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Abstract

Pucovsky V, Bauer V:
Nonselective cationic current � the basis of smooth muscle
depolarisation
Bratisl Lek Listy 2000; 101 (6): 331�339

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.

Abstrakt

Pucovský V., Bauer V.:
Neselektívny katiónový prúd � základ depolarizácie hladkého
svalu
Bratisl. lek. Listy, 101, 2000, è. 6, s. 331�339

Aktivácia muskarínových receptorov hladkého svalu vedie k je-
ho kontrakcii. Elektrofyziologickými a biochemickými metóda-
mi sa postupne, v rozpätí pribli�ne posledných 30�40 rokov
podarilo odhali� deje tvoriace jej podstatu. Jedným èlánkom kas-
kády týchto dejov je vtok katiónov do bunky hladkého svalu �
neselektívny katiónový prúd, následkom ktorého dochádza k de-
polarizácii bunkovej membrány a následnému otvoreniu vápni-
kových kanálov riadených napätím. Tento krátky preh¾ad pred-
kladá èitate¾ovi súèasné poznatky o neselektívnom katiónovom
prúde, ktoré sú doplnené údajmi o muskarínových receptoroch
hladkého svalu, ich prepojení na efektory prostredníctvom G-
proteínov, ako aj poznatkami o muskarínovej modulácii vápni-
kových a draslíkových kanálov hladkého svalu. V závere sú
uvedené smery, ktorými sa uberá ïal�í výskum v tejto oblasti.
(Tab. 2, obr. 2, lit. 82.)
K¾úèové slová: hladký sval, neselektívny katiónový prúd, depo-
larizácia, cholínergické M-receptory, G-proteíny.

Acetylcholín, ktorý je uvo¾òovaný zo zakonèení postganglio-
vých vlákien parasympatika, pôsobením na cholínergické M-re-
ceptory na hladkom svale spustí deje, ktoré v koneènom dôsledku
majú za následok kontrakciu hladkého svalu. Výsledky získané za
posledných 30 rokov najmä vïaka rozvoju elektrofyziologických
a biochemických metód napomohli odhaleniu dejov prebiehajú-
cich na úrovni membrán, organel a makromolekúl tvoriacich pod-
statu tejto kontrakcie. Detailné spoznanie úlohy a fungovania jed-
notlivých iónových kanálov a enzýmov v tomto procese je základ-
ným predpokladom cieleného vývoja lieèiv a úèinnej terapie cho-
rôb tráviacej, kardiovaskulárnej, urogenitálnej a dýchacej sústavy.
Cie¾om tohto èlánku je poskytnú� èitate¾ovi preh¾ad o niektorých

dejoch, ku ktorým dochádza aktiváciou cholínergických M-recep-
torov na bunkovej membráne hladkého svalu s dôrazom na nese-
lektívny katiónový prúd (Icat

) v bunkách longitudinálnej vrstvy
hladkého svalu ilea.

Cholínergické M-receptory

Cholínergické M-receptory patria do skupiny receptorov
spriahnutých s G-proteínmi, ktoré tvoria a� 80 % v�etkých zná-
mych receptorov (Bockaert, 1991). Ich molekula je zlo�ená zo 7
lipofilných transmembránových domén (helixov) pozostávajúcich
z 20�25 aminokyselinových zvy�kov spojených hydrofilnými
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sluèkami umiestnenými striedavo v extracelulárnom a intracelu-
lárnom prostredí a z extracelulárneho amino� (N-) a intracelulár-
neho karboxy� (C-) terminálu (Wess, 1993). Tretia doména je naj-
väè�ia s dlhou intracelulárnou sluèkou, sekvencia jej aminokyse-
lín je pri ka�dom podtype receptora iná a urèuje, ktorý typ G-
proteínu sa napojí na receptor (Brann a spol., 1993). Väzbové
miesto pre acetylcholín sa nachádza vo vaèku vytvorenom 3., 5.,
6. a 7. transmembránovou doménou (Wess a spol., 1995). Po na-
viazaní acetylcholínu dochádza ku konformaènej zmene recepto-
rovej molekuly, ktorá aktivuje príslu�ný G-proteín.

M-receptory umiestnené presynapticky, na postgangliových
nervových vláknach, plnia funkciu autoreceptorov a regulujú vý-
daj acetylcholínu negatívnou spätnou väzbou. M-receptory umies-
tnené postsynapticky � na cie¾ových bunkách, akými sú bunky
hladkého svalu, podsliznicové �liazky, epitel a endotel (Barnes,
1993; Eglen a spol., 1994) významne ovplyvòujú èinnos� efekto-
rového tkaniva. Pou�itím antagonistov s relatívnou selektivitou
a molekulovým klonovaním sa doteraz v tkanivách rôznych zvie-
racích druhov zistili �tyri podtypy muskarínových receptorov (M

1
,

M
2
, M

3 
a M

4
) a odhalila sa existencia piatich génov pre M-recep-

tory (m
1 
a� m

5
) (Hulme a spol., 1990), z ktorých prvé �tyri pro-

dukty zodpovedajú receptorom M
1 
a� M

4
, kým pre m

5 
sa doteraz

nezistil fyziologický korelát.
Populácia M-receptorov na hladkých svaloch je heterogénna

a pozostáva preva�ne z M
2 

(70�80 %) a M
3
-receptorov (20�

30 %) (Eglen a spol., 1996). M
1
-receptory sa vyskytujú na para-

sympatických gangliách. Podtyp presynaptického inhibièného M
autoreceptora e�te nie je spo¾ahlivo urèený. Star�ie výsledky na-
svedèovali tomu, �e ide o podtyp M

2 
(Barnes, 1992), nov�ie �tú-

die v�ak hovoria v prospech podtypu M
4 
(Kilbinger a spol., 1995).

Keï�e afinity jednotlivých �selektívnych� antagonistov (tab. 1) sa
do ve¾kej miery prekrývajú, presné urèenie podtypu M-receptora
je s�a�ené. Celkové mno�stvo prítomných M-receptorov sa mení
v závislosti od druhu a veku zviera�a a lokalizácie tkaniva. Tak
napríklad v dýchacích cestách morèa�a ich hustota klesá smerom
od trachey k bronchiolom (Haddad a spol., 1991).

G-proteíny

GTP-via�uce proteíny (G-proteíny) sú heterotrimérne regu-
laèné GTP-hydrolázy pozostávajúce z podjednotky α via�ucej GTP
a podjednotiek β a γ, ktoré sa kvôli svojej pevnej väzbe javia ako
afunkèný celok. Doteraz bolo klonovaných 23 rôznych podjedno-
tiek (Gudermann a spol., 1996), ktoré sa na základe stupòa ho-
mológie αaprimárnej sekvencie zade¾ujú do �tyroch podtried (α

s
,

α
i
, α

q 
a α

12
), 6 rôznych β a 11 rôznych γ podjednotiek (Weng

a spol., 1998). Celý komplex G-proteínu je vnorený do bunkovej
membrány z cytoplazmatickej strany prostredníctvom lipidových
modifikácií α (myristoylácia alebo palmitoylácia) a γ podjednot-
ky (prenylácia a karboxymetylácia) (Offermans a Schultz, 1994).
Neaktivovaný G-proteín má na svojej α podjednotke viazaný GDP,
ktorý sa po aktivácii uvo¾ní a na prázdne väzbové miesto sa navia-
�e GTP. Väzba GTP vyvolá konformaènú zmenu v troch flexibil-
ných regiónoch Gα (nazývané Switch I a� III). Táto zmena zní�í
jej afinitu voèi Gβγ. Následkom toho sa rozpojí G-proteínový
komplex na GTP-Gα a Gβγ. Odpojená GTP-Gα podjednotka má
20�100-krát vy��iu afinitu k efektorom, ktorými sú enzýmy, ako
napr. adenylátcykláza (AC), fosfolipáza C (PLC), fosfolipáza A

2

(PLA
2
), cGMP fosfodiesteráza (cGMP-PDE) alebo iónové kaná-

ly, ako napr. draslíkové a vápnikové kanály alebo tzv. GIRKs � G-
protein-gated inward rectifier K+ channels (Bockaert, 1991; Clap-
ham a Neer, 1997; Sprang, 1997), ako celý G-proteínový kom-
plex (Hamm, 1998). I keï sa spoèiatku myslelo, �e G-βγ iba inhi-
buje Gα-podjednotku, výsledky viacerých experimentálnych prác
z posledných rokov ukazujú, �e obe zlo�ky sú aktívne a ovplyv-
òujú efektory. GTPázovou aktivitou α-podjednotky sa GTP roz-
lo�í na GDP a fosfát, α-podjednotka sa znovu stane neaktívnou
a reasociuje s Gβγ-komplexom.

Funkciu G-proteínov mo�no ovplyvni� farmakologicky. Per-
tussis atoxín (PTX) ADP-ribozyluje serínový zvy�ok na C-termi-
náli α

1
-podjednotky, a tak inhibuje jej interakciu s receptorom.

Choleratoxín ADP-ribozyláciou arginínového zvy�ku G-proteínov
s α

s
-podjednotkou v polohe 201 umo�ní väzbu GTP a súèasne

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; c � Watson et al., 1999; n.d.� not determined.
Tab. 1. Preh¾ad antagonistov M-receptorov a ich afinít voèi jednotlivým podtypom M-receptorov (pod¾a Rouxa a spol., 1998). Hodnoty pKB sú
uvedené v zátvorke: a � pod¾a Eglena a Watsonovej, 1996; b � pod¾a Boltona a Zholosa, 1997; c � pod¾a Watsonovej a spol., 1999; n.d. �
bli��ie neurèené.

M
1

M
2

M
3

M
4

pirenzepín (8,3a) metoktramín (7,9a) 4-DAMP (8,8c) otenzepad
pirenzepine methoctramine (AF-DX 116) (n.d.)

telenzepín (n.d.) otenzepad p-F-HHSiD (7,6c) himbacín (8,8a)
telenzepine (AF-DX 116) (n.d.) himbacine

himbacín (8,5a) darifenacín (8,9c) telenzepín (n.d.)
himbacine darifenacin telenzepine

tripitramín (9,7a) zamifenacín (7,9b,c)
tripitramine zamifenacin

oxybutynin (8,4c)



333PUCOVSKY V, BAUER V: NON-SELECTIVE CATIONIC CURRENT ...

inhibuje GTPázovú aktivitu tejto podjednotky (Sprang, 1997).
Nehydrolyzovate¾ný analóg GDP, GDP-β-S blokuje funkciu G-
proteínov a nehydrolyzovate¾ný analóg GTP, GTP-γ-S ich irever-
zibilne aktivuje. V súèasnosti sú dostupné i protilátky voèi jed-
notlivým typom G-proteínov, ktoré blokujú ich èinnos� (Kim
a spol., 1998 a; Wang a spol., 1997). Nevýhodou týchto látok je
ich vysoká molekulová hmotnos� a neschopnos� prestupu bunko-
vou membránou.

Desenzitizácia

Desenzitizácia (tachyfylaxia, tolerancia, adaptácia, deaktivá-
cia, run-down) je významnou vlastnos�ou v�etkých receptorov
spriahnutých s G-proteínmi. Je to fenomén, pri ktorom opakova-
né podanie alebo dlhá expozícia rovnakej koncentrácii agonistu
vyvoláva men�í efekt, ako bol pôvodný.

Doteraj�í výskum nasvedèuje tomu, �e receptory sú postupne
fosforylované na serínových a treonínových zvy�koch tretej in-
tracelulárnej sluèky. V prípade M-receptorov sa na fosforylácii
zúèastòujú proteínkináza A (PKA), proteínkináza C (PKC)
a GRKs (G-protein-coupled receptor kinases) typ 2 a 3. Na fos-
forylovanú sluèku sa via�e 48 kDa proteín β-arestín, ktorý bráni
viazaniu G-proteínu s receptorom, a tým preru�í prenos signálu
z receptora do cytoplazmy (Haddad a Rousell, 1998). V primár-
nej sekvencii β-arestínu sa nachádza doména via�uca bielkovinu
klatrín, pomocou ktorej dochádza k internalizácii receptora. Pred-
pokladá sa, �e tento proces prispieva k desenzitizácii (ale ju v úpl-
nosti nevysvet¾uje, keï�e sa získali aj výsledky, keï inhibícia in-
ternalizácie neovplyvnila desenzitizáciu). V cytoplazme potom

mô�e dôjs� k defosforylácii receptorovej bielkoviny, ktorá je tak-
to recyklovaná a vracia sa do bunkovej membrány (Krupnick a Be-
novic, 1998).

Prepojenie muskarínových receptorov

Odli�ná primárna �truktúra M-receptorov im umo�òuje väzbu
s odli�nými G-proteínmi. Z tohto h¾adiska mo�no rozdeli� M-re-
ceptory na dve triedy (obr. 1).
� M1-receptory a M3-receptory sa spájajú s G

q 
proteínmi, kto-

ré sú necitlivé na PTX. Ich efektorom je PLC a druhým po-
slom sú Ca2+-ióny. PLC hydrolyzuje v membráne sa nachá-
dzajúci fosfatidylinozitolbisfosfát (PIP

2
) na inozitoltrisfosfát

(IP
3
) a diacylglycerol (DAG). Hydrofilný IP

3 
difunduje k sar-

koplazmatickému retikulu, kde aktivuje inozitolové receptory
a spú��a uvo¾òovanie vápnika z intracelulárnych zásobární.
Tým zvy�uje koncentráciu vo¾ného ionizovaného vnútrobun-
kového vápnika ([Ca2+]

i
). DAG, ktorý je lipofilný, difunduje

membránou a aktivuje PKC, ktorá fosforyluje niektoré kon-
traktilné proteíny, a tak napomáha udr�a� kontrakciu.

� M2-receptory a M4-receptory sa spájajú s G
i 
alebo G

o
-prote-

ínmi, ktoré sú citlivé na PTX. Inhibujú AC, a tak zni�ujú kon-
centráciu druhého posla, cyklického adenozínmonofosfátu
(cAMP). Keï�e cAMP aktivuje PKA, ktorá fosforyluje kiná-
zu ¾ahkých re�azcov myozínu, a tým inhibuje kontrakciu, vý-
sledkom aktivácie M

2
-receptorov a M

4
-receptorov bude inhi-

bícia relaxácie.
Keï�e na membráne hladkých svalov sa nachádzajú M

2 
a M

3
-

receptory (obr. 2), acetylcholín svojím pôsobením na tieto recep-

Fig. 1. The coupling of cholinergic M receptors with G proteins. AC �
adenylate cyclase, PLC � phospholipase C, PKC � protein kinase C,
DAG � diacylglycerol, IP3 � inositoltrisphosphate, Gq, Gi, Go�Gq, Gi or
Go protein, respectively, PTX � pertussis toxin, PKA � protein kinase
A, cAMP � cyclic adenosinemonophosphate, [Ca2+]i � concentration
of free intracellular calcium, + stimulation, � inhibition.
Obr. 1. Prepojenie cholínergických M-receptorov s G-proteínmi. AC
� adenylátcykláza, PLC � fosfolipáza C, PKC � proteínkináza C,
DAG � diacylglycerol, IP3 � inozitoltrisfosfát, Gq, Gi, Go�Gq, Gi alebo
Go proteín, PTX � pertussis toxín, PKA � proteínkináza A, cAMP
� cyklický adenozínmonofosfát, [Ca2+]i � intracelulárna koncen-
trácia vo¾ného ionizovaného vápnika, + stimulácia, � inhibícia.

Fig. 2. The effects of muscarinic receptor activation in smooth mus-
cle. PLC � phospholipase C, IP3 � inositoltrisphosphate, Gq, Gi, Go�
Gq, Gi or Go protein, PTX �pertussis toxin, IP3R � inositoltrisphos-
phate receptor, RyR � ryanodine receptor, SR � sarcoplasmic reti-
culum, PIP2 �phosphatidylinositolbisphosphate, + stimulation, �
inhibition.
Obr. 2. Úèinky aktivácie muskarínových receptorov hladkého sva-
lu. PLC � fosfolipáza C, IP3 � inozitoltrisfosfát, Gq, Gi, Go�Gq,
Gi alebo Go proteín, PTX � pertussis toxín, IP3R � receptor pre
inozitoltrisfosfát, RyR � ryanodínový receptor, PIP2 � fosfatidy-
linozitolbisfosfát, SR � sarkoplazmatické retikulum, + stimulá-
cia, � inhibícia.
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tory ovplyvòuje kontrakciu a svalový tonus obidvoma vy��ie uve-
denými mechanizmami (Roux a spol., 1998).

Úèinky stimulácie cholínergických muskarínových recepto-
rov hladkého svalu sú najviac preskúmané na modeli izolovanej
bunky longitudinálneho hladkého svalu tenkého èreva morèa�a.
Elektrofyziologickými metódami sa zistilo, �e acetylcholín, kar-
bachol a iné muskarínové agonisty aktivujúci M-receptory vyvo-
lajú signál, ktorý sa �íri nieko¾kými cestami:
� prostredníctvom G-proteínu citlivého na PTX k neselektívne-

mu katiónovému kanálu (Inoue a Isenberg, 1990 a; Komori
a spol., 1992). Prúd katiónov do bunky cez neselektívne ka-
tiónové kanály � neselektívny katiónový prúd (I

cat
, Benham

a spol., 1985; Inoue a spol., 1987; Inoue a Isenberg, 1990 b)
depolarizuje membránu, èoho dôsledkom je otvorenie vápni-
kových kanálov typu L riadených napätím a vtok vápnika do
bunky z extracelulárneho prostredia. Vápníkové iony potom
aktivujú kontrakèné procesy, ale aj od vápníka závislé iónové,
napr. draslíkové kanály (BK

Ca
). K uvo¾òovaniu vápnika zo

sarkoplazmatického retikula dochádza i spontánne, bez stimu-
lácie M-receptorov. Koncentrácia vnútrobunkového vápnika
sa kolísavo mení, èo sa odzrkad¾uje i na draslíkovom alebo
chloridovom prúde závislým od vápnika. Vzniká tak spontán-
ny prechodný vystupujúci prúd � STOC (Benham a Bolton,
1986) alebo vstupujúci prúd � STIC (Bauer a spol. 1997);

� prostredníctvom G-proteínu necitlivého na PTX k PLC (Ko-
mori a spol., 1992), èo vedie k produkcii IP

3 
a DAG z PIP

2
.

IP
3 

potom prostredníctvom svojho receptoru (IP
3
R) uvo¾ní

vápnik zo sarkoplazmatického retikula (Komori a Bolton,
1991; Pacaud a Bolton, 1991);

� (pri myocytoch kolónu psa) prostredníctvom G-proteínu citli-
vého na PTX k draslíkovým kanálom závislým od vápnika,
ktoré inhibuje (Cole a spol., 1989; Cole a Sanders, 1989);

� prostredníctvom G-proteínu, o ktorom sa predpokladá, �e je
citlivý na PTX (Pucovský a spol., 1998) k vápnikovým kaná-
lom typu L riadeným napätím (Inoue a Isenberg, 1990 c; Mit-
sui a Karaki, 1990; Beech, 1993), ktorých vodivos� potláèa
priamo alebo prostredníctvom druhého posla.
�írenie signálu prvými troma cestami rezultuje v depolarizá-

cii bunkovej membrány hladkých svalov a vo zvý�ení koncentrá-
cie vo¾ného cytoplazmatického vápnika. �tvrtá cesta je pravdepo-
dobne ochranným mechanizmom. Spolu s hyperpolarizujúcim
draslíkovým prúdom závislým od vápnika chráni bunku pred pre-
plnením vápnikom. Je jedným z faktorov funkènej desenzitizácie
na acetylcholín v morèacom ileu (Himpens a spol., 1991). Ok-
rem toho, prihliadnúc na káblové vlastnosti hladkého svalu, inhi-
bíciou BK

Ca
-kanálov sa zvy�uje vstupný odpor myocytov, èo zvý-

�i då�kovú kon�tantu a spôsobí, �e excitácia je schopná rýchlej�ie
sa �íri� na väè�ie vzdialenosti a �e sa u�etrí energia, ktorá by bola
potrebná na vstupujúci prúd udr�iavajúci depolarizáciu (Shuba,
1981).

Neselektívny katiónový prúd

Zistením Boltona (1971) a Benhama a spol. (1985), �e ace-
tylcholín depolarizuje membránu myocytov ilea aktiváciou vstu-
pujúceho prúdu cez neselektívny katiónový kanál sa otvoril vý-
skum I

cat
. Neslektívny katiónový kanál sa zistil aj na myocytoch

jejúna (Pacaud a Bolton, 1991) a �alúdka morèa�a (Kim a spol.,

1997), trachey koòa (Fleischmann a spol., 1997), portálnej vény
králika (Helliwell a Large, 1996) a kultúre myocytov aorty pot-
kana A7r5 (Nakajima a spol., 1996). I

cat 
je hlavným mechanizmom,

ktorým muskarínové agonisty depolarizujú membránu. Neselek-
tívny katiónový kanál myocytov tenkého èreva alebo �alúdka mor-
èa�a je priepustný pre Na+ a K+-ióny (Kim a spol., 1995). Kanály
sú priepustné pribli�ne rovnako pre Rb+, K+, Cs+, Na+ a Li+ (pomer
priepustností 1,1:1,1:1:0,98:0,80) (Kim a spol., 1995) a slabo prie-
pustné a� nepriepustné pre ióny Ca2+, Mg2+ a Cl� (Inoue a Isen-
berg, 1990 b). Muskarínová stimulácia zrejme nie je jediným spô-
sobom, ako aktivova� tento receptorom riadený kanál. Na neselek-
tívny katiónový kanál konvergujú i signály z histamínového (na
ileu morèa�a) (Komori a spol., 1992), cholecystokinínového (na
�alúdku morèa�a) (Wang a Sims, 1998) a tachykinínových recep-
torov (myocyty hrubého èreva psa) (Lee a spol., 1995).

Inoue a Isenberg (1990 b) zistili, �e k aktivácii I
cat 

dochádza
prostredníctvom G-proteínu citlivého na PTX. Dokázali, �e I

cat 
je

blokovaný pridaním nehydrolyzovate¾ného analógu GDP, GDP-β-
S, do bunky a je evokovaný ireverzibilným aktivátorom G-proteí-
nov, gGTP-γ-S. GTP-γ-S zvý�i vodivos� jednotlivých kanálov,
zmení závislos� prúdu od koncentrácie intracelulárneho vápnika
a od napätia na membráne podobne, ako je to pôsobením acetyl-
cholínu. Po pridaní acetylcholínu sa intenzita tohto prúdu u� ïalej
nezvy�uje. Výsledky Zholosa a Boltona (1994) naznaèujú, �e na
aktiváciu neselektívneho katiónového kanálu je potrebné naviaza-
nie aspoò jednej podjednotky aktivovaného G-proteínu, pritom je
mo�né naviazanie i dvoch alebo viacerých takýchto podjednotiek.
Zdá sa, �e úlohu pri I

cat 
má i tyrozínkináza, lebo jej inhibítor ge-

nisteín inhibuje I
cat

. Presný mechanizmus inhibície sa zatia¾ nepo-
darilo objasni�. Predpokladá sa, �e inhibíciou tyrozínkinázy je
zní�ená fosforylaèná aktivácia bielkovín potrebných pre mobili-
záciu intracelulárneho vápnika (Inoue a spol., 1994).

I
cat 

závisí od napätia na membráne. Krivka závislosti prúdu od
membránového potenciálu je zvonovitá, s maximom okolo -30 mV,
s potenciálom reverzie (E

rev
) v negatívnej èasti potenciálovej osi

blízko 0 mV a s tzv. inward rektifikáciou pri kladných hodnotách
membránového potenciálu (Inoue a Isenberg, 1990 a). Hyperpo-
larizácia membrány deaktivuje neselektívne katiónové kanály (Zho-
los a Bolton, nepublikované údaje). I

cat 
tie� výrazne závisí od [Ca2+]

i
,

ktorý facilituje I
cat

. Tento mechanizmus pravdepodobne slú�i ako
pozitívna spätná väzba na udr�anie vtoku vápnika do bunky pretr-
vávajúcou depolarizáciou (Inoue a Isenberg, 1990 c). I

cat 
má bifá-

zický priebeh, ktorý sleduje a odzrkad¾uje zmeny koncentrácie
vnútrobunkového vápnika. Prvá fáza je prechodný nárast prúdu
spôsobený uvo¾nením vápnika zo sarkoplazmatického retikula a je-
ho facilitaèným úèinkom na I

cat
. Druhá fáza je, po odznení efektov

uvo¾nenia vápnika, demaskovaný primárny mechanizmus, ktorý
pozostáva z muskarínovej aktivácie G-proteínu sprostredkujúce-
ho otvorenie neselektívneho katiónového kanála (Pacaud a Bol-
ton, 1991). Napä�ová závislos� I

cat 
sa zdá by� modulovaná G-prote-

ínmi, keï�e sa zistilo, �e koncentrácia aktivovaných podjednotiek
G-proteínu v bunke urèuje polohu aktivaènej krivky I

cat 
na napä-

�ovej osi. Zvý�enie podielu obsadených muskarínových recepto-
rov posunulo aktivaènú krivku I

cat 
do negatívnej oblasti a pretrvá-

vajúca prítomnos� agonistu (t.j. desenzitizácia) ju posunula pozi-
tívne (Zholos a Bolton, 1994).

Názory na moduláciu I
cat 

extracelulárnym pH sa rozchádzajú.
Výsledky Inoueho a spol. (1995) nasvedèujú tomu, �e acidifiká-
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cia extracelulárneho prostredia zväè�uje I
cat

, èo autori vysvet¾ujú
alosterickou modifikáciou neselektívneho katiónového kanála pro-
tónmi a následnou zmenou jeho kinetiky otvárania. Na druhej stra-
ne ukázala práca Zholosa a Boltona (1997 a), �e zvý�ená koncen-
trácia H+-iónov inhibuje I

cat 
vyvolaný buï karbacholom alebo in-

tracelulárnym podaním GTP-γ-S. Tento úèinok vzniká modulá-
ciou samotného kanálu a/alebo tienením fixovaných negatívnych
nábojov na membráne, posúvajúc tak transmembránový potenciá-
lový rozdiel, ktorý registruje vrátkovací mechanizmus kanálu.
Podobným spôsobom sa zdá by� I

cat 
modulovaný i dvojmocnými

katiónmi, Ca2+ a Mg2+, ktorých zvy�ujúca sa extracelulárna kon-
centrácia ho inhibuje (ileum) (Zholos a Bolton, 1995), (vaskulár-
ne myocyty) (Nakajima a spol., 1997).

Hypotonické napuèanie bunky zmenou osmolality externého
roztoku z 312 na 262 mosmol/l, ktoré nemení prúd cez napä�ovo
závislé draslíkové a vápnikové kanály, zvý�i I

cat 
pribli�ne o 50 %

nezávisle od vnútrobunkového vápnika. Svedèí to o jeho mo�nej
mechanosenzitívnej modulácii (Waniishi a spol., 1997).

Príspevok chloridových aniónov, ktoré výstupom z bunky
mô�u napodobòova� vstupujúci katiónový prúd, sa zdá minimálny
v ileálnych myocytoch morèa�a. Zholos a Bolton (1995) ukázali,
�e keï sa sodné ióny nahradia nepermeujúcimi iónmi N-metyl-D-
glukamínu, neselektívny katiónový prúd nevznikne. Práca Fleis-
chmanna a spol. (1997) na tracheálnych myocytoch koòa v�ak
ukazuje, �e prechodná zlo�ka vstupujúceho prúdu vyvolaného
aktiváciou muskarínových receptorov je vlastne vystupujúci prúd
chloridových iónov cez chloridové kanály závislé od vápnika.

Okrem uvedeného mechanizmu desenzitizácie receptorov, na
ktorom sa zúèastòujú GRKs a arestíny, v desenzitizácii I

cat 
má úlohu

i obsah GTP a aktivita PKC v bunke. Zholos a Bolton (1996)
pozorovali, �e desenzitizácia I

cat 
je pomal�ia, keï v pipetovom roz-

toku je prítomné GTP alebo GTP-γ-S a rýchlej�ia, keï je tam GDP-
β-S. Predpokladajú, �e desenzitizácia I

cat 
je spôsobená poklesom

koncentrácie aktivovaného G-proteínu. Opakované podanie ago-
nistu muskarínových receptorov vyvolá I

cat
, ktorého amplitúda sa

postupne zmen�uje. Ak sa v�ak v pipetovom roztoku nachádza 1
mM GTP, k desenzitizácii prakticky nedochádza (Pucovský a spol.,
1998). Aktivátor PKC, forbol-12, 13-dibutyrát v prítomnosti
MgATP potlaèí I

cat 
gastrických myocytov a inhibítor PKC, chele-

rytrín tomu zabráni (Ahn a spol., 1997). V prítomnosti 2 mM
EGTA (chelátor vápnika) v pipetovom roztoku bola desenzitizá-
cia pomal�ia ako v prípade, keï tam bolo len 0,5 mM EGTA, èo
svedèí o tom, �e desenzitizácia I

cat 
je sèasti spôsobená fosforylá-

ciou proteínov enzýmom PKC za spoluúèasti vápnika (Kim a spol.,
1998 b).

V poslednom èase sa pozornos� sústreïuje na odhalenie podty-
pu M-receptora a G-proteínu, ktorými je mediovaný I

cat
. Odpoveï

na prvú otázku sa zdá jednoznaèná. Antagonisty cholínergických
M

3
-receptorov himbacín, tripitramín a metoktramín kompetitívne

inhibovali, kým zamifenacín, p-F-HHSiD (parafluoro-hexahydro-
sila-difenidolhydrochlorid) a 4-DAMP (4-difenylacetoxy-N-metyl-
piperidínmetiodid), antagonisty cholínergických M

3
-receptorov, len

zni�ovali maximálnu amplitúdu I
cat

. Zdá sa preto, �e otváranie nese-
lektívnych katiónových kanálov je spôsobené aktiváciou M

2
-recep-

torov a aktivácia M
3
-receptorov má �permisívnu� úlohu, ktorá by

mohla spoèíva� vo fosforylaènom odstraòovaní inhibície M
2
-recep-

tora alebo neselektívneho katiónového kanálu proteínkinázou C
(Bolton a Zholos, 1997; Zholos a Bolton, 1997b). Takéto závery

podporili aj výsledky Komoriho a spol. (1998), ktorí zistili, �e: a)
aktivácia M

2
-receptora aktivuje G-proteín citlivý na PTX, ktorý ot-

vára neselektívny katiónový kanál a inhibuje AC, b) aktivácia M
3
-

receptora aktivuje G-proteín necitlivý na PTX, ktorý sa napojí na
PLC a v koneènom dôsledku vedie k uvo¾òovaniu vápnika zo sar-
koplazmatického retikula. Wang a spol. (1997) ukázali, �e bloká-
dou M

3
-receptorov je inhibovaná prvá, prechodná zlo�ka a bloká-

dou M
2
-receptorov druhá, pretrvávajúca zlo�ka I

cat
. V súvislosti

s otázkou, ktorý typ G-proteínu sprostredkuje otváranie neselektív-
neho katiónového kanála, boli doteraz publikované dve práce. Wang
a spol. (1997) zistili, �e v tracheálnych myocytoch koòa pretrváva-
júca zlo�ka I

cat 
je blokovaná nieko¾kými druhmi protilátok anti-

Gα
,i 
a protilátkou anti-Gα

,o
. Kim a spol. (1998 b) na gastrických

myocytoch morèa�a zistili, �e anti-Gα
,o 

protilátka inhibuje I
cat

, kým
anti-Gα

,i 
protilátka je bez úèinku. Predpokladajú, �e v tomto type

tkaniva sa na neselektívny katiónový kanál pravdepodobne napája
G

o
-proteín.

O neselektívnom katiónovom kanáli sa málo vie. Doteraz ne-
bol izolovaný, ani nie je známa jeho primárna sekvencia. Èinnos�
jednotlivých kanálov �a�ko sledova�, lebo ich hustota na membráne
je malá (asi 1000 funkèných kanálov na jednej bunke) a majú rých-
lu desenzitizáciu. Vodivos� kanálu je v rozmedzí 20-25 pS (Inoue
a spol., 1987), 25-30 pS (Zholos, nepublikované údaje). Poèas sti-
mulácie sa simultánne otvorí okolo 3600 kanálov, ale skutoèný po-
èet kanálov je najmenej dvakrát väè�í, keï�e pravdepodobnos� ot-
vorenia kanálu (NP

o
) je pri maximálnej aktivácii men�ia ako 0,5.

Priemerná hustota kanálov by potom bola 1/µm2.
Neselektívny katiónový prúd mo�no farmakologicky ovplyvni�

rôznymi látkami. Chen a spol. (1993) tieto látky rozdelili do dvoch
skupín (tab. 2). Rýchle blokátory I

cat 
(blokátory draslíkových kaná-

lov a kofeín) inhibujú neselektívny katiónový kanál do 50�100

Tab. 2. Division of substances which block Icat into two groups accor-
ding to the rate of Icat inhibition. IC50 values are: a � according Chen
et al. (1993); b � according Kim et al. (1995).
Tab. 2. Rozdelenie látok blokujúcich Icat pod¾a rýchlosti blokády do
dvoch skupín. Hodnoty IC50 sú: a � pod¾a Chena a spol. (1993); b �
pod¾a Kima a spol. (1995).

Fast I
cat 

blockers Slow I
cat

 blockers
Rýchle blokátory I

cat
Pomalé blokátory I

cat

K+ channel blockers DPC derivatives
blokátory K+ kanálov deriváty DPC

látka látka
substance IC

50
substance IC

50

TEA ~10 mM (4,1 mMb) DPC >100 µMa

4-AP 2,5 mM (3,3 mMb) DCDPC <30 µMa

procaine 1-5 mM
prokaín niflumic acid >100 µMa

maniflumová kyselina
flufenamic acid 32 µMa

flufenamová kyselina
caffeine ~10 mMa  quinine 1 µMa

kofeín chinín

quinidine 0,25 µMb

chinidín



336 BRATISL LEK LISTY 2000; 101 (6): 331�339

ms a ich blokáda je silnozávislá od napätia na membráne. Predpo-
kladá sa, �e interferujú s permeáciou katiónov cez kanál. Pomalé
blokátory I

cst 
(deriváty difenylamín 2-karboxylovej kyseliny (DPC),

chinín a chinidín) inhibujú kanál asi 10-krát pomal�ie ako rýchle
blokátory, ich blokáda je takmer nezávislá od napätia a po výplachu
nedôjde ku kompletnému obnoveniu prúdu. Keï�e deriváty DPC
sú látky lipofilnej povahy, predpokladá sa, �e prestupujú membrá-
nou a ovplyvòujú kanál z vnútornej strany.

Miestom úèinku blokátorov I
cat 

je pravdepodobne neselektív-
ny katiónový kanál, keï�e I

cat 
vyvolaný GTP-γ-S bol tie� inhibo-

vaný. Tieto látky nemenia iónovú selektivitu neselektívneho ka-
tiónového kanálu, ale ich selektivita je dos� nízka, lebo inhibujú
i vápnikový prúd (prokaín, DPC, DCDPC) (Chen a spol., 1993).
Relatívne najselektívnej�ím blokátorom neselektívneho katióno-
vého kanálu je chinidín, ktorý reverzibilne inhibuje I

cat
, pôsobí

extracelulárne a pri IC
50 

pre neselektívny katiónový kanál relatív-
ne málo inhibuje draslíkový prúd závislý od napätia a od vápnika
a vápnikový prúd (Kim a spol., 1995).

Modulácia iných iónových kanálov hladkého svalu muskarí-
novými receptormi

Modifikácia vlastností iónových kanálov na cytoplazmatickej
membráne predstavuje dôle�itý mechanizmus regulácie excitabi-
lity hladkosvalovej bunky. Aktivácia muskarínových receptorov
hladkého svalu moduluje prúd vápnika cez kanály typu L riadené
napätím a prúd draslíka cez kanály závislé od vápnika. Známe sú
i pôsobenia na iné typy iónových kanálov, ako napr. na K

ATP
 kaná-

ly tracheálnych myocytov (Nuttle a Farley, 1997) alebo na chlori-
dové kanály riadené napätím (v myocytoch kolónu králika) (Sun
a spol., 1992).

V èrevnom hladkom svale dochádza k muskarínovému potla-
èeniu vápnikového prúdu, i keï sa v niektorých tkanivách pozoro-
vala i muskarínová potenciácia (v gastrických myocytoch oboj�i-
velníkov) (Clapp a spol., 1987), v bronchiálnych myocytoch pot-
kana (Kamishima a spol., 1992), v koronárnej artérii králika (Mat-
suda a spol., 1990). Fenomén potlaèenia vápnikového prúdu nie je
obmedzený iba na èrevný hladký sval a cholínergickú stimuláciu,
ale sa zdá roz�íreným mechanizmom, ktorým dochádza ku komuni-
kácii medzi elektromechanickým a farmakomechanickým prepoje-
ním. Podobné úèinky na vápnikový prúd sa pozorovali na bunkách
bazilárnej artérie králika po stimulácii estradiolom (Ogata a spol.,
1996), na pacemakerových bunkách sínoatriálneho uzla králika po
karbachole (Han a spol., 1995), na gastrických a tracheálnych my-
ocytoch (Wade a spol., 1996), na myocytoch moèového mechúra
(Yoshino a Yabu, 1995) a na myocytoch ilea morèiat po histamíne,
bradykiníne, substancii P alebo acetylcholíne (Beech, 1993).

Potlaèenie vápnikového prúdu je bifázické a dochádza k ne-
mu pravdepodobne na samom vápnikovom kanáli (Beech, 1993;
Yoshino a Yabu, 1995). Prechodná zlo�ka je zapríèinená uvo¾ne-
ním vápnika z vnútrobunkových zásob (Ganitkevich a spol., 1987),
ktorého zvý�ená hladina inhibuje vápnikový kanál. Tento mecha-
nizmus je sprostredkovaný G-proteínom necitlivým na PTX, prav-
depodobne typu G

q/11
, spájajúcim sa s M

3
-receptorom, ktorý akti-

vuje PLC/IP
3 
kaskádu (Komori a spol., 1992). Pretrvávajúca zlo�ka

je tie� mediovaná G-proteínom a na fungovanie potrebuje mini-
málne pokojovú koncentráciu cytoplazmatického vápnika, zhruba
100 nM (Beech, 1993). Potlaèenie sa vyvíja postupne (k maximu

potlaèenia dôjde 1�2 min po podaní agonistu) a nedesenzitizuje
sa. Zatia¾ nie je známe, ktorým typom M-receptora je mediovaná.
Na�e výsledky (Pucovský a spol., 1998) a nepriamo aj výsledky
Wanga a spol. (1997) nasvedèujú tomu, �e G-proteín sprostred-
kujúci pretrvávajúcu zlo�ku potlaèenia vápníkového prúdu je cit-
livý na PTX, kým výsledky Unnoa a spol. (1995) viedli autorov
k opaènému záveru. Nie je známy ani mediátor inhibujúci vápni-
kový kanál. Zatia¾ sa zdá, �e to nie sú kyselina arachidónová a jej
metabolity (Unno a spol., 1996) a ani NO (Pucovský a spol.,
1998). Na myocytoch longitudinálneho svalu èreva králika v�ak
kyselina arachidónová a iné cis-nenasýtené mastné kyseliny s dl-
hým re�azcom inhibovali vápnikový prúd (Shimada a Somlyo,
1992). Najnov�ie výsledky ukazujú, �e na oboch zlo�kách potla-
èenia vápnikového prúdu sa pravdepodobne zúèastòuje PLC ale-
bo fosfolipáza D (PLD). D609 a wortmannin, chemicky neprí-
buzné inhibítory PLC a PLD, inhibovali obe zlo�ky spazmogén-
mi vyvolaného potlaèenia vápnikového prúdu, èo nasvedèuje tomu,
�e sú mediované tým istým alebo farmakologicky podobným fak-
torom (Unno a spol., 1998).

Draslíkové kanály závislé od vápnika tvoria väè�inu populá-
cie draslíkových kanálov myocytov ilea (Gagov a spol., 1993).
Úèinok muskarínovej aktivácie na BK

Ca 
kanál je bifázický (Ko-

mori a spol., 1992). V prvej fáze je prúd cez tieto kanály pre-
chodne potencovaný uvo¾neným vápnikom (prostredníctvom M

3
-

receptorov, PLC a IP
3
), v druhej fáze je inhibovaný. Cole a spol.

(1989) a Cole a Sanders (1989) na myocytoch kolónu psa zistili,
�e acetylcholín zní�i vystupujúci prúd vyvolaný depolarizáciou
bunkovej membrány a �e nifedipín blokuje tento úèinok. Sledo-
vaním aktivity jednotlivých BK

Ca 
kanálov zistili, �e acetylcholín

posúva ich aktivaèné napätie do pozitívnej oblasti. Keï�e inhibí-
cia draslíkového prúdu bola zvý�ená pridaním GTP alebo GTP-γ-
S do pipety a blokovaná pridaním PTX, títo autori uzavreli, �e
muskarínová aktivácia inhibuje BK

Ca 
kanál pravdepodobne pros-

tredníctvom G-proteínu.
Zjednodu�ená schéma úèinkov muskarínovej stimulácie na

hladkom svale je znázornená na obrázku 2.

Záver a perspektívy

Neselektívny katiónový kanál predstavuje z ve¾kej èasti dote-
raz neprebádanú a z terapeutického h¾adiska zaujímavú �truktúru
hladkosvalovej bunkovej membrány. Poznanie �truktúry a úplné
pochopenie funkcie a tkanivových odli�ností tohto kanála by mohlo
vies� k vývoju látok schopných selektívne zabráni� depolarizácii
membrány buniek jednotlivých typov hladkého svalu (a tým za-
bráni� aj jeho aktivácii), èo mô�e priaznivo ovplyvni� priebeh cho-
rôb súvisiacich so zmenenou reaktivitou hladkého svalu. V súèas-
nosti sa výskum v tejto oblasti uberá dvoma hlavnými smermi.

Nieko¾ko laboratórií sa usiluje preskúma� neselektívny katió-
nový kanál na úrovni jednej molekuly alebo funkène jednotného
komplexu molekúl (v prípade, �e je kanál asociovaný s muskarí-
novým receptorom a/alebo G-proteínom). Toto mo�no teoreticky
uskutoèni� sledovaním aktivity jednotlivých iónových kanálov elek-
trofyziologickými metódami. Pomerne nízka hustota týchto kaná-
lov a ich rýchla desenzitizácia predstavujú v�ak metodickú pre-
ká�ku, ktorá doteraz nebola prekonaná.

Metódami molekulovej biológie sa h¾adá gén a biochemická
�truktúra týchto kanálov. Nedávno sa zistilo, �e proteín hTRPC6
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zvy�uje vstup vápnika do buniek ko-transfikovaných génom pre
muskarínový receptor typu M

5 
a stimulovaných karbacholom (Bo-

ulay a spol., 1997). Hofmann a spol. (1999) doplnili poznatky
o TRPC6 zistením, �e prepú��a katióny neselektívnym spôsobom
a je aktivovaný diacylglycerolom. Tieto vlastnosti nasvedèujú
tomu, �e práve táto bielkovina by mohla by� h¾adaným neselektív-
nym katiónovým kanálom alebo jeho súèas�ou. TRP (transient re-
ceptor potential) gény boli pôvodne objavené u Drosophily, kde
kódujú neselektívny katiónový kanál regulovaný obsahom vápni-
ka v intracelulárnych zásobáròach (Clapham, 1996), ktorý má
úlohu vo fototransdukcii tohto hmyzu. Neskôr boli objavené ci-
cavèie homológy týchto génov, TRPC gény (TRPC1 a� 6), z kto-
rých hTRP1 a hTRP3 (Zhu a spol., 1996) a mTRP2 (Vannier
a spol., 1999) sú regulované vyprázdòovaním intracelulárnych
zásobární vápnika. Otázku, èi TRPC6 je neselektívny katiónový
kanál, bude mo�né definitívne zodpoveda�, a� keï sa podrobnej-
�ie preskúmajú vlastnosti prúdu teèúceho cez TRPC6 a keï sa
expresiou dominantne negatívneho variantu tohto génu potlaèí
neselektívny katiónový prúd v bunkách, ktoré ho vykazujú. V prí-
pade, �e sa táto hypotéza uká�e správnou, u� niè nebude stá� v ceste
obmenám molekuly kanálu a detailnej disekcii vz�ahov �truktúra-
funkcia a získaniu farmák ovplyvòujúcich tieto kanály.*
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