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SUHRN

Napétovo riadené vapnikové kanaly: Struktira, charakteristika a terminolégia

Napitovo riadené vapnikové kandly predstavuju jeden z hlavnych spdsobov vstupu kalcia do
buniek. Ich aktivita je nevyhnutnd pre spriahnutie elektrického signdlu z povrchu bunky
s fyziologickymi dejmi vo vnutri buniek. Z elektrofyziologického a molekularneho hladiska bolo
identifikovanych viacero typov farmakologicky, Strukturdlne a kineticky odliSnych vapnikovych
kandlov. Cielom tohto review je popisat zdkladné funk¢né, farmakologické a Strukturalne vlastnosti
napitovo riadenych vapnikovych kandlov.

KIicové slova: napifovo zavislé Ca’>+ kandly — typy véapnikovych kandlov — elektrofyzioldgia —
terminoldgia — podjednotky
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SUMMARY

Voltage gated calcium channels: structure, characteristics and terminology

Voltage-gated Ca®* channels are the major pathway of Ca?* entry into the cells. Their activity is
essential to couple electrical signals from the cell surface to physiological events in cells. Several
pharmacologically, structurally and kinetically distinct calcium channel types have been identified
at the electrophysiological and molecular levels. This review aims to describe the functional, struc-
tural and pharmacological properties of voltage-gated calcium channels.

Key words: voltage-dependent Ca®* channels — types of calcium channel proteins — electro-

physiology — terminology — subunits
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Md

Vapnik je jednym z najviac zastipenych prvkov v lud-
skom tele, kde zohrava tak fyziologicku ako aj patolo-
gicku tulohu. Jeho koncentracia, pohyb a skladovanie
podlieha vysokej regulacii V. Iény Ca?* st klucovou
sucastou komunikacnych drah (druhymi poslami). Druhi
poslovia sa pohotovo rozptyluji po cytozole bunky
a napomahaju rychlemu Sireniu signalov. Napriek tomu,
7e su véapenaté i6ny trvale pritomné v telesnych tekuti-
nach organizmu, mdzu sluzit ako druhy posol, pretozZe je
ich koncentricia v cytozole udrZzovana na velmi nizkej
hodnote vdaka proteinovym pumpam ?. Na zmenu kon-
centracie vapenatého i6nu v cytozole je citlivad Siroka
Skala Stafetovych proteinov *#. U¢inky Ca?* sii na Vicsi-
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nu proteinov nepriame a si sprostredkované radou pre-
vodovych proteinov nazyvanych Ca?* viazice proteiny.
Okrem vSeobecne rozsireného kalmodulinu (aj v rastlin-
nej risi) s zname napr. troponin C, kalcineurin, parval-
bumin ¥. Po naviazani Ca?* meni kalmodulin svoju kon-
forméciu, a to mu umoziuje interagovat s celou skupinu
cielovych proteinov a menit ich aktivitu ». Ca?* sa tak
podiela na regulacii enzymov, endokrinnej a exokrinnej
sekrécii, kontrole génovej expresie, fungovani imunitné-
ho systému, integrite bunkovych membran, koagulécii
krvi, svalovej kontrakcii, metabolizme kosti, kortikdlne;j
reakcii a metabolickych zmendch vo vajecnej bunke,
dalej na rdznych pochodoch v nervovom systéme, akymi
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st uvolilovanie neurotransmitérov, regulacia neuronalnej
excitability alebo synaptogenéza atd. >7.

Ak vSak nie su pohyb a koncentracia vapnika kontro-
lované, potom tento i6n pdsobi ako patologicky agens
vyvolavajuci poSkodenie a smrt bunky ',

Vapenaté i6ny st v cytozole udrZiavané v nizsich kon-
centricidch ako v extraceluldrnej kvapaline. Cim niZgia je
zdkladna koncentricia Ca®* v cytozole, tym je bunka cit-
livejSia na vzrast koncentracie cytozolického Ca* *.
Eukaryotické bunky udrZuji v cytozole velmi nizku kon-
centriciu volnych Ca? (10 az 107 mol/l), oproti ovela
vys8ej koncentracii Ca?* v okoli buniek (1-2.10* mol/l) ¥,
¢o sa deje pomocou vapenatych pump pohananych ATP,
pritomnych v plazmatickej membrdne a v membrane
endoplazmatického retikula, ktoré aktivne odcerpavaji
Ca?* z cytozolu 2.

Velmi nizka kTudové koncentracia Ca?* sa zvySuje bud
uvolnenim vépnika z intracelularnych kompartmentov
(mitochondria, sarkoplazmatické retikulum, bielkovino-
vé nosice), alebo otvorenim napifovo senzitivnych Ca
kandlov a receptorovo ovladanych kandlov ¢i sodikovo
vapnikovym vymennikom a transportom Specifickymi
vapnik viazicimi proteinmi 2.

Napiditovo riadené vdapnikové kandly — funkcné
charakteristiky

Napitovo riadené vapnikové kandly predstavuji jeden
z hlavnych spdsobov vstupu kalcia do buniek . Selektiv-
ne prepustaji i6ny Ca?* v pritomnosti monovalentnych
katiénov (Na* a K*), ktoré sa v ich okoli nachadzaju
v 1000x vysSej koncentracii. Mechanizmus selektivity
nespoc&iva v selektivnom filtri pre iény Ca*, ale v uréitom
druhu kompetitivity medzi ionmi. Ca** kanély sa totiZ sté-
vaji neselektivnymi katiénovymi kanalmi v nepritomnos-
ti Ca®* a su prestupné aj pre velké monovalentné kationy
ako napr. tetrametylamoéniovy kation 9. Napitovo riade-
né vapnikové kanaly vykazuja rovnaku (T-typ) alebo vys-
Siu (ostatné typy) selektivitu voci ibnom Ba?*, zatial ¢o
kationy Ni** a Cd** tieto kanaly blokuja 'V,

Vdaka napifovo riadenym vapnikovym kandlom
dochadza k spriahnutiu elektrického signalu na povrchu
buniek s fyziologickymi dejmi vo vnutri buniek '> '3,
Tento typ kandlov reaguje na zmenu membranového
potencidlu a je otvarany depolarizidciou bunkovej mem-
brany 9. Silny negativny naboj na vnitornej strane bun-
kovej membrany udrzuje vapnikové kandly uzatvorené.
Ako nahle zacne na intraceluldrnej strane membrany
negativny naboj klesat, dochdadza k zmene konformacie
kandlového proteinu, kandly sa otvoria a umoZnia vapni-
kovym i6nom prenikniit v smere koncentra¢ného gra-
dientu cez membranu do vnitra bunky 2.

Pocas pretrvavajicej depolarizacie je pociatocna akti-
vacia Ca?* kandlov nasledovana stratou aktivity (inakti-
véaciou). Inaktivicia kandlu je kliCovy mechanizmus,
ktory umoznuje vstup presného mnozstva Ca** do bunky
a pomaha predist kumulécii a dosiahnutiu cytotoxickych
koncentracii Ca’* v bunke '> 9. NavySe velké mnoZstvo
ligandov, ktoré maju kandl blokovat, preferuji interakciu
s inaktivovanym stavom 7. V sdcasnosti st zndme tri
typy inaktivacie '®:

— D

* rychla napitovo zavisla inaktivacia (10-100 ms) ',
na ktorej sa podielaju Strukturdlne prvky vapnikového
kandlu (v8etky Styri transmembrdnové domény o, pod-
jednotky, I-II cytoplazmatickd spojka o, podjednotky,
ktord funguje ako zatka blokujica pér a B podjednotka,
ktora zohrava modula¢ni tdlohu v inaktivaénom procese
— podrobny opis Struktiry vid dalej);

 pomald inaktivacia 2 trvajuca niekolko sekind az
mintt je doposial mélo prestudovani;

o Ca’ zavisla inaktivacia je kontrolovand vstupom
vapnika do bunky. Dochddza pri nej k asociécii kalmo-
dulinu s kandlom 2V.

Tretim konforma¢nym stavom kandlu je zatvoreny

zatvoreny

otvoreny inaktivovany

Obr:. 1. Tri zakladné stavy napdtovo riadenych vapnikovych
kandlov

kandl (obr. 1), pri ktorom st napitové senzory v aktivo-
vanom stave, ale kandl nie je otvoreny a i6ny Ca** nepra-
dia do bunky 2.

Typy vdpnikovych kandlov

Kanaly tvoria skupinu heteromérnych proteinov, ktora
je stcastou skupiny napifovo riadenych kanalov zahriu-
jucej sodikové a draslikové kanaly 2*2%. AZ doposial bolo
popisanych 6 tried (L-, T-, N-, P-, Q-, R-typ) napéfovo ria-
denych véapnikovych kandlov exprimovanych v membra-
nach drazdivych buniek (neurény, myocyty, sekretorické
bunky) 2. Tieto kandly sa li§ia okrem iného vo svojich
elektrofyziologickych, Struktirnych a farmakologickych
vlastnostiach (tab. 1). Rozdiel medzi P a Q kanalmi bolo
tazké stanovit, preto sa v literatire stretivame s pojmom
P/Q kanaly.

Otvorenie kandlu (umoZiujice tok extracelularneho
Ca?* do bunky) zavisi od napitia panujiceho na bunko-
vej mebrane. Z elektrofyziologického hladiska rozozna-
vame dve kategorie:

A. LVA (low voltage activated) — ide o nizkoprahovy
kanal aktivovany malou depolarizaciou buniek a s rych-
lou inaktivaciou (10-50 ms). K otvoreniu prichadza pri
hodnotach membranového potencidlu -60 ~ -70 mV 'V,
Je tieZ oznaCovany ako T-typ (transient channel) otvara-
juci sa na kratku dobu. Tento typ je zastipeny vo velkom
mnozstve buniek (neurény, hladky sval, sinoatridlny
uzol) a je spdjany s pacemakerovou aktivitou.

B. HVA (high voltage activated) kanaly typu L-, N-,
P/Q- a R sa lisia lokalizaciou, biofyzikalnymi a farma-
kologickymi vlastnostami. St to vysokoprahové kandly
aktivované velkou zmenou membrianového potencidlu,
bez inaktivacie a otvérajice sa na relativne dlhd dobu 2.
Na ich aktivaciu si potrebné hodnoty membranového

CESKA A SLOVENSKA FARMACIE, 2007, 56, ¢. 4

179

—



Farmacie 4-07

30.8.2007 14:35 Str. 180

— D

Tab. 1. Elektrofyziologickd klasifikacia a charakteristika napcitovo riadenych vapnikovych kandlov

T-typ N-typ L-typ P/Q-typ R-typ

kategoria LVA HVA HVA HVA HVA

aktivacny prah (mV) -70 -20 -30 ~-10 -60 -40

vyskyt Mozog, srdce, neurény Srdce, neurdny, Neurony, srdce, Neurodny, srdce,
vajeCniky, pecefi, hladka svalovina ciev, pankreas, pituitary — semenniky, pituitary
oblicky, srdce endokrinné bunky

antagonisti Mibefradil, o-CTX GVIA, DHP, PAA, BTZ FTX, w-Aga IITA
w-Aga IITIA w-Aga IIIA -CTX-MVIIC

LVA - low voltage activated, HVA — high voltage activated, o-CTX GVIA — - conotoxin GVIA z Conus geographus, w-Aga IIIA — w-agatoxin
IIIA, DHP — dihydropyridiny, PAA — fenylalkylaminy, BTZ — benzothiazepiny, FTX — pavuci toxin, w-CTX-MVIIC — w-conotoxin MVIIC

z Conus magnus

potencidlu -40 ~ -10 mV 2. L-typ kanal (long lasting
channel) je hojne zastipeny v kardiovaskuldrnom systé-
me a endokrinnych bunkéch '¥, zatial ¢o N, P/Q a R-typ
su spdjané predovsetkym s neuronalnymi funkciami, kde
sprostredkivavajia vstup Ca?* do dendritov buniek 2.

Struktiira napdtovo riadenych vdpnikovych kandlov

Napitovo riadené Ca** kanaly su charakterizované ako
komplex proteinov pozostavajici zo Styroch alebo pia-
tich podjednotiek, kddovanych mnohymi génmi 27. Ca**
kandl pozostéva z centralnej, por tvoriacej o, subjednot-
ky, ktora vyjadruje hlavné biofyzikalne a farmakologic-
ké rysy prislusného kanalu. Tato subjednotka je funkéne

1D

Obr. 2. Podjednotky napdtovo riadenych Ca®* kandlov

stabilizovana v hetero—oligomérnom komplexe prostred-
nictvom pomocnych podjednotiek a.,, B, y a 6 (obr. 2),
ktoré riadia expresiu kanalového proteinu a jeho inkor-
poraciu do membrany, ovplyviiuji vizbu lieciva a otva-
racie vlastnosti o, **. Aj ked pomocné jednotky si
vyznamné, principidlne rozdiely medzi kalciovymi
kandlmi pochadzaji prave z rozdielu v o, podjednot-
ke . Doposial bolo popisanych desat o, pit B, Styri
a,0 (a, a 0 st kédované rovnakym génom) a osem y pod-
jednotiek 2.

a, podjednotka
o, podjednotka je najvdcSou podjednotkou a nesie

vSetky funkéné prvky kanalu, t.j. Ca®* pér, selektivny fil-
ter, napdtovy senzor ako i vizbové miesta pre ligandy **.

Je to hydrofobny polypeptid (190-250 kDa). Peptido-
vy retazec mnohondsobne prechddza fosfolipidovou
dvojvrstvou bunkovej membrany. Je vSak presne uspo-
riadany: transmembrinové useky sa zoskupuju do Sty-
roch rovnakych domén (I-1V). V kazdej z tychto domén
vytvara polypeptidovy retazec Sest transmembranovych
segmentov (a-helixy, S1-S6) 3V. Domény sd usporiada-
né do kruhu, v ktorého centre lezi iénovy kanal. Kazda
tretia a Stvrtd aminokyselina v S-4 segmente je reprezen-
tovand lyzinom alebo argininom, pri¢om tento fragment
s najvacSou pravdepodobnosfou predstavuje napidtovy
senzor. Intraceluldrna cytoplazmatickd doména, ktora
spdja segment S-6 domény I so segmentom S-1 domény
IL, plni dve funkcie: predstavuje jednak vizbové miesto
pre Ga a Gy prvky G-proteinu, jednak i kontaktné mies-
to s B-podjednotkou Ca?* kanalu. Panuje domnienka Ze
intraceluldrna slucka medzi doménami II a III sa zhcast-
fuje elektromechanického spojenia. Medzi segmentmi
S-5 a S-6 kazdej domény sa nachadza glutamatovy zby-
tok, ktory v 3D usporiadani kanélu tvori ¢ast kanalového
péru (P-oblast). V strede tohto péru sa nachadza vizbo-
vé miesto pre Ca’* i6ny. I6n Ca?* sa dostane do bunky
vtedy, ked sa dalsi ion Ca** viaZe na pér. Podjednotky o,
v P/Q, N a R-type kandlov, zodpovedné za inicidciu
spajajucu doménu II a III, ktord obsahuje interak&né
miesto pre SNARE proteiny zodpovedné za exocy-
tozu 2%,

y-podjednotka

Podjednotka v je extracelularny, vysoko glykozylova-
ny protein, o ktorom sa predpoklada, Ze zosiluje vtok
Ca* do P-oblasti. Vyskyt y podjednotky bol spociatku
spajany s kostrovym svalom 3?. Neskor v8ak bola doka-
zand pritomnost neurondlnej y podjednotky *¥. Doposial
bolo objavenych 8 y podjednotiek (y - v,). v, sa nachadza
v kostrovom svale, v, a y, st sicastou P/Q- a N- kandlov.
Ostatné typy, t.j. v,- Y, nie st doposial v literatire blizSie
charakterizované. y podjednotka sa skladd zo Styroch
transmembranovych domén. Neurondlne y podjednotky
maju tieZ vizbové miesto pre cCAMP/cGMP fosforylaciu.
Bolo dokizané, 7e interakénd doména y podjednotky
spolupracujica s napitovo riadenym Ca?* kanalom sa
nachddza v prvej polovici y podjednotky. y podjednotka
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nie je schopnd asociovat s Ca** kandlom v nepritomnos-
ti o, podjednotky **. Na rozdiel od § podjednotky, ktord
moZe byt asociovana s r6znymi typmi o, podjednotiek,
tvorba heteromérnych komplexov v pripade y podjedno-
tieck sa zda byt limitovand. y, podjednotka napriklad
neinteraguje s o, podjednotkou kostrového svalu. Okrem
toho y podjednotka nie je nevyhnutna na udrzanie integ-
rity kanélu, pretoZe jej nepritomnost nijako nenarusuje
interakciu medzi ostatnymi podjednotkami napitovo ria-
denych Ca* kanélov. Jej hlavna funkcia spociva v modu-
lacii biofyzikalnych vlastnosti kanalu 2.

JB-podjednotka

Podjednotka B je maly (60 kDa), intracelularny pro-
tein, ktory interaguje s intracelularnou sluckou medzi
doménami I a Il v o, podjednotke. Je jedinou kandlovou
podjednotkou, ktoré je kompletne cytozolicka *¥. , izo-
forma a potkania B, izoforma moZu byt asociované
s plazmatickou membranou nezévisle od o, podjednotky
vdaka pritomnosti kyslych motivov v proteine 3. Styri
rozdielne gény koduju B podjednotky (B,-8,). Vetky Sty-
ri gény su exprimované v mozgu. Izoforma B, podjednot-
ky — B,, je komponentou napéfovo riadenych kandlov
kostrového svalu 3%. Popri ich expresii v mozgu vykazu-
je kazda B podjednotka rozdielnu expresiu v mnohych
inych tkanivach (B, v srdci, pldcach, trachei, aorte a B,
v hladkom svale, trachei, plicach a aorte). Podjednotka
B3 sa skladd z 5 domén. S o, podjednotkou sa spdja pomo-
cou tzv. Alpha Interaction domain (AID) v o, podjedno-
tke *” a kore$pondujiicou Beta Interaction Domain (BID)
v B podjednotke *®. B podjednotka sa podiela na regula-
cii vodivosti Ca?* kanélu 239,

a,0 podjednotka

Doposial boli popisané 4 o0 podjednotky (a,0-1 —
a,8-4) 0. Kazda z nich je rdzne exprimovana v mozgu,
svale a srdci *. Protein a.,0 je produktom jediného génu.
Je posttranslacne Stiepeny na o, a & peptid, ktoré su
neskor spojené disulfidickym mostikom. a, protein
(140 kDa) je extracelularny, zatial ¢o 0 protein (27 kDa)
ma jednu transmembrdnovd doménu s velmi malou
intracelularnou castou, ktora sliZi na upevnenie tohto
proteinu do plazmatickej membrany “». Aj ked je to
d protein, ktory je véleneny do membrany, interakcia
s a, podjednotkou (presnejSie s jej trefou transmembrd-
novou doménou) je sprostredkovana extracelularnym
a, proteinom *¥. Doposial nebola dokadzana interakcia
., podjednotky s B ay podjednotkou **. c.,d podjedno-
tka je zodpovedna za zvySeny vtok i6nov o, podjednot-
kou a za zvySenu kinetiku aktivicie a inaktivicie
Ca?* kandlov *Y.

Ndzvoslovie napdtovo riadenych Ca** kandlov

Okrem alfabetickej (L-, T-, N-, P-, Q-, R-typ) a elekt-
rofyziologickej (HVA, LVA kandly) klasifikacie je moz-
né zatriedit napitovo riadené Ca?* kanaly i z hladiska ich
Struktary, presnejSie podla o, podjednotky (tab. 2). o,
podjednotka je kédovand najmenej 10 génmi. Kazdy

— D

Tab. 2. Klasifikdacia napdtovo riadenych vapnikovych kandlov
podla ol podjednotky 11)

Kanal Typ o, podjednotky Trieda
Ca 1.1 O L-typ
Ca 12 e L-typ
Cal.3 o L-typ
Cal4 o L-typ
Ca2.1 o, P/Q-typ
Ca22 O N-typ
Ca2.3 (e R-typ
Ca3.1 O T-typ
Ca32 Oy T-typ
Ca3.3 oy T-typ

produkt tychto génov dostal pomenovanie, ¢o spdsobilo
chyby a nejasnosti v nazvoslovi. V roku 1994 uzrelo
svetlo sveta prvé nazvoslovie, v ktorom bola pdvodna
izoforma o, podjednotky kostrového svalu nazvana ako
o, a tie neskor objavené dostali pomenovanie o, az
o, *. V roku 2000 bolo prijaté nové nazvoslovie, ktoré
sa in§pirovalo nazvoslovim draslikovych kanalov a ktoré
reSpektuje molekuldrne a Strukturdlne charakteristiky
jednotlivych kanalov #©. Kalciové kandly boli nazvané
podla chemického symbolu permeujiceho iénu (Ca).
KedZe su napifovo riadené, v nazve sa nachadza pisme-
no v (voltage). Cisla zodpovedaji a, podjednotke, pri-
¢om prvé sa vztahuje na skupinu génov kédujicu tito
podjednotku (do dneSnych dni si zndme 3 skupiny)
a druhé na poradie, v ktorom boli tieto o, podjednotky
objavené v ramci skupiny (1 aZ n). Rozoznavame 3
zdkladné skupiny: Ca 1, Ca 2, Ca 3 '>*.

Ca,1 skupina (Ca 1.1 az Ca 1.4) zodpoveda vysoko-
voltdZnemu L-typu. Zahffia kanaly s o, o, o, pa o,
podjednotkou.

Ca 2 skupina (Ca 2.1 az Ca 2.3) zahfiia kandly obsa-
hujice a.,,, o, a o, podjednotky a zodpoveda P/Q-, R-
a N-typu kanélov.

Kanaly obsahujuce a.,,, o a o, podjednotky patria do
skupiny Ca 3 (Ca 3.1. az Ca 3.3) a zodpovedaju T-typu
kanélov.

F

Struénd charakteristika farmakolégie Ca’* kandlov

Farmakoldgia tychto troch skupin Ca?* kanalov je
odliSna. Ca 1 kanaly (L-typ) si blokované skupinou
antagonistov vapnikovych kandlov, ktorej hlavnymi
predstavitelmi su dihydropyridiny (nifedipin a jeho ana-
l6gy), fenylalkylaminovy derivat verapamil a benzothia-
zepinovy derivat diltiazem. Aj ked vSetky tri prototypy
uvedenych selektivnych blokatorov vdpnikovych kana-
lov interaguji s o, podjednotkou L-typu Ca** kandlu,
kazdy sa viaze na odliSné receptorové miesto (obr. 3).
Medzi tymito aktivnymi miestami existuje komplexny
allostericky vztah 7. Napr. vizba lie¢iva na dihydropyri-
dinovom mieste zvicsuje afinitu diltiazemu na benzotia-
zepinovom mieste a naopak. Oproti tomu vidzba verapa-
milu na fenylalkylaminovom mieste redukuje afinitu
diltiazemu a nifedipinu vodi ich prisluSnym vizbovym
miestam. Pomocou biochemickych experimentov
a metéd molekulovej bioldgie bol dihydropyridinovy
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Obr. 3. Schematické zndzornenie L-typu kandlu spolu
s naznadenymi vizbovymi miestami pre nifedipin (N),
diltiazem (D) a verapamil (V)*!

receptor lokalizovany do Specifickej oblasti hlavnej
a, podjednotky, konkrétne k segmentom IIIS5, IIIS6
a IVS6 (a ich extracelularnym sluc¢kam) V. Diltiazem
a verapamil sa viaZu blizko domény IV, na oblast pri
otvore kanalu (prvy na extracelularnej, druhy na intrace-
lularnej strane kandlu) #®.

Ca 2 skupina nie je citlivd voc¢i dihydropyridinovym
blokatorom, ale je selektivne blokovand peptidickymi
toxinmi z hadov a morskych slimékov *. Ca 2.1 kanal je
blokovany w-agatoxinom IVA z pavicieho jedu,
Ca 2.2w-conotoxinom GVIA z jedu morskych slima-
kOV 50, 51)'

Ca 2.3 kandly su blokované syntetickym peptidickym
toxinom SNX-482 odvodeného od jedu tarantule. Tieto
peptidické toxiny st potencidlnymi blokatormi synaptic-
kej transmisie.

Ca 3 skupina kandlov je necitlivd voCi dihydropyridi-
nom (blokdtory Ca 1) i peptidickym toxinom (blokatory
Ca 2) a v siCasnosti nie je znamy Ziadny selektivny blo-
kétor s vysokou afinitou 3. Vyvoj tejto skupiny blokato-
rov by mohol bol uZito¢ny pre terapiu a detailnejSiu ana-
lyzu ich dloh v organizme '?.

Praca bola realizovand v ramci grantového projektu
1/4298/07 VEGA Ministerstva Skolstva SR a grantu UK
45/2007.
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