a wartościom
punktów pocz ↪atkowych trajektorii przyci ↪aganych przez punkt P1. Trajektorie startu-
j ↪ace z bia lego obszaru przyci ↪agane s ↪a przez stabilny cykl graniczny.

5.2.5 Podsumowanie dotycz
↪
ace Modelu #1

Zaproponowany przez nas model (oznaczony jako Model #1) oscylacji st ↪eżeń jonów

wapnia (Rozdz. 4.1.1) uwzgl ↪ednia jawnie miejsca bliskiego kontaktu mitochondriów

i ER - tzw. struktury MAM. Badania numeryczne wykaza ly, że powyższe struktury

maj ↪a istotny wp lyw na rodzaj i kszta lt profili przebiegów czasowych oscylacji st ↪e-

żeń jonów wapniowych. W modelu tym uzyskano szereg typów oscylacyjnych, od

prostych oscylacji st ↪eżeń jonów wapnia, przez z lożone oscylacje typu
”
bursting”, po

quasi-periodyczne rozwi ↪azania chaotyczne. Zmiany parametru kMAM (czyli maksymal-

nej przepustowości interfejsu MAM) zmienia typ oscylacji. Wzrost kMAM powoduje

zazwyczaj regularyzacj ↪e trajektorii. Np. dla parametrów kch = 2950 i kMAM = 0

istniej ↪a rozwi ↪azania chaotyczne, natomiast nawet dla bardzo ma lych wartości kMAM ,

trajektorie startuj ↪ace z tych samych warunków pocz ↪atkowych tworz ↪a stabilny cykl gra-

niczny (Ryc. 5.9). Wp lyw bezpośredniego przep lywu wolnych jonów wapnia przez

interfejs MAM nie ogranicza si ↪e jedynie do regularyzacji trajektorii. Wraz ze wzrostem

przep lywu jonów wapnia przez miejsca kontaktu widoczne s ↪a bardziej z lożone wzorce

oscylacji - reprezentowane przez proste, z lożone cykle graniczne i quasi-periodyczne

rozwi ↪azania chaotyczne. Ponadto, dla dużych wartości kMAM basen przyci ↪agania roz-

wi ↪azań oscylacyjnych zmniejsza si ↪e znacz ↪aco i wi ↪ekszość trajektorii zbiega do stabilnego

punktu stacjonarnego P1 (Ryc. 5.14, charakteryzuj ↪acego si ↪e wysokim poziomem st ↪eże-

nia jonów wapnia w mitochondriach. Np. dla kMAM = 1200 st ↪eżenie jonów wapnia w

mitochondriach w punkcie stacjonarnym P1 wynosi CaMit = 19.1µM. Z biologicznego

punktu widzenia tego typu sytuacja może być interpretowana jako pocz ↪atkowa faza

procesu apoptozy (tzw.
”
puchni ↪ecie mitochondriów”). Zaobserwowalísmy również, że

wzrost wspó lczynnika kMAM wp lywa na kszta lt profili przebiegów czasowych, tak że

dla wysokich wartości kMAM  ladowanie mitochondriów wapniem zaczyna si ↪e o wiele

szybciej, niż w przypadku niskich wartości kMAM . Ponadto, amplituda i okres oscyla-

cji oraz średnie st ↪eżenie jonów wapnia w mitochondriach (CaMit) rośnie z wielkości ↪a
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parametru kMAM . Zaproponowany powyżej pocz ↪atkowy etap scenariusza apoptozy jest

ścísle zwi ↪azany z kompleksami b lonowymi MAM.

5.3 Analiza Modelu #2

Jak już wspomnielísmy w Rozdz. 4.1.2, w Modelu #2 uwzgl ↪edniono również spe-

cyficzne w laściwości bia lka transportuj ↪acego wapń do wn ↪etrza mitochondrium – uni-

portera mitochondrialnego (MICU). Bia lko to przy stosunkowo niskich st ↪eżeniach Ca2+

przenosi jony wapnia w tzw. szybkim modzie RaM-owym, który jest bardziej efektywny

niż mod standardowy. Przep lyw wapnia do mitochondriów w tym modelu sk lada si ↪e

zatem z dwóch sk ladowych: pierwsza uwzgl ↪ednia wspomniany powyżej szybki tryb

RaM-owy, druga opisuje prac ↪e uniportera mitochondrialnego w trybie standardowym.

Z tego powodu wyrażenia opisuj ↪ace strumień jonów wapnia wp lywaj ↪acych do mito-

chondriów w obszarze struktur MAM (JMAM) i poza nimi (Jin) sk ladaj ↪a si ↪e z dwóch

cz ↪eści, odpowiadaj ↪acych powyższym modom pracy uniportera. Zatem

JMAM = JMAM2 + JMAM8 := kMAM2
Ca2

ER

K2
4,2 + Ca2

ER

+ kMAM8
Ca8

ER

K8
4,8 + Ca8

ER

,

Jin = Jin2 + Jin8 := kin2

Ca2
Cyt

K2
2,2 + Ca2

Cyt

+ kin8

Ca8
Cyt

K8
2,8 + Ca8

Cyt

.

gdzie JMAM2 i Jin2 opisuj ↪a mod RaMowy pracy uniportera, natomiast JMAM8 i Jin8

tryb standardowy.

Symulacje numeryczne, których wyniki zosta ly przedstawione w tym rozdziale w wi ↪ek-

szości przypadków zosta ly wykonane dla parametrów przedstawionych w Tab. 4.2

i jest to przypadek referencyjny. Jeśli wartości któregoś z parametrów by ly inne niż

w Tab. 4.2, zosta lo to explicite zaznaczone.

W celu u latwienia analizy wp lywu wspó lczynników kMAM2 i kMAM8 na zachowanie

modelu zdefiniowano dodatkowy parametr kMAM :

kMAM = kMAM2 + kMAM8 (5.2)

z ustalonym stosunkiem:

kMAM8/kMAM2 = 4 (5.3)

W rozdziale tym skoncentrujemy si ↪e na:

• istnieniu oscylacji st ↪eżeń jonów wapnia

• stanach stacjonarnych oraz wp lywie kMAM na poziom jonów wapniowych

• wp lywie kMAM na okres oscylacji
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• możliwym scenariuszu apoptozy wywo lanego akumulacj ↪a jonów wapnia w mito-

chondriach

Punkty stacjonarne uk ladu (4.22)–(4.26) określone zosta ly za pomoc ↪a programu

”
MATLAB Optimization Toolbox”dla zestawu parametrów przedstawionych w Tab. 4.2

i analizowane dalej w odniesieniu do parametru kMAM z użyciem programu MatCont

(Matlab Continuation Toolbox) [69].

5.3.1 Analiza przebiegów czasowych

Przeprowadzone symulacje numeryczne wykaza ly istnienie nieregularnych rozwi ↪a-

zań periodycznych dla szerokiego zakresu parametru kMAM (i innych parametrów jak

w Tab. 4.2). Zauważmy, że ze wzgl ↪edu na (5.2) i (5.3) zadaj ↪ac wartość parametr

kMAM jesteśmy w stanie wyznaczyć wartości parametrów kMAM2 i kMAM8. Parametr

kMAM w dalszych rozważaniach b ↪edzie parametrem bifurkacyjnym. Jak już wspomi-

nalísmy, w odróżnieniu od Modelu #1, w Modelu #2 nie wyst ↪epuj ↪a quasi-periodyczne

rozwi ↪azania chaotyczne. Wydaje si ↪e, że przyczyn ↪a tego stanu rzeczy jest inna postać

przep lywu Jout danego przez (4.35), który w tym przypadku nie zależy od st ↪eżenia

jonów wapnia w cytozolu. Oscylacje nieregularne maj ↪a dla wi ↪ekszości rozpatrywanych

zestawów parametrów stosunkowo duży basen przyci ↪agania, jednak, wraz ze wzrostem

wspó lczynnika kMAM , wi ↪ekszość trajektorii uk ladu (4.22)–(4.26) przyci ↪agana jest przez

stabilny punkt stacjonarny P .

Oscylacje st
↪
eżeń jonów wapnia

Oscylacje st ↪eżeń wolnych jonów wapnia typu
”
bursting” w poszczególnych kompart-

mentach oraz czasowy przebieg st ↪eżenia uwapniowanych buforów w cytozolu (CaPr)

zosta ly przedstawione na Ryc. 5.15. Odpowiadaj ↪acy tym oscylacjom portret fazowy

w przestrzeni CaCyt, CaMit, CaER pokazany jest na Ryc. 5.16. Parametry, dla których

istniej ↪a tego typu rozwi ↪azania oscylacyjne przedstawiono w Tab. 4.2. Oscylacje te cha-

rakteryzuj ↪a si ↪e powolnym wyp lywem jonów wapnia z kompartmentu mitochondrialnego

oraz szybk ↪a wymian ↪a jonów wapnia pomi ↪edzy cytozolem i ER.

126



5.3. Analiza Modelu #2

Rycina 5.15: Trajektorie oscylacji wapniowych, zmiany st ↪eżenia wapnia w poszczegól-
nych kompartmentach: gwa ltowne oscylacje typu

”
bursting”

Rycina 5.16: Trójwymiarowy 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 parametrów

jak w Tab. 4.2, przedstawiono na Ryc. 5.17. Każdy cykl może być podzielony na trzy

fazy. Faza I - zaczyna si ↪e, gdy poziom wapnia w cytozolu (CaCyt) osi ↪aga wartość

maksymaln ↪a (t = 4.4 s) i trwa do czasu aż poziom wapnia w mitochondriach (CaMit)

osi ↪agnie wartość maksymaln ↪a (t = 4.8 s). W tej fazie wiod ↪acymi procesami s ↪a: uwal-

nianie wolnych jonów wapnia z retikulum oraz znaczny pobór Ca2+ przez mitochondria

i buforowanie poprzez bia lka cytozolu.

W fazie drugiej aktywowany jest powolny strumień jonów wapnia z mitochondriów

do cytozolu. Wi ↪ekszość uwolnionych jonów wapnia zwi ↪azana jest z cytozolicznymi bia l-

kami buforuj ↪acymi. Ważnym procesem, zachodz ↪acym w tej fazie jest szybka wymiana

wapnia pomi ↪edzy cytozolem i ER, co prowadzi do ma lych, szybkich drgań st ↪eżenia wap-

nia w tych kompartmentach. Ten etap kończy si ↪e, gdy poziom wapnia buforowanego

(CaPr) osi ↪aga wartość maksymaln ↪a (tj. dla t = 18.1 s).

W fazie III, wiod ↪acym procesem jest dysocjacja kompleksów bia lkowo-wapniowych.

Mitochondria i ER s ↪a ” ladowane”, podczas gdy poziom wapnia w cytozolu najpierw

zmniejsza si ↪e, a nast ↪epnie wzrasta, aby osi ↪agn ↪ać maksymaln ↪a wartość, która wyznacza

koniec III fazy (t = 21.05 s).

Ca ly okres trwa 16.65 sekundy, a st ↪eżenia wolnych jonów wapnia w poszczególnych

kompartmentach wahaj ↪a si ↪e w przedzia lach: (0.089, 0.44) dla CaCyt, (0.69, 0.86) dla

CaER, (0.38, 0.55) dla CaMit oraz (84.4, 85.4) dla CaPr.

Powyższe przebiegi czasowe cz ↪eściowo przypominaj ↪a wyniki pomiarów opisanych

w [136] po aktywacji histamin ↪a, mimo że w [136] autorzy brali pod uwag ↪e oscylacje,

które mia ly tendencje zanikowe, w wyniku czego ustala l si ↪e nowy stan równowagi.

W eksperymentach przeprowadzonych przez [136] pik st ↪eżenia wapnia cytozolicznego

(CaCyt) poprzedza l pik st ↪eżenia wapnia mitochondrialnego (CaMit), oraz minimum

wapnia retikularnego (CaEr), tak jak w prezentowanym powyżej modelu. Podobne

by ly też minima i maksima przebiegów czasowych st ↪eżeń jonów wapnia. Kolejnym po-

dobieństwem pomi ↪edzy pomiarem eksperymentalnym, a oscylacjami przedstawionymi

na Ryc. 5.17, jest prosty, liniowy, spadek st ↪eżenia jonów wapnia w mitochondriach

w odróżnieniu od oscylacyjnego spadku jonów wapnia w cytozolu (sk ladowa o niskiej

amplitudzie i wysokiej cz ↪estotliwości widoczna na Ryc. 5.17 mi ↪edzy t ∼= 6 i t ∼= 18 se-

kund ↪a). Dodatkowo profil przebiegów czasowych i poziom st ↪eżeń jonów wapnia w cyto-

zolu na Ryc. 5.17 podobne s ↪a do wykresu danych eksperymentalnych przedstawionego

na Ryc. 1 w pracy [29].

Przep lywy domitochondrialne

Przep lywy przez struktury MAM mog ↪a stanowić istotny czynnik wp lywaj ↪acy na

dynamik ↪e przedstawionego w tym rozdziale modelu. W celu weryfikacji powyższej
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Rycina 5.17: Przebiegi czasowe st ↪eżeń jonów wapnia w cytozolu, retikulum i mitochon-
driach dla jednego okresu oscylacji. CaCyt - gruba, ci ↪ag la linia, CaMit - cienka, ci ↪ag la
linia, CaER - gruba, przerywana linia, CaPr - cienka, przerywana linia.

hipotezy przeprowadzilísmy porównanie przep lywów mitochondrialnych Jin i JMAM

(Ryc. 5.15 - lewy panel).

Pomimo, że przep lyw Jin charakteryzuje si ↪e nieznacznie wyższ ↪a wartości ↪a maksy-

maln ↪a, to ca lkowity przep lyw jonów wapniowych przez struktury MAM jest wi ↪ekszy.

Ca lkowity przep lyw przez struktury MAM wynosi l∫ t+T

t

JMAM(s) ds = 3.55

w trakcie jednego okresu równego T = 16.65 s i przewyższa l przep lyw przez uniportery

usytuowane poza MAM ∫ t+T

t

Jin(s) ds = 0.37

. Prawy panel pokazuje dwie sk ladowe wp lywu wapnia do mitochondrium wewn ↪atrz

struktur MAM, które odpowiadaj ↪a dwóm modu lom pracy uniportera: trybowi normal-

nemu - JMAM2 oraz trybowai RaM - JMAM8, które zdefiniowane zosta ly w równaniu

(4.33). Maksymalne wartości przep lywu JMAM2 s ↪a mniejsze od maksymalnych wartości

przep lywu JMAM8, a ca lkowity przep lyw w trybie normalnym∫ t+T

t

JMAM2(s) ds = 1.08

okaza l si ↪e być znacznie mniejszy od ca lkowitego przep lywu w trybie RaM∫ t+T

t

JMAM8(s) ds = 2.47
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S luszn ↪a wydaje si ↪e wi ↪ec konkluzja, że przep lyw jonów wapniowych przez struktury

MAM w trybie szybkiego poboru jest istotny w kszta ltowaniu oscylacji st ↪eżeń jonów

Ca2+.

Rycina 5.18: Przebiegi czasowe mitochondrialnych przep lywów wapnia dla oscyla-
cji typu

”
bursting” (parametry jak w Tab. 4.2). Lewy panel Jin = Jin2 + Jin8

i JMAM = JMAM2 + JMAM8. Prawy panel JMAM2 and JMAM8. Wyniki ca lkowania po
jednym okresie (T ≈ 16.65s) wynosz ↪a:

∫ t+T
t

Jin(s) ds = 0.37,
∫ t+T
t

JMAM(s) ds = 3.35,∫ t+T
t

JMAM2(s) ds = 1.08 oraz
∫ t+T
t

JMAM8(s) ds = 2.47.

5.3.2 Wp lyw kMAM na st
↪
eżenia jonów wapniowych, cykle

graniczne i stany stacjonarne

Na Ryc. 5.19 widoczne s ↪a diagramy bifurkacyjne dla rozwi ↪azań uk ladu (4.22)–(4.26)

reprezentowanych przez CaCyt (lewy, górny panel), CaER (prawy, górny panel) oraz

CaMit (dolny panel), z kMAM jako parametrem bifurkacyjnym (i innymi parametrami

jak w Tab. 4.2). Linia ci ↪ag la oznacza rozwi ↪azania stabilne, natomiast linia przery-

wana rozwi ↪azania niestabilne. Z diagramów tych wynika, że dla kMAM ∈ [0, 1000]

istnieje dok ladnie jeden punkt stacjonarny P , który jest stabilny dla kMAM > 808,

natomiast niestabilny dla kMAM ∈ [0, 808]. Dla kMAM = 808 zachodzi bifurkacja typu

Hopfa i dla kMAM < 808 istnieje cykl graniczny LC1. LC1 jest stabilny w przedziale

kMAM ∈ [266, 808] i niestabilny dla kMAM ∈ [0, 266]. Dla wartości kMAM = 266

nast ↪epuje rozga l ↪ezienia si ↪e cykli granicznych LC1 i nowego cyklu LC2. Niestabilne

rozwi ↪azanie periodyczne,  l ↪acz ↪ace LC1 z LC2, widoczne na Ryc. 5.19 jest hipotetycz-

nym dope lnieniem do cz ↪eści rozwi ↪azań znalezionych metodami numerycznymi. Cykl

graniczny LC2 zachowuje stabilność dla kMAM ∈ [0, 360].

130



5.3. Analiza Modelu #2

Rycina 5.19: Diagram bifurkacyjny: CaCyt (górny, lewy panel), CaER (górny, prawy)
oraz CaMit (dolny panel) z kMAM ∈ [0, 1000] jako parametrem bifurkacyjnym. Pozo-
sta le parametry jak w Tab. 4.2. Punkt stacjonarny P jest stabilny dla kMAM > 808.
Dla kMAM = 808 zachodzi bifurkacja typu Hopfa i pojawia si ↪e cykl graniczny LC1 sta-
bilny dla kMAM ∈ [266, 808]. LC1 traci stabilność dla kMAM < 266. Dla kMAM < 360
istnieje stabilny cykl graniczny LC2. Linia ci ↪ag la oznacza rozwi ↪azania stabilne, nato-
miast linia przerywana rozwi ↪azania niestabilne.

Z Ryc. 5.19 wnioskujemy, że wzrost wartości parametru kMAM powoduje zmniejsze-

nie amplitudy oscylacji oraz podwyższenie minimalnej wartości CaMit. Podobne wnio-

ski
”
bifurkacyjne” s ↪a s luszne również dla innych wartości parametru K4,8. Wynikaj ↪a

one z analizy Ryc. 5.21 z rozdzia lu 5.3.3. Np. dla K4,8 = 1.5 zmianie ulegaj ↪a wartości

parametru kMAM , dla których dochodzi do bifurkacji typu Hopfa (kMAM = 238) oraz

rozga l ↪ezienia cykli granicznych (kMAM = 80).

Na Ryc. 5.20 widoczny jest stabilny cykl graniczny LC2 dla kMAM = 250, K3 = 3.5

oraz pozosta lych parametrów jak w Tab. 4.2 (niebieska krzywa). Krzywa czerwona

przedstawia ścieżk ↪e punktu stacjonarnego P dla K3 = 3.5 i kMAM z przedzia lu [0,2000].

Linia ci ↪ag la krzywej czerwonej odpowiada stabilnym stanom stacjonarnym (kMAM >

864), natomiast linia przerywana odpowiada stanom niestabilnym. Strza lka wskazuje

kierunek wzrostu wartości parametru kMAM . Czerwony punkt widoczny na wykresie

przedstawia punkt stacjonarny dla wartości kMAM = kMAM2 +kMAM8 = 50+200 = 250

(tak jak w referencyjnym zestawie parametrów podanym w Tab. 4.2). Dla kMAM > 864
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Rycina 5.20: Portret fazowy 3-D oscylacji typu
”
bursting” dla K3 = 3.5 i pozosta lych

parametrach jak w Tab. 4.2 i
”
ścieżka” stanu stacjonarnego dla kMAM ∈ [0, 2000].

Kierunek wzrostu wartości parametru kMAM oznaczono strza lk ↪a. Linia przerywana
oznacza niestabilne stany stacjonarne, linia pe lna - stabilne. Bifurkacja Hopfa zachodzi
dla kMAM = 864 i jest oznaczona jako pogrubiony punkt.

stabilny punkt stacjonarny P jest jedynym atraktorem uk ladu, tak wi ↪ec wszystkie tra-

jektorie zbiegaj ↪a do niego asymptotycznie w czasie. Punkt ten charakteryzuje si ↪e wy-

sok ↪a, rosn ↪ac ↪a wraz z kMAM wartości ↪a CaMit. Np. dla kMAM = 1000 CaMit = 1.84,

natomiast dla kMAM = 2000 CaMit = 4.24. Zatem odpowiednio duży przep lyw przez

struktury MAM (odpowiadaj ↪acy dużym wartościom parametru kMAM) wymusza przej-

ście systemu do stanu, w którym wapń akumulowany jest w kompartmencie mitochon-

drialnym, co stanowi pocz ↪atkowy etap procesu apoptozy. Zagadnienie to zostanie opi-

sane w Rozdz. 5.4.

5.3.3 Wp lyw wspó lczynnika kMAM na okres oscylacji

W niniejszym rozdziale badamy wp lyw parametrów K4,8 i kMAM na okres oscy-

lacji. Ze wzgl ↪edu na fakt, iż niestabilne rozwi ↪azania periodyczne nie maj ↪a znaczenia

z biologicznego punktu widzenia, analiz ↪e ograniczamy do stabilnych
”
odcinków” cy-

kli granicznych LC1 i LC2. Wybrane wartości parametrów to: K4,8 = 1.5, 1.8 i 2.1

oraz 0 ≤ kMAM ≤ 260. Ze wzgl ↪edu na inne wartości parametru K4,8 w stosunku do
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przypadku analizowanego na Ryc 5.19 obszary kMAM , dla których cykle graniczne LC1

i LC2 s ↪a stabilne różni ↪a si ↪e od obszarów widocznych na tej rycinie.

Rycina 5.21: Wykres stabilnych oscylacji jako funkcja parametrów kMAM i K4,8. Po-
zosta le parametry jak w Tab. 4.2.

Wyniki analizy przedstawiono na Ryc. 5.21. Dla K4,8 = 2.1 okres jest niemal

sta ly i zmienia si ↪e z 14.7 (dla kMAM = 0) do 16.9 (dla kMAM = 260). Podobnie

dla K4,8 = 1.8 okres jest prawie sta ly i maleje z 14.4 (dla kMAM = 0) do 13.8 (dla

kMAM = 260). Dla tych wartości parametru K4,8 cykl graniczny LC1 jest niestabilny

dla kMAM < 260, dlatego też nie uwzgl ↪ednilísmy okresów dla tego cyklu granicznego

w podanym wcześniej przedziale kMAM na rycinie.

Dla K4,8 = 1.5 zachowanie modelu zmienia si ↪e drastycznie. Okres oscylacji LC2

wzrasta silnie od 14.8 s (dla kMAM = 0) do 22.7 s (dla kMAM = 100). Przy wartości

kMAM ≈ 100 okres stabilnych oscylacji maleje do 2.7. Spowodowane jest to tym, iż dla

tej wartości kMAM cykl graniczny LC2 traci stabilność. Cykl graniczny LC1 istnieje

dla kMAM ≤ 238 i zachowuje stabilność dla kMAM ≥ 80.

5.3.4 Podsumowanie dotycz
↪
ace Modelu #2

Zaproponowalísmy nowy model wewn ↪atrzkomórkowych oscylacji st ↪eżeń jonów wap-

nia, który bierze pod uwag ↪e istnienie kompleksów b lonowych pomi ↪edzy mitochondriami
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oraz ER (tzw. MAM). Stanowi ↪a one miejsca kontaktu obu organelli. Model ten sta-

nowi modyfikacj ↪e wcześniejszego modelu [183]. Modyfikacje polega ly na wprowadzeniu

bezpośredniego przep lywu jonów wapnia z retikulum endoplazmatycznego do mito-

chondriów w postaci przep lywu JMAM . W stosunku do Modelu #1 rozpatrzylísmy do-

k ladniejsze postaci przep lywów JMAM i Jin (4.33), (4.34). W obu przep lywach uwzgl ↪ed-

nilísmy zatem dwie sk ladowe wp lywu wapnia do mitochondrium, które odpowiadaj ↪a

modu lom pracy uniportera: trybowi normalnemu oraz trybowi RaM. Zmodyfikowany

zosta l również przep lyw Jout, który w pracy [183] oraz w Modelu #1, zależy od cy-

tozolicznego st ↪eżenia jonów wapnia CaCyt (4.21). W Modelu #2 funkcja opisuj ↪aca

przep lyw Jout bazuje na [177, 188] i zamieszczonych tam referencjach. W Modelu #2

wyp lyw jonów wapnia z mitochondriów opisany równaniem (4.35) zależy wy l ↪acznie od

st ↪eżenia tych jonów w przedziale mitochondrialnym (CaMit). To zasadnicza różnica

pomi ↪edzy Modelem #2, a Modelem #1, która powoduje, że uk lad nie jest w stanie

generować rozwi ↪azań chaotycznych.

Zbadalísmy numerycznie wp lyw struktur MAM na okres i profil przebiegów czaso-

wych rozwi ↪azań periodycznych. Symulacje numeryczne wykaza ly istnienie wy l ↪acznie

oscylacji typu
”
bursting”. Zbadalísmy również wp lyw parametru kMAM na rozwi ↪azania

periodyczne i punkty stacjonarne. Wykazalísmy, że dla pewnych wartości parametru

K4,8 istniej ↪a przedzia ly kMAM , dla których wspó listniej ↪a dwa cykle graniczne LC1 i LC2,

różni ↪ace si ↪e amplitud ↪a i okresem oscylacji. Cykl graniczny LC1 o mniejszym okresie

i mniejszej amplitudzie oscylacji staje si ↪e stabilny dla odpowiednio wysokich wartości

parametru kMAM . Ostatecznie dla odpowiednio wysokich wartości kMAM rozwi ↪azania

periodyczne zanikaj ↪a, a wi ↪ekszość trajektorii przyci ↪agana jest przez stabilny punkt sta-

cjonarny P , charakteryzuj ↪acy si ↪e wysokim poziomem jonów wapnia w mitochondriach

(Ryc. 5.20). Wej́scie uk ladu na jedn ↪a z takich trajektorii może być interpretowane jako

pocz ↪atek procesu apoptozy.

5.4 Scenariusz apoptozy

Mitochondria pe lnia kluczow ↪a rol ↪e w procesie apoptozy, s ↪a też kluczowymi orga-

nellami utrzymuj ↪acymi homeostaz ↪e wapniow ↪a w komórce. Zgodnie z przyj ↪etym mode-

lem szlaku wewn ↪etrznego apoptozy, jednym z najważniejszych i koniecznych zdarzeń

W trakcie realizacji programowanej śmierci jest uwolnienie cytochromu C z przestrzeni

perymitochondrialnej. W tym celu musi doj́sć do fragmentacji zewn ↪etrznej b lony mi-

tochondrialnej [282]. Zgodnie z t ↪a teori ↪a jony (w tym jony wapnia), przedostaj ↪ace

si ↪e do matriks mitochondriów, zwi ↪ekszaj ↪a císnienie osmotyczne w matrix, powoduj ↪ac

przep lyw cz ↪asteczek wody w kierunku bardziej st ↪eżonego roztworu, powoduj ↪ac wzrost

obj ↪etości organelli, potocznie nazywany
”
p ↪ecznieniem mitochondriów”. Ponieważ we-

wn ↪etrzna b lona mitochondrialna posiada szereg wpukleń (tzw. grzebieni mitochon-

drialnych), jej powierzchnia jest kilkakrotnie wi ↪eksza od powierzchni b lony zewn ↪etrznej
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5.4. Scenariusz apoptozy

(por. B). Rozszerzanie si ↪e wewn ↪etrznej b lony w wyniku zwi ↪ekszenia obj ↪etości matriks

może prowadzić do utraty ci ↪ag lości zewn ↪etrznej b lony mitochondrialnej.

W niniejszej pracy wykazalísmy, że dla specyficznego zestawu parametrów oba mo-

dele pozwalaj ↪a na wygenerowanie takiego stanu badanego systemu, który charaktery-

zuje si ↪e wysokim st ↪eżeniem jonów wapnia w kompartmencie mitochondrialnym.

W Modelu #1 dla kch = 2950 i kMAM ≤ 101 oraz kch = 4100 i kMAM < 1649

istnieje stabilny cykl graniczny lub chaotyczne trajektorie, charakteryzuj ↪ace si ↪e dużym

basenem przyci ↪agania. Zachowania uk ladu zmieniaj ↪a si ↪e jednak wraz ze wzrostem

wartości kMAM , która charakteryzuje wielkość przep lywu jonów Ca2+ przez interfejs

MAM. Dla wspó lczynników kch = 2950 i kMAM ≥ 102 oraz kch = 4100 i kMAM ≥ 1649

wi ↪ekszość trajektorii zbiega do punktu stacjonarnego, który charakteryzuje si ↪e bardzo

wysokim st ↪eżeniem jonów wapnia w mitochondrium (CaMit > 18µM – punkt P1 na

Ryc. 5.13).

W Modelu #2 (dla kMAM > 864) oraz K3 = 3.5 istnieje stabilne rozwi ↪azanie -

punkt P , które charakteryzuje si ↪e wysokim st ↪eżeniem jonów wapniowych w przedziale

mitochondrialnym (Ryc. 5.20). Dla kMAM > 864 punkt P jest jedynym atraktorem

systemu, tak wi ↪ec wszystkie trajektorie zbiegaj ↪a do tego stabilnego stanu stacjonarnego.

Punkt ten charakteryzuje si ↪e wysok ↪a i rosn ↪ac ↪a wartości ↪a CaMit, która rośnie wraz ze

wzrostem wartości parametru kMAM . Np. dla kMAM = 1000 CaMit = 1.84, natomiast

dla kMAM = 2000 CaMit = 4.24.

W każdym z opisanych modeli wykazalísmy, że zwi ↪ekszanie przep lywu jonów wap-

nia przez struktury MAM poprzez manipulacj ↪e parametrem kMAM doprowadza do za-

niku stabilnych rozwi ↪azań oscylacyjnych, w wyniku czego w systemie wyst ↪epuje tylko

jedno rozwi ↪azanie stabilne - punkt stacjonarny o wysokim st ↪eżeniu jonów wapniowych

w kompartmencie mitochondrialnym.

Jak wiadomo, podwyższenie poziomu wapnia w mitochondriach towarzyszy pocz ↪at-

kowym etapom procesu apoptozy 1.4. Gromadzenie si ↪e jonów Ca2+ może wynikać ze

zwi ↪ekszonego przep lywu jonów wapniowych do mitochondrium z ER poprzez struktury

MAM. Dane eksperymentalne wskazuj ↪a, że wiele czynników stresogennych wp lywa na

ekspresj ↪e bia lek zwi ↪azanych z powstawaniem po l ↪aczeń pomi ↪edzy mitochondriami i ER.

Park i wspó lpracownicy wykazali, że stres cieplny powoduje wzrost ilości transkryp-

tów kalretikuliny (bufora wapniowego) [210]. Także szereg innych bia lek retikularnych,

wspó ltworz ↪acych struktury MAM, takich jak erp44, hsp90, grp94, grp75 czy recep-

tor sigma-1 podlegać może nadespresji, w wyniku dzia lania różnych czynników stre-

sogennych (m.in. stres oksydacyjny, niedoboru zwi ↪azków odżywczych, stres cieplny

lub wywo lany specyficznym ligandem) [8, 80, 126]. Nie tylko czynniki zwi ↪azane ze

stresem maj ↪a wp lyw na ilość struktur MAM. Ilość miejsc kontaktu regulować mog ↪a

także bia lka moduluj ↪ace kszta lt mitochondriów np. mitofuzyna-1 lub mitofuzyna-2.

Doświadczenia ze zmutowanymi liniami komórkowymi, które charakteryzowa ly si ↪e bra-

kiem mitofuzyny-2 (MFN-2 −/−), wykaza ly że komórki MFN-2 −/− posiada ly aż 40%
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mniej po l ↪aczeń pomi ↪edzy ER i mitochondriami, co mia lo duży wp lyw na transport

wapnia do mitochondriów. Z kolei nadekspresja mitofuzyny-2 i zwi ↪ekszenie po l ↪aczeń

ER-Mit jest wystarczaj ↪ace do wywo lania apoptozy w komórkach mi ↪eśni g ladkich na-

czyń krwionośnych [119]. Dodatkowo ekspozycja na intensywny stres cieplny wywo luje

wzmożon ↪a glikozylacj ↪e bia lek chaperonowych (w tym kalretikuliny) [139]. Glikozyla-

cja powoduje powstawanie bardziej stabilnych kompleksów bia lkowych, wliczaj ↪ac w to

bia lka buduj ↪ace MAM [195]. Ponieważ chaperony ER s ↪a niezb ↪edne do prawid lowego

przep lywu jonów wapnia z ER do mitochondrium, stabilizacja po l ↪aczeń powoduje, że

mitochondria s ↪a w stanie przyj ↪ać znaczne ilości jonów wapnia. Krótkotrwa ly stres

i przep lyw wapnia do mitochondriów może mieć dzia lanie anty-apoptotyczne. W przy-

padku, kiedy podwyższony poziom jonów wapnia w mitochondriach utrzymuje si ↪e przez

relatywnie d lugi czas, może to skutkować
”
p ↪ecznieniem mitochondriów”, co z kolei może

prowadzić do wej́scia komórki na szlak apoptotyczny (uwolnienie cytochromu C, AIF,

aktywacja kaspazy-9) [101, 122, 230].
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Rozdzia l 6

Podsumowanie

Zasadniczym celem poniższej pracy jest analiza oscylacji st ↪eżeń jonów wapnia w ko-

mórce eukariotycznej. Dok ladniej, przedmiotem naszego zainteresowania jest czasowe

zachowanie si ↪e st ↪eżeń niezwi ↪azanych jonów wapnia w trzech kompartmentach komórki:

cytozolu, retikulum cytoplazmatycznym oraz mitochondriach ze szczególnym uwzgl ↪ed-

nieniem obszarów bliskiego kontaktu pomi ↪edzy retikulum endoplazmatycznym (ER)

a mitochondriami. Obszary te określane s ↪a jako obszary MAM (od pierwszych liter

określenia w j ↪ezyku angielskim: Mitochondria Associated Membrane Complexes).

Podstaw ↪a ca lokompartmentowych modeli oscylacji st ↪eżeń niezbuforowanych jonów

wapnia jest za lożenie, że st ↪eżenia te wyrównuj ↪a si ↪e dostatecznie szybko w w ramach

danego kompartmentu, tak że ich przestrzenne rozk lady w danej chwili czasu można za-

st ↪apić przez rozk lady uśrednione (po danym kompartmencie). Jest to za lożenie uprasz-

czaj ↪ace, jednak bardzo cz ↪esto przyjmowane w literaturze [13, 29, 105, 183, 257]. Dla

kompartmentu cytozolicznego można je cz ↪eściowo uzasadnić przyjmuj ↪ac, że efektywny

wspó lczynnik dyfuzji jonów wapniowych jest dostatecznie duży. W przypadku dwu

pozosta lych kompartmentów sytuacja jest bardziej skomplikowana, gdyż tworz ↪a one

skomplikowane struktury geometryczne, nierzadko podzielone na rozseparowane pod-

struktury, pomi ↪edzy którymi nie może nast ↪epować swobodna wymiana jonów wapnia.

(Dodatkow ↪a komplikacj ↪a, jaka pojawia si ↪e przy rozpatrywaniu struktur typu MAM jest

fakt, że s ↪a one roz lożone niejednorodnie w obszarze komórki.) Można jednak za lożyć, że

dla interesuj ↪acych nas rozwi ↪azań oscylacyjnych wyrównywanie si ↪e st ↪eżeń w retikulum

cytoplazmatycznym i mitochondriach dokonuje si ↪e na skutek ich lokalnego dostosowania

si ↪e do jednorodnego przestrzennie st ↪eżenia jonów wapniowych w cytozolu. Dlatego też,

pozostaj ↪ac na gruncie klasycznych modeli kompartmentalnych, zak ladamy, że wewn ↪atrz

danego kompartmentu st ↪eżenie jonów wapniowych jest jednorodnie przestrzennie.

Punktem startowym do przedstawionych w Rozdziale 4 Modelu #1 oraz Mo-

delu #2 jest trójkompartmentowy model dynamiki jonów wapnia z pracy [183]. Mo-

dele te, zadane poprzez uk lady równań różniczkowych zwyczajnych, abstrahuj ↪a od

przestrzennego rozk ladu struktur typu MAM i uwzgl ↪edniaj ↪a je poprzez wprowadzenie

bezpośrednich przep lywów pomi ↪edzy mitochondrium a retikulum cytoplazmatycznym.
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Wprowadzenie powyższych przep lywów nie wynika jedynie z niemożności uwzgl ↪ednie-

nia geometrii rozmieszczenia obszarów typu MAM, ale ma również swoje pod loże bio-

logiczne. Każdy z nich stanowi bowiem sam w sobie struktur ↪e niemalże zamkni ↪et ↪a,

z której wyp lyw jonów wapniowych jest istotnie utrudniony.

W Rozdziale 1 opisane zosta ly komórkowe mechanizmy kontroluj ↪ace st ↪eżenia jonów

wapniowych w poszczególnych kompartmentach, ze szczególnym uwzgl ↪ednieniem kana-

 lów, pomp i wymienników wapniowych w retikulum endoplazmatycznym i w mitochon-

driach. Opisana zosta la również struktura kompleksów mitochondrialno-retikularnych

MAM. Obszary te odkryto już w latach 70-tych, jednak dopiero od niedawna s ↪a one

przedmiotem intensywnych badań eksperymentalnych. Badania za pomoc ↪a mikroskopii

elektronowej, FRET i metod genetycznych pozwoli ly na dok ladne określenie struktury

fizycznej oraz zidentyfikowanie komponent tworz ↪acych MAM. Odleg lość mi ↪edzy b lo-

nami odgraniczaj ↪acymi w kompleksie waha si ↪e od 10 - 30 nm. Tworz ↪a one zatem

fizyczne po l ↪aczenia przypominaj ↪ace synapsy umożliwiaj ↪ace szybsze przekazywanie jo-

nów wapnia z ER do mitochondriów i odwrotnie. Interfejs mitochondrialno-retikularny

stabilizowany jest przez szereg protein, które w wi ↪ekszości powi ↪azane s ↪a z g lównymi

elementami przewodz ↪acymi sygna l wapniowy w tych kompartmentach, tj. receptorem

IP3R, pomp ↪a wapniow ↪a SERCA oraz kana lem VDAC. Szacuje si ↪e, że w 80% przep lywu

jonów wapniowych pomi ↪edzy mitochondrium a retikulum, odbywaj ↪acy si ↪e pośrednio

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

W Rozdziale 2 startuj ↪ac z matematycznego opisu czaso-przestrzennej dynamiki

jonów wapnia w komórce wyrażonego w j ↪ezyku równań typu reakcji-dyfuzji na st ↪eżenia

wolnych i zbuforowanych jonów wapnia, pokazujemy, jak przy za lożeniu odpowiednio

dużych wartości wspó lczynników dyfuzji, możemy otrzymać (asymptotycznie) uk lady

równań różniczkowych zwyczajnych opisuj ↪acych modele kompartmentowe. Pokazu-

jemy też, jak przy za lożeniu dostatecznie szybkich reakcji przy l ↪aczania i od l ↪aczania

jonów wapnia do miejsc buforuj ↪acych w danym kompartmencie, równania różniczkowe

na st ↪eżenia protein buforuj ↪acych możemy aproksymować równaniami algebraicznymi,

upraszczaj ↪ac tym samym istotnie matematyczn ↪a i numeryczna analiz ↪e uk ladu. Tego

rodzaju przybliżenia zosta ly zastosowane w zaproponowanych przez nas w Rozdziale

4 dwóch modelach kompartmentalnych maj ↪acych na celu zbadanie wp lywu obszarów

typu MAM na oscylacje st ↪eżenia wapnia w komórce eukariotycznej. W rozdziale tym

przedstawiamy również inny, bardzo istotny z fizjologicznego punktu widzenia, rodzaj

czaso-przestrzennej dynamiki wapnia w komórkach - fale wapniowe. Sztandarowym

przyk ladem tego rodzaju dynamiki s ↪a fale biegn ↪ace wapnia w komórkach mi ↪eśniowych.

W Podrozdziale 3.2 przedstawiamy rezultaty pracy [147, 143, 148], dotycz ↪acej fal bie-

gn ↪acych wapnia w d lugich komórkach. Praca ta bierze również pod uwag ↪e zjawisko

generowania napr ↪eżeń mechanicznych w komórce poprzez lokalne odchylenia st ↪eżenia

wapnia od stanu równowagowego, jak również zjawisko odwrotne, tzn. pozyskiwanie
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wolnych jonów wapnia z magazynów retikularno-mitochondrialnych wskutek napr ↪eżeń

mechanicznych.

W Rozdziale 4 opisane zosta ly dwa modele ewolucji uśrednionego st ↪eżenia jonów

wapnia w trójkompartmentowym opisie komórki eukariotycznej. Jak już wspominali-

śmy, celem obydwu modeli jest uwzgl ↪ednienie po l ↪aczeń mi ↪edzy siateczk ↪a śródplazma-

tyczn ↪a a mitochondriami, których istnienie pozwala na prawie bezpośredni przep lyw jo-

nów wapnia pomi ↪edzy tymi organellami. Punktem wyj́scia do budowy tych modeli jest

model przedstawiony w pracy [183]. W Modelu #1 modyfikacje w stosunku do modelu

z pracy [183] polegaj ↪a na wprowadzeniu bezpośrednich przep lywów mitochondrialno-

retikularnych i zmianie niektórych parametrów uk ladu. Wprowadzenie powyższych

przep lywów regularyzuje dynamik ↪e uk ladu: dla dostatecznie dużych wartości wspó l-

czynnika kMAM , określaj ↪acego nat ↪eżenie przep lywów jonów wapnia poprzez interfejsy

MAM, quasi-periodyczne rozwi ↪azania chaotyczne, b ↪ed ↪ace charakterystyczn ↪a cech ↪a mo-

delu Marhla, przestaj ↪a istnieć i ust ↪epuj ↪a miejsca oscylacjom typu
”
bursting”, b ↪adź też

oscylacjom regularnym. Bezpośrednie przep lywy retikularno-mitochondrialne zmie-

niaj ↪a również efektywny okres oscylacji wapniowych. Okazuje si ↪e, że okres ten rośnie

ze wzrostem wartości wspó lczynnika kMAM . Wprowadzenie przep lywów retikularno-

mitochondrialnych zmienia również jakościowo koegzystencj ↪e różnych typów rozwi ↪azań

uk ladu. W przeciwieństwie do uk ladu z pracy Marhla, oprócz stabilnych rozwi ↪azań

oscylacyjnych, uk lad posiada też trzy rozwi ↪azania stacjonarne, z których jedno jest

stabilne. Wzrost wartości parametru kMAM powoduje zwi ↪ekszenie si ↪e wielkości basenu

przyci ↪agania wspomnianego rozwi ↪azania stacjonarnego, przy jednoczesnym zmniejsza-

niu si ↪e basenu przyci ↪agania stabilnego rozwi ↪azania periodycznego. W rezultacie, dla

bardzo dużych wartości kMAM prawie wszystkie trajektorie uk ladu s ↪a przyci ↪agane przez

stabilne rozwi ↪azanie stacjonarne. Rozwi ↪azanie to charakteryzuje si ↪e bardzo duż ↪a war-

tości ↪a st ↪eżenia wolnych jonów wapnia w mitochondrium. Z drugiej strony wiadomo, że

w pocz ↪atkowym stadium apoptozy komórek st ↪eżenia wapnia w mitochondrium istotnie

wzrasta [35, 100, 231]. Tak wi ↪ec, na gruncie przyj ↪etego modelu, zjawiska prowadz ↪ace do

zwi ↪ekszenia efektywnego przep lywu przez interfejs retikularno-mitochondrialny mog ↪a

prowadzić do apoptozy komórki.

W Modelu #2 zmodyfikowalísmy dodatkowo wyrażenie opisuj ↪ace wyp lyw jonów

wapniowych z mitochondrium do postaci niezależnej od st ↪eżenia jonów wapniowych

w cytozolu. Rozpatrzylísmy też dwa możliwe mody pracy bia lka transportuj ↪acego

wapń do wn ↪etrza mitochondrium - uniportera mitochondrialnego MICU: szybki mod

RaM-owy (rapid uptake mode) realizuj ↪acy si ↪e dla dostatecznie niskich wartości st ↪eże-

nia wapnia cytozolicznego oraz mod normalny. Obie te zmiany wp lyn ↪e ly istotnie na

struktur ↪e rozwi ↪azań rozpatrywanego uk ladu. Dla wszystkich wartości kMAM w uk la-

dzie mamy przynajmniej jedno rozwi ↪azanie stabilne. Dla kMAM nie przekraczaj ↪acego

pewnej wartości progowej kMAMP jest to stabilne rozwi ↪azanie periodyczne (stabilny
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cykl graniczny). Warto zauważyć, że w istocie rzeczy w Modelu #2 mamy do czynie-

nia z dwoma stabilnymi cyklami granicznymi istniej ↪acymi dla różnych wartości kMAM ,

których okres wzrasta skokowo w punkcie bifurkacji wraz ze wzrostem kMAM . Dla

kMAM > kMAMP wszystkie trajektorie uk ladu s ↪a natomiast przyci ↪agane przez sta-

bilny punkt stacjonarny charakteryzuj ↪acy si ↪e relatywnie duż ↪a wartości ↪a st ↪eżenia wap-

nia w mitochondrium. Jak w Modelu #1 możemy zatem mówić, że proces inicjacji

apoptozy komórki może być powi ↪azany ze zwi ↪ekszaniem si ↪e intensywności przep lywów

poprzez interfejsy MAM.

W Rozdziale 5 podajemy eksperymentalne argumenty przemawiaj ↪ace za przedsta-

wion ↪a powyżej ide ↪a zwi ↪azku pocz ↪atkowego stadium apoptozy z drastycznym zwi ↪eksze-

niem przep lywu wapnia przez obszary typu MAM na skutek rożnego rodzaju czynników

stresogennych.
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[153] Kiliańska Z.: Apoptoza komórek zwierz ↪ecych. Cytobiochemia, rozdzia l 23, strony

772–812. Wydawnictwo Naukowe PWN, wyd. 3, 2002.

[154] Kimlicka L., Lau K., Tung C.-C., Van Petegem F.: Disease mutations in the

ryanodine receptor N-terminal region couple to a mobile intersubunit interface.

Nature communications, 4:1506, Sty. 2013.

[155] Kirichok Y., Krapivinsky G., Clapham D. E.: The mitochondrial calcium uni-

porter is a highly selective ion channel. Nature, 427(6972):360–4, Sty. 2004.

153



Bibliografia

[156] Kuboniwa H., Tjandra N., Grzesiek S., Ren H., Klee C. B., Bax A.: Solu-

tion structure of calcium-free calmodulin. Nature structural biology, 2(9):768–76,

Wrze. 1995.

[157] Kummer U., Krajnc B., Pahle J., Green A. K., Dixon C. J., Marhl M.: Transition

from stochastic to deterministic behavior in calcium oscillations. Biophysical

journal, 89(3):1603–11, Wrze. 2005.

[158] Kwan Y. W., Bangalore R., Lakitsh M., Glossmann H., Kass R. S.: Inhibition

of cardiac L-type calcium channels by quaternary amlodipine: implications for

pharmacokinetics and access to dihydropyridine binding site. Journal of molecu-

lar and cellular cardiology, 27(1):253–62, Sty. 1995.
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association between mitochondria and a smooth subdomain of the endoplasmic

reticulum. The Journal of cell biology, 150(6):1489–98, Wrze. 2000.

[289] Wang J., Huang X., Huang W.: A quantitative kinetic model for ATP-induced

intracellular Ca2+ oscillations. Journal of theoretical biology, 245(3):510–9, Kwi.

2007.

[290] Wang L., Yang X., Li S., Wang Z., Liu Y., Feng J., Zhu Y., Shen Y.: Structural

and mechanistic insights into MICU1 regulation of mitochondrial calcium uptake.

The EMBO journal, 33(6):594–604, Mar. 2014.

[291] Webb S. E., Miller A. L.: Aequorin-based genetic approaches to visualize

Ca2+ signaling in developing animal systems. Biochimica et biophysica acta,

1820(8):1160–8, Sier. 2012.

165



Bibliografia

[292] Weber M., Motin L., Gaul S., Beker F., Fink R. H. a., Adams D. J.: Intravenous

anaesthetics inhibit nicotinic acetylcholine receptor-mediated currents and Ca2+

transients in rat intracardiac ganglion neurons. British journal of pharmacology,

144(1):98–107, Sty. 2005.

[293] Wehrens X. H. T., Marks A. R.: Ryanodine Receptors. Springer US, 2005.

[294] Wen X.-h., Duda T., Pertzev A., Venkataraman V., Makino C. L., Sharma R. K.:

S100B serves as a Ca2+ sensor for ROS-GC1 guanylate cyclase in cones but not

in rods of the murine retina. Cellular physiology and biochemistry : internatio-

nal journal of experimental cellular physiology, biochemistry, and pharmacology,

29(3-4):417–30, Sty. 2012.

[295] Whitaker M.: Calcium at fertilization and in early development. Physiological

reviews, 86(1):25–88, Sty. 2006.

[296] Whitfield J. F., Chakravarthy B.: Calcium: The Grand-Master Cell Signaler.

NRC Research Press, Ottawa, 2001.

[297] Wi ↪eckowski M. R., Giorgi C., Lebiedzińska M., Duszyński J., Pinton P.: Isolation
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Dodatek A

Bia lka zaangażowane w transport

wapnia

Tablica A.1: Rozszerzona lista bia lek sk ladaj ↪acych si ↪e na sygna losom wapniowy w ko-

mórkach eukaryotycznych [22].

Bia lko Opis

Recptory i przekaźniki

Receptory powi
↪

azane z bia lkami G (GPCRs) Receptory aktywuj ↪ace PLCβ

Receptory powi
↪

azane z kinaz
↪

a tyrozynow
↪

a Receptory aktywuj ↪ace PLCγ

R. p lytkopochodnego czynnika wzrostu (PDGFR) Dostarczaj ↪a miejsc dokuj ↪acych do fosforylacji m.in.

PLCγ

PDGFRα

PDGFRβ

R. nab lonkowego czynnika wzrostu (EGFR)

ERBB1-ERBB4

R. naczyniowego czynnika wzrostu (VEGFR)

VEGFR1-VEGFR3

Bia lka G

Gαq, Gα11, Gα14, Gα15, Gα16, Gβγ

Czynnik wymiany nukleotydu guaninowego

RasGRF1

Regulatory bia lek G (RGS)

RGS1, RGS2, RGS4, RGS16

Fosfolipazy C (PLC)

PLCβ1-4, PLCγ1-2, PLCδ1-4, PLCε, PLCζ

Cyklaza ADP-rybozy

CD38

Kana ly

Kana ly b lony komórkowej

Kana ly bramkowane napi
↪
eciem (VGCCs)

CaV 1.1 – 1.4 (L-type)

CaV 2.1 (P/Q-type)

CaV 2.2 (N-type)

CaV 2.3 (R-type)

CaV 3.1 – 3.3 (T-type)

Kana ly zależne od Ca2+

Aktywowane Ca2+ kana ly K+

Kana ly o niskiej przepuszczalności (SK)

Kana ly o średniej przepuszczalnosci (IK)

Kana ly o wysokiej przepuszczalnosci (BK)

Aktywowane Ca2+ Kana ly Cl−

Kontynuacja na nast ↪epnej stronie. . .
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A. Bia lka zaangażowane w transport wapnia

Tablica A.1 – Lista bia lek bior ↪acych udzia l w tranporcie wapnia - kontynuacja. . .

Bia lko Opis

HCLCA1

Kana ly powi
↪

azane z receptorami (ROCs)

Receptory nikotynowe

Receptory serotoninowe (5-HT3)

Receptory AMPA

Receptory NMDA

Purynoreceptory (P2X)

Kana ly aktywowane przekaźnikami II-rz
↪
edu

(SMOCs)

IARC

Kana ly bramkowane nukleotydami cyklicznymi

(CNGs)

CNGA1-CNGA4, CNGB1, CNGB3

Kana ly TRP

TRPC1-TRPC7

TRPV1-TRPV6

TRPM1-TRPM8

Polycystins

PC1 – PC2

Kana ly uwalniaj
↪

ace wapń z ER

Receptory InsP3 (InsP3Rs)

InsP3R1 – 3

Receptory Ryanodynowe (RYRs)

RYR1 – 3

Regulatory kana lów

Triadyna

Junktyna

Sorcyna

FKBP12

FKBP12.6

Fosfolamban

Kana ly uwalniaj
↪

ace wapń z mitochondrium

MICU1

Por permeabilizacyjny (PMT)

Bufory Ca2+

Bufory cytozoliczne

Kalbindyna D-28k

Kalretynina

Parwalbumina

Bufory ER

Kalneksyna

Kalretikulina

Kalsekwestryna

GRP78

GRP94

Sensory Ca2+

Bia lka z domen
↪

a EF-hand

Kalmodulina (CaM)

Kalcyneuryna B (CaNB)

Troponina C (TnC)

Miro

KInaza DAGα

STIM

Kontynuacja na nast ↪epnej stronie. . .
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Tablica A.1 – Lista bia lek bior ↪acych udzia l w tranporcie wapnia - kontynuacja. . .

Bia lko Opis

ALG-2

Bia lka S100

S100A1–14

S100B, S100C, S100P

Neuronowe bia lka sensoryczne (NCS)

NCS-1

Hippokalcyna

Neurokalcynaδ (TnC)

Rekoweryna

Bia lka wizyno-podobne VILIPs)

VILIP-1–3

Bia lka aktywuj
↪

ace cyklaz
↪

a guanylylow
↪

a

(GCAPs)

GCAP1–3

Bia lka zwi
↪

azane z kana lami Kv (KChIPs)

KChIP1–4

Bia lka wi
↪

aż
↪

ace Ca2+ CaBPs)

Kaldendryna

L-CaBP1

S-CaBP1

CaBP2–5

Kalneuron-1

Kalneuron-2

Bia lka z domen
↪

a C2

Synaptotagminy

Synaptotagmina I–III

Otoferyna

Anneksyny

Anneksyna A1–13

Enzymy i procesy zależne od Ca2+

Enzymy regulowane Ca2+

Kinazy bia lkowe zależne od Ca2+ (CaMKs)

CaMKI–IV

MLCK

Phosphorylase kinase

Kinaza IP3

Pyk2

Kinazy lipidowe

hVps34

PKC-α,βI, βII, γ

Fosfodiesterazy

Fosfodiesterazy cyklicznego GMP (PDE)

PDE1A – C

Cyklazy adenylylowe (ACs)

AC-1

AC-III

AC-VIII

AC-V

AC-VI

Oksydazy (DUOX1-2)

Syntaza NO (NOS)

Nab lonkowa NOS (eNOS)

Neuronowa NOS (nNOS)

Kontynuacja na nast ↪epnej stronie. . .
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A. Bia lka zaangażowane w transport wapnia

Tablica A.1 – Lista bia lek bior ↪acych udzia l w tranporcie wapnia - kontynuacja. . .

Bia lko Opis

Aktywowane Ca2+ proteazy

Kalpanina I – II

Czynniki transkrypcyjne

NFAT

NFATc1–4

CREB

DREAM

CBP

Pompy wapniowe

Pompy Ca2+ b lony komórkowej (PMCAs)

PMCA1–4

Pompy Ca2+ SER/ER (SERCAs)

SERCA1–3

Pompy Ca2+ uk ladu wydzielniczego (SPCA)

SPCA1–2

Wymienniki

Wymieniki Na+/Ca2+ (NCX)

NCX1–3

Wymieniki Na+/Ca2+/K+ (NCKX)

NCKX1–4
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Dodatek B

Procentowy udzia l b lon

biologicznych w komórce

Tablica B.1: Obj ↪etość hepatocytu = 5000µm3, kom. trzustki = 1000µm3. Ca lkowita
powierzchnia b lon lipidowych w hepatocycie = 110 000 µm2, natomiast w kom. trzustki
= 13 000 µm2 [3].

Rodzaj b lony lipidowej Procent ca lkowitej powierzchni b lon

Hepatocyt Komórki trzustki

Plazmalemma 2 5
RER 35 60
SER 16 <1
Aparat Golgiego 7 10
Mitochondria
OMM 7 4
IMM 32 17
J ↪adro
B lona wewn ↪etrzna j ↪adra 0.2 0.7
P ↪echerzyki wydzielnicze NA 3
Lizosomy 0.4 NA
Peroksysomy 0.4 NA
Endosomy 0.4 NA
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