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STRESZCZENIE

Grupa bialek Vps (ang. vacuolar protein sorting) zaangazowanych w transport do waku-
oli zostala odkryta u drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Wéréd bialek Vps, jest rodzina
Vps13, ktorej przedstawiciele wystepuja u organizméw z réznych grup systematycznych.
U drozdzy jest jedno bialko Vpsl13, a u ludzi sa cztery Vpsl3 - hVps13A-D. Sa to biatka
duze, o charakterystycznej budowie domenowej. Mutacje w genach hVPS13 sa powiazane z
rzadkimi chorobami neurodegeneracyjnymi: plasawica-akantocytoza (hVPS13A), zespolem
Cohena (hVPS13B/COH1), usposabiaja do wczesnej choroby Parkinsona (2VPS13C) i pro-
wadza do ataksji/kurczowego porazenia koficzyn (hVPS13D). Brak jasnych kryteriow dia-
gnostycznych, szerokie spektrum niespecyficznych objawéw powoduja, ze chorzy z neuro-
degeneracja sa czesto zle diagnozowani i trudno jest okresli¢ liczbe pacjentow z mutacjami
w genach hVPS13. Istotno$¢é biatek z rodziny Vps13 dla zdrowia ludzi nakierowuje badania
na poznanie ich funkcji molekularnej, ktora jest nieznana. Badania najczesciej prowadzone
sa w modelowych ukladach doswiadczalnych, w ktorych wywolano deficyt tych bialek na
drodze delecji lub wyciszenia ekspresji odpowiednich genéw oraz na komérkach pochodza-
cych od pacjentéow. Opisano wiele zmian na poziomie komérkowym wywolanych brakiem
bialek Vps13, ktore dotycza transportu komorkowego bialek miedzy cysternami aparatu
Golgiego, blona komoérkowa i endosomami, funkcjonowania mitochondriow i organizacji
cytoszkieletu komorkowego, gléwnie aktynowego. Nie wiadomo jednakze, ktore zmiany
s3 zmianami pierwotnymi, a ktére wtérnymi, kompensacyjnymi. Ostatnio badania na droz-
dzach pokazaly Vps13, jako biatko zlokalizowane w miejscach kontaktu bton, strukturach
zapewniajacych wymiane metabolitéw miedzy réznymi organellami. Taka lokalizacja wy-
daje sie by¢ kluczowa dla funkcji Vps13. Na podstawie danych literaturowych proponujemy
hipoteze o aktywnym udziale bialek Vps13 w wymianie lipidow miedzy blonami organelli
w miejscach kontaktu blon, ktéra ttumaczy wiekszosé fenotypow obserwowanych przy bra-
ku biatka Vps13.

WPROWADZENIE

Biatka z grupy Vps (ang. vacuolar protein sorting) zostaly zidentyfikowane u
drozdzy Saccharomyces cerevisiae, jako te, ktérych deficyt powoduje zmiane trans-
portu hydrolazy wakuolarnej, karboksypeptydazy Y (CPY). W mutantach ups
CPY nie dociera do wakuoli, lecz ulega sekrecji na zewnatrz komoérki [1]. Jed-
nym z wielu drozdzowych biatek Vps jest Vps13, bedace pierwszym opisanym
biatkiem z rodziny Vps13. Jednakze biatka Vps13 sg dos¢ dobrze zachowane w
ewolucji i mozna je znalez¢ w organizmach nalezacych do wielu grup systema-
tycznych. U ludzi, szczuréw i myszy sa cztery homologi oznaczone Vps13 A-D
[2]. Najwiecej bialek z tej rodziny zidentyfikowano u pierwotniakéw z rodzaju
Dictyostelium [3].

Mutacje w genach kodujacych biatka Vps13 wigze sie z chorobami neu-
rodegeneracyjnymi. Te w hVPS13A i hVPS13B/COH1 wywotuja odpowied-
nio plasawice-akantocytoze i zesp6t Cohena. W genach hVPS13C i hVPS13D,
kodujacych dwa pozostate biatka, rowniez odkryto mutacje, ktére ostatnio
powigzano z chorobami neurodegeneracyjnymi, odpowiednio choroba Par-
kinsona i ataksja/kurczowym porazeniem konczyn. Pomimo istotnego zna-
czenia biatek z tej rodziny dla zdrowia ludzi, ich funkcja molekularna nadal
pozostaje nieznana. Najlepiej scharakteryzowane sa fenotypy na poziomie
molekularnym zwiazane z brakiem biatka Vpsl3 w modelu drozdzowym.
Ponizszy tekst opisuje choroby i problemy zwigzane z ich leczeniem, jak
réwniez porzadkuje dotychczasowa wiedze dotyczaca wplywu mutacji w
genach VPS13 na funkcjonowanie komorek. Przedstawiono takze drozdze,
jako prosty i wygodny model do badania funkcji biatek Vps13. W oparciu o
zebrane dane literaturowe, gléwnie z badan na drozdzach, zaproponowano
hipotetyczna funkcje biatka Vpsl3 zwiazana z jego lokalizacja w miejscach
kontaktu bton réznych organelli, struktur istotnych dla prawidlowego funk-
cjonowania komorki.
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BUDOWA BIALEK VPS13

Biatka Vpsl3 charakteryzuja sie duzymi rozmiarami,
zbudowane sa z ponad 3 tysiecy aminokwaséw (aa). Wsréd
tej grupy bialko drozdzowe jest najmniejsze, gdyz sklada sie
z 3144 aa, a dla poréwnania ludzkie hVps13D ma 4388 aa
(Ryc. 1). Drozdzowe biatko Vps13 jest najbardziej podobne
do ludzkiego hVpsl3A, zwanego tez choreina. Podobien-
stwo sekwencji aminokwasowej na calej dlugosci bialtek
wynosi 40%, a identyczno$¢ jest na poziomie 22%. Posrod
ludzkich homologéw hVps13A jest najbardziej podobne do
hVps13C. Podobienistwo i identyczno$é miedzy nimi wyno-
szg odpowiednio 40% 1 60% [2]. Analiza bialek Vps13 wyka-
zuje, ze najwieksze podobieristwo wystepuje w rejonach N i
C konica (Ryc. 1), w obrebie poszczegélnych domen.

Analizy bioinformatyczne pokazaly, ze N-koricowe
fragmenty bialek Vps13 sa charakterystyczne dla bialek tej
rodziny i zawieraja takie domeny jak Chorein_N, VPS13
i VPS13_mid_rpt, z wyjatkiem biatka hVps13B (zwanego
tez Cohl), u ktérego na N-koncu zidentyfikowano tylko
domene Chorein_N (Ryec. 1). Niewiele jest wiadomo na te-
mat funkcji tych domen. Fragment niosacy domeny Cho-
rein_N i VPS13 z drozdzowego Vps13 wiaze si¢ do synte-
tycznych liposoméw wzbogaconych o kwas fosfatydowy
(PA) i z mniejszym powinowactwem do zawierajacych
4,5 difosforan fosfatydyloinozytolu (PI(4,5)P,) lub 4 fos-
foran fosfatydyloinozytolu (PI(4)P) [4]. Natomiast dla do-
meny Chorein_N z ludzkiego hVps13A zaproponowano,

Ze moze by¢ ona istotna dla dimeryzacji, na co wskazuje
obecnos¢ suwaka leucynowego w jej obrebie (aa 3-119) [5].
Opisano takze oddziatywanie in vitro miedzy oczyszczo-
nym fragmentem hVps13A (aa 1-604, obejmujacy domeny
Chorein_N, Vpsl3 i fragment domeny VPS13_mid_rpt,
Ryc. 1) i domeng C2B z biatka Sytl, bedacego blonowym
biatkiem promujgcym fuzje blon, nalezacym do grupy bia-
tek typu SNARE. Wprawdzie nie udato sie pokaza¢ in vivo
formowania kompleksu pomiedzy biatkami peitnej diu-
gosci, jednakze Vps13A izolowano z frakcji komorek linii
PC12 wyprowadzonej z guza chromochtonnego nadnercza
szczura, w ktérej rowniez znajduje sie biatko Sytl [5]. W
N-koficowym fragmencie omawianych biatlek w domenie
VPS13_mid_rpt znajduja sie powtérzenia sekwencji ami-
nokwasowej P-X-P-X,, -G, gdzie P-prolina, X-dowolny
aminokwas, G-glicyna.

Sekwencja biatek Vps13 w srodkowej czesci jest zmien-
na. W hVpsl3A i hVps13C w tym rejonie znajduja sie
motywy typu FFAT (dwie fenyloalaniny w ciagu ami-
nokwaséw kwasnych). Motywy te wiaza domeny MSP
bialek VAP-A/B, tj. transblonowych bialek siateczki
srodplazmatycznej (ER, ang. endoplasmic reticulum) uczest-
niczacych w tworzeniu miejsc kontaktu blon. Motywy
FFAT z hVps13A i hVps13C prawdopodobnie wiaza bial-
ka VAP-A/B [6]. Drozdzowy Vps13 posiada motyw FFAT,
sekwencje EFFDA (aa 1521-1525), jednakze dotychczas nie
stwierdzono, czy wiaze sie do drozdzowych homologéw
biatek VAP, Scs2 i Scs22.
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Rycina 1. Budowa domenowa drozdzowego biatka Vps13 i ludzkich biatek hVps13A-D.
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C-koricowe fragmenty bialek Vps13 zawieraja domeny
znajdowane réwniez w innych biatkach, takie jak: SHR_BD,
APT1 i ATG_C. Domena SHR_BD zostala opisana u roslin,
w biatku nazwanym SHRUBBY. SHRUBBY nalezy do grupy
biatek zaangazowanych w sortowanie biatek do wakuoli, a
domena SHR_BD jest odpowiedzialna za wigzanie czynni-
ka transkrypcyjnego SHR, regulujacego wzrost korzeni [7].
Fragment odpowiadajacy domenie SHR_BD i rejonowi po-
miedzy domenami SHR_BD i APT1 (2247-2599 aa), w droz-
dzowym Vpsl3, wykazuje interakcje z mitochondrialnym
biatkiem Mcpl, ktére umozliwia rekrutowanie Vpsl3 do
miejsc kontaktu blon pomiedzy wakuola, a mitochondria-
mi [8]. Domena APT1 pierwszy raz zostata pokazana u ku-
kurydzy, w biatku zwigzanym z aparatem Golgiego, jako
niezbedna do wzrostu lagiewki pytkowej [9]. Dla domeny
APT1 zidentyfikowanej w biatku Atg2, bioracym udziat
w autofagii, wykazano, ze moze ona wigza¢ PI(3)P [10].
Podobna specyfike wigzania ma fragment Vpsl3 z droz-
dzy zawierajacy domeny SHR_BD i APT1 [11]. Domena
SHR_BD wiaze wiele réznych pochodnych fosforanowych
fosfatydyloinozytolu (PI), a potaczone domeny SHR_BD i
APT1 specyficznie wigza 3 fosforan fosfatydyloinozytolu
(PI(3)P). Oznaczac to moze, ze domena APT1 nadaje dome-
nie SHR_BD specyficznoé¢ wigzania wzgledem wybranej
pochodnej PI [11]. Domena ATG_C jest powtdérzona w nie-
ktoérych biatkach Vps13 (Ryc. 1). Takie utozenie domen w
C-konicu jak w biatkach Vps13 jest tez w C-korficowym frag-
mencie wspomnianego wyzej biatka Atg2. Dodatkowo bial-
ka Vps13 maja domene podobna do domeny PH (ang. plek-
strin homology), domene PH-like [12,13]. Domeny PH maja
zdolnosé do wigzania bi i tri fosforanowych pochodnych
PI, a domeny PH-like moga wiaza¢ zaréwno lipidy, biatka
jak i umozliwiaja wigzanie obu tych typéw molekut naraz.
Wsréd bialek oddzialujacych z domenami PH-like bardzo
czesto spotykane sa biatka wiazace nukleotydy guaninowe,
tzw. GTPazy jak np. Arfl [14]. C-koricowy fragment biatka
Vps13 z drozdzy, zawierajacy drugie powtdérzenie domeny
ATG_C i domene PH-like, wigze, podobnie jak N-koricowy
fragment, P1(4,5)P, [4]. Natomiast Vps13D posiada dodatko-
wo domene UBA, czym odréznia sie od pozostatych biatek
Vps13. Domeny UBA z réznych bialek wiaza ubikwityne.
Réwniez domena UBA z Vps13D wiaze sie do fancuchow
ubikwitynowych, ztozonych z czterech ubikwityn utworzo-
nych przez polaczenie C-koricowej glicyny jednej czasteczki
ubikwityny z resztq lizyny 63 poprzedniej ubikwityny [15].
Wskazuje to, ze Vps13D moze bra¢ udzial w przekazywa-
niu sygnalu przez ubikwityne.

Wymienione cechy budowy biatek Vps13, takie jak duze
rozmiary, zdolnos$¢ wielu domen do wigzania lipidow, czy
interakcje z biatkami blonowymi réznych organelli umoz-
liwiajg im funkcjonowanie w miejscach kontaktéw bton.
Dane wskazujace na te lokalizacje zostana opisane w dalszej
czesci pracy.

CHOROBY ZWIAZANE Z MUTACJAMI
W GENACH VPS13

Zidentyfikowano mutacje we wszystkich czterech ludz-
kich genach hVPS13. Najwczesniej znaleziono mutacje w
genach hVPS13A [16] i hVPS13B/COH1, [17] ktére prowa-
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dza do rozwoju choréb genetycznych, dziedziczonych au-
tosomalnie recesywnie, odpowiednio plasawicy-akantocy-
tozy (ChAc, ang. Chorea-acanthocytosis) i zespotu Cohena.
Obie choroby klasyfikowane sa jako choroby rzadkie. Plasa-
wica-akantocytoza to choroba dotykajaca ludzi dorostych.
Szacuje sie, ze na $wiecie jest okoto 1000 chorych, w tym
kilku w Polsce [18-21]. ChAc charakteryzuje si¢ postepuja-
cymi problemami motorycznymi, ruchami mimowolnymi,
trudnos$ciami w méwieniu i przetykaniu [22]. Obserwuje sie
tez zmiany osobowosciowe [22]. Za zmiany te odpowiada
postepujaca neurodegeneracja, ktéra prowadzi ostatecznie
do $mierci chorego [23]. Chorzy wykazuja podwyzszony
poziom kinazy keratynowej w surowicy. U czeéci pacjen-
tow obserwuje si¢ akantocyty, czerwone krwinki o niere-
gularnych ksztattach [22,23]. Podobne objawy opisuje sie
w mysim modelu choroby. Wraz z wiekiem, u myszy po-
zbawionych funkcjonalnej choreiny dochodzi do zmian mo-
toryki oraz pojawiaja si¢ akantocyty; w prazkowiu moézgu
(tac. striatum) obumierajg neurony, a samce myszy dodatko-
wo sa bezplodne [24].

Zespo6l Cohena to choroba, ktéra zaczyna rozwijaé sie
juz w wieku dzieciecym. W literaturze po raz pierwszy zo-
stala oméwiona w 1973 roku [25], a dotychczas zarejestro-
wano ok. 200 przypadkéw tej choroby na catym Swiecie.
Najliczniej wystepuje w populaciji firiskiej i grupie etnicznej
Amiszéw [26]. Charakterystyczna cecha dla tego zespolu
jest maloglowie. Pacjenci maja mniejsze mézgi, o prawidto-
wej budowie. Wplyw biatka hVps13B na wielko$¢ mézgu
wigzany jest z jego wplywem na dlugosé aksonu komorek
nerwowych. Jak wykazano dla neuronéw z hipokampu
szczura, wyciszenie genu VPS13B powoduje spadek diugo-
ci aksonu o ok. 40% [27]. U dzieci z zespolem Cohena ob-
serwuje sie réwniez obnizone napiecie miesniowe, wiotkos¢
stawow 1 postepujace pogarszanie sie¢ wzroku. Dzieci te sg
takze opdéznione w rozwoju psychomotorycznym i maja
ograniczone zdolnoéci intelektualne. Z mutacjami w genie
hVPS13B 1aczy sie tez autyzm [28,29]. Choroby wywolane
mutacjami w hVPS13C i D sa réwniez rzadkie. Mutacje w
hVPS13C zwigzane sa z wczesnym pojawieniem sie choroby
Parkinsona [30]. Dopiero w ostatnim czasie opisano mutacje
w hVPS13D, ktére powoduja wczesne pojawienie si¢ obja-
wow motorycznych zwiazanych z przykurczem korniczyn.
U dzieci obserwuje si¢ op6Znienia rozwoju motorycznego
i mowy [31,32].

Zaréwno w przypadku genu hVPS13A, jak i hVPS13B,
mutacje zidentyfikowane u pacjentéw to gtéwnie mutacje
zmieniajgce ramke odczytu i generujace przedwczesny ko-
don STOP, czy mutacje typu nonsens. W skutek tych mu-
tacji w komorkach brak jest odpowiedniego biatka. Opisa-
no tez mutacje zaburzajace dojrzewanie transkryptu [12].
Niewiele jest mutacji, ktérych skutkiem sa pojedyncze sub-
stytucje reszt aminokwasowych w biatku. Stanowia one w
kazdym z przypadkéw ponizej 10% mutacji. Znanych jest
tylko 6 mutacji w VPS13C, z czego jedna jest mutacja zmie-
niajaca pojedyncza reszte aminokwasowa [12]. Natomiast
dla hVPS13D, w dwéch pracach, przedstawione sa 32 mu-
tacje, z ktérych wiekszos¢ to mutacje powodujace substy-
tucje reszt aminokwasowych [31,32]. Fakt, ze w hVPS13D
opisano tylko mutacje prowadzace do substytucji wynika
prawdopodobnie z tego, ze komorki nie toleruja braku pro-
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duktu genu hVPS13D. W organizmach modelowych, takich
jak myszy czy muszka owocowa, delecje VPS13D sa letalne
[31]. Mutacje znalezione u pacjentéw w genach hVPS13A-
-D sa rozproszone po calym genie [2,12,30-32]. Oznacza to,
ze do prawidlowego funkcjonowania Vps13 niezbedne sa
wszystkie jego domeny.

PROBLEMY DIAGNOSTYCZNE I TERAPEUTYCZNE

Statystyka dotyczaca czestotliwosdci wystepowania cho-
réb zwigzanych z deficytem bialek Vps13 jest zaniZona. Jest
to wynikiem probleméw z postawieniem poprawnej dia-
gnozy na podstawie obrazu klinicznego. Pacjenci z ChAc
sa diagnozowani miedzy innymi, jako chorzy na chorobe
Parkinsona, ze wzgledu na zespét objawéw charaktery-
stycznych dla tej jednostki chorobowej. Problemem jest
tez fakt, ze ta choroba rozwija sie przez wiele lat, a lekarze
neurolodzy nie widza pacjenta w calym przebiegu jego cho-
roby, tylko w pewnym okienku czasowym. Oznacza to, ze
nie obserwuja wszystkich objawéw, ktére sa ré6zne w ko-
lejnych etapach choroby. Inny problem obrazuje przypadek
z populacji japoniskiej, w ktérym opisano jedng mutacje w
hVPS13A, prowadzacg do zmiany w dojrzewaniu mRNA i
skutkujacg brakiem fragmentu domeny APT1 kodowanego
przez eksony 60 i 61 [16]. Pomimo obecnosci tej samej mu-
tacji, pacjenci zaczynaja chorowaé w réznym wieku i maja
zréznicowane objawy kliniczne. Podobnie, wprowadzenie
analogicznej mutacji u myszy powoduje rézne nasilenie ob-
jawoéw [33]. Pokazuje to, Ze zaréwno srodowisko jak i tlo
genetyczne moga mie¢ znaczacy wplyw na pojawienie sie i
rozwdj choroby. Diagnoza stawiana jest wiec zazwyczaj r6z-
nicowo, przez wykluczenie innych jednostek chorobowych.
W niektérych osrodkach diagnoze weryfikuje sie sprawdza-
jac poziom biatka choreiny w komérkach krwi pacjentow.
Ta metoda diagnostyczna jest uzywana, gdyz stwierdzono,
ze u wiekszosci pacjentéw z ChAc nie ma ekspresji chore-
iny. Nie jest to jednak test ostateczny. W celu postawienia
pewnej diagnozy nalezy zsekwencjonowac locus hVPS13A
u pacjenta i wskaza¢ mutacje. Takich badan rutynowo
sie nie wykonuje ze wzgledu na znaczng wielkoéé genu

hVPS13A.

Oddzielng kwestia jest brak efektywnego leczenia [23].
Poza zespotem Cohena, ktéry objawia sie u dzieci, terapie
rozpoczyna sie u dorostych pacjentéw, gdy choroba data
juz objawy kliniczne, chociaz rozwijala sie od urodzenia.
Ponadto, kazdy z pacjentéw jest w innym stadium rozwoju
choroby, wiec inny jest obraz kliniczny, inna jest odpowied-
nia dla niego terapia i warunki jej przeprowadzenia. Poja-
wia sie takze trudno$é w doborze parametru, ktéry naleza-
foby monitorowad, jako najlepszy wskaznik poprawy stanu
zdrowia pacjenta w trakcie leczenia. Stosowane dotychczas
jest jedynie leczenie objawowe i paliatywne. Nie istnieje
standard okreslajacy, ktéry z objawéw nalezy eliminowac w
pierwszej kolejnosci. Niektore terapie dotychczas stosowa-
ne sg bardzo drogie i w wielu krajach pacjenci nie moga by¢
nimi objeci ze wzgledéw ekonomicznych. W kilku przypad-
kach plasawicy-akantocytozy skuteczna okazata si¢ gleboka
stymulacja mézgu, ktéra pomogta ograniczy¢ u pacjentéw
m.in. plasawice, lecz nie data rezultatu w przypadku obja-
wow parkinsonizmu [23]. Istotne wydaja sie takze kwestie
psychiatryczne. Wielu pacjentéw cierpiacych na plasawice-
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-akantocytoze popada w depresje i podejmuje préby samo-
bojcze. We wszystkich opisanych powyzej chorobach pa-
cjenci wymagaja opieki do korica zycia. Realizacja tego wy-
mogu generuje nie tylko wysokie koszty ekonomiczne, ale
takze czesto wylaczenie z zycia spotecznego i zawodowego
kogos ze zdrowych cztonkéw rodziny. Konieczne jest opra-
cowanie metod diagnostycznych i terapii co w przypadku
choréb rzadkich napotyka na przeszkode, jaka jest niewiel-
ka grupa pacjentow, ktora nie spelnia wymogow statystycz-
nych. Powoduje to, ze nie jest mozliwe przeprowadzenie
standardowych badan klinicznych. Dodatkowo, nie da sie
opracowywaé wynikéw z uzyciem standardowych testow
statystycznych, stuzacych do oceny zmian ilosciowych. Nie-
zbedne jest wiec prowadzenie badari podstawowych, ktére
pomoga w zdefiniowaniu patogenezy choréb zwigzanych
z brakiem biatek Vps13 i opracowanie terapii celowanej w
konkretny proces komérkowy.

FUNKCJA BIALEK VPS13

Molekularna funkcja bialek Vps13 nie jest znana. Poni-
zej opisano wyniki badart majacych na celu scharaktery-
zowanie dzialania biatek Vpsl3 w réznych modelowych
uktadach badawczych. Obecnie w badaniach uzywa sie
erytrocytéw i fibroblastéw lub neuronéw zréznicowanych
z fibroblastéw pochodzacych od pacjentéw. Wykorzystuje
sie¢ rowniez organizmy modelowe takie jak drozdze, $lu-
zowce Dictyostelium, muszka owocowa, czy ssaki jak szczur
i mysz [12,23]. Dotychczasowe badania podstawowe umoz-
liwily zebranie cze$ciowej wiedzy o funkcjonowaniu biatek
Vps13. Obejmuja one wiele proceséw komoérkowych. Glow-
nie opisywany jest udziat bialek Vps13 w transporcie biatek
miedzy aparatem Golgiego, endosomami i blona komor-
kowa, w funkcjonowaniu mitochondriéw oraz wplyw na
funkcjonowanie cytoszkieletu aktynowego. Réznorodnosé
fenotypéw spowodowanych brakiem biatek Vpsl3 moze
wskazywaé na réznorodnos¢ ich funkgji. Jednakze istnieja
przestanki z prac nad Vps13 u drozdzy, sktaniajace do roz-
patrywania Vpsl13, jako biatka pelnigcego pojedyncza funk-
cje w wielu lokalizacjach w komérce, co wptywa posrednio
na wiele proceséw.

Vps13A

Gléwne zmiany obserwowane u pacjentéw z ChAc
dotycza tkanki nerwowej i krwi. Natomiast przeciwciato
rozpoznajace choreine wykrywa biatko we wszystkich do-
tychczas badanych tkankach. Najwigksze ilosci choreiny
wystepuja w jadrach, §ledzionie i nerkach. Choreina znaj-
dowana jest takze w ekstraktach uzyskanych z réznych
fragmentéw moézgu, a wzbogacenie tego biatka obserwu-
je sie we frakcji mikrosomalnej i synaptosomalnej neuro-
néw. W barwieniach immunocytochemicznych neuronéw
z fragmentu kresomoézgowia, przeciwciala wiaza sie do
struktur siateczkowatych w poblizu jader komérkowych,
a w neuronach hipokampu wskazuja na obecnos¢ cho-
reiny gléwnie w cytoplazmie i strukturach wiokien [34].
Brak konkretnej lokalizacji wewnatrzkomoérkowej biatka
Vps13A nie daje odpowiedzi na pytanie o organellum,
ktoérego dysfunkcja mogtaby by¢ przyczyna choroby. Opi-
sywanych jest szereg zmian (przedstawionych ponizej) w
komoérkach z wyciszonym genem VPSI3A lub tych po-
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chodzacych od pacjentéow. Nie wiadomo jednak, ktére z
opisywanych fenotypoéw to zmiany pierwotne, wynikajace
bezposrednio z braku biatek Vps13, a ktoére sa zmianami
wtérnymi spowodowanymi kompensacja przez komor-
ke pierwotnych defektéw. Jedna ze zmian opisanych na
modelu mysim z delecja Vps13At/) jest podwyzszona eks-
presja genu receptora kwasu gamma-aminomastowego
GABRG?2 oraz genu bialka kotwiczacego receptory GABA
do cytoszkieletu postsynaptycznego. Sugeruje sie, ze efekt
ten jest powodowany przez kompensacyjne dziatanie ko-
morki w odpowiedzi na brak Vps13A [35]. Zaobserwowa-
no obnizong ekspresje genu VAMPS, ktéry koduje biatko
z rodziny syntaksyn, niezbedne do fuzji pecherzykow se-
krecyjnych z blona komérkowsg, jak réwniez spadek uwal-
niania dopaminy z komérek PC12 pozbawionych genu
VPS13A [36]. Natomiast zmiany w wygladzie czerwonych
krwinek u pacjentéw z plasawica-akantocytozg, wigze sie
z zaburzeniami w polimeryzacji cytoszkieletu aktynowe-
go. Proporcja aktyny globularnej do spolimeryzowanej w
ekstraktach pochodzacych z erytrocytéw pacjentéw prze-
sunieta jest w kierunku monomeréw aktyny. Barwienia
falloidyna erytrocytéw i fibroblastéw pacjentéw, pokazuja
w nich mniej filamentéw aktynowych niz w komérkach
od ludzi zdrowych [37]. Choreina oddzialuje z B-aktyna
i f-adducyng. B-adducyna jest biatkiem czapeczki na kon-
cu filamentu aktynowego, ktére zapobiega dolaczaniu i
odlaczaniu monomeréw aktynowych. Promuje tez wig-
zanie spektryny do filamentéw aktynowych w erytrocy-
tach. Duza iloé¢ B-adducyny wystepuje w mézgu, gdzie
wykrywana jest w synapsach. Oddziatywanie B-adducyny
i B-aktyny z choreing jest istotne dla ich stabilizacji. W
erytrocytach pacjentéw z ChAc wykrywane jest znacznie
mniej B-aktyny i formy 1 f-adducyny [38]. Brak choreiny
wplywa nie tylko na zmiany w cytoszkielecie aktynowym.
Zmiany dotycza tez innych typoéw szkieletu komoérkowe-
go [39]. Wykazano oddzialywanie choreiny z a-tubuling i
deacetylazg HADCG6 [40]. Jednym ze sposobéw dzialania
choreiny na cytoszkielet w erytrocytach, jest wplyw na ki-
naze PI3K klasy I. Kinazy tej klasy sa heterodimerami skfa-
dajacymi sie z dwéch podjednostek - katalitycznej i regula-
torowej, przeprowadzajacymi reakcje fosforylacji PI(4,5)P,
do 3,4,5 trisfosforanu fosfatydyloinozytolu (PI(3,4,5)P,) [41].
Opisano oddziatywanie choreiny z podjednostka regulato-
rowa kinazy PI3K [37]. Brak tego oddziatywania powodu-
je, ze w erytrocytach pacjentéw obnizona jest aktywnosc¢
kinazy PI3K klasy I i co za tym idzie spada poziom produ-
kowanego przez nig PI(3,4,5)P,. Dalsza konsekwencja jest
nizsza aktywnos¢ kolejnej kinazy w kaskadzie przekazy-
wania sygnatu, kinazy Racl [37]. Szlak PI(3,4,5)P, - kinaza
Racl - kinaza Pakl aktywuje biatko N-WASP, co prowa-
dzi do aktywacji kompleksu Arp2/3. Aktywny kompleks
Arp2/3 odpowiada za inicjacje polimeryzacji aktyny, sta-
nowiac centrum nukleacji dla powstajacego filamentu ak-
tynowego [42]. Szlak sygnalowy PI(3,4,5)P, - kinaza Racl
- kinaza Pdk1 odpowiada za$ za fosforylacje biatka BAD.
Ufosforylowane biatko BAD wiaze biatka Bcl2 i Bax, co
blokuje zapoczatkowanie apoptozy. Obnizenie fosforylacji
BAD w komoérkach erytrocytéw od pacjentéw z plasawica-
-akantocytoza powoduje zwigekszenie depolaryzacji blony
mitochondrialanej, fragmentowanie DNA i podwyzszony
poziom fosfatydyloseryny na powierzchni komorek, co
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jest sygnalem do apoptozy - programowanej $mierci ko-
morek [37]. Innym efektem powigzanym z ograniczeniem
aktywnosci kinazy PI3K w fibroblastach pacjentéw z ChAc
jest spadek poziomu biatka Oral, podjednostki kanalu
transportujacego Ca** do wnetrza komorki i zmniejszony
naplyw jonéw Ca?* [43,44]. Zmiany w aktywnosci kinazy
PI3K sg duze, jednakze wyciszenie VPS13A w szczurzych
komoérkach PC12 nie zmienia znaczaco poziomu PI(3,4,5)P,
w btonie komoérkowej, zaobserwowano natomiast znaczacy
spadek poziomu PI(4)P [45]. Inna kinaza, ktérej aktywnos¢
jest zmieniona u pacjentéw z ChAc jest kinaza Lyn, z ro-
dziny kinaz Src. Pobudzenie aktywnosci tej kinazy powo-
duje zmiany w oddziatywaniach biatek blony komoérkowej
erytrocytéw z cytoszkieletem, co réwniez przyczynia sie
do powstawania akantocytow [46].

Vps13B

Niewiele jest badart nad molekularna funkcja biatka
hVps13B, zwanego tez Cohl. Jest to biatko aparatu Gol-
giego, potrzebne do jego organizacji. Brak hVps13B skut-
kuje fragmentacja aparatu Golgiego [47]. Postuluje sie, ze
hVps13B jest biatkiem efektorowym GTPazy Rab6, regulu-
jacej transport pecherzykéw z aparatu Golgiego i endocy-
toze [27]. Wplyw biatka hVps13B na integralnos¢ aparatu
Golgiego wigzany jest z defektem wzrostu aksonéw obser-
wowanym u pacjentéw. Obserwowane sa tez zmiany na
poziomie glikozylacji biatek w fibroblastach od pacjentéw
z zespotem Cohena, co jest zgodne z faktem, ze hVps13B
reguluje funkcjonowanie aparatu Golgiego, organellum, w
ktérym zachodzi glikozylacja [48].

Vps13C

Podobnie jak w przypadku Vps13B, wiedza na temat
dziatania hVps13C jest bardzo ograniczona. Badania z
uzyciem modelu mysiego pokazaly, ze najwyzszy po-
ziom ekspresji VPS13C jest w mézgu i w brunatnej tkance
tluszczowej. W komorkach adipocytéw mysich, Vps13C
lokalizuje sie w ciatkach lipidowych i ma wplyw na ich
wielko§¢ oraz uwalnianie z nich kwaséw tluszczowych
[49]. W adipocytach, Vps13C oddziatuje z galektyna-12,
regulujac jej stabilnos¢, co wptywa na biogeneze komérek
tluszczowych [50]. Populacja pacjentéw z polimorfizmem
w genie hVPS513C wykazuje zmiany w parametrach zwia-
zanych z cukrzyca typu 2. Obnizona jest sekrecja insu-
liny stymulowana glukoza, co prowadzi do podwyzsze-
nia poziomu glukozy we krwi [51]. Ekspresja VPS13C
u ssakoéw jest na wysokim poziomie w komérkach beta
trzustki [51,52]. Pozbawienie myszy genu VPS13C istot-
nie podwyzsza tez poziom wapnia w komoérkach stymu-
lowanych glukoza oraz, podobnie jak u ludzi, uposledza
sekrecje insuliny [53]. W komorkach ludzkich wykaza-
no obecnos¢ biatka hVps13C na izolowanych mitochon-
driach, jako zwigzanego z ich zewnetrzna blona. Jednak
funkcja hVps13C w mitochondriach jest nieznana. Wia-
domo jedynie, Ze wyciszenie hVPS13C skutkuje zmiana-
mi w ich morfologii tj. rozproszeniem w komorce, frag-
mentacja oraz zmianami w funkcjonowaniu - spadkiem
potencjalu blony mitochondrialnej, co w konsekwencji
wzmaga mitofagie, proces wybiérczej degradacji uszko-
dzonych mitochondriéw w lizosomach [30].
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Vps13D

Badania pokazuja, ze zaréwno u myszy jak i u musz-
ki owocowej, delecja obu kopii genu VPS13D jest letalna.
Wykorzystuje sie wiec uklady eksperymentalne wycisza-
jace VPS13D w wybranych tkankach, w réznych stadiach
ich rozwoju. U muszki owocowej brak biatka Vps13D w
trakcie rozwoju prowadzi do zmian w budowie uktadu po-
karmowego, co jest powigzane ze zmianami w podzialach
mitochondriéw [15]. Zmiany w morfologii mitochondriéw
sq réowniez obserwowane w centralnym ukfadzie nerwo-
wym. Obnizenie poziomu Vps13D w neuronach motorycz-
nych prowadzi do zaburzenia transportu mitochondriéw
do dystalnych czesci aksonéw. W fibroblastach pacjentéw,
podobnie jak u muszki, obserwuje si¢ zmiany morfologii
mitochondriéw. Mitochondria komérek pacjentéw sa bar-
dziej okragle, skupione, tworza strukture przypominajaca
obwarzanek i produkuja mniej ATP [31].

Vps13 U DROZDZY

Komérki drozdzy pozbawione genu VPS13 rosng w bo-
gatych pozywkach wzrostowych poréwnywalnie do ko-
morek kontrolnych. Poznane fenotypy wywolane brakiem
Vpsl3 to zmiany na poziomie molekularnym. Pierwsza z
nich jest zmiana transportu pecherzykowego miedzy cy-
sternami trans aparatu Golgiego (TGN, ang. trans Golgi ne-
twork), a endosomami. Skutkuje to wspomniang wczesniej
sekrecja CPY [1] wynikajaca z defektu transportu powrot-
nego z endosoméw do TGN biatka Vpsl0, receptora dla
CPY [54]. Vps13 wplywa takze na transport proteazy Kex2,
modulujac odczytywanie zawartych w C-koricu tego bial-
ka sygnaléw transportu, na sortowanie biatka Sna3-GFP w
endosomach do wakuoli [11] oraz biatka Sncl w endoso-
mach do blony komoérkowej [55]. Ciekawy jest fakt, ze te
fenotypy transportowe mutanta vps13A sa analogiczne do
fenotypéw obserwowanych przy braku PI(3)P w komor-
ce, wywolanych mutacjami w genach VPS30 i VPS34, ko-
dujacych podjednostki kinazy PI3K klasy III, produkujacej
PI3)P z PI. Co wiecej, poréwnanie danych zaleznosci ge-
netycznych z wielkoskalowych analiz wykazuje, Ze brak
VPS13 ma podobne spektrum oddziatywan genetycznych
jak brak genow VPS30 lub VPS34 [8]. Wynika¢ to moze
z faktu, ze PI(3)P wplywa na lokalizacje Vps13 [8,12], ale
tez z tego, ze zdolno$¢ wigzania PI(3)P przez Vpsl3 jest
istotna dla jego funkcjonowania. Mutacja vps13-12749R we
fragmencie kodujacym domene APT1, powodujaca spa-
dek oddzialywania Vpsl3 z PI(3)P o okoto 50%, skutkuje
calkowita utratg funkcjonalnosci biatka [11]. Udziat Vps13
w transporcie wydaje sie by¢ dos¢ zlozony, gdyz doswiad-
czenia in vitro analizujace fuzje homotypowa bton aparatu
Golgiego lub heterotypowa bton aparatu Golgiego i endo-
somoéw z uzyciem blon wyizolowanych ze szczepu vps13A
wskazuja, ze Vpsl13 uczestniczy w obu typach fuzji. Odtwo-
rzenie fuzji przez dodanie do takich reakcji wyczyszczone-
go biatka Vpsl3 swiadczy o bezposrednim udziale Vps13
w fuzji blon. W reakgji fuzji bton Vpsl3 wspétdziata z bial-
kiem Cdc31 - centryna, z ktdra sie wigze. Vps13 izolowane
ze szczepu pozbawionego funkcjonalnej centryny nie dziata
w reakgcji fuzji blon [4]. Centryna jest biatkiem podobnym
do kalmoduliny, wiaze si¢ do innych biatek analogicznie
jak kalmodulina do motywoéw IQ w miozynie [56] i zawiera
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motywy wigzania jonéw Ca?* jak i Mg** [57]. Sugeruje to, ze
centryna dziala regulatorowo na inne biatka, analogicznie
do kalmoduliny. Prawdopodobnym jest, Zze centryna, tak
jak wiazanie PI(3)P, wplywa regulatorowo na Vps13.

Brak Vps13 u drozdzy, analogicznie do zmian w komor-
kach pacjentéw z ChAc, powoduje zmiany w organizacji
cytoszkieletu aktynowego. Latki aktynowe, miejsca dyna-
micznej polimeryzacji aktyny, ktére w szczepie kontrolnym
lokalizuja sie w rosnacym paczku [58], w szczepie vps13A
sa znajdowane w komoérkach matecznych [11]. Latki te nor-
malnie tworza sie pod btong komérkowa, w miejscach gdzie
zachodzi endocytoza [59]. Stad zaburzenia w dziataniu cy-
toszkieletu aktynowego przekladaja sie na spowolnienie lub
zahamowanie endocytozy, co jest obserwowane w mutan-
cie vps13 [11]. Nie wiadomo, w jaki sposéb Vps13 przyczy-
nia sie do zmian w organizacji cytoszkieletu aktynowego.
Badania sktadu biatkowego tatek aktynowych otrzymanych
in vitro wykazaly obecno$¢ w nich biatka Vps13, wiec moze
ono tam dziata¢ bezposrednio [60]. Jednak nie wiadomo, do
ktoérego z bialek cytoszkieletu aktynowego Vpsl3 sie wigze.
Podobnie jak hVps13A, Vpsl13 z drozdzy oddziatuje z akty-
na [11], wiec lokalizacja w fatkach moze by¢ utrzymywana
przez wiazanie sie do aktyny.

Kolejnym fenotypem mutanta pozbawionego Vpsl3 u
drozdzy, ktéry jest analogiczny do fenotypu opisanego dla
komérek pozbawionych hVps13A, C lub D, jest zmiana w
funkcjonowaniu mitochondriéw. U drozdzy, w mutancie
ups13A obserwowany jest zwigekszony poziom ucieczki mi-
tochondrialnego DNA do jadra, $wiadczacy o niestabilnosci
mitochondriéw. Konsekwengja tych zmian jest pobudzenie
degradacji mitochondriéw na drodze mitofagii [61]. Pomi-
mo zaburzonej homeostazy mitochondriéw, mutant vps13A
nie wykazuje defektu wzrostu w warunkach wymagajacych
mitochondrialnego oddychania tj. na pozywkach z niefer-
mentowanym zrédlem wegla np. glicerolem [61].

Udziat Vpsl3 w réznych procesach komérkowych po-
winien wigza¢ sie z obecnoscia Vpsl3 w réznych lokali-
zacjach, jak mitochondria, aparat Golgiego, endosomy,
wakuola. W obecnosci glukozy w pozywce, przewaza
lokalizacja Vps13 w cytoplazmie, na endosomach i pe-
roksysomach [8,11]. Jednakze, w kilku pracach pokazano
obecnos¢ Vps13 w miejscach kontaktu bton. Miejsca kon-
taktu blon s to struktury, w ktérych btony dwéch réznych
organelli zblizone sa do siebie na odlegtos¢ 10-30 nm [62].
Struktury te majg charakter dynamiczny, powstaja i roz-
padaja sie w zaleznosci od zapotrzebowania komorki, a
btony w tych strukturach nie ulegaja fuzji. Biatka uczest-
niczace w formowaniu si¢ miejsc kontaktu blon pelnia tak-
ze inne funkcje poza funkcja strukturalng. Biorg udziat w
procesach takich jak: transport lipidéw miedzy btonami,
przekazywanie sygnaléw, czy wymiana jonéw miedzy or-
ganellami. Opisanie udziatu Vps13 w tego typu miejscach
kontaktu bton zapoczatkowaly prace nad miejscami kon-
taktu bton mitochondriéw z ER tzw. ERMES (ang. ER mito-
chondria encounter structure). Odkryto, ze mutant mmmiA,
pozbawiony jednego z bialek ERMES, ktéry nie roénie na
pozywkach z niesfermentowanym Zrédlem wegla, aku-
muluje mutacje w genie VPS13. Mutacje te pozwalaja zy¢
mutantowi mmmIlA na pozywkach z glicerolem [63] oraz
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znosza wewnatrzkomoérkowa akumulacje Zelaza zwigzana
z brakiem ERMES. Supresja akumulacji zelaza jest specy-
ficzna dla mutanta mmm1A, nie wystepuje dla innych mu-
tantéw akumulujacych zelazo w komérkach [64]. Vps13
nie jest elementem ERMES, jednakze lokalizuje si¢ na
powierzchni mitochondriéw w warunkach nadprodukcji
biatka mitochondrialnego Mcp1, z ktérym Vps13 fizycznie
sie wiaze [8]. Oddzialywanie Vps13-Mcpl jest niezbedne
do supresji mutacji mmmIA. Biatka Vps13 i Mcpl sa ele-
mentami Sciezki obejécia braku ERMES, poprzez zmie-
nione dzialanie miejsc kontaktu bton mitochondriow z
wakuola [8]. Badania lokalizacji Vpsl3 wykazaly, ze jest
ona zmienna. W zaleznoséci od rodzaju Zrédla wegla w
podlozu Vpsl3 znajduje si¢ w réznego rodzaju miejscach
kontaktu bton: wakuoli z mitochondriami tzw. v-CLAMP
(ang. vacuole and mitochondria patch), endosoméw z mito-
chondriami, jak i wakuoli z blong jadrowa tzw. NVJ (ang.
nuclear vacuolar junction) [61,63]. Zaobserwowano réwniez
obecnoé¢ Vpsl3 w strukturach zawierajacych marker cia-
tek lipidowych - biatko Erg6 [65], co moze by¢ zwigzane
z udzialem NV] w biogenezie ciatek lipidowych [66]. Te
zmienng lokalizacje Vpsl3 zalezna od warunkéw Srodo-
wiska mozna interpretowaé dwojako. Vps13 determinuje,
ktére miejsca kontaktu blon sie tworza i jest w nich obec-
ne lub miejsca kontaktu bton tworza sie najpierw, a Vps13
jest do nich rekrutowane. Powstaje tez pytanie, czy Vps13
pelni tylko funkcje strukturalng w tych miejscach, czy
uczestniczy aktywnie w przenoszeniu metabolitéw, np.
lipidéw. Stwierdzono, ze mutant vps13A wykazuje zmniej-
szony poziom PI(4)P w blonach tworzacych sie spor, a w
komérkach szczurzych PC12 pozbawionych genu VPS13A
poziom PI(4)P jest obnizony w btonie komérkowej i w blo-
nach aparatu Golgiego [45]. Sugeruje to, Ze Vpsl3 mogt-
by transportowac PI(4)P lub jego prekursor PI. Jednakze
brak Vpsl3 moze zaburza¢ transport innego metabolitu,
a obserwowany fenotyp jest zmiang kompensacyjna. In-
nym istotnym pytaniem jest, czy Vps13 dziala w ré6znych
miejscach, pelniac te sama funkcje, czy tez wykorzystujac
rézne domeny uczestniczy niezaleznie w wielu proce-
sach? Istnieja przestanki popierajace obie hipotezy. Wiele
wskazuje jednak na to, ze biatko Vps13 moze pelni¢ jedna
funkcje, w ré6znych miejscach kontaktu blon tworzonych w
zaleznosci od warunkéw wzrostu. Funkcja ta polegac¢ by
mogta na przenoszeniu jednego i tego samego metabolitu
miedzy organellami, np. lipidu, co wptywatoby na regula-
cje proceséw tam zachodzacych. Oprécz lokalizacji Vps13
w miejscach kontaktu blon, przestanka popierajaca te hi-
poteze jest podobieristwo w budowie domenowej Vpsl3
do biatek transportujacych lipidy: bialek OSBP/ORP prze-
noszacych sterole, czy biatek CERT transportujacych sfin-
golipidy. Jest to obecnos¢ domeny PH-like wigzacej lipidy,
oraz motywu FFAT niezbednego do interakcji z biatkami
VAP, uczestniczacymi w tworzeniu miejsc kontaktu blon
z udzialem ER (Ryc. 1). Poza podobieristwami w budo-
wie Vps13 do bialek transportujacych lipidy, na pelnienie
funkcji transportowej w miejscach kontaktu bton wskazuje
supresja wybranych fenotypéw mutanta drozdzy pozba-
wionego biatka Vps13 przez nadprodukcje fragmentu bial-
ka Myo3 [67]. U drozdzy miozyna Myo3 wraz z biatkami
ORP (Osh2/3), uczestniczy w tworzeniu miejsc kontaktu
bton ER z blong komorkowa [68]. Wsparciem hipotezy o
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pojedynczej funkcji Vpsl3 jest tez spostrzezenie, Ze jest
mozliwo$é wytlumaczenia wszystkich fenotypéw zwia-
zanych z brakiem Vps13 jego wplywem na dystrybucje w
komércee jednego lipidu.

KWAS FOSFATYDOWY A POTENCJALNA
FUNKCJA VPS13

Co wspdlnego jest we wszystkich fenotypach zwiaza-
nych z brakiem Vps13? Srodkowa czesé i C-koricowy frag-
ment biatka Vps13 moga ustanawia¢ potaczenia bton dzieki
motywowi FFAT oraz domenom SHR_BD, APT1 i PH-like.
Tak wiec potencjalnie N-koricowy fragment Vps13 moglby
zawiera¢ domene transportujaca lipidy miedzy blonami
(Ryc. 2). Badanie wigzania lipidéw wykazatlo, ze fragment
ten oddziatuje z PA, PI(4)P oraz PI(4,5)P, [4]. Analiza fe-
notypéw zwigzanych z brakiem Vpsl3 i proceséw regu-
lowanych przez rézne lipidy sugeruje, ze lipidem przeno-
szonym przez Vpsl3 mogtby by¢ PA. PA syntetyzowany
jest z kwasu lizofosfatydowego (LPA) w ER i w komérce
pelni role zaréwno strukturalng jak i sygnalowq. Stanowi
on kluczowy zwiazek poséredni w syntezie glicerofosfolipi-
doéw i triacylogliceroli oraz bierze udzial w regulacji wielu
proceséw, w tym m. in. transportu pecherzykowego i orga-
nizacji cytoszkieletu aktynowego (Ryc. 3). Oprécz tego PA
uwazany jest za jeden z czynnikéw niezbednych w rozwoju
neuronalnym [69]. Zaburzenia w dystrybucji PA w komor-
ce moglyby prowadzi¢ do zachwiania homeostazy lipidéw
oraz zmian w funkcjonowaniu neuronéw.

U drozdzy, PA w btonach ER odpowiada za regulacje
biosyntezy glicerofosfolipidéw m. in. przez wigzanie repre-
sora transkrypcji Opil. W warunkach niedoboru inozytolu,
Opil wiaze sie do biatka ER - Scs2 i do PA [70]. Nagroma-
dzenie inozytolu powoduje wzrost produkcji PI z PA, a co
za tym idzie zmniejszenie sie puli PA w btonie ER, co pro-
wadzi do oddysocjowania biatka Opil. Uwolniony czynnik
Opil hamuje ekspresje genu syntazy inozytolu i poziom
inozytolu spada [70]. Jezeli nasza hipoteza jest prawdziwa
i Vpsl3 transportuje PA z blon ER, to brak Vpsl3 powinien
powodowac nagromadzenie si¢ PA w ER, przez co zwigk-
szone byloby oddziatywanie Opil z ER i w konsekwencji
produkcja inozytolu by wzrosla. Rzeczywiscie mutant
ups13A zidentyfikowany zostat jako jeden z mutantéw, kto-
re nadprodukuja inozytol i wydzielaja go do podioza [71].
Za wplywem Vpsl3 na rozmieszczenie PA w komoérce prze-
mawia lokalizacja Vps13 w miejscach kontaktu bton -NVJ,
ktére uczestnicza w tworzeniu cialek lipidowych [66], w
ktoérych znajduja sie enzymy wykorzystujace PA do syntezy
triacyloglicerolu. Vps13 lokalizuje sie tez w strukturach za-
wierajacych enzym szlaku biosyntezy ergosterolu Erg6 [65]
bedacy markerem wszystkich cialek lipidowych, réwniez
tych zlokalizowanych przy NVJ [72]. Mozliwe jest wiec, ze
Vps13 dostarcza PA do szlaku biosyntezy tréjglicerydow.

Wiele fenotypéw zwigzanych z brakiem biatek Vpsl13
jest powiazanych z zaburzeniami w fuzji blon, jak obnizona
sekrecja insuliny przy braku hVps13C oraz spadek uwal-
niania dopaminy ze szczurzych komoérek PC12 pozbawio-
nych Vps13A. PA powstaje nie tylko de novo, ale réwniez na
skutek dziatania fosfolipazy D (Pld1) na fosfatydylocholine.
Zahamowanie powstawania PA na drodze zaleznej od Pld1

www.postepybiochemii.pl



A

Mitochondria/PM / Golgi / Endosomy/ Wakuola

HHH!I![EI!H%H.

RNRRONNLLNnooN yuanaEIuuGooeHIOOOon

ER

PMiinne btony

IUUUOUUUUUU RN AR AR RRRRAR!

O -PA

A - PI3P: P4P; PISP; PS: PA; LPA
- Pli4.5)P2
- Inne lipidy
T - biatka VAP
.. - GTPazy lub efektory PI4,5)P2
l - motyw FFAT

. - Mcp1

HHHE[EIEIEH%HH[HIHHHHHH[IHHHHHIHIHIHIH[IHH[I[
-

HHNONNN0O0NO00O0OH0HIIN
Mitochondria/ Endosomy / Wakuola
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uposéledza fuzje blon pecherzykéw wydzielniczych z blona
komérkows, co prowadzi do obnizonej wydajnosci egzocy-
tozy [73]. Mechanizm, w wyniku ktérego PA promuje fu-
zje bton, jest nadal dyskutowany. Moze on by¢ zwigzany
ze zdolnoécig PA do zakrzywiania btony, ktéra ma ulec fu-
zji [73], ewentualnie méglby uczestniczy¢ w rekrutowaniu
biatek niezbednych w procesie fuzji blon. Ponadto, w mu-
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Rycina 3. Procesy regulowane przez PA i przez biatko Vps13.

Postepy Biochemii 64 (4) 2018

tancie vps13 drozdzy obserwuje si¢ zaburzenia w procesie
endocytozy [65,67], a PA odgrywa role w tym procesie na
etapie uwalniania pecherzykéw endocytarnych z btony ko-
morkowej. Dynamina, GTPaza niezbedna do uwolnienia
pecherzykéw, wiaze sie z blong w obecnoéci m.in. PA [74].
Podobnie wysoki poziom PA w blonach aparatu Golgiego
wspiera wzmozone formowanie pecherzykéw transportu-
jacych z tego organellum [75].

Wplyw Vpsl13 na organizacje cytoszkieletu aktynowego
mozna réwniez ttumaczy¢ udzialem w transporcie PA. PA
wplywa na dynamike przebudowy cytoszkieletu aktyno-
wego przez wigzanie i reguluje GTPaz z rodziny Rho, przez
zmiane ich lokalizacji lub przez wplyw na biatka je regulu-
jace [76]. PA regulacje tez kinazy bialkowe np. aktywuje ki-
naze Pak inicjujaca reorganizacje cytoszkieletu aktynowego
przez dzialanie m.in. na miozyny typu II, kinaze LIM lub
kompleks Arp2/3 [77,78]. Przez PA aktywowane sa takze
kinazy z rodziny PIPKI generujace P1(4,5)P,, fosfolipid pet-
nigcy kluczowa role w reorganizacji cytoszkieletu aktyno-
wego [79]. PA oddzialuje réwniez bezposrednio z niekto-
rymi biatkami cytoszkieletu aktynowego np. winkuling
[80,81]. Tak wiec zmiany w transporcie PA moga zmieniac¢
organizacje cytoszkieletu aktynowego.
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Fenotypy mitochondrialne opisane w badaniach nad
biatkami Vps13 tez moga by¢ zwigzane z udzialem Vps13 w
transporcie PA do mitochondriéw. Zaklada sie, ze PA trans-
portowany jest z ER do mitochondriéw przez strukture
ERMES [82]. Jednakze syntetyczna letalnos¢ spowodowana
brakiem biatka Vps13 ijednego z biatek tworzacych ERMES
np. Mmm1, sugerowac¢ moze, ze mitochondria importuja
PA na dwa sposoby. Twierdzenie to wspieraja réwniez ba-
dania pokazujace, ze brak kompleksu ERMES nie zaburza
calkowicie wymiany lipidéw miedzy blonami ER i mito-
chondriéw [83,84]. PA jest istotny dla mitochondriéw jako
prekursor w procesie biosyntezy kardiolipiny (CL), fosfoli-
pidu unikalnego dla tego organellum. CL i PA kontroluja
podzialy i fuzje mitochondriéw [85]. CL jest niezbedna do
utrzymania komplekséw tarficucha oddechowego i kom-
pleksow zaangazowanych w import biatek do mitochon-
driéw. U drozdzy brak CL prowadzi do redukcji potencjatu
blonowego w mitochondriach, niestabilnosci komplekséw
taricucha oddechowego oraz zaburzenia importu biatek
do mitochondriéw [86-91]. W mutancie pozbawionym ak-
tywnej syntazy kardiolipiny obserwuje sie tez utrate mito-
chondrialnego DNA [92]. Wiele z tych fenotypéw opisano
réwniez dla komérek pozbawionych kompleksu ERMES
[93,94]. Wplyw na te procesy ma tez w pewnym stopniu
Vps13 i dlatego przy jego braku obserwuje sie zwiekszona
ucieczke mitochondrialnego DNA i zwiekszona mitofagie
[61].

Podobienstwo fenotypéw oraz oddzialywan genetycz-
nych pomiedzy vps13A, a brakiem komplekséw PI3 kinazy
klasy III (delecjami genéw VPS30, VPS34), takze moze by¢
tlumaczone udziatem Vps13 w dystrybucji PA. Kinazy PI3K
klasy III biora udziat w aktywacji fosfolipazy D ktéra, jak
wczeéniej wspomniano, wplywa na fuzje bton [95]. Sciez-
ka otrzymywania PA przez dziatanie fosfolipazy moze do-
datkowo wplywaé m.in. na aktywacje kinazy mTOR [95].
mTOR jest kinaza regulowang przez skladniki pokarmowe,
czynniki wzrostowe i stres; wchodzi w sktad dwoch kom-
plekséw TORC1 i TORC2 [96]. Pobudzona Sciezka kinazy
TORC2 indukuje zmiany w cytoszkielecie aktynowym [97] i
w syntezie lipidéw [98] m. in. w odpowiedzi na stres blony
komoérkowej, co prowadzi do zmian w skladzie i wiasciwo-
Sciach btony komérkowej [99]. Komoérki drozdzy pozbawio-
ne Vps13 nieodpowiednio reaguja na stres btony komoérko-
wej i nie sa w stanie sobie z nim poradzi¢ [67], co mogloby
wigzac sie z obnizong aktywacja kinazy TORC2.

Wymienione powyzej spostrzezenia, dotyczace analogii
miedzy niedoborem lub nieprawidtowa dystrybucja PA, a
brakiem bialek Vps13 sg oparte na analizie danych literatu-
rowych. Hipoteza udziatu biatek Vps13 w dystrybuowaniu
PA wymaga sprawdzenia eksperymentalnego. Nie mozna
tez wykluczy¢, ze Vpsl3 przez tworzenie miejsc kontaktu
blon wplywa posrednio na transport innych kluczowych
czasteczek.

PODSUMOWANIE
Parafrazujac cytat z Chatki Puchatka: ,The more he

looked inside, the more Piglet wasn’t there.” (,Im bardziej
Puchatek zagladat do érodka, tym bardziej Prosiaczka tam
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nie bylo.”) mozemy powiedzie¢, ze im wiecej prowadzimy
badan nad biatkami Vps13 tym mniej je rozumiemy, gdyz
rodzi si¢ coraz wiecej pytan. Dlaczego przy braku hVps13A
zmiany dotykaja gléwnie komoérek nerwowych i czerwo-
nych krwinek? Dlaczego brak biatek hVps13 B-D nie wply-
wa na krwinki? Na ile biatka Vps13 moga sie zastepowac?
Jaka jest kaskada zdarzeni prowadzgca od braku biatka
Vps13 do objawéw klinicznych? Ktéry proces powinien by¢
celem terapii? Prace w wielu laboratoriach ukierunkowa-
ne sa na poszukiwanie odpowiedzi na te pytania. Badania
skupiajace sie na poszukiwaniu funkcji biatek Vps13 majg
kluczowe znaczenie. Jej poznanie pozwoli na opracowanie
terapii celowanej, ktéra mogtaby doprowadzi¢ do opdznie-
nia postepéw choroby i poprawy jakosci zycia pacjentéw
z chorobami wywolanymi brakiem bialek Vps13. Ponadto
wyniki tych badan rozszerzaja nasza wiedze o podstawo-
wych procesach zachodzgcych w komérkach.
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ABSTRACT

The Vps (vacuolar protein sorting) group of proteins was identified in yeast Saccharomyces cerevisiae. Among the Vps proteins, there is the
Vps13 family, proteins of which are present in organisms from different systematic groups. In yeast there is only one Vps13 protein, while in
humans there are four Vps13 family members - hVps13A-D. These are large proteins of characteristic domain structure. Mutations in hVPS13
genes are linked to rare neurodegenerative disorders: chorea-acanthocytosis (#VPS13A), Cohen syndrome (#VPS13B), predispose to early
onset into Parkinson disease (2VPS13C) and lead to ataxia/spastic paraplegia (#VPS13D). Lack of clear diagnostic criteria and broad spectrum
of nonspecific symptoms cause the misdiagnosis of several patients with neurodegeneration and it is difficult to estimate the number of in-
dividuals with mutations in #VPS13 genes. The importance of Vps13 family proteins for human health turns interest of research on finding
Vpsl3 protein function, which remains unknown. The research is mostly performed on several experimental models in which deficit of those
proteins was acquired by deletions or gene expression silencing, or on cells from patients. Several changes were found in cells lacking Vps13
proteins on cellular level, such as changes in intracellular protein trafficking between Golgi apparatus, plasma membrane and endosomes,
changes in mitochondria functioning and changes in organization of cytoskeletons, mainly actin cytoskeleton. However, it is unknown which
alterations are primary and which secondary, compensatory. Recently research done on yeast revealed that Vps13 is a protein of the membrane
contact sites, the structures involved in exchange of metabolites between different organelles. Such localization seems to be essential for
Vpsl3 function. Based on literature we propose a hypothesis that Vps13 might actively participate in exchange of the lipids between mem-
branes of organelles in membrane contact sites what could explain most of the phenotypes caused by lack of Vps13 protein.
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