Rodopsyny mikrobialne - od struktury do funkcji i adaptacji ekologicznych

STRESZCZENIE

Bialka rodopsynowe wystepuja we wszystkich trzech domenach zycia, a dwa jak dotad
najlepiej poznane typy to rodopsyny zwierzece oraz mikrobialne. Rodopsyny zwierzece
wystepuja tylko u zwierzat, a mikrobialne u mikroorganizméw we wszystkich domenach,
przy czym wsérdd eukariota gtéwnie u protistow. Wszystkie znane rodopsyny posiadaja po-
dobna strukture, ztozone sa z siedmiu transblonowych a-helis oraz ligandu w postaci retina-
lu. Typ zwierzecy oraz mikrobialny nie wykazuja podobiefistwa sekwencyjnego, co sugeruje
ich konwergentna ewolucje. Rodopsyny zwierzece odpowiadaja za widzenie oraz kontrole
zegara biologicznego, natomiast rodopsyny mikrobialne za fototaksje komorek, jak rowniez
pelnia role pomp wodorowych lub jonowych. Procesy te moga bra¢ udzial w przetwarzaniu
energii pochodzacej od fotonéw w energie wykorzystywana przez komorke. Zdecydowanie
wiecej wiemy o rodopsynach u mikroorganizmoéw morskich niz stodkowodnych. Réznice
miedzy tymi rodopsynami moga by¢ znaczace, poniewaz oba ekosystemy charakteryzuja sie
odmiennymi warunkami Srodowiskowymi, ktére prowadza do réznych wlasciwosci optycz-
nych, co w konsekwencji wplywa na sekwencje oraz strukture rodopsyn. Celem tego artyku-
lu jest podsumowanie aktualnego stanu wiedzy dotyczacego struktury oraz funkcji bialek
rodopsynowych, w szczegdlnosci rodopsyn mikrobialnych, z uwzglednieniem historii ba-
dan nad nimi i ich znaczenia w ewolucji zycia na Ziemi. Jednoczesnie oméwione zostana ich
zastosowania biotechnologiczne oraz mozliwe kierunki przysztych badan.

HISTORIA BADAN RODOPSYN

W toku ewolucji powstalo u czlowieka pie¢ rozwinietych zmyslow, dzieki
ktérym pojmujemy i poznajemy $wiat, a dominujagcym dla nas zmystem jest
wzrok [1], ktéry pozwala nam wylapywac okreslone diugosci fal elektromagne-
tycznych i przy pomocy ukiadu nerwowego przeksztalcac je w obrazy. Jednej z
pierwszych rewolucji w badaniach tego tematu dokonal w roku 1851 Heinrich
Miiller [2], kiedy to opublikowal prace, w ktérej opisal wystepowanie w siat-
kowece oka zaby, uktadu widkien taczacych preciki i czopki z nerwem optycz-
nym. Pozwalato to przypuszczaé, ze te dwa typy komoérek biorg udziat w widze-
niu. Swiat nauki nie przyjal jego wnioskéw przychylnie, poniewaz kierujac sie
zasadami fizyki nikt nie przypuszczal, Ze bezbarwne komorki sa w stanie absor-
bowac fale w zakresie widzialnym. Pierwotnie pominiety jednak zostal znacza-
cy fragment pracy Miillera, w ktérym autor opisal czerwonawy kolor utozonych
Sciéle obok siebie precikéw w siatkéwce oka zaby.

Kolejnym waznym krokiem w historii badari nad pigmentami wzrokowymi
byla praca Franza Christiana Bolla z roku 1877 [3]. Badacz zaobserwowal, ze
siatkéwka oka zaby trzymanej w ciemnosci nabiera koloru czerwonego, ktéry
traci stopniowo intensywnos¢ po wystawieniu na $wiatto dzienne, az do pelne-
go zaniku. Waznym spostrzezeniem bylo to, ze po odcieciu dostepu do $wiatta
kolor powraca. W swojej pracy Boll pomylit sie jednak co do powiazania wy-
stepowania wilasciwosci swiattoczulych siatkowki z zywotnoscia zaby. Kolejne
badania pokazaly, ze siatkéwka, nawet po wycieciu z organizmu, jesli byta po-
prawnie przechowywana, mogta zachowac wiasciwosci $wiattoczute. Oznacza-
to to, ze procesy ktére w niej zachodza maja podstawy chemiczne niezalezne od
funkcjonowania calego organizmu.

Od tych odkry¢ mineto ponad 150 lat, a w miedzyczasie zrozumiano bioche-
miczne i biofizyczne podstawy dzialania pigmentéw wzrokowych. Odkryto, ze
sq zlozone z chromoforu - retinalu, ktéry absorbuje foton $wiatta o okreslonej
dtugosci fali oraz zwigzanego z nim biatka - opsyny. Udalo si¢ réwniez wyr6z-
ni¢ ich typy: od jodopsyn wystepujacych w czopkach i odpowiadajacych za ko-
lorowe widzenie dzienne, przez rodopsyny pojawiajace sie w precikach i umoz-
liwiajace widzenie zmierzchowe, az po melanopsyny, ktére dziatajg niezaleznie
od pozostatych i odpowiadaja za ustalenie rytmu dobowego. Dopiero w 1971
roku dokonano odkrycia rodopsyn u jednokomérkowych organizméw proka-
riotycznych, a konkretnie w archeonie Halobacterium halobium [4], inaczej nazy-
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wanym Halobacterium salinarium. Byt to pierwszy raz kiedy
rodopsyny, wczedniej znane tylko u zwierzat, odnaleziono
u jednego z przedstawicieli mikroorganizméw. Doprowa-
dzilo nas to do pytania co taczy siatkdwke oka kregowcow
z btona halofilnego archeona?

RODOPSYNY A EWOLUCJA ZYCIA NA ZIEMI

Aby pozna¢ odpowiedZ na to pytanie musimy zrozu-
mieé miejsce rodopsyn w ewolucji zycia na Ziemi. Z bie-
giem lat zrozumiano, ze nie wszystkie rodopsyny pelnia
funkcje sensoryczne. Te, ktére odnaleziono u H. salinarium
odpowiadaly za przetwarzanie energii stonecznej w energie
wykorzystywana przez komoérki pod postacia ATP (tzw.
fototrofia rodopsynowa). W przyrodzie wystepuja inne sys-
temy, oparte gtéwnie na chlorofilu, ktére umozliwiaja takie
dzialanie. Przewaga rodopsyn jest ich prostota i co za tym
idzie nizszy koszt niz fotosysteméw opartych na chlorofi-
lu i wystepujacych w chloroplastach. Aby sprawnie dziata¢
systemy rodopsynowe wymagaja obecnosci tylko jednego
biatka - opsyny oraz jednego chromoforu - retinalu. Ponad-
to czesto wystarczy zmiana pojedynczego aminokwasu w
sekwencji rodopsyny, aby zaczela ona pelni¢ odmienna
funkgje [5] lub zmienita swéj zakres absorpcji $wiatta [6].
Polgczenie tej plastycznosci oraz prostoty w ich budowie
doprowadzilo do tego, ze biatka rodopsynowe mozemy
znalez¢é w wiekszosci srodowisk wystepujacych na Ziemi,
od otwartych powierzchni ladowych, az po srodowiska
wodne. Co wiecej, dzigki swojej prostocie w wielu $rodo-
wiskach zdominowaly one proces przetwarzania energii
stonecznej na ATP [7].

Wyniki dotychczasowych badan wskazuja na to, Ze po-
wszechnosé wystepowania rodopsyn oraz wachlarz pelnio-
nych przez nie funkcji sa wynikiem ich bardzo wczesnego
pojawienia sie w ewolucji zycia na Ziemi [8]. Nie jest jednak
pewne czy nastapilo to przed, czy po katastrofie tlenowej
(ang. Great Oxidation Event), w trakcie ktorej drastycznie
wzrést poziom tlenu w atmosferze ziemskiej Z zasady syn-
teza retinalu w organizmie wymaga wystepowania w nim
réwniez tlenu, istniejg jednak badania sugerujace, ze orga-
nizmy opierajace swoje funkcjonowanie na fototrofii rodop-
synowej sa w stanie przetrwa¢ w warunkach niedotlenie-
nia [9] oraz ze moga istnie¢ alternatywne drogi biosyntezy
retinalu, ktoérych jeszcze nie poznalismy [10]. Ciekawym
aspektem rozwazan na temat rodopsyn i ich wplywu na
powstanie, ewolucje oraz rozprzestrzenienie zycia na Ziemi
jest tworzenie teoretycznych modeli mozliwego powstania
i rozwoju zycia poza nasza planeta [8]. Rozwazania te pro-
wadza do wniosku, ze biatka dzieki ktérym postrzegamy
teraz otaczajacy nas $wiat mogly powsta¢ nawet 2,4 miliar-
da lat temu, czyli przed Wielka Katastrofa Oksydacyjna.

STRUKTURA BIALEK RODOPSYNOWYCH

Rodopsyny wystepuja we wszystkich trzech domenach
zycia, a takze u wiruséw, gdzie pelnia zré6znicowane funk-
¢je biologiczne. Cho¢ strukturalnie wszystkie sa do siebie
podobne, to pojawiaja si¢ miedzy nimi pewne réznice, ktore
umozliwity wprowadzenie ich podziatu na trzy typy:

406

* typI-rodopsyny mikrobialne odpowiedzialne za prze-
miane energii oraz inicjacje sygnalizacji wewnatrz- oraz
miedzykomoérkowej; wystepuja u bakterii, archeonéw,
protistow, a takze u wiruséw,

* typ Il - rodopsyny zwierzece, ktére biorg udzial w foto-
transdukcji wzrokowej (widzenie) i niewzrokowej (re-
gulacja rytmu dobowego); ich wystepowanie ogranicza
sie tylko do zwierzat,

e typ lII - stosunkowo niedawno odkryty typ [4], nazywa-
ny heliorodopsynami, ktérego funkcje nie zostaty jesz-
cze dokladnie poznane; podobnie jak typ I wystepuje u
mikroorganizmoéw.

Niezaleznie o ktérym typie rodopsyn méwimy, kazdy
z nich charakteryzuje sie struktura utworzong z siedmiu
transblonowych a-helis. U rodopsyn typu I oraz typu II N-
-koniec biatka skierowany jest na zewnatrz komorki, a ko-
niec C do jej wnetrza (Ryc.1). Rodopsyny typu Il posiadaja
analogiczng budowe, sg jednak osadzone w blonie odwrot-
nie. Ich N koniec skierowany jest do wnetrza komorki, a C
koniec na jej zewnatrz.

Ewolucyjnie rodopsyny typu I oraz typu II zdaja sie by¢
bardzo odlegte od siebie i ewentualnego wspoélnego przod-
ka, albo wrecz powstaly niezaleznie [11]. Laczy je struktura
i mechanizm dzialania, ale nie s3 homologami. Mimo du-
zego podobienistwa strukturalnego ich sekwencje amino-
kwasowe nie wykazuja duzego poziomu podobieristwa,
co sugeruje ewolucje konwergentna (w tym wypadku, nie-
zalezne wyksztalcenie podobnej struktury lub funkcji bia-
tek o odmiennym pochodzeniu ewolucyjnym). Mozliwos¢
konwergentnej ewolucji rodopsyn typu I oraz typu II nie
jest jedynym intrygujacym aspektem w tej historii. Mikro-
bialne rodopsyny typu I wystepuja we wszystkich trzech
domenach, jednak o ile ich wystepowanie u bakterii i ar-
cheonéw mozna uznac za czeste lub nawet powszechne, to
u organizméw eukariotycznych ogranicza si¢ ono gléwnie
do jednokomoérkowych protistéw. Ponadto mozemy je row-
niez napotkaé u niektérych wiruséw. Badania nad wyste-
powaniem rodopsyn typu I u tzw. wiruséw olbrzymich
(ang. giant viruses) pozwolito stwierdzié¢, ze najprawdopo-
dobniej to one umozliwily horyzontalny transfer genéw
kodujacych rodopsyny miedzy prokariontami i protistami
[7]. Thumaczy to dlaczego mimo wystepowania duzego po-
dobienistwa niektére grupy rodopsyn nie tworza jednej linii
ewolucyjnej, a sa rozproszone pomiedzy gatunkami odle-
glymi od siebie ewolucyjnie. Te same badania sugeruja, ze
nowo odkryty typ III rodopsyn - heliorodopsyny - jest ze
wzgledu na jego wystepowanie tylko wéréd organizméw
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Rycina 1. Schemat struktury przykladowego bialka rodopsynowego oraz jego
ulozenia w blonie. Po lewej stronie schematyczna struktura budowy oraz usta-
wienia w blonie rodopsyny typu I lub typu II (literami A-G oznaczono kolejne
helisy biatka), po prawej wizualizacja ukladu siedmiu a-helis wzgledem siebie
otaczajgcych chromofor.
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Rycina 2. Schemat zmian konformacyjnych retinalu pod wplywem zaabsorbo-
wania fotonu $wiatla u rodopsyn mikrobialnych oraz zwierzecych. A - przejscie
retinalu z formy podstawowej do wzbudzonej dla rodopsyn mikrobialnych; B
- przejscie retinalu z formy podstawowej do wzbudzonej dla rodopsyn zwierze-
cych.

tworzacych wspdlng linie ewolucyjng mtodszy od typu L
Mozna przypuszczaé, ze w przypadku tych rodopsyn row-
niez nastapil horyzontalny transfer genéw przy pomocy wi-
ruséw, jednak tym razem od organizméw eukariotycznych
do prokariotycznych [8].

Oproécz trzech wczesniej wymienionych podstawowych
typoéw rodopsyn, niedawno zostal odkryty jeszcze jeden
nowy typ - Schizorodopsyny. Zostaly one opisane u arche-
onéw z grupy Asgard, ktore s najblizej spokrewnionymi z
eukaryota organizmami prokariotycznymi. Schizorodopsy-
ny petnig u archeonéw Asgard funkcje pomp protonowych,
a filogenetycznie zdaja sie by¢ umiejscowione miedzy ro-
dopsynami typu I a heliorodopsynami [9].

RETINAL

Rodopsyny to jednak nie tylko biatko i jego struktura.
Centrum funkcjonowania kazdej rodopsyny jest retinal i
przestrzen wokot niego - to wlasnie ona definiuje zakres ab-
sorpcji catego biatka, a czasem nawet to jaka ma ono pelnic¢
funkgje.

Retinal bedacy chromoforem rodopsyn (i opsyn innego
typu) jest aldehydem witaminy A uzyskanym z [-karotenu.
Jest on zwiagzany z rodopsynami poprzez zasade Schiffa,
ktéra taczy go z e-aminowaq grupa lizyny znajdujacej sie w
srodku siédmej (G) a-helisy. Zasada Schiffa w wiekszosci
przypadkéw jest uprotonowana (RSBH+), jednak oscylacja
miedzy tym stanem a forma podstawowa (RSB) czesto od-
grywa wazna role w funkcjonowaniu rodopsyn. W zalezno-
sci od tego z jaka rodopsyna mamy do czynienia, bedzie on
wystepowal w réznych formach.

U mikrobialnych rodopsyn typu I podstawowa forma re-
tinalu przybiera posta¢ pelnej izomerii frans. W momencie
zaabsorbowania fotonu $wiatla retinal przeksztalca sie w
forme izomeryczna 13-cis. U rodopsyn zwierzecych mamy
odwrotna sytuacje: forma podstawowa retinalu to forma
z wystepujaca izomerig cis, cho¢ nie przy weglu 13 lecz 11
(forma 11-cis). Dopiero po zaabsorbowaniu fotonu przy-
biera on w pelni forme frans. Na Rycinie 2 schematycznie
przedstawiono przejscia retinalu z formy podstawowej do
wzbudzone;j.
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STROJENIE KOLORU (ang. COLOR TUNING)

Rodopsyny poniekad zostaly odkryte dzieki temu, Ze po-
siadajq kolor, ktéry jest zwiazany z ich podstawowaq funk-
ja - absorpcja $wiatla widzialnego. Okazuje sie, ze wplyw
na zakres absorpcji rodopsyny moze mie¢ kilka czynnikéw,
ktore naktadaja sie ze soba. Czynniki te mozemy podzieli¢
na te zwigzane ze strukturg rodopsyny oraz te wynikajgce z
ukladu wigzan w retinalu.

Struktura rodopsyny wptywa na dlugos¢ absorbowanych
przez retinal fal poprzez modelowanie wokot niego srodo-
wiska. Mozemy tutaj wymieni¢ czynniki takie jak interakcje
retinalu z naladowanymi, polarnymi lub aromatycznymi
aminokwasami, ktére wplywaja na zmiane pozioméw
energii elektronowej, interakcje z wiazaniami wodorowymi
lub efekty wynikajace z kontaktéw sterycznych.

Najwiekszy wplyw zdaja sie mie¢ tutaj interakcje z prze-
ciwjonami znajdujacymi sie w poblizu miejsca wigzania re-
tinalu. Obecno$¢ negatywnie naladowanych aminokwaséw
w poblizu RSBH* powoduje przesuniecie maksimum ab-
sorpcji w strone Swiatta niebieskiego. Jest to spowodowane
stabilizacja podstawowego stanu elektronowego retinalu,
czyli jego formy przed absorpcja fotonu, poprzez oddzia-
tywania elektrostatyczne miedzy obydwoma tadunkami.
Stabilizacja ta zmniejsza energie stanu podstawowego, réw-
noczeénie zwiekszajac réznice energii miedzy tym stanem a
stanem wzbudzonym. Prowadzi to do potrzeby zaabsorbo-
wania fotonu charakteryzujacego sie krotsza falg i wieksza
energia. Odwrotny efekt daje obecno$¢ tadunku ujemnego
w poblizu pierécienia B-jononu. W stanie wzbudzonym fa-
dunek dodatni zostaje przesuniety z zasady Shiffa na pier-
Sciei B-jononu, a obecnos¢ fadunku ujemnego przy nim
prowadzi tym razem do stabilizacji stanu wzbudzonego
poprzez oddzialywania elektrostatyczne. Obnizenie energii
stanu wzbudzonego zmniejsza jednoczesénie réznice ener-
gii miedzy nim a stanem podstawowym, a wiec nastepuje
przesuniecie maksimum absorpcji w strone $wiatta czerwo-
nego, czyli fotonéw o dtuzszych ditugosciach fal. W rodop-
synach zwierzecych oraz mikrobialnych wystepuje gléwnie
uklad negatywnego tadunku w poblizu uprotonowanej za-
sady Schiffa.

W kontekscie uktadu wigzan retinalu, najwiekszy wptyw
na absorpcje zdaje sie mie¢ izomeria wigzania pomiedzy
weglem széstym a siédmym, ktéra réwniez odréznia ro-
dopsyny zwierzece od mikrobialnych. W rodopsynach
zwierzecych wiazanie to wystepuje w formie 6-s-cis, co
sprawia, ze faficuch polienowy oraz P-jonon nie sa plaskie.
To powoduje, ze sprzezenie m-elektronéw nie rozciaga sie
na pierscieni B-jononu tak wydajnie. W rodopsynach mikro-
bialnych mamy natomiast do czynienia z izomeria 6-s-trans,
co ulatwia rozpostarcie sprzezenia n-elektronéw na pier-
Scien B-jononu. Skutkiem tego sa odmienne zakresy absorp-
qji dla tych dwoéch typéw rodopsyn. Rodopsyny zwierzece
absorbuja gtéwnie w zakresie 480-525 nm (kolory niebieskie
i zielone), podczas gdy rodopsyny mikrobialne absorbuja
przewaznie w zakresie 520-580 nm (kolory zielone i Z6lte)
[12]. Zaréwno tadunek przy zasadzie Shiffa lub p-jononie,
jak i izomeria wigzania pomiedzy weglem szdéstym a siod-
mym moga naklada¢ sie na siebie, przez co stworzenie
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systemu obliczeniowe-

Tabela 1. Systematyzacja rodzajow rodopsyn mikrobialnych wedtug ich funkcji oraz przynaleznosci do wyréznianych klastrow filoge-

g0 POZWﬂla]'%CQgO Na netycznych wraz z uwzglednieniem domeny, w ktérej wystepuja; w oparciu o opracowanie Pinhassi i wsp. 2016 [13].

przewidywanie zakre-
sow absorpcji danej ro-
dopsyny jest dalej dla
nas wyzwaniem.

KLASTER A

Badania  potwier- bakteriorodopsyny
dzaja, ze zmiana poje- Pompy protonowe
. proteorodopsyny
dynczego aminokwasu
moze wplyna¢ na wia- halorodopsyny

Sciwosci  absorpcyjne Pompy jonowe

rodopsyn. Przykladem rodopsyny kanatowe

moze by¢ tutaj rézni-

ca w dziataniu dwéch typ I typ II, typ III
. Rodopsyny

rodzajow proteoro- sensoryczne rodopsyny

dopsyn - zielonych i enzymatyczne

niebieskich. Badania

Nazwa typu rodopsyny

KLASTER B

Gtéwna domena Gléwna domena

Nazwa typu rodopsyny

wystepowania wystepowania
archeony ksantorodopsyny bakterie

archeony proteorodopsyny bakterie, archeony
archeony pompy sodowe bakterie

2311:; ;%Ei;izemy pompy chlorowe bakterie

archeony - -

mikroorganizmy . .

eukariotyczne

wykazaly, ze wplyw

na réznice w ich zakresach absorpcji ma aminokwas znaj-
dujacy sie na 105 pozycji. W przypadku proteorodopsyn
absorbujacych w zielonym $wietle na tym miejscu znajduje
si¢ niepolarna leucyna, natomiast w sekwencjach proteoro-
dopsyn absorbujacych w niebieskim $wietle wystepuje po-
larna glutamina [6]. Na tych przykladach wida¢, ze nawet
najdrobniejszy element budowy biatka moze wplywac na
jego wilasciwosci. Réznorodnosé rodopsyn nie ogranicza
si¢ jednak jedynie do zakresu absorpcji $wiatla, ale réwniez
pelnionych przez nie funkgji.

ROZNORODNOSC RODOPSYN MIKROBIALNYCH

FUNKCJE RODOPSYN TYPU I

Rodopsyny moga pemié¢ réznorodne funkcje w komor-
kach. Cho¢ najbardziej oczywista zdaje sie by¢ funkcja sen-
soryczna, ktora jest gtéwna funkcja rodopsyn typu II, to w
przypadku typu I mamy do czynienia z wieksza réznorod-
noscig. Mozemy spotkaé zaré6wno biatka sensoryczne, jak i
pompy protonowe lub kanaly jonowe. Na Rycinie 3 przed-
stawiono kierunki transportu jonéw przez pompy rodop-
synowe.

Filogenetycznie mozemy wyrézni¢ dwie gtéwne grupy
rodopsyn mikrobialnych. Klaster A zawiera w sobie glow-
nie sekwencje archeonowe oraz eukariotyczne wraz z kil-
koma sekwencjami bakteryjnymi, a klaster B w wigkszosci
zawiera sekwencje bakteryjne z dodatkiem sekwencji ar-
cheonowych i eukariotycznych. Obecnosé¢ w tych klastrach
“niepasujacych” sekwencji z innych linii ewolucyjnych naj-
pewniej jest wynikiem horyzontalnego transferu genéw
miedzy domenami zycia. Taki podzial rodopsyn, oparty o
filogeneze, odzwierciedla aktualnie przyjete spojrzenie na
ewolucje domen zycia. Sugeruje to, ze najstarsze rodopsyny

$rodowisko
wewnegtrzne

$rodowisko
zewnetrzne

Rycina 3. Schematyczne przedstawienie kierunku dziatania pomp rodopsyno-
wych.
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sg starsze niz rozejscie sie bakterii i archeonéw, a zatem “an-
tyczna” rodopsyna zostala odziedziczona przez dwie nowo
powstajace domeny, a nastepnie w drodze horyzontalnego
transferu genéw zostala przeniesiona do organizméw eu-
kariotycznych.

W kazdym z tych dwéch klastrow mozemy wyréznié ko-
lejne podzialy na mniejsze klastry odzwierciedlajace petnio-
ne przez dane rodopsyny funkcje [13] (Tabela 1).

POMPY PROTONOWE

Wsréd znanych rodopsyn najwiecej z nich pelni funkcje
pomp protonowych. Pod wplywem absorpcji swiatta do-
prowadzaja one do przemieszczenia protonu przez bione,
w ktorej sa zakotwiczone. Skutkuje to powstaniem gradien-
tu elektrochemicznego wokél membrany, dzieki czemu
moze zajéc¢ transport aktywny lub synteza ATP. Nie jest na-
dal pewne czy ktéras z tych funkcji jest faworyzowana [14].

W Kklastrze A do tej grupy zalicza sie baktriorodopsyny.
To wlasnie jedno z tych biatek bylo pierwsza poznang ro-
dopsyna pochodzaca z H. salinarium. W klastrze B dominuja
natomiast proteorodopsyny, ktére wystepuja w proteobak-
teriach oraz w Bacteroidetes. Zaobserwowano takze obec-
noé¢ ksantorodopsyn (ang. xanthorhodopsins), czyli rodopsy-
nowych pomp protonowych wyposazonych w dodatkowy
chromofor - karotenoid saliniksantyne (ang. salinixanthin).
Chromofor pelni funkcje anteny pigmentowej, umozli-
wiajgc poszerzenie zakresu fal swietlnych absorbowanych
przez biatko.

POMPY JONOWE

Odpowiadaja one za pompowanie jonéw przez blone.
Aniony pompowane sg do srodka, a kationy na zewnatrz.
Biatka te sa czesto odnajdywane w organizmach zyjacych
w duzym zasoleniu, poniewaz pomagaja one w utrzymaniu
odpowiedniego ciénienia osmotycznego jak i przetwarza-
niu energii poprzez wytwarzanie chemiosmotycznego po-
tencjalu na blonie. Istnieja prace eksperymentalne potwier-
dzajace, ze mutacja pojedynczego aminokwasu w baketrio-
rodopsynach, zmiana kwasu asparaginowego na miejscu 85
na treoning, doprowadzila do przeksztalcenia heterologicz-
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nie eksprymowanego w H. salinarium Pho81 biatka z pompy
protonowej na pompe chlorows [5].

W Kklastrze A mozemy wyrézni¢ dwa odlegte od siebie
rodzaje tych pomp. Pierwszy z nich to halorodopsyny, kto-
re wystepuja tylko u archeonéw, cho¢ odnaleziono gen ho-
mologiczny u bakterii. Drugi rodzaj to rodopsyny kanato-
we, wystepujace w komoérkach eukariotycznych (zielenice
oraz kryptofity), ktére pod wplywem Swiatta umozliwiaja
przeptyw jonéw. W klastrze B mamy natomiast do czynie-
nia z pompami sodowymi, ktére wykryto u Bacteroidetes i
Deinococcus-Thermus oraz z pompami chlorowymi, do tej
pory odkrytymi tylko u alfaproteobakterii i Bacteroidetes.

RODOPSYNY SENSORYCZNE

Czeé¢ rodopsyn mikrobialnych odpowiada za fototaksje
organizmoéw, a mechanizm ich dziatania r6zni sie od tych
pelniacych funkcje wymienionych powyzej pomp. Rodop-
syny sensoryczne charakteryzuja sie tworzeniem produk-
tow posrednich o dlugim czasie péttrwania (~800 ms), pod-
czas gdy te wytwarzane przez rodopsynowe pompy jonowe
istniejg do ~10 ms. Tak diugi okres péttrwania produktow
posrednich pozwala na funkcjonowanie tych biatek na za-
sadzie “jeden foton - pobudzenie, drugi foton - wyciszenie”. Ten
sposob dziatania umozliwia komérce rozpoznanie i kiero-
wanie sie w strone zZrédla swiatta o wigekszych diugosciach
fali, czyli takich ktére moga postuzy¢ w procesach fotoener-
getycznych, a unikanie przestrzeni, w ktérych wystepuje
$wiatlo o wysokiej energii, np. UV [15]. Biatka te zazwyczaj
pojawiaja sie w potaczeniu z biatkami z rodziny Htrl lub
Htrll, ktére biora udzial w ich Sciezce sygnatowej [16].

Wystepuja one tylko w klastrze A. Wsréd archeonéw
mozemy wyréznic ich trzy typy:

* typ I (SRI) - umozliwia kierowanie si¢ organizmu w
strone $wiatla,

* typ II (SRII) - umozliwia ucieczke od szkodliwego
$wiatla, czasem nazywane sa foborodopsynami (ang.
phoborhodopsins) i do tej pory odkryto je tylko u haloar-
cheonéw. Badania wskazuja na czestsze wystepowanie
SRII w warunkach o wysokim stezeniu tlenu oraz na ich
mozliwosci petnienia funkcji pomp protonowych o ile
nie wystepuja w polaczeniu z biatkiem HtrlI [17],

e typ HI (SRIII) - jest to typ odkryty jak dotad tylko u Ha-
loarcula marismortui, ktéry wyréznia sie budowa oraz
funkcjonowaniem - nie powoduje u komoérki fototaksji,
a ze wzgledu na obecnosé¢ tylko dodatkowej domeny
HAMP najpewniej moze bra¢ udzial w interakcjach
biatko-biatko.

Wymienione powyzej rodopsyny sensoryczne nie wyste-
puja u komoérek eukariotycznych, u ktérych zamiast tego
wystepuja tzw. rodopsyny enzymatyczne charakteryzujace
sie bardziej zlozona budowa. Bialka te posiadaja na N-kon-
cu charakterystyczna domene rodopsynowa, natomiast na
C-konicu pojawiajq sie domeny kinaz histydynowych i regu-
latoréw odpowiedzi oraz cyklaz adenylowych/guanylow-
cyh i fosfodiestraz [18].
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RODOPSYNY W BIOTECHNOLOGII

Zbadanie réznorodnosci i funkcji rodopsyn mikrobial-
nych pozwolito na ich biotechnologiczne wykorzystanie.
Okazato si¢ bowiem, Ze systemy umozliwiajace manipu-
lacje otoczeniem lub wywolywanie w nim konkretnych
reakcji pod wplywem impulséw Swietlnych moga znalez¢
zastosowanie w wielu dziedzinach, od biologii syntetycznej
po medycyne. Z jednej strony coraz czesciej bada sie mozli-
woé¢ wykorzystania rodopsyn w systemach syntetycznych
stuzacych choéby do przechowywania danych lub w sys-
temach majacych na celu przetwarzanie §wiatla stoneczne-
go w energie uzytkowa [19]. Z drugiej strony rodopsyny
otworzyly drzwi do jednej z najbardziej zaawansowanych
technik medycznych. Pewien specyficzny typ rodopsyn ka-
natowych, pochodzacy z zielenic, wykorzystano poprzez
jego heterologiczna ekspresje w komorkach zwierzecych.
W warunkach natywnych wyzwala on fototaksje komoérki
po zaabsorbowaniu fotonu i otwarciu kanalu jonowego,
ktéry jest jego czedcia. Po ekspresji w komérkach nerwo-
wych bialka te zostaja wbudowane w blone komoérkows,
co pdzniej umozliwia nam pobudzanie komérek przez sy-
gnaly swietlne. Odkrycie to pozwolilo na stworzenie calej
nowej dziedziny nazywanej optogenetyka, ktéra miedzy
innymi umozliwita rozw6j badan nad uktadem nerwowym
[20] oraz nad metodami przywracania wzroku u oséb z
chorobami degeneracyjnymi siatkéwki [21]. Cho¢ obecnie
W optogenetyce najczesciej wykorzystuje sie rodopsyny
kanatowe, ktére pobudzaja dzialanie neuronéw, to zaczy-
namy tez wykorzystywaé Halorodopsyny, pochodzace z
mikroorganizméw prokariotycznych, ktére pozwalaja na
wyciszanie tych neuronéw.

Mnogosé mozliwych zastosowan rodopsyn w biologii
syntetycznej czy medycynie jest ogromna, naturalna jest
wiec potrzeba rozszerzenia naszej wiedzy na ich temat. Pro-
wadzi to do checi poznania oraz zbadania jak najwiekszej
liczby rodopsyn, szczegélnie tych kanatowych pochodza-
cych z mikroorganizméw eukariotycznych i wystepujacych
w réznych srodowiskach, poniewaz moga posiada¢ unikal-
ne cechy lub funkgje.

WYSTEPOWANIE EUKARIOTYCZNYCH
RODOPSYN MIKROBIALNYCH

SRODOWISKO MORSKIE

Wielkoskalowe badania réznorodnosci genetycznej mi-
kroorganizmoéw w srodowiskach morskich, takie jak projekt
Tara Oceans, umozliwilo dokladniejsze zrozumienie funk-
cjonowania organizméw z ekosystemoéw morskich réwniez
pod katem wystepowania i dziatania w nich rodopsyn [22].
Na podstawie zebranych danych metatranskryptomowych
podjeto prébe utworzenia oceanicznego atlasu genéw euka-
riotycznych [23]. Powstaly w ten sposéb katalog pozwolit
stworzy¢ narzedzie do badania funkcji genéw eksprymo-
wanych przez mikroorganizmy eukariotyczne w oceanach,
a takze umozliwil rozpoczecie globalnych badan nad ich
funkcjonalna biogeografig. W trakcie wspomnianych badarn
analizowano réwniez dane dotyczace biatek rodopsyno-
wych. Wykazaly one, Ze znaczaca wigkszos¢ transkryptéw
zawierajacych sekwencje rodopsynowe pochodzita od orga-
nizméw z grupy Alveolata, w tym bruzdnic. Potwierdzily
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takze, Ze systemy rodopsynowe nie sg gtéwnym, a drugo-
rzednym sposobem pozyskiwania energii przez eukario-
tyczne organizmy fototroficzne. Dokonano takze podziatu
funkcjonalnego zidentyfikowanych rodopsyn mikrobial-
nych. Najwiekszy klaster odpowiadatl proteorodopsynom,
trzeci zawieral w sobie rodopsyny sensoryczne. Drugi co
do wielkosci zawieral najmniejsza liczbe sekwencji referen-
cyjnych, przez co trudno byto przypisa¢ do niego konkret-
na funkcje, cho¢ zawieraly one konserwowane sekwencje
zwiazane z rodopsynowymi pompami protonowymi. Wy-
niki tych badan pokazujg, Ze bioinformatyczna analiza glo-
balnych danych umozliwia odkrycie nowych typéw biatek,
ktoére cho¢ stanowiag znaczgca czes¢ catej swojej rodziny to
nie zostaly do tej pory opisane ze wzgledu na brak mozli-
wosci hodowli laboratoryjnej organizmoéw, u ktérych wy-

stepuja.
JEZIORA SLODKOWODNE

Srodowiska wéd stonych i stodkowodnych sg zrézni-
cowane w kontekscie wilasciwosci fizykochemicznych, jak
i optycznych. Ze wzgledu na rozbiezno$¢ w sktadzie che-
micznym i organicznym w zbiornikach wodnych réznego
typu bedzie przenikaé¢ swiatlo w innym zakresie. Otwarte
przestrzenie oceanéw oraz jeziora oligotroficzne najlepiej
przepuszczaja Swiatto niebieskie i zielone. Przybrzezne
wody oceanéw oraz jeziora eutroficzne umozliwiaja prze-
nikanie najgltebiej $wiatlu zielonemu oraz zéttemu. Najbar-
dziej charakterystyczne w kontekscie przepuszczalnosci
$wiatla s natomiast jeziora dystroficzne. Ten typ zbiorni-
kow slodkowodnych jest bogaty w kwasy humusowe, co
znaczaco obniza jego pH oraz ubogi w pozostale zwiazki
organiczne. Skutkuje to nie tylko charakterystyczna, cho¢
skromna bioréznorodnoscia, ale takze specyficznym odcie-
niem wody. Zabarwienie tego typu jezior wynika z tego, ze
najglebiej przenikajg fale Swiatla odpowiadajace kolorom
czerwonemu oraz zéttemu.

Ze wzgledu na wymienione powyzej réznice w prze-
puszczalnosci danych zakreséw §wiatta mozna przypusz-
czaé, ze organizmy wystepujace w wodach stodkich moga
mie¢ odmienne bialka rodopsynowe niz organizmy wy-
stepujace w wodach stonych. Dzieki projektom takim jak
Tara Oceans wiemy zdecydowanie wiecej o réznorodnosci
rodopsyn eukariotycznych w $rodowiskach morskich. Dla
srodowisk stodkowodnych mamy dostep do skromnej bazy
danych StratFreshDB [24] zawierajacej dane metagenomicz-
ne z 41 jezior stodkowodnych. Jest to bardzo mata baza,
zwazywszy ze tylko w Polsce jest ponad 9 tysiecy jezior.
Jeziora stodkowodne sg ciekawym ekosystemem do badan
nad rodopsynami w celu odkrycia i klasyfikacji nowych ty-
pow tych bialek, a takze poréwnania ich sekwencji, funkcji
oraz zakresu absorpcji ze znanymi nam juz rodopsynami
stonowodnymi. W ostatnich latach zaczely pojawiac sie w
tym temacie badania oparte gléwnie o sekwencjonowanie
wysokoprzepustowe catych zbiorowisk mikroorganizmoéw
jeziornych jednak skupialy sie one gléwnie na organizmach
prokariotycznych [23]. Poznanie rodopsyn eukariotycznych
w érodowiskach stodkowodnych moze umozliwi¢ nam za-
réwno lepsze zrozumienie ich ewolugji, jak réwniez odkry-
cie biatek o nowych cechach, ktére moga by¢ wykorzystane
w biotechnologii.
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PODSUMOWANIE

Rodopsyny wyewoluowaly co najmniej 2,3 miliarda lat
temu, jako biatka zdolne do przetwarzania energii stonecz-
nej w ATP. W toku ewolugcji doszto do ich dalszego rézni-
cowania strukturalnego i funkcjonalnego. Cho¢ ich gléwne
funkcje pozostaja metaboliczne i sensoryczne, realizujg je
na wyjatkowo réznorodne sposoby. Istnieja tez przestanki,
ze rodopsyny wystepujace u zwierzat i bardzo liczna gru-
pa rodopsyn mikrobialnych powstaly niezaleznie od siebie
Rodopsyny mikrobialne, wystepuja powszechnie u réz-
nych grup mikroorganizméw, zaréwno prokariotycznych,
jak i eukariotycznych. Ich réznorodnos¢ wynika réwniez z
réznorodnosci srodowisk, w ktérych pelnia swoje funkcje
co powoduje, ze maja rézne maksimum absorpcji $wiatla.
Potencjat aplikacyjny rodopsyn mikrobialnych zaréwno w
biotechnologii medycznej, jak i w rozwijajacych sie techno-
logiach opartych na $wietle bierze sie wilasnie z ich zdol-
noéci odpowiedzi na rézne diugosci fal wietlnych. Aby w
pelni zrozumieé ewolucje i potencjat aplikacyjny tych bia-
tek, konieczne jest zatem dalsze identyfikowanie i charak-
teryzowanie nowych typéw rodopsyn, zwlaszcza tych wy-
stepujacych u mikroorganizméw pochodzacych ze slabiej
poznanych srodowisk.
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Rhodopsin proteins are found in all three domains of life, and the two best-known types to date are animal and microbial rhodopsins. Animal
rhodopsins are found only in animals, while microbial rhodopsins are found in microorganisms in all domains, and mainly in protists among
eukaryotes. All known rhodopsins have a similar structure, consisting of seven transmembrane a-helices and a retinal ligand. Animal and
microbial types do not show sequence similarity, suggesting their convergent evolution. Animal rhodopsins are responsible for vision and
control of the biological clock, while microbial rhodopsins are responsible for cell phototaxis and also act as hydrogen or ion pumps. These
processes may be involved in converting energy from photons into energy used by the cell. A lot more is known about rhodopsins in marine
microorganisms than in freshwater ones. The differences between rhodopsins appearing in these two ecosystems can be significant because
they are characterized by different environmental conditions, which lead to different optical properties, consequently affecting the sequences
and structure of rhodopsins.

Typ 1 Typ | Typ Il
Zwierzecy Mikrobialny Halorodopsyny

TYPY
RODOPSYN

Pompy Pompy Rodopsyny
protonowe jonowe sensoryczne

FUNKCJE

biologia t tvk odnawialne
syntetyczna optogenelyka zrodta energii

ZASTOSOWANIA
RODOPSYN TYPU |

TaraOceans: 557 préb StratFreshDB: 41 préb
metagenomicznych metagenomicznych
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