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Non-selective cationic current — the basis of smooth
muscle depolarisation

Pucovsky V, Bauer V

Neselektivny kationovy prad — zaklad depolarizacie hladkého svalu

Abstract

Pucovsky V, Bauer V:

Nonselective cationic current — the basis of smooth muscle
depolarisation
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The activation of smooth muscle muscarinic receptors leads to
its contraction. Electrophysiological and biochemical methods
have gradually, over the time span of roughly 30—40 past ye-
ars, helped to reveal this phenomenon’s underlying processes.
One element of this cascade of processes is the influx of ca-
tions into the smooth muscle cell — non-selective cationic cur-
rent — causing depolarisation of the cell membrane and sub-
sequent opening of voltage-operated calcium channels. This
mini-review provides the reader with up-to-date knowledge on
non-selective cationic current, supplemented with information
on muscarinic receptors of smooth muscle, their coupling with
effectors via G proteins, as well as on muscarinic modulation
of calcium and potassium channels of smooth muscle. The
conclusion is dedicated to pointing out the future trends of
research in this area. (Tab. 2, Fig. 2, Ref. 82.)

Key words: smooth muscle, non-selective cationic current, de-
polarisation, cholinergic M receptors, G proteins.

Acetylcholin, ktory je uvoliiovany zo zakonéeni postganglio-
vych vlakien parasympatika, pdsobenim na cholinergické M-re-
ceptory na hladkom svale spusti deje, ktoré v konec¢nom désledku
maju za nasledok kontrakciu hladkého svalu. Vysledky ziskané za
poslednych 30 rokov najmé vdaka rozvoju elektrofyziologickych
a biochemickych metéd napomohli odhaleniu dejov prebiehaju-
cich na urovni membran, organel a makromolekul tvoriacich pod-
statu tejto kontrakcie. Detailné spoznanie ulohy a fungovania jed-
notlivych iénovych kandlov a enzymov v tomto procese je zaklad-
nym predpokladom cieleného vyvoja lieciv a icinnej terapie cho-
rob traviacej, kardiovaskularnej, urogenitalnej a dychacej sustavy.
Cielom tohto ¢lanku je poskytnut Citatelovi prehlad o niektorych
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Aktivacia muskarinovych receptorov hladkého svalu vedie k je-
ho kontrakcii. Elektrofyziologickymi a biochemickymi metoda-
mi sa postupne, v rozpiti priblizne poslednych 30—40 rokov
podarilo odhalit deje tvoriace jej podstatu. Jednym ¢lankom kas-
kady tychto dejov je vtok kationov do bunky hladkého svalu —
neselektivny katidnovy prud, nasledkom ktorého dochadza k de-
polarizécii bunkovej membrany a naslednému otvoreniu vapni-
kovych kanalov riadenych napétim. Tento kratky prehlad pred-
klada citatelovi sucasné poznatky o neselektivnom katidnovom
prude, ktoré st doplnené idajmi o muskarinovych receptoroch
hladkého svalu, ich prepojeni na efektory prostrednictvom G-
proteinov, ako aj poznatkami o muskarinovej moduldcii vapni-
kovych a draslikovych kanalov hladkého svalu. V zavere su
uvedené smery, ktorymi sa ubera dalsi vyskum v tejto oblasti.
(Tab. 2, obr. 2, lit. 82.)

KIucové slova: hladky sval, neselektivny katiénovy prad, depo-
larizacia, cholinergické M-receptory, G-proteiny.

dejoch, ku ktorym dochadza aktivaciou cholinergickych M-recep-
torov na bunkovej membrane hladkého svalu s dérazom na nese-
lektivny katiénovy prad (I ) v bunkéach longitudinalnej vrstvy
hladkého svalu ilea.

Cholinergické M-receptory

Cholinergické M-receptory patria do skupiny receptorov
spriahnutych s G-proteinmi, ktoré tvoria az 80 % vSetkych zna-
mych receptorov (Bockaert, 1991). Ich molekula je zlozena zo 7
lipofilnych transmembranovych domén (helixov) pozostavajucich
z 20—25 aminokyselinovych zvyskov spojenych hydrofilnymi
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Tab. 1. M receptor antagonists and their affinities towards individual subtypes of M receptor (Roux et al., 1998). pKB are given in the brackets,
according to: a — Eglen and Watson, 1996; b — Bolton and Zholos, 1997; ¢ — Watson et al., 1999; n.d.— not determined.

Tab. 1. Prehlad antagonistov M-receptorov a ich afinit vo¢i jednotlivym podtypom M-receptorov (podla Rouxa a spol., 1998). Hodnoty pKB st
uvedené v zatvorke: a — podla Eglena a Watsonovej, 1996; b — podla Boltona a Zholosa, 1997; ¢ — podla Watsonovej a spol., 1999; n.d. —

blizSie neurcené.

M M

3 4

Ml M2
pirenzepin (8,3%) metoktramin (7,9%)
pirenzepine methoctramine
telenzepin (n.d.) otenzepad

telenzepine (AF-DX 116) (n.d.)

himbacin (8,5%)
himbacine

tripitramin (9,7%)
tripitramine

4-DAMP (8,89

p-F-HHSID (7.6°)

darifenacin (8,9%)
darifenacin

otenzepad
(AF-DX 116) (n.d.)

himbacin (8,8%)
himbacine

telenzepin (n.d.)
telenzepine

zamifenacin (7,9°¢)
zamifenacin

oxybutynin (8,4°)

sluckami umiestnenymi striedavo v extracelularnom a intracelu-
larnom prostredia z extracelularneho amino— (N-) a intracelular-
neho karboxy— (C-) terminalu (Wess, 1993). Tretia doména je naj-
vécsia s dlhou intracelularnou sluckou, sekvencia jej aminokyse-
lin je pri kazdom podtype receptora ina a urcuje, ktory typ G-
proteinu sa napoji na receptor (Brann a spol., 1993). Vizbové
miesto pre acetylcholin sa nachadza vo vacku vytvorenom 3., 5.,
6. a 7. transmembranovou doménou (Wess a spol., 1995). Po na-
viazani acetylcholinu dochddza ku konformac¢nej zmene recepto-
rovej molekuly, ktora aktivuje prislusny G-protein.

M-receptory umiestnené presynapticky, na postgangliovych
nervovych vlaknach, plnia funkciu autoreceptorov a reguluju vy-
daj acetylcholinu negativnou spétnou vizbou. M-receptory umies-
tnené postsynapticky — na cielovych bunkach, akymi st bunky
hladkého svalu, podsliznicové Zliazky, epitel a endotel (Barnes,
1993; Eglen a spol., 1994) vyznamne ovplyviuju ¢innost efekto-
rového tkaniva. Pouzitim antagonistov s relativnou selektivitou
a molekulovym klonovanim sa doteraz v tkanivach réznych zvie-
racich druhov zistili Styri podtypy muskarinovych receptorov (M,
M,, M a M,) a odhalila sa existencia piatich génov pre M-recep-
tory (m, aZz m,) (Hulme a spol., 1990), z ktorych prvé Styri pro-
dukty zodpovedaju receptorom M, az M,, kym pre m, sa doteraz
nezistil fyziologicky korelat.

Populacia M-receptorov na hladkych svaloch je heterogénna
a pozostava prevazne z M, (70—80 %) a M,-receptorov (20—
30 %) (Eglen a spol., 1996). M -receptory sa vyskytuju na para-
sympatickych ganglidch. Podtyp presynaptického inhibi¢ného M
autoreceptora este nie je spolahlivo ur€eny. StarSie vysledky na-
svedCovali tomu, Ze ide o podtyp M, (Barnes, 1992), novsie $ti-
die viak hovoria v prospech podtypu M, (Kilbinger a spol., 1995).
KedZe afinity jednotlivych ,,selektivnych® antagonistov (tab. 1) sa
do velkej miery prekryvaju, presné urcenie podtypu M-receptora
je stazené. Celkové mnozstvo pritomnych M-receptorov sa meni
v zavislosti od druhu a veku zvierata a lokalizacie tkaniva. Tak
napriklad v dychacich cestach morcata ich hustota klesa smerom
od trachey k bronchiolom (Haddad a spol., 1991).

G-proteiny

GTP-viazuce proteiny (G-proteiny) su heterotrimérne regu-
la¢né GTP-hydrolazy pozostavajice z podjednotky o viazucej GTP
a podjednotiek B a Y, ktoré sa kvoli svojej pevnej vizbe javia ako
afunkény celok. Doteraz bolo klonovanych 23 r6znych podjedno-
tick (Gudermann a spol., 1996), ktoré sa na zaklade stupna ho-
moldgie aaprimdrnej sekvencie zadeluju do Styroch podtried (o,
a,aa a,), 6 réznych 3 a 11 réznych y podjednotiek (Weng
a spol., 1998). Cely komplex G-proteinu je vnoreny do bunkovej
membrany z cytoplazmatickej strany prostrednictvom lipidovych
modifikacii o (myristoylacia alebo palmitoylacia) a y podjednot-
ky (prenylacia a karboxymetylacia) (Offermans a Schultz, 1994).
Neaktivovany G-protein ma na svojej o podjednotke viazany GDP,
ktory sa po aktivacii uvolni a na prazdne vdzbové miesto sa navia-
ze GTP. Vizba GTP vyvola konformacénti zmenu v troch flexibil-
nych regiéonoch Ga (nazyvané Switch I az III). Tato zmena znizi
jej afinitu vo¢i GPy. Nasledkom toho sa rozpoji G-proteinovy
komplex na GTP-Ga a GRy. Odpojena GTP-Ga podjednotka ma
20—100-krat vyssiu afinitu k efektorom, ktorymi su enzymy, ako
napr. adenylatcyklaza (AC), fosfolipaza C (PLC), fosfolipaza A,
(PLA,), cGMP fosfodiesteraza (¢cGMP-PDE) alebo i6nové kana-
ly, ako napr. draslikové a vapnikové kanaly alebo tzv. GIRKs — G-
protein-gated inward rectifier K*channels (Bockaert, 1991; Clap-
ham a Neer, 1997; Sprang, 1997), ako cely G-proteinovy kom-
plex (Hamm, 1998). I ked sa spociatku myslelo, Ze G-By iba inhi-
buje Ga-podjednotku, vysledky viacerych experimentalnych prac
z poslednych rokov ukazuju, Ze obe zlozky su aktivne a ovplyv-
nuju efektory. GTPazovou aktivitou a-podjednotky sa GTP roz-
lozi na GDP a fosfat, a-podjednotka sa znovu stane neaktivnou
a reasociuje s GBy-komplexom.

Funkciu G-proteinov mozno ovplyvnit farmakologicky. Per-
tussis atoxin (PTX) ADP-ribozyluje serinovy zvySok na C-termi-
nali a -podjednotky, a tak inhibuje jej interakciu s receptorom.
Choleratoxin ADP-ribozylaciou argininového zvysku G-proteinov
s a_-podjednotkou v polohe 201 umozni vizbu GTP a sucasne
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Fig. 1. The coupling of cholinergic M receptors with G proteins. AC —
adenylate cyclase, PLC — phospholipase C, PKC — protein kinase C,
DAG — diacylglycerol, IP,— inositoltrisphosphate, Gq, G,G—G,,G,or
G, protein, respectively, PTX — pertussis toxin, PKA — protein kinase
A, cAMP — cyclic adenosinemonophosphate, [Ca?*]i — concentration
of free intracellular calcium, + stimulation, — inhibition.

Obr. 1. Prepojenie cholinergickych M-receptorov s G-proteinmi. AC
— adenylatcyklaza, PLC — fosfolipaza C, PKC — proteinkinaza C,
DAG — diacylglycerol, IP,— inozitoltrisfosfat, Gq, G, Go—Gq, G, alebo
G, protein, PTX — pertussis toxin, PKA — proteinkiniza A, cAMP
— cyklicky adenozinmonofosfat, [Ca']i — intracelularna koncen-
tracia volného ionizovaného vapnika, + stimulacia, — inhibicia.

inhibuje GTPazovu aktivitu tejto podjednotky (Sprang, 1997).
Nehydrolyzovatelny analéog GDP, GDP-B-S blokuje funkciu G-
proteinov a nehydrolyzovatelny analog GTP, GTP-y-S ich irever-
zibilne aktivuje. V sucasnosti st dostupné i protilatky voci jed-
notlivym typom G-proteinov, ktoré blokuju ich ¢innost (Kim
a spol., 1998 a; Wang a spol., 1997). Nevyhodou tychto latok je
ich vysoka molekulova hmotnost a neschopnost prestupu bunko-
vou membranou.

Desenzitizacia

Desenzitizacia (tachyfylaxia, tolerancia, adaptacia, deaktiva-
cia, run-down) je vyznamnou vlastnostou vsetkych receptorov
spriahnutych s G-proteinmi. Je to fenomén, pri ktorom opakova-
né podanie alebo dlha expozicia rovnakej koncentracii agonistu
vyvolava mensi efekt, ako bol pévodny.

Doterajsi vyskum nasved¢uje tomu, Ze receptory su postupne
fosforylované na serinovych a treoninovych zvyskoch tretej in-
tracelularnej slucky. V pripade M-receptorov sa na fosforylacii
zucastnuju proteinkindza A (PKA), proteinkinaza C (PKC)
a GRKSs (G-protein-coupled receptor kinases) typ 2 a 3. Na fos-
forylovanu sluc¢ku sa viaze 48 kDa protein (-arestin, ktory brani
viazaniu G-proteinu s receptorom, a tym preru$i prenos signalu
z receptora do cytoplazmy (Haddad a Rousell, 1998). V primar-
nej sekvencii B-arestinu sa nachadza doména viazuca bielkovinu
klatrin, pomocou ktorej dochadza k internalizacii receptora. Pred-
poklada sa, Ze tento proces prispieva k desenzitizacii (ale juv upl-
nosti nevysvetluje, kedze sa ziskali aj vysledky, ked inhibicia in-
ternalizacie neovplyvnila desenzitizaciu). V cytoplazme potom

K+

2+
Na+Ca

Fig. 2. The effects of muscarinic receptor activation in smooth mus-
cle. PLC — phospholipase C, IP,— inositoltrisphosphate, G , G,, G, —
Gq, G, or G protein, PTX —pertussis toxin, [P,.R — inositoitrisphos-
phate receptor, RyR — ryanodine receptor, SR — sarcoplasmic reti-
culum, PIP, —phosphatidylinesitolbisphosphate, + stimulation, —
inhibition.

Obr. 2. U¢inky aktivacie muskarinovych receptorov hladkého sva-
lu. PLC — fosfolipaza C, IP, — inozitoltrisfosfit, Gq, G, Go—Gq,
G, alebo G protein, PTX — pertussis toxin, IP,R — receptor pre
inozitoltrisfosfit, RyR — ryanodinovy receptor, PIP, — fosfatidy-
linozitolbisfosfat, SR — sarkoplazmatické retikulum, + stimula-
cia, — inhibicia.

moéze dojst k defosforylécii receptorovej bielkoviny, ktora je tak-
to recyklovand a vracia sa do bunkovej membrany (Krupnick a Be-
novic, 1998).

Prepojenie muskarinovych receptorov

Odlisna primarna Struktira M-receptorov im umoziuje vizbu

s odlisnymi G-proteinmi. Z tohto hladiska mozno rozdelit M-re-

ceptory na dve triedy (obr. 1).

— MI-receptory a M3-receptory sa spajaju s G, proteinmi, kto-
ré su necitlivé na PTX. Ich efektorom je PLC a druhym po-
slom su Ca*-iony. PLC hydrolyzuje v membrane sa nacha-
dzajuci fosfatidylinozitolbisfosfat (PIP,) na inozitoltrisfosfat
(IP,) a diacylglycerol (DAG). Hydrofilny IP, difunduje k sar-
koplazmatickému retikulu, kde aktivuje inozitolové receptory
a spusta uvolnovanie vapnika z intracelularnych zasobarni.
Tym zvysuje koncentraciu volného ionizovaného vnutrobun-
kového vapnika ([Ca’]). DAG, ktory je lipofilny, difunduje
membranou a aktivuje PKC, ktord fosforyluje niektoré kon-
traktilné proteiny, a tak napomaha udrzat kontrakciu.

— M2-receptory a M4-receptory sa spdjaji s G, alebo G -prote-
inmi, ktoré su citlivé na PTX. Inhibuju AC, a tak znizuju kon-
centraciu druhého posla, cyklického adenozinmonofosfatu
(cAMP). Kedze cAMP aktivuje PKA, ktora fosforyluje kina-
zu lahkych retazcov myozinu, a tym inhibuje kontrakciu, vy-
sledkom aktivacie M -receptorov a M,-receptorov bude inhi-
bicia relaxacie.

KedZe na membréne hladkych svalov sa nachadzaju M,a M-
receptory (obr. 2), acetylcholin svojim pdsobenim na tieto recep-
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tory ovplyviuje kontrakciu a svalovy tonus obidvoma vyssie uve-

denymi mechanizmami (Roux a spol., 1998).

Ucinky stimulacie cholinergickych muskarinovych recepto-
rov hladkého svalu st najviac preskimané na modeli izolovane;j
bunky longitudinalneho hladkého svalu tenkého ¢reva morcata.
Elektrofyziologickymi metédami sa zistilo, Ze acetylcholin, kar-
bachol a iné muskarinové agonisty aktivujici M-receptory vyvo-
laju signal, ktory sa $iri niekolkymi cestami:

— prostrednictvom G-proteinu citlivého na PTX k neselektivne-
mu kationovému kanalu (Inoue a Isenberg, 1990 a; Komori
a spol., 1992). Prud katiénov do bunky cez neselektivne ka-
tionové kandly — neselektivny kationovy prud (I, Benham
a spol., 1985; Inoue a spol., 1987; Inoue a Isenberg, 1990 b)
depolarizuje membranu, ¢oho désledkom je otvorenie vapni-
kovych kandlov typu L riadenych napdtim a vtok vapnika do
bunky z extracelularneho prostredia. Vapnikové iony potom
aktivuju kontrakéné procesy, ale aj od vapnika zavislé ionove,
napr. draslikové kanaly (BK_,). K uvolfiovaniu vépnika zo
sarkoplazmatického retikula dochadza i spontanne, bez stimu-
lacie M-receptorov. Koncentracia vnutrobunkového vapnika
sa kolisavo meni, ¢o sa odzrkadluje i na draslikovom alebo
chloridovom prude zavislym od vapnika. Vznika tak spontan-
ny prechodny vystupujici prud — STOC (Benham a Bolton,
1986) alebo vstupujici prad — STIC (Bauer a spol. 1997);

— prostrednictvom G-proteinu necitlivého na PTX k PLC (Ko-
mori a spol., 1992), ¢o vedie k produkcii IP, a DAG z PIP,.
IP, potom prostrednictvom svojho receptoru (IP,R) uvolni
vapnik zo sarkoplazmatického retikula (Komori a Bolton,
1991; Pacaud a Bolton, 1991);

— (pri myocytoch kolonu psa) prostrednictvom G-proteinu citli-
vého na PTX k draslikovym kandlom zavislym od véapnika,
ktoré inhibuje (Cole a spol., 1989; Cole a Sanders, 1989);

— prostrednictvom G-proteinu, o ktorom sa predpoklada, ze je
citlivy na PTX (Pucovsky a spol., 1998) k vapnikovym kana-
lom typu L riadenym napétim (Inoue a Isenberg, 1990 c; Mit-
sui a Karaki, 1990; Beech, 1993), ktorych vodivost potlaca
priamo alebo prostrednictvom druhého posla.

Sirenie signalu prvymi troma cestami rezultuje v depolariza-
cii bunkovej membrany hladkych svalov a vo zvyseni koncentra-
cie voIného cytoplazmatického vapnika. Stvrta cesta je pravdepo-
dobne ochrannym mechanizmom. Spolu s hyperpolarizujicim
draslikovym priadom zavislym od vapnika chrani bunku pred pre-
plnenim vapnikom. Je jednym z faktorov funkénej desenzitizacie
na acetylcholin v morcacom ileu (Himpens a spol., 1991). Ok-
rem toho, prihliadntic na kablové vlastnosti hladkého svalu, inhi-
bicipu BK_ -kanalov sa zvySuje vstupny odpor myocytov, o zvy-
$i dlzkovu konstantu a spdsobi, Ze excitacia je schopna rychlejsie
sa §irit na vécSie vzdialenosti a Ze sa usetri energia, ktora by bola
potrebné na vstupujuci prud udrziavajuci depolarizaciu (Shuba,
1981).

Neselektivny katiénovy prud

Zistenim Boltona (1971) a Benhama a spol. (1985), Ze ace-
tylcholin depolarizuje membranu myocytov ilea aktivaciou vstu-
pujuceho prudu cez neselektivny katidnovy kandl sa otvoril vy-
skum I_. Neslektivny kationovy kanal sa zistil aj na myocytoch
jejuna (Pacaud a Bolton, 1991) a zaltdka morcata (Kim a spol.,

1997), trachey kona (Fleischmann a spol., 1997), portalnej vény
krélika (Helliwell a Large, 1996) a kultare myocytov aorty pot-
kana A7r5 (Nakajimaa spol., 1996).1_ je hlavnym mechanizmom,
ktorym muskarinové agonisty depolarizuji membranu. Neselek-
tivny kationovy kanal myocytov tenkého ¢reva alebo zalidka mor-
Cata je priepustny pre Na*a K*-iony (Kim a spol., 1995). Kanaly
su priepustné priblizne rovnako pre Rb*, K*, Cs*, Na*a Li*(pomer
priepustnosti 1,1:1,1:1:0,98:0,80) (Kim a spol., 1995) a slabo prie-
pustné az nepriepustné pre iény Ca*’, Mg?*a CI" (Inoue a Isen-
berg, 1990 b). Muskarinova stimulacia zrejme nie je jedinym spo-
sobom, ako aktivovat tento receptorom riadeny kanal. Na neselek-
tivny kationovy kanal konverguju i signaly z histaminového (na
ileu morcata) (Komori a spol., 1992), cholecystokininového (na
zalidku morcata) (Wang a Sims, 1998) a tachykininovych recep-
torov (myocyty hrubého creva psa) (Lee a spol., 1995).

Inoue a Isenberg (1990 b) zistili, Ze k aktivacii I dochddza
prostrednictvom G-proteinu citlivého na PTX. Dokazali, ze I  je
blokovany pridanim nehydrolyzovateIného analogu GDP, GDP-[3-
S, do bunky a je evokovany ireverzibilnym aktivatorom G-protei-
nov, gGTP-y-S. GTP-y-S zvysi vodivost jednotlivych kandlov,
zmeni zavislost pradu od koncentracie intracelularneho vapnika
a od napitia na membrane podobne, ako je to pdsobenim acetyl-
cholinu. Po pridani acetylcholinu sa intenzita tohto pridu uz dalej
nezvysuje. Vysledky Zholosa a Boltona (1994) naznacuju, Ze na
aktivaciu neselektivneho katidnového kanalu je potrebné naviaza-
nie aspon jednej podjednotky aktivovaného G-proteinu, pritom je
mozné naviazanie i dvoch alebo viacerych takychto podjednotiek.
7d4 sa, ze ulohu pri I md i tyrozinkinaza, lebo jej inhibitor ge-
nistein inhibuje I . Presny mechanizmus inhibicie sa zatial nepo-
darilo objasnit. Predpoklada sa, ze inhibiciou tyrozinkinazy je
znizena fosforylacnd aktivacia bielkovin potrebnych pre mobili-
zaciu intraceluldrneho vépnika (Inoue a spol., 1994).

I, zavisi od napitia na membréne. Krivka zavislosti pradu od
membranového potencialu je zvonovita, s maximom okolo -30 mV,
s potencidlom reverzie (E ) v negativnej Casti potencialovej osi
blizko 0 mV a s tzv. inward rektifikaciou pri kladnych hodnotéch
membranového potencidlu (Inoue a Isenberg, 1990 a). Hyperpo-
larizacia membrany deaktivuje neselektivne katidnové kanaly (Zho-
los a Bolton, nepublikované idaje). I tiez vyrazne zavisi od [Ca*],,
ktory facilituje I . Tento mechanizmus pravdepodobne slizi ako
pozitivna spdtna vdzba na udrzanie vtoku vapnika do bunky pretr-
vavajucou depolarizaciou (Inoue a Isenberg, 1990 c). I ma bifé-
zicky priebeh, ktory sleduje a odzrkadluje zmeny koncentracie
vnutrobunkového vapnika. Prva faza je prechodny narast pradu
sposobeny uvolnenim vapnika zo sarkoplazmatického retikula a je-
ho facilitatnym u¢inkomna I . Druha fdza je, po odzneni efektov
uvolnenia vapnika, demaskovany primarny mechanizmus, ktory
pozostava z muskarinovej aktivacie G-proteinu sprostredkujuce-
ho otvorenie neselektivneho katidnového kanala (Pacaud a Bol-
ton, 1991). Napétova zdvislost I sa zd4 byt modulovand G-prote-
inmi, kedZe sa zistilo, Ze koncentracia aktivovanych podjednotiek
G-proteinu v bunke urCuje polohu aktivacnej krivky I_ na napé-
tovej osi. Zvysenie podielu obsadenych muskarinovych recepto-
rov posunulo aktivacnu krivku I_ do negativnej oblasti a pretrva-
vajuca pritomnost agonistu (t.j. desenzitizdcia) ju posunula pozi-
tivne (Zholos a Bolton, 1994).

Nazory na modulaciu I extracelulirnym pH sa rozchadzaju.
Vysledky Inoueho a spol. (1995) nasvedéuju tomu, Ze acidifika-
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cia extracelularneho prostredia zvacSuje I, Co autori vysvetluji
alosterickou modifikaciou neselektivneho kationového kandla pro-
téonmi a naslednou zmenou jeho kinetiky otvarania. Na druhej stra-
ne ukazala praca Zholosa a Boltona (1997 a), Ze zvySend koncen-
trdcia H'-i6nov inhibuje I vyvolany bud karbacholom alebo in-
tracelularnym podanim GTP-y-S. Tento uc¢inok vznika modula-
ciou samotného kanalu a/alebo tienenim fixovanych negativnych
nabojov na membrane, posuvajuc tak transmembranovy potencia-
lovy rozdiel, ktory registruje vratkovaci mechanizmus kandlu.
Podobnym spdsobom sa zdd byt I modulovany i dvojmocnymi
kationmi, Ca**a Mg*", ktorych zvySujuca sa extracelularna kon-
centracia ho inhibuje (ileum) (Zholos a Bolton, 1995), (vaskular-
ne myocyty) (Nakajima a spol., 1997).

Hypotonické napucanie bunky zmenou osmolality externého
roztoku z 312 na 262 mosmol/l, ktoré nemeni prud cez napédtovo
zavislé draslikové a vapnikové kandly, zvysi [ priblizne o 50 %
nezavisle od vnutrobunkového vapnika. Sved¢i to o jeho mozne;j
mechanosenzitivnej modulécii (Waniishi a spol., 1997).

Prispevok chloridovych anidnov, ktoré vystupom z bunky
md&zu napodobiovat vstupujuci katidnovy prud, sa zdd minimalny
v iledlnych myocytoch morcata. Zholos a Bolton (1995) ukazali,
Ze ked sa sodné i0ny nahradia nepermeujicimi ionmi N-metyl-D-
glukaminu, neselektivny kationovy prid nevznikne. Praca Fleis-
chmanna a spol. (1997) na trachealnych myocytoch kona vsak
ukazuje, ze prechodnd zlozka vstupujiceho prudu vyvolaného
aktivaciou muskarinovych receptorov je vlastne vystupujuci prad
chloridovych i6nov cez chloridové kandly zavislé od vapnika.

Okrem uvedené¢ho mechanizmu desenzitizacie receptorov, na
ktorom sa zucastiuji GRKs a arestiny, v desenzitizacii [ méa ulohu
i obsah GTP a aktivita PKC v bunke. Zholos a Bolton (1996)
pozorovali, Ze desenzitizdcia I je pomalSia, ked v pipetovom roz-
toku je pritomné GTP alebo GTP-y-S a rychlejsia, ked je tam GDP-
B-S. Predpokladaju, Ze desenzitizicia I je spésobena poklesom
koncentracie aktivovaného G-proteinu. Opakované podanie ago-
nistu muskarinovych receptorov vyvold I_, ktorého amplituda sa
postupne zmensuje. Ak sa vSak v pipetovom roztoku nachadza 1
mM GTP, k desenzitizacii prakticky nedochédza (Pucovsky a spol.,
1998). Aktivator PKC, forbol-12, 13-dibutyrat v pritomnosti
MgATP potlaci I gastrickych myocytov a inhibitor PKC, chele-
rytrin tomu zabrani (Ahn a spol., 1997). V pritomnosti 2 mM
EGTA (chelator vapnika) v pipetovom roztoku bola desenzitiza-
cia pomalS$ia ako v pripade, ked tam bolo len 0,5 mM EGTA, ¢o
sved¢i o tom, ze desenzitizacia [ je sCasti spdsobend fosforyla-
ciou proteinov enzymom PKC za spoluucasti vapnika (Kim a spol.,
1998 b).

V poslednom c¢ase sa pozornost ststreduje na odhalenie podty-
pu M-receptora a G-proteinu, ktorymi je mediovany I . Odpoved
na prvu otazku sa zd4 jednoznacnd. Antagonisty cholinergickych
M,-receptorov himbacin, tripitramin a metoktramin kompetitivne
inhibovali, kym zamifenacin, p-F-HHSiD (parafluoro-hexahydro-
sila-difenidolhydrochlorid) a 4-DAMP (4-difenylacetoxy-N-metyl-
piperidinmetiodid), antagonisty cholinergickych M,-receptorov, len
zniZovali maximéalnu amplitadu I . Zda sa preto, Ze otvaranie nese-
lektivnych kationovych kandlov je spdsobené aktivaciou M,-recep-
torov a aktivacia M -receptorov ma ,,permisivnu‘ tllohu, ktord by
mohla spocivat vo fosforylacnom odstrafiovani inhibicie M, -recep-
tora alebo neselektivneho kationového kanalu proteinkindzou C
(Bolton a Zholos, 1997; Zholos a Bolton, 1997b). Takéto zavery

Tab. 2. Division of substances which block I_ into two groups accor-
ding to the rate of Icat inhibition. IC, values are: a — according Chen
et al. (1993); b — according Kim et al. (1995).

Tab. 2. Rozdelenie latok blokujucich I podIa rychlosti blokiady do
dvoch skupin. Hodnoty IC, su: a — podla Chena a spol. (1993); b —
podla Kima a spol. (1995).

Fast I_ blockers Slow 1, blockers

Rychle blokatory I Pomalé blokatory 1

cat cat

DPC derivatives
derivaty DPC

K* channel blockers
blokatory K* kanalov

latka latka
substance  IC,, substance Ic,,
TEA ~10 mM (4,1 mM®) DPC >100 pM*®
4-AP 2,5 mM (3,3 mM°) DCDPC <30 pM*
procaine 1-5 mM
prokain niflumic acid >100 pM*
maniflumova kyselina
flufenamic acid 32 uM®
flufenamova kyselina
caffeine ~10 mM* quinine 1 um?
kofein chinin
quinidine 0,25 pM®
chinidin

podporili aj vysledky Komoriho a spol. (1998), ktori zistili, Ze: a)
aktivacia M, -receptora aktivuje G-protein citlivy na PTX, ktory ot-
véra neselektivny katiénovy kanal a inhibuje AC, b) aktivicia M,-
receptora aktivuje G-protein necitlivy na PTX, ktory sa napoji na
PLC a v konecnom dosledku vedie k uvolhovaniu vapnika zo sar-
koplazmatického retikula. Wang a spol. (1997) ukazali, Ze bloka-
dou M,-receptorov je inhibovand prva, prechodna zlozka a bloka-
dou M, -receptorov druhd, pretrvavajuca zlozka I . V suvislosti
s otazkou, ktory typ G-proteinu sprostredkuje otvaranie neselektiv-
neho katidnového kandla, boli doteraz publikované dve prace. Wang
a spol. (1997) zistili, ze v trachedlnych myocytoch kona pretrvava-
juca zlozka I je blokovand niekolkymi druhmi protilatok anti-
Ga, a protildtkou anti-Ga . Kim a spol. (1998 b) na gastrickych
myécytoch mordata zistili, 7e anti-Ga , protilatka inhibuje I, kym
anti-Ga , protildtka je bez ucinku. Predpokladaji, Ze v tomto type
tkaniva sa na neselektivny katidnovy kandl pravdepodobne napaja
G, -protein.

O neselektivnom katiéonovom kandli sa malo vie. Doteraz ne-
bol izolovany, ani nie je zndma jeho primérna sekvencia. Cinnost
jednotlivych kanalov fazko sledovat, lebo ich hustota na membrane
je mala (asi 1000 funkénych kanalov na jednej bunke) a maju rych-
Iu desenzitizaciu. Vodivost kandlu je v rozmedzi 20-25 pS (Inoue
a spol., 1987), 25-30 pS (Zholos, nepublikované tudaje). Pocas sti-
muldcie sa simultanne otvori okolo 3600 kanalov, ale skuto¢ny po-
¢et kanalov je najmenej dvakrat vacsi, kedze pravdepodobnost ot-
vorenia kanalu (NP,) je pri maximalnej aktivacii menSia ako 0,5.
Priemerna hustota kanalov by potom bola 1/pm?.

Neselektivny kationovy prud mozno farmakologicky ovplyvnit
r6znymi latkami. Chen a spol. (1993) tieto latky rozdelili do dvoch
skupin (tab. 2). Rychle blokatory I _(blokatory draslikovych kana-

cat

lov a kofein) inhibuju neselektivny kationovy kanal do 50—100
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ms a ich blokéada je silnozavisld od napédtia na membrane. Predpo-
klada sa, ze interferuji s permeaciou katidnov cez kanal. Pomalé
blokatory I_ (derivaty difenylamin 2-karboxylove;j kyseliny (DPC),
chinin a chinidin) inhibuju kanal asi 10-krat pomalSie ako rychle
blokatory, ich blokada je takmer nezavisla od napétia a po vyplachu
neddjde ku kompletnému obnoveniu pradu. Kedze derivaty DPC
su latky lipofilnej povahy, predpoklada sa, Ze prestupujii membra-
nou a ovplyviujui kandl z vnutornej strany.

Miestom tc¢inku blokatorov I je pravdepodobne neselektiv-
ny katiénovy kandl, kedZe I vyvolany GTP-y-S bol tiez inhibo-
vany. Tieto latky nemenia idnovu selektivitu neselektivneho ka-
tionového kanalu, ale ich selektivita je dost nizka, lebo inhibuju
i vapnikovy prud (prokain, DPC, DCDPC) (Chen a spol., 1993).
Relativne najselektivnej$im blokatorom neselektivneho kationo-
vého kandlu je chinidin, ktory reverzibilne inhibuje I_, posobi
extracelularne a pri IC, pre neselektivny kationovy kandl relativ-
ne malo inhibuje draslikovy prud zavisly od napétia a od vapnika
a vapnikovy prud (Kim a spol., 1995).

Moduléacia inych iénovych kanalov hladkého svalu muskari-
novymi receptormi

Modifikacia vlastnosti ionovych kanalov na cytoplazmatickej
membrane predstavuje dolezity mechanizmus regulécie excitabi-
lity hladkosvalovej bunky. Aktivacia muskarinovych receptorov
hladkého svalu moduluje prud vépnika cez kanaly typu L riadené
napitim a prud draslika cez kandly zavislé od vapnika. Zname su
i pésobenia na iné typy iénovych kanalov, ako napr. na K, kana-
ly trachealnych myocytov (Nuttle a Farley, 1997) alebo na chlori-
dové kanaly riadené napétim (v myocytoch kolonu kralika) (Sun
a spol., 1992).

V ¢revnom hladkom svale dochadza k muskarinovému potla-
¢eniu vapnikového prudu, i ked sa v niektorych tkanivach pozoro-
vala 1 muskarinova potenciacia (v gastrickych myocytoch obojzi-
velnikov) (Clapp a spol., 1987), v bronchidlnych myocytoch pot-
kana (Kamishima a spol., 1992), v koronarnej artérii kralika (Mat-
suda a spol., 1990). Fenomén potlacenia vapnikového pradu nie je
obmedzeny iba na ¢revny hladky sval a cholinergicku stimuléciu,
ale sa zda rozsirenym mechanizmom, ktorym dochddza ku komuni-
kacii medzi elektromechanickym a farmakomechanickym prepoje-
nim. Podobné ¢inky na vapnikovy prud sa pozorovali na bunkach
bazilarnej artérie kralika po stimulécii estradiolom (Ogata a spol.,
1996), na pacemakerovych bunkach sinoatridlneho uzla kralika po
karbachole (Han a spol., 1995), na gastrickych a trachealnych my-
ocytoch (Wade a spol., 1996), na myocytoch mocového mechtira
(Yoshino a Yabu, 1995) a na myocytoch ilea mor¢iat po histamine,
bradykinine, substancii P alebo acetylcholine (Beech, 1993).

Potlacenie vapnikového prudu je bifazické a dochadza k ne-
mu pravdepodobne na samom vapnikovom kanali (Beech, 1993;
Yoshino a Yabu, 1995). Prechodna zlozka je zapri¢inena uvolne-
nim vapnika z vnutrobunkovych zasob (Ganitkevich a spol., 1987),
ktorého zvysend hladina inhibuje vapnikovy kanal. Tento mecha-
nizmus je sprostredkovany G-proteinom necitlivym na PTX, prav-
depodobne typu G, spajajucim sa s M,-receptorom, ktory akti-
vuje PLC/IP, kaskadu (Komoria spol., 1992). Pretrvavajuca zloZka
je tiez mediovand G-proteinom a na fungovanie potrebuje mini-
malne pokojovu koncentraciu cytoplazmatického vapnika, zhruba
100 nM (Beech, 1993). Potlacenie sa vyvija postupne (k maximu

potlacenia dojde 1—2 min po podani agonistu) a nedesenzitizuje
sa. Zatial nie je zndme, ktorym typom M-receptora je mediovana.
Nase vysledky (Pucovsky a spol., 1998) a nepriamo aj vysledky
Wanga a spol. (1997) nasved¢uji tomu, Zze G-protein sprostred-
kujuci pretrvavajicu zlozku potlacenia vapnikového prudu je cit-
livy na PTX, kym vysledky Unnoa a spol. (1995) viedli autorov
k opa¢nému zaveru. Nie je znamy ani medidtor inhibujtci vapni-
kovy kandl. Zatial sa zda, Ze to nie su kyselina arachidonova a jej
metabolity (Unno a spol., 1996) a ani NO (Pucovsky a spol.,
1998). Na myocytoch longitudinalneho svalu ¢reva kralika vSak
kyselina arachidénova a iné cis-nenasytené mastné kyseliny s dl-
hym refazcom inhibovali vapnikovy prid (Shimada a Somlyo,
1992). Najnovsie vysledky ukazuji, Ze na oboch zlozkach potla-
¢enia vapnikového prudu sa pravdepodobne zucastiiuje PLC ale-
bo fosfolipaza D (PLD). D609 a wortmannin, chemicky nepri-
buzné inhibitory PLC a PLD, inhibovali obe zlozky spazmogén-
mi vyvolaného potlacenia vapnikového pradu, ¢o nasvedcuje tomu,
ze st mediované tym istym alebo farmakologicky podobnym fak-
torom (Unno a spol., 1998).

Draslikové kandly zavislé od véapnika tvoria vac¢sinu populd-
cie draslikovych kandlov myocytov ilea (Gagov a spol., 1993).
Uctinok muskarinovej aktivécie na BK_, kanal je bifazicky (Ko-
mori a spol., 1992). V prvej faze je prud cez tieto kanaly pre-
chodne potencovany uvolnenym vapnikom (prostrednictvom M-
receptorov, PLC a IP,), v druhej faze je inhibovany. Cole a spol.
(1989) a Cole a Sanders (1989) na myocytoch kolonu psa zistili,
ze acetylcholin znizi vystupujuci prad vyvolany depolarizéciou
bunkovej membrany a ze nifedipin blokuje tento ucinok. Sledo-
vanim aktivity jednotlivych BK . kandlov zistili, Ze acetylcholin
posuva ich aktiva¢né napétie do pozitivnej oblasti. KedZe inhibi-
cia draslikového prudu bola zvysena pridanim GTP alebo GTP-y-
S do pipety a blokovana pridanim PTX, tito autori uzavreli, Ze
muskarinova aktivacia inhibuje BK , kanél pravdepodobne pros-
trednictvom G-proteinu.

Zjednodusena schéma ucinkov muskarinovej stimulacie na
hladkom svale je zndzornena na obrazku 2.

Zaver a perspektivy

Neselektivny kationovy kanal predstavuje z velkej Casti dote-
raz neprebadant a z terapeutického hladiska zaujimavu struktiru
hladkosvalovej bunkovej membrany. Poznanie Struktiry a uplné
pochopenie funkcie a tkanivovych odlisnosti tohto kanala by mohlo
viest k vyvoju latok schopnych selektivne zabranit depolarizacii
membrany buniek jednotlivych typov hladkého svalu (a tym za-
branif aj jeho aktivacii), ¢o mdze priaznivo ovplyvnit priebeh cho-
rob suvisiacich so zmenenou reaktivitou hladkého svalu. V sucas-
nosti sa vyskum v tejto oblasti ubera dvoma hlavnymi smermi.

Niekolko laboratdrii sa usiluje preskumat neselektivny katio-
novy kandl na trovni jednej molekuly alebo funkéne jednotného
komplexu molekul (v pripade, Ze je kanal asociovany s muskari-
novym receptorom a/alebo G-proteinom). Toto mozno teoreticky
uskutocnif sledovanim aktivity jednotlivych iénovych kanalov elek-
trofyziologickymi metddami. Pomerne nizka hustota tychto kana-
lov a ich rychla desenzitizacia predstavuju vsak metodicku pre-
kazku, ktora doteraz nebola prekonana.

Metddami molekulovej bioldgie sa hlada gén a biochemicka
Struktira tychto kanalov. Nedavno sa zistilo, ze protein hTRPC6
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zvySuje vstup vapnika do buniek ko-transfikovanych génom pre
muskarinovy receptor typu M, a stimulovanych karbacholom (Bo-
ulay a spol., 1997). Hofmann a spol. (1999) doplnili poznatky
o TRPC6 zistenim, ze prepusta kationy neselektivnym spdsobom
a je aktivovany diacylglycerolom. Tieto vlastnosti nasvedcuju
tomu, Ze prave tato bielkovina by mohla byt hladanym neselektiv-
nym katidnovym kandlom alebo jeho stcastou. TRP (transient re-
ceptor potential) gény boli pdvodne objavené u Drosophily, kde
kddujui neselektivny kationovy kanal regulovany obsahom véapni-
ka v intracelularnych zasobarnach (Clapham, 1996), ktory ma
ulohu vo fototransdukcii tohto hmyzu. Neskor boli objavené ci-
cavéie homology tychto génov, TRPC gény (TRPC1 az 6), z kto-
rych hTRP1 a hTRP3 (Zhu a spol., 1996) a mTRP2 (Vannier
a spol., 1999) su regulované vyprazdnovanim intracelularnych
zéasobarni vapnika. Otazku, ¢i TRPC6 je neselektivny kationovy
kanal, bude mozné definitivne zodpovedat, az ked sa podrobnej-
Sie preskumaju vlastnosti pradu tecticeho cez TRPC6 a ked sa
expresiou dominantne negativneho variantu tohto génu potlaci
neselektivny kationovy prud v bunkach, ktoré ho vykazuju. V pri-
pade, Ze sa tato hypotéza ukaze spravnou, uz ni¢ nebude stat v ceste
obmendm molekuly kandlu a detailnej disekcii vztahov Struktura-
funkcia a ziskaniu farmak ovplyviiujucich tieto kanaly.*
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