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REGULACJA FUZJI BLON PRZEZ JONY WAPNIA

ZNACZENIE FUZJI BLON

Fuzja bton jest zjawiskiem o kluczowym
znaczeniu dla komérek. Odgrywa istotng role
w zaptodnieniu, w rozwoju miesni szkieleto-
wych, w mineralizacji tkanki tgcznej, w wy-
dzielaniu przekaznikéw nerwowych i hormo-
now z komérek nerwowych i komérek gruczo-
tow dokrewnych, w biogenezie organelli ko-
morkowych, w inwazji wirusa do komorki go-
spodarza, w detoksykacji organizmu (trans-
port pecherzykowy biatek enzymatycznych
Cu-ATPazy i transportera organicznych anio-
néw), w transporcie biatek, fosfolipidéw, cho-
lesterolu, zelaza, w wydzielaniu z6tci w watro-
bie i zwigzkéw powierzchniowo czynnych w
pecherzykach ptucnych i w wielu innych pro-
cesach (White 1992, Parnas i Parnas 1994,
Hughson 1995, Denesvre i Malhotra 1996,
Monck i Fernandez 1996, Bandorowicz-Piku-
ta i Pikuta 1997a, b). W wiekszosci wymienio-
nych proceséw zachodzi transport pecherzy-
kowy pomiedzy btonami organelli wewngtrzko-
morkowych i blong plazmatyczna, ktérego
koncowym etapem jest fuzja bton pecherzyka
wydzielniczego z btong przedziatu akceptoro-
wego i uwolnienie na zewnatrz zawartosci pe-
cherzyka (egzocytoza). Pula pecherzykéw wy-
dzielniczych ulega odnowieniu dzieki zjawisku
endocytozy; pecherzyki, ktore ulegly fuzji z
btong i uwolnity swojg zawartos¢, odrywaja sie
od btony i wedrujg do wnetrza komorki. Waz-
nym czynnikiem regulujagcym fuzje blon sg
zmiany stezenia jonéw wapnia w komodrce
(Burgoyne i Morgan 1995, Harter i Wieland
1996, Rothman i Wieland 1996, Baranska
1997, Bennett 1997, Goda i Sudhof 1997).

Jednym z najlepiej zbadanych procesoéw, w
ktérym sg zaangazowane transport pecherzy-
kowy i fuzja bton biologicznych, jest wydziela-
nie przekaznikéw nerwowych przez wyspecja-
lizowang strukture zwang synapsg nerwowg.

Proces ten stanowi podstawe porozumiewania
sie komoérek w uktadzie nerwowym, ajego mo-
dulacja lezy u podtoza zapamietywania i ucze-
nia sie (Sudhof 1995). Dotarcie fali potencjatu
czynnosciowego do btony zakonczenia nerwo-
wego wywotuje otwarcie specyficznych, zalez-
nych od potencjatu btonowego, kanatéw wap-
niowych i wzrost stezenia Ca w cytoplazmie
komoérki nerwowej, ktorego wynikiem jest fu-
zja okreslonej liczby pecherzykéw synaptycz-
nych, zawierajgcych neuroprzekazniki, zako-
twiczonych w aktywnym rejonie btony plazma-
tycznej. Istotnym etapem egzocytozy jest zwig-
zanie Ca z odpowiednim czujnikiem (recepto-
rem?), prawdopodobnie biatkiem, ktore uru-
chamia kaskade zdarzern prowadzacg do fuzji
bton (Littleton i Bellen 1995, Woodman
1997). Dzieki zastosowaniu specyficznych to-
ksyn (np. toksyny jadu kietbasianego wydzie-
lanej przez beztlenowg bakterie Clostridium
botulinum), wykazujacych aktywnos¢ proteoli-
tyczng w stosunku do biatek biorgcych udziat
w fuzji bton, okazalo sie, ze neurosekrecja i se-
krecja konstytutywna w innych komérkach, na
przyktad w fibroblastach, sg procesami,
ktérych mechanizm jest bardzo podobny (Bark
i Wilson 1994, Burgoyne i Morgan 1995).

W procesie neurosekrecji wyrdznia sie na-
stepujace etapy (rys. 1): biogeneze pecherzy-
kéw, kumulacje w pecherzykach specyficz-
nych zwiazkdéw, transport pecherzykéw i ich
kierowanie do wilasciwego przedziatu docelo-
wego oraz zakotwiczanie pecherzykéw i fuzje z
btong akceptorowg (Burgoyne i Morgan 1995,
Martin 1997). W neuronach wystepujg dwa
rodzaje pecherzykéw wydzielniczych: wigksze,
wypetnione materiatem o duzej gestosci,
transportujgce aminy biogenne i hormony
peptydowe, oraz mniejsze, zawierajgce przeka-
zniki nerwowe (Martin 1997). Najkrocej trwa-
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aktywny rejon btony

Rys. 1 Wspoizaleznos¢ pomiedzy egzo- i endocyto-
za w wydzielaniu neuroprzekaznikéw w synapsach.

Po zakotwiczeniu pecherzyka na powierzchni btony pla-
zmatycznej, w jej specjalnym rejonie zwanym rejonem ak-
tywnym (A), nastepuje etap aktywacji pecherzyka (B),
ktory bezposrednio poprzedza jego fuzje z btong plazma-
tyczng (C). Ten ostatni etap wywotany jest przez naptyw
Ca do zakoniczenia nerwowego. Pecherzyki wydzielnicze
sa odzyskiwane w trakcie endocytozy (D).

jaca faza procesu (<100 milisekund) jest egzo-
cytoza pecherzykéw zakotwiczonych do btony i
przygotowanych do fuzji. Wolniej, kilka se-
kund, trwa fuzja tych pecherzykéw, ktére sa
wprawdzie zakotwiczone, ale nie sg jeszcze
przygotowane do fuzji i wymagaja aktywaciji.
Najdtuzej trwa przemieszczanie sie pecherzy-
kéw w poblize btony i ich aktywacja. Zatem w
komorce wystepujg w tym samym czasie rézne
pule pecherzykéw, bedgce na réznych etapach
egzocytozy, a ich wzajemne przeksztatcenia sg
zalezne od zmian stezenia Ca (Burgoyne i
Morgan 1995). Transport pecherzykowy i fu-
zja bton wymagaja wspotdziatania réznych
biatek, zaréwno integralnych biatek btony pe-
cherzyka wydzielniczego, jak i btony akcepto-
rowej oraz biatek rozpuszczalnych (Woodman
1997). W komorkach nicieni zidentyfikowano
30 takich biatek, a w neuronach ssakéw co
najmniej 50. Nalezg do nich miedzy innymi ki-
nezyna, syntaksyna, SNAP-25, synaptotagmi-
na, synaptobrewina, Rab3A, CAPS. Niektore z
tych bialek wystepujg zaré6wno w komoérkach
kregowcow, jak i bezkregowcéw, na przykiad
muncl8-1, Rab3A, syntaksyna, SNAP-25, sy-
naptobrewina, NSF, SNAP, rSec 6/rSec 8,
RabGDI. Wystepowanie innych biatek, jak sy-
naptotagmina, CAPS, rabfilina, GAP43 i sy-
naptofizyna, jest ograniczone do neurondéw i
komoérek neurosekrecyjnych wyzszych Euka-
ryota. Wydaje sie, ze biatka te odpowiadajg za
specyficzng regulacje egzocytozy, niespotyka-
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na w komorkach organizméw stojgcych nizej
na drabinie ewolucyjnej. W regulowanej egzo-
cytozie niezbeny jest rowniez ATP, dziatajacy
na wielu jej etapach, na przykiad podczas
przemieszczania sie pecherzykow do btony, w
ktérym biorag udziat filamenty aktynowe i mio-
zyna oraz zalezna od Ca kinaza lekkich tan-
cuchow miozyny (Burgoyne i Morgan 1995,
Bennett 1997, Martin 1997).

Odkrycia dotyczgce natury sygnatow wap-
niowych, ktére reguluja endo- i egzocytoze w
synapsach i komoérkach neurosekrecyjnych,
przyniosty miedzy innymi badania aktywnych
rejonéw blony z zastosowaniem techniki
patch-clamp. Stwierdzono, ze otwieranie za-
leznych od potencjatlu btonowego kanatéow
wapniowych, naptyw Ca do komorki, akty-
wacja maszynerii egzocytarnej, wydzielenie za-
wartosci pecherzykdéw do szczeliny synaptycz-
nej, dyfuzja przekaznika nerwowego i wigzanie
Z receptorami na btonie postsynaptycznej mo-
ze trwac tylko 200 mikrosekund. Stad pojawi-
to sie przypuszczenie, ze aby wymienione pro-
cesy mogty zajs¢ w tak krotkim czasie, peche-
rzyki wydzielnicze musza by¢ zwigzane z btong
w poblizu specyficznego kanatu wapniowego
(Bennett 1997, Woodman 1997). Nie wszyst-
kie typy kanatéw wapniowych sg zaangazowa-
ne w wydzielanie przekaznikéw nerwowych i
istniejg réznice w tym wzgledzie pomiedzy réz-
nymi typami neuronéw. Egzocytoza w komaor-
kach neurosekrecyjnych jest wolniejsza niz w
neuronach i zachodzi z pewnym opéZznieniem,
od 6 do 50 milisekund. Opdznienie to wynika
prawdopodobnie z czasu potrzebnego dla prze-
mieszczenia sie pecherzykéw wydzielniczych,
a takze dla utworzenia catej maszynerii mole-
kularnej zaangazowanej w proces fuzji bion
(Ferro-Novick i Jahn 2]1994’ Burgoyne i Mor-
GAN 1995). Dyfuzja Ca w cytoplazmie zacho-
dzi z predkosciag 10-13 pm na sekunde, stad
w neuronach, gdzie proces egzocytozy zachodzi
bardzo szybko, Ca dyfunduje na ograniczong
odlegto$¢, najwyzej 10 nm, ijego stezenie wzra-
sta lokalnie do ponad 100 pM. W komérkach
neurosekrecyjnych egzocytoza ulega aktywacji
przy nizszych stezeniach Ca , a kationy dy-
funduja na odlegto$¢ 200 nm od btony plazma-
tycznej (Burgoyne i Morgan 1995, Bennett
1997, Goda i Sudhof 1997, Martin 1997).

EGZOCYTOZA | ENDOCYTOZA ZALEZNE OD JONOW WAPNIA

W neuronach egzocytoza jest kontrolowa-
na przez biatka wigzace Ca o0 niskim powi-

nowactwie do kationu. W komoérkach neuro-
sekrecyjnych w egzocytozie sg zaangazowane
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biatka o wyzszym powinowactwie do ca’.
Czestos¢ zachodzenia fuzji pecherzykow z bto-
ng akceptorowa moze osigga¢ wartos¢ 10000
razy na sekunde. W neuronach egzocytoza wy-
maga co najmniej 20-50 pM stezen Ca i za-
chodzi z potowg szybkosci maksymalnej w ste-
zeniu 190 pM, podczas gdy w komorkach neu-
rosekrecyjnych stezenie Ca aktywujgce egzo-
cytoze wynosi 0,3 pM, a egzocytoza zachodzi z
potowg szybosci maksymalnej w stezeniach
Caz+ 10-30 pM (Burgoyne i Morgan 1995,
Bennett 1997). Szybkos$¢ egzocytozy jest pro-
porcjonalna do stezenia Ca podniesionego do
potegi trzeciej lub czwartej, to znaczy, ze ist-
niejg 3-4 miejsca wigzace ca ' na co najmniej
jednym lub Kkilku rodzajach biatek regulatoro-
wych (Burgoyne i Morgan 1995, Séliner
1995, Sudhof 1995, Sollner i Rothman
1996). Zmiany stezenia ca”’ wplywaja rowniez
na przemieszczanie sie pecherzykéw wydziel-
niczych do btony i ich aktywacje. Obu proce-
som towarzyszy reorganizacja cytoszkieletu,
co umozliwia wiazanie sie pecherzykéw z bto-
ng akceptorowg i wzajemne oddziatywanie ele-
mentéw maszynerii molekularnej odpowie-
dzialnej za fuzje bton. W procesach przemie-
szczania sie i aktywacji pecherzykéw wydziet-
niczych jest zaangazowane prawdopodobnie
biatko wigzace Ca , ktére ulega maksymalnej
aktywacji w 1 pM stezeniu Ca (Burgoyne i
Morgan 1995, Bennett 1997, Goda i Sudhof
1997, Martin 1997).

Pecherzyki synaptyczne po fuzji z blong
plazmatyczna i wydzieleniu zawartosci moga
by¢ uzyte powtérnie. Ich recyklizacja zachodzi
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na drodze endocytozy, w ktorej jest zaangazo-
wana klatryna i filamenty aktynowe (Cremona
i De Camilli 1997). Pecherzyki po odpaczko-
waniu od btony tracag optaszczenie zbudowane
z trimerow klatiyny i moga stuzy¢ jako peche-
rzyki wydzielnicze lub przeksztatci¢ sie w en-
dosomy. Zaréwno w neuronach, jak i w ko-
morkach sekrecyjnych proces odzyskiwania
pecherzykédw po egzocytozie jest bardzo szyb-
ki. W komérkach sekrecyjnych endocytoza jest
aktywowana w wysokich stezeniach Ca
Oprécz tego w komdérkach tych istnieje takze
wolniejszy proces niezalezny od Ca
berg | Maxfield 1995, Cremona i De Camilli
1997). W neuronach endocytoza jest hamowa-
na przez Ca .W komodrkach tych istnieje sy-
stem o wysokim powinowactwie do Ca , ktory
w 1 pM stezeniu kationu powoduje blokowanie
endocytozy, szczegblnie w wyniku dtugiego lub
czestego pobudzenia komoérki (Pevsner i
Scheller 1994, Hanson i wspétaut. 1997).
Endocytoza w komoérkach neurosekrecyjnych
zachodzi bez udziatu klatiyny, podczas gdy w
neuronach z zaangazowaniem klatryny i spe-
cyficznej GTPazy — dynaminy. Depolaryzacja
btony komorki nerwowej prowadzi do defosfo-
rylacji dynaminy, katalizowanej przez kalcy-
neuryne, fosfataze zalezng od Ca i kalmodu-
liny, co powoduje spadek aktywnosci GTPazy.
Przypuszcza sig, ze defosforylacja dynaminy
moze mie¢ wptyw na recyklizacje. pecherzykow
wydzielniczych i zalezne od Ca hamowanie
endocytozy, co ma znaczenie w plastycznosci
synapsy (Cremona i De Camilli 1997, Martin
1997).

(Gruen-

BIALKA BIORACE UDZIAL W EGZOCYTOZIE

Biatka uczestniczace w egzocytozie w neu-
ronach, komdrkach neurosekrecyjnych i in-
nych dzielg sie na trzy typy. Pierwszy stanowag
biatka regulacyjne, ktére nie sg niezbedne w eg-
zocytozie, co wykazano w badaniach z zastoso-
waniem zwaerzat transgenicznych. Naleza do
nich Rab3A, muncl8-I, synapsyna |, determi-
nujgca przeksztatcanie pecherzykéw w peche-
rzyki wydzielnicze, i synaptotagmina. Drugi typ
to biatka, takie jak VAMP (synaptobrewana),
syntaksyna i SNAP-25, ktére sg konieczne w
egzocytozie zachodzacej w neuronach i w ko-
morkach neurosekrecyjnych. Trzeci typ to biat-
ka takie jak NSF i SNAP (rozpuszczalne biatka
waazace NSF), réwniez niezbedne w egzocytozie.
Niektére z wymienionych biatek sa receptorami
biatek SNAP, dlatego klasyfikuje sie je jako
SNARE (Ferro-Novick i Jahn 1994, Séllner

1995, Sollner i Rothman 1996, Hanson i
wspotaut. 1997, Hay i Scheller 1997, Martin
1997).

Hipoteza SNARE, opisujgca molekularny
mechanizm fuzji pecherzykéw wydzielniczych
z btong akceptorowg jako oddziatywanie spe-
cyficznych biatek zlokalizowanych w btonach
tych dwéch przedziatéw oraz biatek rozpu-
szczalnych (Bennett 1995, Séllner 1995,
Woodman 1997), znajduje w ostatnich latach
poparcie wsréd niektdorych badaczy. Wedtug
hipotezy SNARE pecherzyki wydzielnicze od-
dziatujg z btong akceptorowa poprzez biatka
znajdujgce sie na btonie pecherzyka zwane
V-SNARE (ang. vesicular SNAP receptors) i
specyficzne biatka zwiazane z btona plazma-
tyczng, zwane t-SNARE (ang. target SNAP re-
ceptors). Utworzone kompleksy biatek v-SNA-
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RE i t-SNARE stanowig miejsca wigzania dla
innych biatek cytosolowych, biorgcych udziat
w fuzji bton. Biatka VAMP (ang. vesicle-asso-
ciated membrane proteins), inaczej zwane sy-
naptobrewinami, nalezg do klasy v-SNARE.
Poznano ich trzy izoformy: VAMP-1, VAMP-2 i
cellubrewine. Sa to biatka integralne btony o
m.cz. 13 kDa, ktdére sg w duzej czesci ekspo-
nowane na cytoplazmatyczng strone btony
pecherzyka (Woodman 1997). Zgodnie z hipo-
tezg SNARE proces transportu pecherzykowe-
go dzieli sie na trzy etapy: wigzanie (zakotwi-
czanie) pecherzykow z btong akceptorows, ich
aktywacje i fuzje z btong plazmatyczng. Po za-
kotwiczeniu pecherzyka w aktywnym rejonie
btony, jest on aktywowany przez ATP, dzieki
czemu jest on w stanie wydzieli¢ swoja zawar-
tos¢ w odpowiedzi na wzrost stezenia Ca +w
cytoplazmie. Zakotwiczanie pecherzyka jest
zwigzane z powstawaniem kompleksu o statej
sedymentacji 7S, w ktorego skiad wchodzi
VAMP (v-SNARE) i dwa biatka t-SNARE,
SNAP-25 (ang. synaptosomes-associated pro-
tein) i syntaksyna (rys. 2). Aktywacja komple-
ksu jest inicjowana przez zwigzanie biatek
rozpuszczalnych: biatka NSF (ang. N-etylma-
leimide-sensitive factor), wykazujacego ak-
tywnos¢ ATPazy i biatek SNAP (ang. soluble
NSF attachment proteins). VAMP wigze sie do
heterodimeru SNAP-25-syntaksyna, tworzgc
kompleks o statej sedymentacji 20S, ktory
jest receptorem SNAP oraz wigze inne biatka,

v-SNARE t-SNARE
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na przyktad wystepujgce powszechnie kom-
pleksyny. NSF katalizuje hydrolize ATP, dzie-
ki czemu dochodzi do energizacji pecherzyka
wydzielniczego, ktory jest w ten sposob przy-
gotowany do fuzji w odpowiedzi na wzrost ste-
zenia Ca + (Hay i Scheller 1997, Woodman
1997).

NSF jest bardzo waznym biatkiem, ktore
bierze réwniez udziat w transporcie pecherzy-
kowym pomiedzy btonami endoplazmatyczne-
go retikulum i aparatu Golgiego oraz w fuzji
endosomoéw i w transcytozie w hepatocytach
(WhiteheartiKubalek 1995, Woodman 1997).
To hydrofitowe biatko o m.cz. 76 kDa tworzy
homooligomeiy stabilizowane przez nukleoty-
dy adeninowe. Odznacza sie niska aktywno-
Scig ATPazy i samo nie moze oddziatywac z
btona. Biatka a- p-, y- SNAP o m.cz. 35, 36 i
39 kDa, sag to rozpuszczalne biatka amfipa-
tyczne, ale zdolne do wigzania sie in vitro ze
ztozami hydrofobowymi. Kazdy monomer ma
3-4 domeny, dzieki ktorym SNAP mogg od-
dzialtywa¢ z innymi biatkami, NSF-SNARE,
szczegllnie w obecnosci ATP. W wyniku hydro-
lizy ATP nastepuje rozpad kompleksu. Synta-
ksyny li ll, o m.cz. 35 kDa, sg biatkami inte-
gralnymi btony, zlokalizowanymi przede wszy-
stkim na presynaptycznej btonie synapsy. Na-
lezg do t-SNARE, maja tez domeny oddziatuja-
ce z innymi biatkami i tworzgce potgczenia we-
wnatrzmolekularne. Biatko SNAP-25, o m.cz.
25 kDa, nie przechodzi przez btone i oddziatu-

Rys. 2. Oddziatywania pomiedzy biatkami
SNARE oraz biatkami rozpuszczalnymi
NSF i a-SNAP, w procesie fuzji bton biolo-
gicznych.

Kompleks biatek 7S wigze rozpuszczalne biatka
a-SNAP ze stechiometrig 1:3 mol/mol (A). Do
kompleksu przytacza sie trimer NSF i tworzy sie
kompleks 20S (B). Katalizowana przez biatko
NSF hydroliza ATP prowadzi do rozpadu kom-
pleksu 20S i zmiany konformacyjnej w biatkach
SNARE (C). Zgodnie z hipotezg SNARE ta zmia-
na konformacyjna jest bezposrednio zwigzana z
fuzjg bton. Po odzyskaniu pecherzyka wydzielni-
czego w trakcie endocytozy cykl moze rozpoczaé
sie na nowo (D).
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je z innymi biatkami i fosfolipidami (Whitehe-
art i Kubalek 1995, Hay i Scheller 1997, Wo-
odman 1997).

Do biatek oddziatujgcych ze SNARE nalezy
takze synaptofizyna, biatko pecherzyka synap-
tycznego z czterema transbtonowymi domena-
mi, ktére moze tworzy¢ kanat w btonie, co su-
geruje, ze synaptofizyna prawdopodobnie bie-
rze udziat w tworzeniu pora fuzyjnego. Oddzia-
tuje z synaptobrewing Il i wigze sie z podjed-
nostka protonowej pompy wakuolarnej (Wo-
odman 1997). Ze SNARE oddziatuje réwniez
biatko muncl8-1 (n-Secl lub Rb-Secl), hy-
drofitowe biatko, czesSciowo zwigzane z btona.
Wiaze sie takze z syntaksyna. Przypuszcza sie,
ze biatko to hamuje fuzje bton i powstawanie
kompleksu SNARE, by¢ moze za posrednic-
twem biatkowej kinazy C (Woodman 1997).

Biatka SNARE oddziatujg réwniez z kana-
tami wapniowymi zaleznymi od potencjatu bto-
nowego (typu P/Q) w kompleksie z synapto-
tagming/neureksyng (tj. receptorem neuroto-
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ksyn). Syntaksyna oddziatuje z kanatami wap-
niowymi typu N i typu P/Q, hamujac ich ak-
tywnosé. Za posrednictwem syntaksyny z ka-
natami wapniowymi oddziatuja tez biatka
VAMP i SNAP-25 (Burgoyne i Morgan 1995,
Bennett 1997, Goda i Sudhof 1997, Martin
1997).

Synaptotagmina, biatko o m.cz. 65 kDa,
jest glikoproteing wystepujgcag w pecherzy-
kach synaptycznych. Ma dwie domeny ekspo-
nowane na cytoplazmatyczng strone biony,
dzieki ktérym synaptotagmina wigze koopera-
tywnie Ca w sposoéb zalezny od fosfolipidéw.
Znanych jest wiele izoform tego biatka o roz-
nym powinowactwie do wapnia. Synaptotag-
mina |l jest niezbedna w zaleznym od Ca pro-
cesie wydzielania neuroprzekaznikéw (Pe-
vsner | Scheller 1994, Littleton i Bellen
1995). By¢ moze bierze udziat w fuzji bton oraz
wigze sie z syntaksyng, a-SNAP i innymi biat-
kami SNARE w sposob zalezny od stezenia
Ca2t (Bennett 1997,Woodman 1997).

MECHANIZM ZAKOTWICZANIA PECHERZYKOW | ICH FUZJI Z BLONA AKCEPTOROWA

Molekularny mechanizm egzocytozy nie
jest do kornica poznany. Istnieje kilka modeli
opisujacych to zjawisko; zaden z nich nie tlu-
maczy wszystkich obserwacji doswiadczalnych
(Hanson i wspétaut. 1997, Hay i Scheller
1997). Wedtug niektérych badaczy NSF i
a-SNAP oddziatuja z synaptobrewina, synata-
ksyng i SNAP-25 (biatka SNARE) i tworza
kompleks charakteryzujacy sie stalg sedy-
mentacji 20S. Biatka SNARE moga tworzyé
kompleks réwniez z synaptotagming. a-SNAP
wigze sie ze SNARE w tym samym miejscu co
synaptotagmina. W dalszej kolejnosci zwigza-
niu ulega NSF, ktéry katalizuje hydrolize ATP,
co stanowi site napedowa fuzji. Ku zaskocze-
niu badaczy zadne z opisanych oddziatywan
pomiedzy biatkami nie zalezato od stezenia
Ca + (Bennett 1997). Model ten jest jednak
krytykowany, poniewaz:

a) wydzielanie neuroprzekaznikéw zacho-
dzi zbyt szybko, zeby mogly zajs¢ wszystkie
oddziatywania,

b) zaobserwowano, ze NSF jest zasocjowa-
ny z pecherzykami wydzielniczymi niezaleznie
od innych biatek,

C) po usunieciu fragmentu synaptobrewiny
przez neurotoksyny wigzanie pecherzykow z
btong presynaptyczna zachodzi bez przeszkad,

d) w komdrkach neurosekrecyjnych egzocytoza
moze zachodzi¢ w nieobecnosci Mg-ATP, co by
Swiadczyto, ze hydroliza nukleotydu nie jest ko-

nieczna (Hanson i wspoétaut. 1997, Woodman
1997).

W innym modelu, NSF hydrolizuje ATP
i w ten sposéb przygotowuje synaptotagmine
do zakotwiczania pecherzykéw przed stymula-
cjg egzocytozy. NSF i a-SNAP wiagzg sie z pe-
cherzykiem wydzielniczym przez syntaksyne
lub biatko SNAP-25 na blonie plazmatycznej,
zeby przygotowa¢ miejsce zakotwiczenia pe-
cherzyka, co by odpowiadato etapowi aktywa-
cji pecherzykéw przez Mg-ATP tuz przed fuzja
(Bennett 1997). Zauwazono, ze zdolnos¢ NSF
do wigzania i rozdysocjowania kompleksu bia-
tek SNARE bardzo przypomina dziatanie bia-
tek opiekunczych (ang. chaperones), ktore re-
gulujag przybieranie przez nowo syntetyzowane
biatka wilasciwej dla nich konformacji oraz
biorg udziat w skitadaniu wielu komplekséw
biatkowych w komdrkach. Wiele biatek opie-
kunczych, podobnie jak NSF, jest zdolnych do
katalizowania hydrolizy ATP, ktéra to aktyw-
nos¢ jest stymulowana przez substraty biatko-
we i inne biatka pomocnicze. Aktywnos¢ hy-
drolityczna NSF jest rdéwniez stymulowana
przez biatka a- i y-SNAP (Whiteheart i Kuba-
lek 1995, Woodman 1997). W jeszcze innym
modelu zaktada sie, ze NSF nie jest biatkiem
fuzjogennym, tylko biatkiem opiekuriczym,
przygotowujgcym inne biatka maszynerii mo-
lekularnej zaangazowanej w procesie fuzji
(Bennett 1997, Woodman 1997).
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RECEPTOR Caz+W EGZOCYTOZIE

Egzocytoza jest regulowana przez zmiany
stezenia Ca , powstaje wiec pytanie, ktére z
biatek jest receptorem w tym procesie? Przed
fuzja pecherzykéw wydzielniczych z btong ak-
ceptorowg, Ca odgrywa role w przemieszcza-
niu sie i aktywacji pecherzykéw, a kazdy z
tych proceséw charakteryzyje sie inng wrazli-
woscig na wapn. W synapsach w przemie-
szczaniu sie pecherzykow istotng role odgry-
wajg synapsyny, a receptorem Ca jest kal-
modulina, ktora aktywuje kinaze biatkowa Il
zalezng od Ca i kalmoduliny. Kinaza ta fosfo-
ryluje synapsyny powodujgc ich oddysocjowa-
nie od pecherzyka. Nie zidentyfikowano dotad
biatka o wysokim powinowactwie dla Ca |,
ktore bierze udziat w procesie aktywacji pe-
cherzykéw. By¢ moze istnieje regulacyjny
skfadnik cytoszkieletu lub biatko zalezne od
Ca +, wspoétdziatajgce z NSF (Bennett 1997).
W neuronach kohcowy etap egzocytozy, czyli
fuzja, jest regulowany przez biatko o niskim
powinowactwie do Ca , aktywowane w wyso-
kich stezeniach Ca .W komorkach neurose-
krecyjnych egzocytoza wymaga biatek wigzg-
cych Ca o0 duzo wyzszym powinowactwie do
kationu i zachodzi w nizszych jego stezeniach.
A zatem w obu typach komoérek musza istnieé
rézne biatka, cho¢ by¢ moze nalezace do tej
samej rodziny.

Gtéwnym kandydatem do roli receptora o
niskim powinowactwie do Ca jest wspomnia-

fosfolipidy
inozytolowe

pecherzyk
wydzielniczy

kwasne

ne wczesniej bialtko synaptotagmina (Little-
ton i Bellen 1995, Bennett 1997). Wigze ona
4 mole Ca na mol biatka i ulega wysyceniu w
100 aM Ca + (rys. 3). Sugerowano, ze biatko to
hamuje fuzje do momentu az zwigze Ca + Cy-
toplazmatyczna domena synaptotagminy | za-
wiera dwie domeny C2A i C2B o sekwencji ho-
mologicznej do regulacyjnej domeny C2 biat-
kowej kinazy C. Dane doswiadczalne wskazu-
ja, ze obie domeny sg odpowiedzialne za od-
dziatywanie z innymi biatkami i czgsteczkami
fosfolipidéw w sposdb zalezny od Ca + Dome-
na C2A odpowiada za wigzanie z kwasnymi fo-
sfolipidami i syntaksyng, zas domena C2B za
dimeryzacje synaptotagminy, oddziatywanie z
czasteczkami fosfolipidow fosfatydyloinozyto-
lowych oraz dysocjacje biatka SV2 od biatka
pecherzykéw synaptycznych (Bennett 1997).
Izoformy synaptotagminy sa obecne zaréwno
w synapsach, jak i w granulach wydzielni-
czych komorek neurosekrecyjnych, gdzie sa
zaangazowane w egzocytozie (Goda i Sudhof
1997, Woodman 1997). Biatka te wystepujg w
formie zwigzanej z kanatami wapniowymi typu
N, by¢ moze regulujac naptyw Ca do komor-
Ki przez te kanaty. Synaptotagminom przypi-
suje sie rowniez petnienie waznej funkcji w en-
docytozie, poniewaz moga oddzialtywac z biat-
kiem AP2 (ang. clatrin assembly protein com-
plex 2) wptywajacym na tworzenie optaszcze-
nia klatiynowego pecherzykow (Littleton i

btona
plazmatyczna

synaptotagmina | C |

Rys. 3. Udziat jonéw wapnia w regulacji oddziatywania synaptotagminy | z fosfolipidami i biatkami w trak-

cie egzocytozy.

Oddziatywania, ktére sg aktywowane przez ca’" oznaczono (+), hamowane (-), a oddziatywania mieszane (+/-). Nalezy
zaznaczy¢, ze synaptotagmina | oddziatuje dodatkowo z wieloma biatkami, takimi jak AP2, p-SNAP, SNAP-25 i neure-
ksyna oraz fosfolipidami w sposob niezalezny od stezenia Ca .
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Bellen 1995, Bennett 1997). Przypuszcza sie,
ze takze inne biatka, zawierajgce powtarzajgce
sie domeny C2 moga odgrywac role receptoréw
Ca w egzocytozie. Naleza do nich biatka pe-
cherzykéw synaptycznych, takie jak rabfilina i
doc2, ktére wigzg fosfolipidy w sposéb zalezny
od Ca + oraz muncl3-1 (rys. 4) (Bennett
1997).

W komérkach PC 12 wykryto biatka PEP 1,
PEP 2, PEP 3 (ang. phosphatidylinositol trans-
fer proteins). lzoforma kinazy fosfatydyloino-
zytolo(4)fosforanu (PEP 1) katalizuje reakcje
powstawania fosfatydyloinozytolo(4,5)bisfosfo-
ranu (PIP2, ktéry jest niezbedny w fuzji bton
zaleznej od Ca . Rozpad tego zwigzku powo-
duje zahamowanie fuzji. PIP2 odgrywa role w
kierowaniu pecherzykéw na droge fuzji, jest
akceptorem biatek taczacych pecherzyki z bto-
ng akceptorowg oraz prawdopodobnie akty-
wuje pewne enzymy w btonie pecherzykéw wy-
dzielniczych, niezbedne w fuzji. PIP2 nie jest
fosfolipidem fuzjogennym, ale wigze synapto-
tagmine |, co stanowi sygnat do zajscia fuzji, a
takze oddziatuje z cytoszkieletem (Bennett
1997, M artin 1997). Dwa biatka, skiadniki cy-
toszkieletu, a-aktynina i P-adducyna, ktére
oddziatujag z rabfiling i reguluja organizacje fi-
lamentéw aktynowych, rowniez przypuszczal-
nie petnia role w egzocytozie regulowanej przez
Ca . Biatko CAPS (ang. calcium-dependent
protein for secretion), o m.cz. 145 kDa, moze
bra¢ udziat w oddziatywaniach pomiedzy bto-
nami i jest prawdopodobnie biatkiem wigzg-
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nowactwo CAPS w stosunku do fosfolipidéw, a
takze reguluje jego oddziatywanie z tropomio-
zyng i filamentami aktynowymi. Podobng role
przypisuje sie roéowniez scyndeiynie, biatku
ktore w sposob zalezny od Ca reguluje pro-
ces organizacji filamentéw aktynowych (Mar-
tin 1997).

Inng grupa biatek, ktére podejrzewa sie o
peinienie roli receptora Ca w egzocytozie sg
aneksyny, biatka wigzace wapnh i fosfolipidy
(Burgoyne i Clague 1994, Bandorowicz-Piku-
ta 1996, Gerke i Moss 1997). Od momentu
stwierdzenia, ze aneksyna VIl agreguje granu-
le chromafinowe w sposéb zalezny od stezenia
Ca przedstawicielom tej grupy biatek przypi-
suje sie udziat w transporcie pecherzykowym i
fuzji bton (Gerke i Moss 1997), na przykiad
aneksynie | w zaleznym od glukozy wydziela-
niu insuliny z komorek Bwysepek Langerhan-
sa trzustki, co pozostaje rowniez w zgodzie z
fuzjogenna aktywno$cia tego biatka w neutro-
filach. Aneksyna Il stymuluje egzocytoze w ko-
morkach chromafinowych. Jej powinowactwo
do Ca znajduje sie w tym zakresie stezen ka-
tionu, jakie jest wymagane do fuzji w komoér-
kach sekrecyjnych, ale jest zdecydowanie inne
niz to, ktére jest potrzebne do fuzji pecherzy-
kéw wydzielniczych w neuronach. Stad przy-
puszcza sie, ze aneksyna Il by¢ moze bierze
udziat w egzocytozie wiekszych pecherzykéow
wydzielniczych, zawierajgcych aminy biogenne
lub hormony peptydowe, a nie pecherzykow
transportujgcych przekazniki nerwowe (Bur-

cym PIP2i Ca .Zwigzanie Ca zmienia powi- goyne i Clague 1994, Burgoyne i Morgan
’ btona
filamenty
aktynowe plazmatyczna
fosfolipidy
inozytolowe
kanat
a-aktynina\] wapniowy
k j . . .
rabfilina synaksyna Rys. 4. Biatka biorace udziat w egzocy-
tozie, inne niz synaptotagmina |,
ktérych funkcja jest regulowana przez
fosfolipidy

inozytolowe

muncl3-1

fosfolipidy

kwasne

jony wapnia.

Oddziatywania, ktore sg aktywowane przez
Ca oznaczono (+), za$ oddziatywania mie-
szane (+/-). Niektore biatka oddziatujg ze so-
ba w sposdb niezalezny od Ca2+ na przyktad
Rab3A i rabfilina, SNAP-25, syntaksyna i
muncl3-1 oraz rabfilina i a-aktynina. Jed-
nak w oddziatywaniach tych sg zaangazowa-
ne prawdopodobnie biatka wigzgce Ca2+
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1995). Zas aneksyna Xlllb w komérkach
MDCK odgrywa prawdopodobnie role w endo-
cytozie, ktora nie zalezy od biatek NSF, SNAP i
SNARE (Gerke i Moss 1997).

Sugeruje sie rowniez, ze receptorem ca”w
procesie fuzji moze by¢ SNAP-25. Synaptobre-
wina i SNAP-25 sg chronione przed neuroto-
ksynami w czasie procesu aktywacji pecherzy-
kéw, zachodzacego w komérkach sekrecyj-
nych, zaleznego od ATP, a Ca czes$ciowo zno-
si hamowanie wydzielania przekaznikéw ner-

Matgorzata Litwa, Joanna Bandorowicz-Pikuta

wowych przez neurotoksyny. Stad wyciggnieto
wniosek, ze SNAP-25 jest biatkiem, ktore kon-
troluje powinowactwo hipotetycznego biatka
fuzjogennego w stosunku do Ca + (Woodman
1997). Jest bardzo prawdopodobne, ze badania
w najblizszych latach zaowocujg odkryciem
wielu innych biatek, biorgcych udziat w formo-
waniu pora fuzyjnego, a takze pozwolg roztrzy-
gna¢, co sie dzieje z lipidami podczas fuzji ija-
kie zmiany zachodza w ich czgsteczkach w
trakcie formowania pora fuzyjnego.

CALCIUM-REGULATED MEMBRANE FUSION

Summary

In this review the process of calcium-regulated exocy-
tosis in neurones, neuroendocrine and other cell types is
briefly characterized. The proteins involved in the mem-
brane fusion machinery are listed and possible interac-

tions between them are described, including the SNARE
hypothesis. Moreover, the problem which of these prote-
ins plays a role as a calcium receptor in exocytosis is di-
scussed.
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