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				Białka z rodziny Vps13 – od funkcji molekularnej do patogenezy chorób neurodegeneracyjnych

			

		

		
			
				STRESZCZENIE

				Grupa białek Vps (ang. vacuolar protein sorting) zaangażowanych w transport do waku-oli została odkryta u drożdży Saccharomyces cerevisiae. Wśród białek Vps, jest rodzina Vps13, której przedstawiciele występują u organizmów z różnych grup systematycznych. U drożdży jest jedno białko Vps13, a u ludzi są cztery Vps13 – hVps13A-D. Są to białka duże, o charakterystycznej budowie domenowej. Mutacje w genach hVPS13 są powiązane z rzadkimi chorobami neurodegeneracyjnymi: pląsawicą-akantocytozą (hVPS13A), zespołem Cohena (hVPS13B/COH1), usposabiają do wczesnej choroby Parkinsona (hVPS13C) i pro-wadzą do ataksji/kurczowego porażenia kończyn (hVPS13D). Brak jasnych kryteriów dia-gnostycznych, szerokie spektrum niespecyficznych objawów powodują, że chorzy z neuro-degeneracją są często źle diagnozowani i trudno jest określić liczbę pacjentów z mutacjami w genach hVPS13. Istotność białek z rodziny Vps13 dla zdrowia ludzi nakierowuje badania na poznanie ich funkcji molekularnej, która jest nieznana. Badania najczęściej prowadzone są w modelowych układach doświadczalnych, w których wywołano deficyt tych białek na drodze delecji lub wyciszenia ekspresji odpowiednich genów oraz na komórkach pochodzą-cych od pacjentów. Opisano wiele zmian na poziomie komórkowym wywołanych brakiem białek Vps13, które dotyczą transportu komórkowego białek między cysternami aparatu Golgiego, błoną komórkową i endosomami, funkcjonowania mitochondriów i organizacji cytoszkieletu komórkowego, głównie aktynowego. Nie wiadomo jednakże, które zmiany są zmianami pierwotnymi, a które wtórnymi, kompensacyjnymi. Ostatnio badania na droż-dżach pokazały Vps13, jako białko zlokalizowane w miejscach kontaktu błon, strukturach zapewniających wymianę metabolitów między różnymi organellami. Taka lokalizacja wy-daje się być kluczowa dla funkcji Vps13. Na podstawie danych literaturowych proponujemy hipotezę o aktywnym udziale białek Vps13 w wymianie lipidów między błonami organelli w miejscach kontaktu błon, która tłumaczy większość fenotypów obserwowanych przy bra-ku białka Vps13.

				WPROWADZENIE

				Białka z grupy Vps (ang. vacuolar protein sorting) zostały zidentyfikowane u drożdży Saccharomyces cerevisiae, jako te, których deficyt powoduje zmianę trans-portu hydrolazy wakuolarnej, karboksypeptydazy Y (CPY). W mutantach vps CPY nie dociera do wakuoli, lecz ulega sekrecji na zewnątrz komórki [1]. Jed-nym z wielu drożdżowych białek Vps jest Vps13, będące pierwszym opisanym białkiem z rodziny Vps13. Jednakże białka Vps13 są dość dobrze zachowane w ewolucji i można je znaleźć w organizmach należących do wielu grup systema-tycznych. U ludzi, szczurów i myszy są cztery homologi oznaczone Vps13 A-D [2]. Najwięcej białek z tej rodziny zidentyfikowano u pierwotniaków z rodzaju Dictyostelium [3].

				Mutacje w genach kodujących białka Vps13 wiąże się z chorobami neu-rodegeneracyjnymi. Te w hVPS13A i hVPS13B/COH1 wywołują odpowied-nio pląsawicę-akantocytozę i zespół Cohena. W genach hVPS13C i hVPS13D, kodujących dwa pozostałe białka, również odkryto mutacje, które ostatnio powiązano z chorobami neurodegeneracyjnymi, odpowiednio chorobą Par-kinsona i ataksją/kurczowym porażeniem kończyn. Pomimo istotnego zna-czenia białek z tej rodziny dla zdrowia ludzi, ich funkcja molekularna nadal pozostaje nieznana. Najlepiej scharakteryzowane są fenotypy na poziomie molekularnym związane z brakiem białka Vps13 w modelu drożdżowym. Poniższy tekst opisuje choroby i problemy związane z ich leczeniem, jak również porządkuje dotychczasową wiedzę dotyczącą wpływu mutacji w genach VPS13 na funkcjonowanie komórek. Przedstawiono także drożdże, jako prosty i wygodny model do badania funkcji białek Vps13. W oparciu o zebrane dane literaturowe, głównie z badań na drożdżach, zaproponowano hipotetyczną funkcję białka Vps13 związaną z jego lokalizacją w miejscach kontaktu błon różnych organelli, struktur istotnych dla prawidłowego funk-cjonowania komórki.
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				BUDOWA BIAŁEK Vps13

				Białka Vps13 charakteryzują się dużymi rozmiarami, zbudowane są z ponad 3 tysięcy aminokwasów (aa). Wśród tej grupy białko drożdżowe jest najmniejsze, gdyż składa się z 3144 aa, a dla porównania ludzkie hVps13D ma 4388 aa (Ryc. 1). Drożdżowe białko Vps13 jest najbardziej podobne do ludzkiego hVps13A, zwanego też choreiną. Podobień-stwo sekwencji aminokwasowej na całej długości białek wynosi 40%, a identyczność jest na poziomie 22%. Pośród ludzkich homologów hVps13A jest najbardziej podobne do hVps13C. Podobieństwo i identyczność między nimi wyno-szą odpowiednio 40% i 60% [2]. Analiza białek Vps13 wyka-zuje, że największe podobieństwo występuje w rejonach N i C końca (Ryc. 1), w obrębie poszczególnych domen.

				Analizy bioinformatyczne pokazały, że N-końcowe fragmenty białek Vps13 są charakterystyczne dla białek tej rodziny i zawierają takie domeny jak Chorein_N, VPS13 i VPS13_mid_rpt, z wyjątkiem białka hVps13B (zwanego też Coh1), u którego na N-końcu zidentyfikowano tylko domenę Chorein_N (Ryc. 1). Niewiele jest wiadomo na te-mat funkcji tych domen. Fragment niosący domeny Cho-rein_N i VPS13 z drożdżowego Vps13 wiąże się do synte-tycznych liposomów wzbogaconych o kwas fosfatydowy (PA) i z mniejszym powinowactwem do zawierających 4,5 difosforan fosfatydyloinozytolu (PI(4,5)P2) lub 4 fos-foran fosfatydyloinozytolu (PI(4)P) [4]. Natomiast dla do-meny Chorein_N z ludzkiego hVps13A zaproponowano, 

			

		

		
			
				że może być ona istotna dla dimeryzacji, na co wskazuje obecność suwaka leucynowego w jej obrębie (aa 3-119) [5]. Opisano także oddziaływanie in vitro między oczyszczo-nym fragmentem hVps13A (aa 1-604, obejmujący domeny Chorein_N, Vps13 i fragment domeny VPS13_mid_rpt, Ryc. 1) i domeną C2B z białka Syt1, będącego błonowym białkiem promującym fuzje błon, należącym do grupy bia-łek typu SNARE. Wprawdzie nie udało się pokazać in vivo formowania kompleksu pomiędzy białkami pełnej dłu-gości, jednakże Vps13A izolowano z frakcji komórek linii PC12 wyprowadzonej z guza chromochłonnego nadnercza szczura, w której również znajduje się białko Syt1 [5]. W N-końcowym fragmencie omawianych białek w domenie VPS13_mid_rpt znajdują się powtórzenia sekwencji ami-nokwasowej P-X4-P-X13-17-G, gdzie P-prolina, X-dowolny aminokwas, G-glicyna.

				Sekwencja białek Vps13 w środkowej części jest zmien-na. W hVps13A i hVps13C w tym rejonie znajdują się motywy typu FFAT (dwie fenyloalaniny w ciągu ami-nokwasów kwaśnych). Motywy te wiążą domeny MSP białek VAP-A/B, tj. transbłonowych białek siateczki śródplazmatycznej (ER, ang. endoplasmic reticulum) uczest-niczących w tworzeniu miejsc kontaktu błon. Motywy FFAT z hVps13A i hVps13C prawdopodobnie wiążą biał-ka VAP-A/B [6]. Drożdżowy Vps13 posiada motyw FFAT, sekwencję EFFDA (aa 1521-1525), jednakże dotychczas nie stwierdzono, czy wiąże się do drożdżowych homologów białek VAP, Scs2 i Scs22.
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				Rycina 1. Budowa domenowa drożdżowego białka Vps13 i ludzkich białek hVps13A–D.
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				C-końcowe fragmenty białek Vps13 zawierają domeny znajdowane również w innych białkach, takie jak: SHR_BD, APT1 i ATG_C. Domena SHR_BD została opisana u roślin, w białku nazwanym SHRUBBY. SHRUBBY należy do grupy białek zaangażowanych w sortowanie białek do wakuoli, a domena SHR_BD jest odpowiedzialna za wiązanie czynni-ka transkrypcyjnego SHR, regulującego wzrost korzeni [7]. Fragment odpowiadający domenie SHR_BD i rejonowi po-między domenami SHR_BD i APT1 (2247-2599 aa), w droż-dżowym Vps13, wykazuje interakcję z mitochondrialnym białkiem Mcp1, które umożliwia rekrutowanie Vps13 do miejsc kontaktu błon pomiędzy wakuolą, a mitochondria-mi [8]. Domena APT1 pierwszy raz została pokazana u ku-kurydzy, w białku związanym z aparatem Golgiego, jako niezbędna do wzrostu łagiewki pyłkowej [9]. Dla domeny APT1 zidentyfikowanej w białku Atg2, biorącym udział w autofagii, wykazano, że może ona wiązać PI(3)P [10]. Podobną specyfikę wiązania ma fragment Vps13 z droż-dży zawierający domeny SHR_BD i APT1 [11]. Domena SHR_BD wiąże wiele różnych pochodnych fosforanowych fosfatydyloinozytolu (PI), a połączone domeny SHR_BD i APT1 specyficznie wiążą 3 fosforan fosfatydyloinozytolu (PI(3)P). Oznaczać to może, że domena APT1 nadaje dome-nie SHR_BD specyficzność wiązania względem wybranej pochodnej PI [11]. Domena ATG_C jest powtórzona w nie-których białkach Vps13 (Ryc. 1). Takie ułożenie domen w C-końcu jak w białkach Vps13 jest też w C-końcowym frag-mencie wspomnianego wyżej białka Atg2. Dodatkowo biał-ka Vps13 mają domenę podobną do domeny PH (ang. plek-strin homology), domenę PH-like [12,13]. Domeny PH mają zdolność do wiązania bi i tri fosforanowych pochodnych PI, a domeny PH-like mogą wiązać zarówno lipidy, białka jak i umożliwiają wiązanie obu tych typów molekuł naraz. Wśród białek oddziałujących z domenami PH-like bardzo często spotykane są białka wiążące nukleotydy guaninowe, tzw. GTPazy jak np. Arf1 [14]. C-końcowy fragment białka Vps13 z drożdży, zawierający drugie powtórzenie domeny ATG_C i domenę PH-like, wiąże, podobnie jak N-końcowy fragment, PI(4,5)P2 [4]. Natomiast Vps13D posiada dodatko-wo domenę UBA, czym odróżnia się od pozostałych białek Vps13. Domeny UBA z różnych białek wiążą ubikwitynę. Również domena UBA z Vps13D wiąże się do łańcuchów ubikwitynowych, złożonych z czterech ubikwityn utworzo-nych przez połączenie C-końcowej glicyny jednej cząsteczki ubikwityny z resztą lizyny 63 poprzedniej ubikwityny [15]. Wskazuje to, że Vps13D może brać udział w przekazywa-niu sygnału przez ubikwitynę.

				Wymienione cechy budowy białek Vps13, takie jak duże rozmiary, zdolność wielu domen do wiązania lipidów, czy interakcje z białkami błonowymi różnych organelli umoż-liwiają im funkcjonowanie w miejscach kontaktów błon. Dane wskazujące na tę lokalizację zostaną opisane w dalszej części pracy.

				CHOROBY ZWIĄZANE Z MUTACJAMI W GENACH VPS13

				Zidentyfikowano mutacje we wszystkich czterech ludz-kich genach hVPS13. Najwcześniej znaleziono mutacje w genach hVPS13A [16] i hVPS13B/COH1, [17] które prowa-

			

		

		
			
				dzą do rozwoju chorób genetycznych, dziedziczonych au-tosomalnie recesywnie, odpowiednio pląsawicy-akantocy-tozy (ChAc, ang. Chorea-acanthocytosis) i zespołu Cohena. Obie choroby klasyfikowane są jako choroby rzadkie. Pląsa-wica-akantocytoza to choroba dotykającą ludzi dorosłych. Szacuje się, że na świecie jest około 1000 chorych, w tym kilku w Polsce [18-21]. ChAc charakteryzuje się postępują-cymi problemami motorycznymi, ruchami mimowolnymi, trudnościami w mówieniu i przełykaniu [22]. Obserwuje się też zmiany osobowościowe [22]. Za zmiany te odpowiada postępująca neurodegeneracja, która prowadzi ostatecznie do śmierci chorego [23]. Chorzy wykazują podwyższony poziom kinazy keratynowej w surowicy. U części pacjen-tów obserwuje się akantocyty, czerwone krwinki o niere-gularnych kształtach [22,23]. Podobne objawy opisuje się w mysim modelu choroby. Wraz z wiekiem, u myszy po-zbawionych funkcjonalnej choreiny dochodzi do zmian mo-toryki oraz pojawiają się akantocyty; w prążkowiu mózgu (łac. striatum) obumierają neurony, a samce myszy dodatko-wo są bezpłodne [24].

				Zespół Cohena to choroba, która zaczyna rozwijać się już w wieku dziecięcym. W literaturze po raz pierwszy zo-stała omówiona w 1973 roku [25], a dotychczas zarejestro-wano ok. 200 przypadków tej choroby na całym świecie. Najliczniej występuje w populacji fińskiej i grupie etnicznej Amiszów [26]. Charakterystyczną cechą dla tego zespołu jest małogłowie. Pacjenci mają mniejsze mózgi, o prawidło-wej budowie. Wpływ białka hVps13B na wielkość mózgu wiązany jest z jego wpływem na długość aksonu komórek nerwowych. Jak wykazano dla neuronów z hipokampu szczura, wyciszenie genu VPS13B powoduje spadek długo-ści aksonu o ok. 40% [27]. U dzieci z zespołem Cohena ob-serwuje się również obniżone napięcie mięśniowe, wiotkość stawów i postępujące pogarszanie się wzroku. Dzieci te są także opóźnione w rozwoju psychomotorycznym i mają ograniczone zdolności intelektualne. Z mutacjami w genie hVPS13B łączy się też autyzm [28,29]. Choroby wywołane mutacjami w hVPS13C i D są również rzadkie. Mutacje w hVPS13C związane są z wczesnym pojawieniem się choroby Parkinsona [30]. Dopiero w ostatnim czasie opisano mutacje w hVPS13D, które powodują wczesne pojawienie się obja-wów motorycznych związanych z przykurczem kończyn. U dzieci obserwuje się opóźnienia rozwoju motorycznego i mowy [31,32].

				Zarówno w przypadku genu hVPS13A, jak i hVPS13B, mutacje zidentyfikowane u pacjentów to głównie mutacje zmieniające ramkę odczytu i generujące przedwczesny ko-don STOP, czy mutacje typu nonsens. W skutek tych mu-tacji w komórkach brak jest odpowiedniego białka. Opisa-no też mutacje zaburzające dojrzewanie transkryptu [12]. Niewiele jest mutacji, których skutkiem są pojedyncze sub-stytucje reszt aminokwasowych w białku. Stanowią one w każdym z przypadków poniżej 10% mutacji. Znanych jest tylko 6 mutacji w VPS13C, z czego jedna jest mutacją zmie-niającą pojedynczą resztę aminokwasową [12]. Natomiast dla hVPS13D, w dwóch pracach, przedstawione są 32 mu-tacje, z których większość to mutacje powodujące substy-tucje reszt aminokwasowych [31,32]. Fakt, że w hVPS13D opisano tylko mutacje prowadzące do substytucji wynika prawdopodobnie z tego, że komórki nie tolerują braku pro-
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				duktu genu hVPS13D. W organizmach modelowych, takich jak myszy czy muszka owocowa, delecje VPS13D są letalne [31]. Mutacje znalezione u pacjentów w genach hVPS13A--D są rozproszone po całym genie [2,12,30-32]. Oznacza to, że do prawidłowego funkcjonowania Vps13 niezbędne są wszystkie jego domeny.

				PROBLEMY DIAGNOSTYCZNE I TERAPEUTYCZNE

				Statystyka dotycząca częstotliwości występowania cho-rób związanych z deficytem białek Vps13 jest zaniżona. Jest to wynikiem problemów z postawieniem poprawnej dia-gnozy na podstawie obrazu klinicznego. Pacjenci z ChAc są diagnozowani między innymi, jako chorzy na chorobę Parkinsona, ze względu na zespół objawów charaktery-stycznych dla tej jednostki chorobowej. Problemem jest też fakt, że ta choroba rozwija się przez wiele lat, a lekarze neurolodzy nie widzą pacjenta w całym przebiegu jego cho-roby, tylko w pewnym okienku czasowym. Oznacza to, że nie obserwują wszystkich objawów, które są różne w ko-lejnych etapach choroby. Inny problem obrazuje przypadek z populacji japońskiej, w którym opisano jedną mutację w hVPS13A, prowadzącą do zmiany w dojrzewaniu mRNA i skutkującą brakiem fragmentu domeny APT1 kodowanego przez eksony 60 i 61 [16]. Pomimo obecności tej samej mu-tacji, pacjenci zaczynają chorować w różnym wieku i mają zróżnicowane objawy kliniczne. Podobnie, wprowadzenie analogicznej mutacji u myszy powoduje różne nasilenie ob-jawów [33]. Pokazuje to, że zarówno środowisko jak i tło genetyczne mogą mieć znaczący wpływ na pojawienie się i rozwój choroby. Diagnoza stawiana jest więc zazwyczaj róż-nicowo, przez wykluczenie innych jednostek chorobowych. W niektórych ośrodkach diagnozę weryfikuje się sprawdza-jąc poziom białka choreiny w komórkach krwi pacjentów. Ta metoda diagnostyczna jest używana, gdyż stwierdzono, że u większości pacjentów z ChAc nie ma ekspresji chore-iny. Nie jest to jednak test ostateczny. W celu postawienia pewnej diagnozy należy zsekwencjonować locus hVPS13A u pacjenta i wskazać mutację. Takich badań rutynowo się nie wykonuje ze względu na znaczną wielkość genu hVPS13A.

				Oddzielną kwestią jest brak efektywnego leczenia [23]. Poza zespołem Cohena, który objawia się u dzieci, terapie rozpoczyna się u dorosłych pacjentów, gdy choroba dała już objawy kliniczne, chociaż rozwijała się od urodzenia. Ponadto, każdy z pacjentów jest w innym stadium rozwoju choroby, więc inny jest obraz kliniczny, inna jest odpowied-nia dla niego terapia i warunki jej przeprowadzenia. Poja-wia się także trudność w doborze parametru, który należa-łoby monitorować, jako najlepszy wskaźnik poprawy stanu zdrowia pacjenta w trakcie leczenia. Stosowane dotychczas jest jedynie leczenie objawowe i paliatywne. Nie istnieje standard określający, który z objawów należy eliminować w pierwszej kolejności. Niektóre terapie dotychczas stosowa-ne są bardzo drogie i w wielu krajach pacjenci nie mogą być nimi objęci ze względów ekonomicznych. W kilku przypad-kach pląsawicy-akantocytozy skuteczna okazała się głęboka stymulacja mózgu, która pomogła ograniczyć u pacjentów m.in. pląsawicę, lecz nie dała rezultatu w przypadku obja-wów parkinsonizmu [23]. Istotne wydają się także kwestie psychiatryczne. Wielu pacjentów cierpiących na pląsawicę-

			

		

		
			
				-akantocytozę popada w depresję i podejmuje próby samo-bójcze. We wszystkich opisanych powyżej chorobach pa-cjenci wymagają opieki do końca życia. Realizacja tego wy-mogu generuje nie tylko wysokie koszty ekonomiczne, ale także często wyłączenie z życia społecznego i zawodowego kogoś ze zdrowych członków rodziny. Konieczne jest opra-cowanie metod diagnostycznych i terapii co w przypadku chorób rzadkich napotyka na przeszkodę, jaką jest niewiel-ka grupa pacjentów, która nie spełnia wymogów statystycz-nych. Powoduje to, że nie jest możliwe przeprowadzenie standardowych badań klinicznych. Dodatkowo, nie da się opracowywać wyników z użyciem standardowych testów statystycznych, służących do oceny zmian ilościowych. Nie-zbędne jest więc prowadzenie badań podstawowych, które pomogą w zdefiniowaniu patogenezy chorób związanych z brakiem białek Vps13 i opracowanie terapii celowanej w konkretny proces komórkowy.

				FUNKCJA BIAŁEK Vps13

				Molekularna funkcja białek Vps13 nie jest znana. Poni-żej opisano wyniki badań mających na celu scharaktery-zowanie działania białek Vps13 w różnych modelowych układach badawczych. Obecnie w badaniach używa się erytrocytów i fibroblastów lub neuronów zróżnicowanych z fibroblastów pochodzących od pacjentów. Wykorzystuje się również organizmy modelowe takie jak drożdże, ślu-zowce Dictyostelium, muszka owocowa, czy ssaki jak szczur i mysz [12,23]. Dotychczasowe badania podstawowe umoż-liwiły zebranie częściowej wiedzy o funkcjonowaniu białek Vps13. Obejmują one wiele procesów komórkowych. Głów-nie opisywany jest udział białek Vps13 w transporcie białek między aparatem Golgiego, endosomami i błoną komór-kową, w funkcjonowaniu mitochondriów oraz wpływ na funkcjonowanie cytoszkieletu aktynowego. Różnorodność fenotypów spowodowanych brakiem białek Vps13 może wskazywać na różnorodność ich funkcji. Jednakże istnieją przesłanki z prac nad Vps13 u drożdży, skłaniające do roz-patrywania Vps13, jako białka pełniącego pojedynczą funk-cję w wielu lokalizacjach w komórce, co wpływa pośrednio na wiele procesów.

				Vps13A

				Główne zmiany obserwowane u pacjentów z ChAc dotyczą tkanki nerwowej i krwi. Natomiast przeciwciało rozpoznające choreinę wykrywa białko we wszystkich do-tychczas badanych tkankach. Największe ilości choreiny występują w jądrach, śledzionie i nerkach. Choreina znaj-dowana jest także w ekstraktach uzyskanych z różnych fragmentów mózgu, a wzbogacenie tego białka obserwu-je się we frakcji mikrosomalnej i synaptosomalnej neuro-nów. W barwieniach immunocytochemicznych neuronów z fragmentu kresomózgowia, przeciwciała wiążą się do struktur siateczkowatych w pobliżu jąder komórkowych, a w neuronach hipokampu wskazują na obecność cho-reiny głównie w cytoplazmie i strukturach włókien [34]. Brak konkretnej lokalizacji wewnątrzkomórkowej białka Vps13A nie daje odpowiedzi na pytanie o organellum, którego dysfunkcja mogłaby być przyczyną choroby. Opi-sywanych jest szereg zmian (przedstawionych poniżej) w komórkach z wyciszonym genem VPS13A lub tych po-
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				chodzących od pacjentów. Nie wiadomo jednak, które z opisywanych fenotypów to zmiany pierwotne, wynikające bezpośrednio z braku białek Vps13, a które są zmianami wtórnymi spowodowanymi kompensacją przez komór-kę pierwotnych defektów. Jedną ze zmian opisanych na modelu mysim z delecją Vps13A(-/-) jest podwyższona eks-presja genu receptora kwasu gamma-aminomasłowego GABRG2 oraz genu białka kotwiczącego receptory GABA do cytoszkieletu postsynaptycznego. Sugeruje się, że efekt ten jest powodowany przez kompensacyjne działanie ko-mórki w odpowiedzi na brak Vps13A [35]. Zaobserwowa-no obniżoną ekspresję genu VAMP8, który koduje białko z rodziny syntaksyn, niezbędne do fuzji pęcherzyków se-krecyjnych z błona komórkową, jak również spadek uwal-niania dopaminy z komórek PC12 pozbawionych genu VPS13A [36]. Natomiast zmiany w wyglądzie czerwonych krwinek u pacjentów z pląsawicą-akantocytozą, wiąże się z zaburzeniami w polimeryzacji cytoszkieletu aktynowe-go. Proporcja aktyny globularnej do spolimeryzowanej w ekstraktach pochodzących z erytrocytów pacjentów prze-sunięta jest w kierunku monomerów aktyny. Barwienia falloidyną erytrocytów i fibroblastów pacjentów, pokazują w nich mniej filamentów aktynowych niż w komórkach od ludzi zdrowych [37]. Choreina oddziałuje z β-aktyną i β-adducyną. β-adducyna jest białkiem czapeczki na koń-cu filamentu aktynowego, które zapobiega dołączaniu i odłączaniu monomerów aktynowych. Promuje też wią-zanie spektryny do filamentów aktynowych w erytrocy-tach. Duża ilość β-adducyny występuje w mózgu, gdzie wykrywana jest w synapsach. Oddziaływanie β-adducyny i β-aktyny z choreiną jest istotne dla ich stabilizacji. W erytrocytach pacjentów z ChAc wykrywane jest znacznie mniej β-aktyny i formy 1 β-adducyny [38]. Brak choreiny wpływa nie tylko na zmiany w cytoszkielecie aktynowym. Zmiany dotyczą też innych typów szkieletu komórkowe-go [39]. Wykazano oddziaływanie choreiny z α-tubuliną i deacetylazą HADC6 [40]. Jednym ze sposobów działania choreiny na cytoszkielet w erytrocytach, jest wpływ na ki-nazę PI3K klasy I. Kinazy tej klasy są heterodimerami skła-dającymi się z dwóch podjednostek – katalitycznej i regula-torowej, przeprowadzającymi reakcję fosforylacji PI(4,5)P2 do 3,4,5 trisfosforanu fosfatydyloinozytolu (PI(3,4,5)P3) [41]. Opisano oddziaływanie choreiny z podjednostką regulato-rową kinazy PI3K [37]. Brak tego oddziaływania powodu-je, że w erytrocytach pacjentów obniżona jest aktywność kinazy PI3K klasy I i co za tym idzie spada poziom produ-kowanego przez nią PI(3,4,5)P3. Dalszą konsekwencją jest niższa aktywność kolejnej kinazy w kaskadzie przekazy-wania sygnału, kinazy Rac1 [37]. Szlak PI(3,4,5)P3 – kinaza Rac1 – kinaza Pak1 aktywuje białko N-WASP, co prowa-dzi do aktywacji kompleksu Arp2/3. Aktywny kompleks Arp2/3 odpowiada za inicjację polimeryzacji aktyny, sta-nowiąc centrum nukleacji dla powstającego filamentu ak-tynowego [42]. Szlak sygnałowy PI(3,4,5)P3 – kinaza Rac1 – kinaza Pdk1 odpowiada zaś za fosforylację białka BAD. Ufosforylowane białko BAD wiąże białka Bcl2 i Bax, co blokuje zapoczątkowanie apoptozy. Obniżenie fosforylacji BAD w komórkach erytrocytów od pacjentów z pląsawicą--akantocytozą powoduje zwiększenie depolaryzacji błony mitochondrialanej, fragmentowanie DNA i podwyższony poziom fosfatydyloseryny na powierzchni komórek, co 

			

		

		
			
				jest sygnałem do apoptozy – programowanej śmierci ko-mórek [37]. Innym efektem powiązanym z ograniczeniem aktywności kinazy PI3K w fibroblastach pacjentów z ChAc jest spadek poziomu białka Ora1, podjednostki kanału transportującego Ca2+ do wnętrza komórki i zmniejszony napływ jonów Ca2+ [43,44]. Zmiany w aktywności kinazy PI3K są duże, jednakże wyciszenie VPS13A w szczurzych komórkach PC12 nie zmienia znacząco poziomu PI(3,4,5)P3 w błonie komórkowej, zaobserwowano natomiast znaczący spadek poziomu PI(4)P [45]. Inną kinazą, której aktywność jest zmieniona u pacjentów z ChAc jest kinaza Lyn, z ro-dziny kinaz Src. Pobudzenie aktywności tej kinazy powo-duje zmiany w oddziaływaniach białek błony komórkowej erytrocytów z cytoszkieletem, co również przyczynia się do powstawania akantocytów [46].

				Vps13B

				Niewiele jest badań nad molekularną funkcją białka hVps13B, zwanego też Coh1. Jest to białko aparatu Gol-giego, potrzebne do jego organizacji. Brak hVps13B skut-kuje fragmentacją aparatu Golgiego [47]. Postuluje się, że hVps13B jest białkiem efektorowym GTPazy Rab6, regulu-jącej transport pęcherzyków z aparatu Golgiego i endocy-tozę [27]. Wpływ białka hVps13B na integralność aparatu Golgiego wiązany jest z defektem wzrostu aksonów obser-wowanym u pacjentów. Obserwowane są też zmiany na poziomie glikozylacji białek w fibroblastach od pacjentów z zespołem Cohena, co jest zgodne z faktem, że hVps13B reguluje funkcjonowanie aparatu Golgiego, organellum, w którym zachodzi glikozylacja [48].

				Vps13C

				Podobnie jak w przypadku Vps13B, wiedza na temat działania hVps13C jest bardzo ograniczona. Badania z użyciem modelu mysiego pokazały, że najwyższy po-ziom ekspresji VPS13C jest w mózgu i w brunatnej tkance tłuszczowej. W komórkach adipocytów mysich, Vps13C lokalizuje się w ciałkach lipidowych i ma wpływ na ich wielkość oraz uwalnianie z nich kwasów tłuszczowych [49]. W adipocytach, Vps13C oddziałuje z galektyną-12, regulując jej stabilność, co wpływa na biogenezę komórek tłuszczowych [50]. Populacja pacjentów z polimorfizmem w genie hVPS13C wykazuje zmiany w parametrach zwią-zanych z cukrzycą typu 2. Obniżona jest sekrecja insu-liny stymulowana glukozą, co prowadzi do podwyższe-nia poziomu glukozy we krwi [51]. Ekspresja VPS13C u ssaków jest na wysokim poziomie w komórkach beta trzustki [51,52]. Pozbawienie myszy genu VPS13C istot-nie podwyższa też poziom wapnia w komórkach stymu-lowanych glukozą oraz, podobnie jak u ludzi, upośledza sekrecję insuliny [53]. W komórkach ludzkich wykaza-no obecność białka hVps13C na izolowanych mitochon-driach, jako związanego z ich zewnętrzną błoną. Jednak funkcja hVps13C w mitochondriach jest nieznana. Wia-domo jedynie, że wyciszenie hVPS13C skutkuje zmiana-mi w ich morfologii tj. rozproszeniem w komórce, frag-mentacją oraz zmianami w funkcjonowaniu - spadkiem potencjału błony mitochondrialnej, co w konsekwencji wzmaga mitofagię, proces wybiórczej degradacji uszko-dzonych mitochondriów w lizosomach [30].
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				Vps13D

				Badania pokazują, że zarówno u myszy jak i u musz-ki owocowej, delecja obu kopii genu VPS13D jest letalna. Wykorzystuje się więc układy eksperymentalne wycisza-jące VPS13D w wybranych tkankach, w różnych stadiach ich rozwoju. U muszki owocowej brak białka Vps13D w trakcie rozwoju prowadzi do zmian w budowie układu po-karmowego, co jest powiązane ze zmianami w podziałach mitochondriów [15]. Zmiany w morfologii mitochondriów są również obserwowane w centralnym układzie nerwo-wym. Obniżenie poziomu Vps13D w neuronach motorycz-nych prowadzi do zaburzenia transportu mitochondriów do dystalnych części aksonów. W fibroblastach pacjentów, podobnie jak u muszki, obserwuje się zmiany morfologii mitochondriów. Mitochondria komórek pacjentów są bar-dziej okrągłe, skupione, tworzą strukturę przypominającą obwarzanek i produkują mniej ATP [31].

				Vps13 U DROŻDŻY

				Komórki drożdży pozbawione genu VPS13 rosną w bo-gatych pożywkach wzrostowych porównywalnie do ko-mórek kontrolnych. Poznane fenotypy wywołane brakiem Vps13 to zmiany na poziomie molekularnym. Pierwszą z nich jest zmiana transportu pęcherzykowego między cy-sternami trans aparatu Golgiego (TGN, ang. trans Golgi ne-twork), a endosomami. Skutkuje to wspomnianą wcześniej sekrecją CPY [1] wynikającą z defektu transportu powrot-nego z endosomów do TGN białka Vps10, receptora dla CPY [54]. Vps13 wpływa także na transport proteazy Kex2, modulując odczytywanie zawartych w C-końcu tego biał-ka sygnałów transportu, na sortowanie białka Sna3-GFP w endosomach do wakuoli [11] oraz białka Snc1 w endoso-mach do błony komórkowej [55]. Ciekawy jest fakt, że te fenotypy transportowe mutanta vps13∆ są analogiczne do fenotypów obserwowanych przy braku PI(3)P w komór-ce, wywołanych mutacjami w genach VPS30 i VPS34, ko-dujących podjednostki kinazy PI3K klasy III, produkującej PI(3)P z PI. Co więcej, porównanie danych zależności ge-netycznych z wielkoskalowych analiz wykazuje, że brak VPS13 ma podobne spektrum oddziaływań genetycznych jak brak genów VPS30 lub VPS34 [8]. Wynikać to może z faktu, że PI(3)P wpływa na lokalizację Vps13 [8,12], ale też z tego, że zdolność wiązania PI(3)P przez Vps13 jest istotna dla jego funkcjonowania. Mutacja vps13-I2749R we fragmencie kodującym domenę APT1, powodująca spa-dek oddziaływania Vps13 z PI(3)P o około 50%, skutkuje całkowitą utratą funkcjonalności białka [11]. Udział Vps13 w transporcie wydaje się być dość złożony, gdyż doświad-czenia in vitro analizujące fuzje homotypową błon aparatu Golgiego lub heterotypową błon aparatu Golgiego i endo-somów z użyciem błon wyizolowanych ze szczepu vps13∆ wskazują, że Vps13 uczestniczy w obu typach fuzji. Odtwo-rzenie fuzji przez dodanie do takich reakcji wyczyszczone-go białka Vps13 świadczy o bezpośrednim udziale Vps13 w fuzji błon. W reakcji fuzji błon Vps13 współdziała z biał-kiem Cdc31 – centryną, z którą się wiąże. Vps13 izolowane ze szczepu pozbawionego funkcjonalnej centryny nie działa w reakcji fuzji błon [4]. Centryna jest białkiem podobnym do kalmoduliny, wiąże się do innych białek analogicznie jak kalmodulina do motywów IQ w miozynie [56] i zawiera 

			

		

		
			
				motywy wiązania jonów Ca2+ jak i Mg2+ [57]. Sugeruje to, że centryna działa regulatorowo na inne białka, analogicznie do kalmoduliny. Prawdopodobnym jest, że centryna, tak jak wiązanie PI(3)P, wpływa regulatorowo na Vps13.

				Brak Vps13 u drożdży, analogicznie do zmian w komór-kach pacjentów z ChAc, powoduje zmiany w organizacji cytoszkieletu aktynowego. Łatki aktynowe, miejsca dyna-micznej polimeryzacji aktyny, które w szczepie kontrolnym lokalizują się w rosnącym pączku [58], w szczepie vps13∆ są znajdowane w komórkach matecznych [11]. Łatki te nor-malnie tworzą się pod błoną komórkową, w miejscach gdzie zachodzi endocytoza [59]. Stąd zaburzenia w działaniu cy-toszkieletu aktynowego przekładają się na spowolnienie lub zahamowanie endocytozy, co jest obserwowane w mutan-cie vps13 [11]. Nie wiadomo, w jaki sposób Vps13 przyczy-nia się do zmian w organizacji cytoszkieletu aktynowego. Badania składu białkowego łatek aktynowych otrzymanych in vitro wykazały obecność w nich białka Vps13, więc może ono tam działać bezpośrednio [60]. Jednak nie wiadomo, do którego z białek cytoszkieletu aktynowego Vps13 się wiąże. Podobnie jak hVps13A, Vps13 z drożdży oddziałuje z akty-ną [11], więc lokalizacja w łatkach może być utrzymywana przez wiązanie się do aktyny.

				Kolejnym fenotypem mutanta pozbawionego Vps13 u drożdży, który jest analogiczny do fenotypu opisanego dla komórek pozbawionych hVps13A, C lub D, jest zmiana w funkcjonowaniu mitochondriów. U drożdży, w mutancie vps13∆ obserwowany jest zwiększony poziom ucieczki mi-tochondrialnego DNA do jądra, świadczący o niestabilności mitochondriów. Konsekwencją tych zmian jest pobudzenie degradacji mitochondriów na drodze mitofagii [61]. Pomi-mo zaburzonej homeostazy mitochondriów, mutant vps13∆ nie wykazuje defektu wzrostu w warunkach wymagających mitochondrialnego oddychania tj. na pożywkach z niefer-mentowanym źródłem węgla np. glicerolem [61].

				Udział Vps13 w różnych procesach komórkowych po-winien wiązać się z obecnością Vps13 w różnych lokali-zacjach, jak mitochondria, aparat Golgiego, endosomy, wakuola. W obecności glukozy w pożywce, przeważa lokalizacja Vps13 w cytoplazmie, na endosomach i pe-roksysomach [8,11]. Jednakże, w kilku pracach pokazano obecność Vps13 w miejscach kontaktu błon. Miejsca kon-taktu błon są to struktury, w których błony dwóch różnych organelli zbliżone są do siebie na odległość 10-30 nm [62]. Struktury te mają charakter dynamiczny, powstają i roz-padają się w zależności od zapotrzebowania komórki, a błony w tych strukturach nie ulegają fuzji. Białka uczest-niczące w formowaniu się miejsc kontaktu błon pełnią tak-że inne funkcje poza funkcją strukturalną. Biorą udział w procesach takich jak: transport lipidów między błonami, przekazywanie sygnałów, czy wymiana jonów między or-ganellami. Opisanie udziału Vps13 w tego typu miejscach kontaktu błon zapoczątkowały prace nad miejscami kon-taktu błon mitochondriów z ER tzw. ERMES (ang. ER mito-chondria encounter structure). Odkryto, że mutant mmm1∆, pozbawiony jednego z białek ERMES, który nie rośnie na pożywkach z niesfermentowanym źródłem węgla, aku-muluje mutacje w genie VPS13. Mutacje te pozwalają żyć mutantowi mmm1∆ na pożywkach z glicerolem [63] oraz 
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				znoszą wewnątrzkomórkową akumulację żelaza związaną z brakiem ERMES. Supresja akumulacji żelaza jest specy-ficzna dla mutanta mmm1∆, nie występuje dla innych mu-tantów akumulujących żelazo w komórkach [64]. Vps13 nie jest elementem ERMES, jednakże lokalizuje się na powierzchni mitochondriów w warunkach nadprodukcji białka mitochondrialnego Mcp1, z którym Vps13 fizycznie się wiąże [8]. Oddziaływanie Vps13-Mcp1 jest niezbędne do supresji mutacji mmm1∆. Białka Vps13 i Mcp1 są ele-mentami ścieżki obejścia braku ERMES, poprzez zmie-nione działanie miejsc kontaktu błon mitochondriów z wakuolą [8]. Badania lokalizacji Vps13 wykazały, że jest ona zmienna. W zależności od rodzaju źródła węgla w podłożu Vps13 znajduje się w różnego rodzaju miejscach kontaktu błon: wakuoli z mitochondriami tzw. v-CLAMP (ang. vacuole and mitochondria patch), endosomów z mito-chondriami, jak i wakuoli z błoną jądrową tzw. NVJ (ang. nuclear vacuolar junction) [61,63]. Zaobserwowano również obecność Vps13 w strukturach zawierających marker cia-łek lipidowych - białko Erg6 [65], co może być związane z udziałem NVJ w biogenezie ciałek lipidowych [66]. Tę zmienną lokalizację Vps13 zależną od warunków środo-wiska można interpretować dwojako. Vps13 determinuje, które miejsca kontaktu błon się tworzą i jest w nich obec-ne lub miejsca kontaktu błon tworzą się najpierw, a Vps13 jest do nich rekrutowane. Powstaje też pytanie, czy Vps13 pełni tylko funkcję strukturalną w tych miejscach, czy uczestniczy aktywnie w przenoszeniu metabolitów, np. lipidów. Stwierdzono, że mutant vps13∆ wykazuje zmniej-szony poziom PI(4)P w błonach tworzących się spor, a w komórkach szczurzych PC12 pozbawionych genu VPS13A poziom PI(4)P jest obniżony w błonie komórkowej i w bło-nach aparatu Golgiego [45]. Sugeruje to, że Vps13 mógł-by transportować PI(4)P lub jego prekursor PI. Jednakże brak Vps13 może zaburzać transport innego metabolitu, a obserwowany fenotyp jest zmianą kompensacyjną. In-nym istotnym pytaniem jest, czy Vps13 działa w różnych miejscach, pełniąc tę samą funkcję, czy też wykorzystując różne domeny uczestniczy niezależnie w wielu proce-sach? Istnieją przesłanki popierające obie hipotezy. Wiele wskazuje jednak na to, że białko Vps13 może pełnić jedną funkcję, w różnych miejscach kontaktu błon tworzonych w zależności od warunków wzrostu. Funkcja ta polegać by mogła na przenoszeniu jednego i tego samego metabolitu między organellami, np. lipidu, co wpływałoby na regula-cję procesów tam zachodzących. Oprócz lokalizacji Vps13 w miejscach kontaktu błon, przesłanką popierającą tę hi-potezę jest podobieństwo w budowie domenowej Vps13 do białek transportujących lipidy: białek OSBP/ORP prze-noszących sterole, czy białek CERT transportujących sfin-golipidy. Jest to obecność domeny PH-like wiążącej lipidy, oraz motywu FFAT niezbędnego do interakcji z białkami VAP, uczestniczącymi w tworzeniu miejsc kontaktu błon z udziałem ER (Ryc. 1). Poza podobieństwami w budo-wie Vps13 do białek transportujących lipidy, na pełnienie funkcji transportowej w miejscach kontaktu błon wskazuje supresja wybranych fenotypów mutanta drożdży pozba-wionego białka Vps13 przez nadprodukcję fragmentu biał-ka Myo3 [67]. U drożdży miozyna Myo3 wraz z białkami ORP (Osh2/3), uczestniczy w tworzeniu miejsc kontaktu błon ER z błoną komórkową [68]. Wsparciem hipotezy o 

			

		

		
			
				pojedynczej funkcji Vps13 jest też spostrzeżenie, że jest możliwość wytłumaczenia wszystkich fenotypów zwią-zanych z brakiem Vps13 jego wpływem na dystrybucję w komórce jednego lipidu.

				KWAS FOSFATYDOWY A POTENCJALNA FUNKCJA Vps13

				Co wspólnego jest we wszystkich fenotypach związa-nych z brakiem Vps13? Środkowa część i C-końcowy frag-ment białka Vps13 mogą ustanawiać połączenia błon dzięki motywowi FFAT oraz domenom SHR_BD, APT1 i PH-like. Tak więc potencjalnie N-końcowy fragment Vps13 mógłby zawierać domenę transportującą lipidy między błonami (Ryc. 2). Badanie wiązania lipidów wykazało, że fragment ten oddziałuje z PA, PI(4)P oraz PI(4,5)P2 [4]. Analiza fe-notypów związanych z brakiem Vps13 i procesów regu-lowanych przez różne lipidy sugeruje, że lipidem przeno-szonym przez Vps13 mógłby być PA. PA syntetyzowany jest z kwasu lizofosfatydowego (LPA) w ER i w komórce pełni rolę zarówno strukturalną jak i sygnałową. Stanowi on kluczowy związek pośredni w syntezie glicerofosfolipi-dów i triacylogliceroli oraz bierze udział w regulacji wielu procesów, w tym m. in. transportu pęcherzykowego i orga-nizacji cytoszkieletu aktynowego (Ryc. 3). Oprócz tego PA uważany jest za jeden z czynników niezbędnych w rozwoju neuronalnym [69]. Zaburzenia w dystrybucji PA w komór-ce mogłyby prowadzić do zachwiania homeostazy lipidów oraz zmian w funkcjonowaniu neuronów.

				U drożdży, PA w błonach ER odpowiada za regulację biosyntezy glicerofosfolipidów m. in. przez wiązanie repre-sora transkrypcji Opi1. W warunkach niedoboru inozytolu, Opi1 wiąże się do białka ER – Scs2 i do PA [70]. Nagroma-dzenie inozytolu powoduje wzrost produkcji PI z PA, a co za tym idzie zmniejszenie się puli PA w błonie ER, co pro-wadzi do oddysocjowania białka Opi1. Uwolniony czynnik Opi1 hamuje ekspresję genu syntazy inozytolu i poziom inozytolu spada [70]. Jeżeli nasza hipoteza jest prawdziwa i Vps13 transportuje PA z błon ER, to brak Vps13 powinien powodować nagromadzenie się PA w ER, przez co zwięk-szone byłoby oddziaływanie Opi1 z ER i w konsekwencji produkcja inozytolu by wzrosła. Rzeczywiście mutant vps13∆ zidentyfikowany został jako jeden z mutantów, któ-re nadprodukują inozytol i wydzielają go do podłoża [71]. Za wpływem Vps13 na rozmieszczenie PA w komórce prze-mawia lokalizacja Vps13 w miejscach kontaktu błon -NVJ, które uczestniczą w tworzeniu ciałek lipidowych [66], w których znajdują się enzymy wykorzystujące PA do syntezy triacyloglicerolu. Vps13 lokalizuje się też w strukturach za-wierających enzym szlaku biosyntezy ergosterolu Erg6 [65] będący markerem wszystkich ciałek lipidowych, również tych zlokalizowanych przy NVJ [72]. Możliwe jest więc, że Vps13 dostarcza PA do szlaku biosyntezy trójglicerydów.

				Wiele fenotypów związanych z brakiem białek Vps13 jest powiązanych z zaburzeniami w fuzji błon, jak obniżona sekrecja insuliny przy braku hVps13C oraz spadek uwal-niania dopaminy ze szczurzych komórek PC12 pozbawio-nych Vps13A. PA powstaje nie tylko de novo, ale również na skutek działania fosfolipazy D (Pld1) na fosfatydylocholinę. Zahamowanie powstawania PA na drodze zależnej od Pld1 
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				upośledza fuzje błon pęcherzyków wydzielniczych z błoną komórkową, co prowadzi do obniżonej wydajności egzocy-tozy [73]. Mechanizm, w wyniku którego PA promuje fu-zje błon, jest nadal dyskutowany. Może on być związany ze zdolnością PA do zakrzywiania błony, która ma ulec fu-zji [73], ewentualnie mógłby uczestniczyć w rekrutowaniu białek niezbędnych w procesie fuzji błon. Ponadto, w mu-

			

		

		
			
				tancie vps13 drożdży obserwuje się zaburzenia w procesie endocytozy [65,67], a PA odgrywa rolę w tym procesie na etapie uwalniania pęcherzyków endocytarnych z błony ko-mórkowej. Dynamina, GTPaza niezbędna do uwolnienia pęcherzyków, wiąże się z błoną w obecności m.in. PA [74]. Podobnie wysoki poziom PA w błonach aparatu Golgiego wspiera wzmożone formowanie pęcherzyków transportu-jących z tego organellum [75].

				Wpływ Vps13 na organizację cytoszkieletu aktynowego można również tłumaczyć udziałem w transporcie PA. PA wpływa na dynamikę przebudowy cytoszkieletu aktyno-wego przez wiązanie i reguluje GTPaz z rodziny Rho, przez zmianę ich lokalizacji lub przez wpływ na białka je regulu-jące [76]. PA regulacje też kinazy białkowe np. aktywuje ki-nazę Pak inicjującą reorganizację cytoszkieletu aktynowego przez działanie m.in. na miozyny typu II, kinazę LIM lub kompleks Arp2/3 [77,78]. Przez PA aktywowane są także kinazy z rodziny PIPKI generujące PI(4,5)P2, fosfolipid peł-niący kluczową rolę w reorganizacji cytoszkieletu aktyno-wego [79]. PA oddziałuje również bezpośrednio z niektó-rymi białkami cytoszkieletu aktynowego np. winkuliną [80,81]. Tak więc zmiany w transporcie PA mogą zmieniać organizację cytoszkieletu aktynowego.
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				Rycina 2. Hipotetyczny model działania Vps13 jako przenośnika PA w miejscach kontaktu błon między ER, a błonami innych organelli (A) i między błonami różnych organelli (B).
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				Rycina 3. Procesy regulowane przez PA i przez białko Vps13.
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				Fenotypy mitochondrialne opisane w badaniach nad białkami Vps13 też mogą być związane z udziałem Vps13 w transporcie PA do mitochondriów. Zakłada się, że PA trans-portowany jest z ER do mitochondriów przez strukturę ERMES [82]. Jednakże syntetyczna letalność spowodowana brakiem białka Vps13 i jednego z białek tworzących ERMES ,np. Mmm1, sugerować może, że mitochondria importują PA na dwa sposoby. Twierdzenie to wspierają również ba-dania pokazujące, że brak kompleksu ERMES nie zaburza całkowicie wymiany lipidów między błonami ER i mito-chondriów [83,84]. PA jest istotny dla mitochondriów jako prekursor w procesie biosyntezy kardiolipiny (CL), fosfoli-pidu unikalnego dla tego organellum. CL i PA kontrolują podziały i fuzje mitochondriów [85]. CL jest niezbędna do utrzymania kompleksów łańcucha oddechowego i kom-pleksów zaangażowanych w import białek do mitochon-driów. U drożdży brak CL prowadzi do redukcji potencjału błonowego w mitochondriach, niestabilności kompleksów łańcucha oddechowego oraz zaburzenia importu białek do mitochondriów [86-91]. W mutancie pozbawionym ak-tywnej syntazy kardiolipiny obserwuje się też utratę mito-chondrialnego DNA [92]. Wiele z tych fenotypów opisano również dla komórek pozbawionych kompleksu ERMES [93,94]. Wpływ na te procesy ma też w pewnym stopniu Vps13 i dlatego przy jego braku obserwuje się zwiększoną ucieczkę mitochondrialnego DNA i zwiekszoną mitofagię [61].

				Podobieństwo fenotypów oraz oddziaływań genetycz-nych pomiędzy vps13Δ, a brakiem kompleksów PI3 kinazy klasy III (delecjami genów VPS30, VPS34), także może być tłumaczone udziałem Vps13 w dystrybucji PA. Kinazy PI3K klasy III biorą udział w aktywacji fosfolipazy D która, jak wcześniej wspomniano, wpływa na fuzje błon [95]. Ścież-ka otrzymywania PA przez działanie fosfolipazy może do-datkowo wpływać m.in. na aktywację kinazy mTOR [95]. mTOR jest kinazą regulowaną przez składniki pokarmowe, czynniki wzrostowe i stres; wchodzi w skład dwóch kom-pleksów TORC1 i TORC2 [96]. Pobudzona ścieżka kinazy TORC2 indukuje zmiany w cytoszkielecie aktynowym [97] i w syntezie lipidów [98] m. in. w odpowiedzi na stres błony komórkowej, co prowadzi do zmian w składzie i właściwo-ściach błony komórkowej [99]. Komórki drożdży pozbawio-ne Vps13 nieodpowiednio reagują na stres błony komórko-wej i nie są w stanie sobie z nim poradzić [67], co mogłoby wiązać się z obniżoną aktywacją kinazy TORC2.

				Wymienione powyżej spostrzeżenia, dotyczące analogii między niedoborem lub nieprawidłową dystrybucją PA, a brakiem białek Vps13 są oparte na analizie danych literatu-rowych. Hipoteza udziału białek Vps13 w dystrybuowaniu PA wymaga sprawdzenia eksperymentalnego. Nie można też wykluczyć, że Vps13 przez tworzenie miejsc kontaktu błon wpływa pośrednio na transport innych kluczowych cząsteczek.

				PODSUMOWANIE

				Parafrazując cytat z Chatki Puchatka: „The more he looked inside, the more Piglet wasn’t there.” („Im bardziej Puchatek zaglądał do środka, tym bardziej Prosiaczka tam 

			

		

		
			
				nie było.”) możemy powiedzieć, że im więcej prowadzimy badań nad białkami Vps13 tym mniej je rozumiemy, gdyż rodzi się coraz więcej pytań. Dlaczego przy braku hVps13A zmiany dotykają głównie komórek nerwowych i czerwo-nych krwinek? Dlaczego brak białek hVps13 B-D nie wpły-wa na krwinki? Na ile białka Vps13 mogą się zastępować? Jaka jest kaskada zdarzeń prowadząca od braku białka Vps13 do objawów klinicznych? Który proces powinien być celem terapii? Prace w wielu laboratoriach ukierunkowa-ne są na poszukiwanie odpowiedzi na te pytania. Badania skupiające się na poszukiwaniu funkcji białek Vps13 mają kluczowe znaczenie. Jej poznanie pozwoli na opracowanie terapii celowanej, która mogłaby doprowadzić do opóźnie-nia postępów choroby i poprawy jakości życia pacjentów z chorobami wywołanymi brakiem białek Vps13. Ponadto wyniki tych badań rozszerzają naszą wiedzę o podstawo-wych procesach zachodzących w komórkach.
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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 (hVPS13A), Cohen syndrome (hVPS13B), predispose to early onset into Parkinson disease (hVPS13C) and lead to ataxia/spastic paraplegia (hVPS13D). 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 hVPS13 genes. The importance of Vps13 family proteins for human health turns interest of research on finding Vps13 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 Vps13 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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Slowa kluczowe: choroby rzadkie, neurodege-
neradja, bialka rodziny Vps13, plasawica-akan-
tocytoza, zespdl Cohena, miejsca kontaktu bion

Wykaz skr6t6w: aa - aminokwas; ChAc (ang.
chorea-acanthocytosis) — plasawica-akantocyto-
za; CL - kardiolipina; CPY - karboksypeptyda-
2zaY; ER (ang. endoplasmic reticulum) - siateczka
endoplazmatyczna; ERMES (ang. ER mitochon-
drin encounter structure) - miejsca kontaktu bion
ERi mitochondriéw; FFAT - motyw dwéch fe-
nyloalanin w ciggu aminokwaséw kwasnych;
LPA - kwas lizofosfatydowy; NV (ang. e
lear vacuolar junction) ~ miejsca kontaktu bion
wakuoli i jadra; PA - kwas fosfatydowy; PH
(ang. plekstrin Tomology) — domena o homo-
logii do plekstryny; PI - fosfatydyloinozytol;
PI3)P - 3 fosforan fosfatydyloinozytol;
PI(345)P, - 34,5 trifosforan fosfatydyloinozy-
tolu; PI4)P - 4 fosforan fosfatydyloinozytolu;
PI45)P, - 45 bisfosforan fosfatydyloinozyto-
1u; PM (ang. plasma menibrane) - blona komér-
kowa; TGN (ang. trans Golgi network) - cysterny
trans aparatu Golgiego; VCLAMP (ang. vacuole
and mitochondria patch) - miejsca kontaktu bion
wakuoli 1 mitochondriéw; Vps (ang. vacuolar
protein storting) - biatka sortujace do wakuoli

Podzigkowania: Badania prowadzone przez
autoréw niniejsze] pracy przegladowej sq fi-
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STRESZCZENIE

Gxupﬂ bialek Vps (ang. vacuolar protein sorting) zaangazowanych w transport do waku-
oli zostala odkryta u drozdzy Saccharonmyces cerevisiae. Wsréd bialek Vps, jest rodzina
Vps13, ktérej przedstawiciele wystepuja u organizméw z roznych grup systematyczaych.
U drozdzy jest jedno bialko Vpsl3, a u ludzi sa cztery Vps13 - hVps13A-D. Sa to bialka
duze, o charakterystycznej budowie domenowej. Mutacje w genach 1'VPS13 sa powiazane z
rzadkimi chorobami neurodegeneracyjnymi: plasawica-akantocytoza (iVPS134), zespolem
Cohena (IiVPS13B/COHL), usposabiaja do wezesnej choroby Parkinsona (iVPS13C) i pro-
wadza do ataksji/kurczowego porazenia koficzyn (iVPS13D). Brak jasnych kryteriéw dia-
gnostycznych, szerokie spektrum niespecyficznych objawéw powoduja, ze chorzy z neuro-
degeneracja sa czesto zle diagnozowani i trudno jest okresli¢ liczbe pacjentéw z mutacjami
w genach iVPS13. Istotnosé bialek z rodziny Vps13 dla zdrowia ludzi nakierowuje badania
na poznanie ich funkeji molekularnej, ktéra jest nieznana. Badania najczeéciej prowadzone
sa w modelowych ukladach doswiadczalnych, w ktérych wywolano deficyt tych bialek na
drodze delecji lub wyciszenia ekspresji odpowiednich genéw oraz na komérkach pochodza-
cych od pacjentéw. Opisano wiele zmian na poziomie komérkowym wywolanych brakiem
bialek Vpsl3, ktére dotycza transportu komérkowego bialek miedzy cysternami aparatu
Golgiego, blona komérkowa i endosomami, funkcjonowania mitochondriéw i organizacji
cytoszkieletu komérkowego, gléwnie aktynowego. Nie wiadomo jednakze, ktére zmiany
53 zmianami pierwotnymi, a ktére wtérnymi, kompensacyjnymi. Ostatnio badania na droz-
dzach pokazaly Vps13, jako bialko zlokalizowane w miejscach kontaktu blon, strukturach
zapewniajacych wymiane metabolitéw miedzy réznymi organellami. Taka lokalizacja wy-
daje si¢ by¢ kluczowa dla funkeji Vps13. Na podstawie danych literaturowych proponujemy
hipoteze o aktywnym udziale bialek Vps3 w wymianie lipidéw miedzy blonami organelli
w miejscach kontaktu blon, ktéra thumaczy wiekszos¢ fenotypéw obserwowanych przy bra-
ku bialka Vps13.

WPROWADZENIE

Bialka z grupy Vps (ang. vacuolar protein sorting) zostaly zidentyfikowane u
drozdzy Saccharonnyees cerevisiac, jako te, ktorych deficyt powoduje zmiane trans-
portu hydrolazy wakuolarnej, karboksypeptydazy Y (CPY). W mutantach vps
CPY nie dociera do wakuoli, lecz ulega sekredji na zewnatrz komérki [1]. Jed-
nym z wielu drozdzowych bialek Vps jest Vps13, bedace pierwszym opisanym
bialkiem z rodziny Vps13. Jednakze bialka Vps13 sq dosé dobrze zachowane w
ewolucji i mozna je znalezé 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 pierwotniakow z rodzaju
Dictyostelium [3]

Mutacje w genach kodujacych bialka Vps13 wiaze si¢ z chorobami neu-
rodegeneracyjnymi. Te w 1hVPS13A i iVPS13B/COHI wywoluja odpowied-
nio plasawice-akantocytoze i zespol Cohena. W genach 1VPS13C i iVPS13D,
kodujacych dwa pozostale biatka, rowniez odkryto mutacje, ktére ostatnio
powiazano z chorobami neurodegeneracyjnymi, odpowiednio choroba Par-
kinsona i ataksja/kurczowym porazeniem koriczyn. Pomimo istotnego zna-
czenia bialek z tej rodziny dla zdrowia ludzi, ich funkegja molekularna nadal
pozostaje nieznana. Najlepiej scharakteryzowane sa fenotypy na poziomie
molekularnym zwiazane z brakiem biatka Vps13 w modelu drozdzowym.
Ponizszy tekst opisuje choroby i problemy zwiazane z ich leczeniem, jak
r6wniez porzadkuje dotychczasowa wiedze dotyczaca wplywu mutacji w
genach VPS13 na funkcjonowanie komorek. Przedstawiono takze drozdze,
jako prosty i wygodny model do badania funkji bialek Vps13. W oparcit o
zebrane dane literaturowe, glownie z badari na drozdzach, zaproponowano
hipotetyczna funkge bialka Vps13 zwiazana z jego lokalizacja w miejscach
kontaktu blon roznych organelli, struktur istotnych dla prawidlowego funk-
cjonowania komérki.
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