KOSMOS

PROBLEMY NAUK BIOLOGICZNYCH

Tom 52, 2003
Numer 2-3 (259-260)
Strony  173-184

Polskie Towarzystwo Przyrodnikéw im. Kopernika

KATARZYNA ROSZEK i JADWIGA GNIOT-SZULZYCKA

Zaktad Biochemii

Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi
Instytut Biologii Ogolnej i Molekularnej
Uniwersytet Mikotaja Kopernika
Gagarina 7, 87-100 Torun

e-mail: jgsz@biol.uni.torun.pl

BUDOWA I FUNKCJE BIALEK BLONY LIZOSOMALNE]

Lizosomy to subkomorkowe organelle o
strukturze pecherzykowej otoczone poje-
dyncza dwuwarstwa lipidowa. Po raz pierwszy
opisane zostaly w latach 1949-1955 przez Chri-
stiana De Duve. Zawieraja zestaw co najmnie;j
50 enzymoOw hydrolitycznych aktywnych w ni-
skim pH, umozliwiajacych degradacje wiekszo-
Sci makroczasteczek (BOWERS 1998).

Powszechnie uwaza si¢ lizosomy za konco-
wy przedzial w szlaku niespecyficznej degrada-
¢ji materiatu zewnatrzkomorkowego (endocy-
toza absorpcyjna, receptorozalezna, fluidalna)
i wewnatrzkomoérkowego (krinofagia, ma-
kroautofagia, mikroautofagia) (KORNFELD i
MELLMAN 1989; HUNZIKER i GEUZE 1996;
CUERVO i DICE 1998; LUZIO i wspétaut. 2000,
2001). Procesy te w uproszczeniu przedstawio-
no na Ryc. 1.

Ostatnio wykazano, iz w lizosomach zacho-
dzi rowniez specyficzna proteoliza okreslo-
nych biatek cytosolowych. Ten sposob degra-
dacji uruchamiany jest jednak tylko w niekto-
rych tkankach, w warunkach dlugotrwatego
glodu lub stresu (CUERVO i DICE 1996; CUERVO
i wspolaut. 1995, 1997, 1998).

Lizosomy roznych komorek i tkanek moga
takze uczestniczy¢ w sekrecji zgromadzonego
materiatu poza komorke (STINCHCOMBE i
GRIFFITHS 1999, ANDREWS 2000). Fuzja lizoso-
mow z btona komoérkowa i opréznienie peche-

rzyka do przestrzeni zewnatrzkomorkowej za-
chodzi np. w odpowiedzi na podwyzszenie
wewnatrzkomorkowego stezenia jonow Ca*' i
jest sposobem naprawy uszkodzen btony ko-
morkowej (MARTINEZ i wspotaut. 2000, REDDY
i wspotaut. 2001).

Ze wzgledu na szczegOlne funkcje lizoso-
mu, btona go otaczajaca charakteryzuje si¢ spe-
cyficznymi wlaSciwosciami. Jej struktura musi
efektywnie zabezpieczaC pozostale przedzialy
subkomorkowe oraz sama blone przed hydro-
lazami zgromadzonymi we wnetrzu lizosomu.
Integralne glikoproteiny btonowe petnia role
strukturalna i ochronna, a niektore z nich funk-
cjonujajako receptory. Te ostatnie uczestnicza,
miedzy innymi, w rozpoznaniu i dostarczaniu
do lizosom6w materiatu przeznaczonego do
specyficznej degradacji bialek (CUERVO i DICE
1998).

Dzieki obecnosci bialek tworzacych pom-
pe¢ protonowa, btona lizosomalna uczestniczy
w utrzymaniu kwasnego pH wnetrza lizosomu,
a tym samym stwarza wlasciwe Srodowisko dla
dzialania enzymow hydrolitycznych (BOWERS
1998).

Bialka btonowe o charakterze transporte-
row posrednicza w ,oproznianiu” lizosomow z
produktow degradacji. Niektore z nich maja
rowniez charakter glikoprotein. Cechuje je wy-
soka specyficzno$S¢ wzgledem zwiazkOw ni-

Hsp — biatko szoku termicznego, Hsc —biatko pokrewne Hsp, lamp, limp — integralne biatka btony lizosomu,

Igp — glikoproteina lizosomalna
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skoczasteczkowych takich jak aminokwasy,
nukleozydy, cukrowce, jony, witaminy itp.
(MANCINTI i wspotaut. 2000).

W niniejszym artykule omOwiona zostanie
budowa i funkcja kilku biatek btony lizosomal-
ne;j.

endocytoza

receptorozalezna

/
@ ‘ ‘
krinofagia ‘
\‘ cytosol ‘
\
i blona |

endocytoza
fluidalna

Ryc. 1. Udzial lizosomow w procesach wewnatrzkomoérkowej degradacji makromolekut.

N —jadro komoérkowe, M — mitochondrium, L —lizosom, ER — siateczka Srodplazmatyczna, AG — aparat Golgiego,

PM — btona plazmatyczna.

POMPA PROTONOWA

Wytworzenie i utrzymanie niskiego pH
whnetrza lizosomu jest wynikiem ustalenia si¢
dynamicznej rownowagi pomiedzy zaleznym
od ATP transportem jonow H' do Swiatta orga-
nelli a biernym ich wyplywem w ramach wy-
miany z jonami jednododatnimi, np. K,
napltywajacymi z cytosolu (ZHANG i wspolaut.
2000, SCHOONDERWOERT i MARTENS 2001).

Btona lizosomu w warunkach fizjologicz-
nych jest przepuszczalna dla jonéw jednowarto-
Sciowych, takich jak K" czy Na”, natomiast prak-
tycznie nie przepuszczalna dla jono6w H'. Bada-
nia ZHANG i wspotaut. (2000) przeprowadzone
na izolowanych lizosomach, wykazaly wzrost
przepuszczalnosci btony lizosomalnej dla H”
wraz ze wzrostem jej ptynnosci in vitro. Nie
wiadomo jednak jeszcze doktadnie jakie czynni-
ki powoduja w warunkach fizjologicznych
zmiane przepuszczalnosci btony dlajonow H'.

Zalezny od ATP transport protonow do
wnetrza lizosomu mozliwy jest dzieki obecno-

Sci w blonie lizosomalnej pompy protonowe;j
nalezacej do rodziny wakuolarnych H-ATPaz
(ang. v-type H'-ATPase, V-ATPase), obecnych
m. in. w cysternach aparatu Golgiego, endoso-
mach i pecherzykach oplaszczonych klatryna
wickszosci komorek eukariotycznych oraz w
wakuolach komorek drozdzy i roSlin (ARAI i
wspotaut. 1993, FINBOW i HARRISON 1997,
FORGAC 1999, SCHOONDERWOERT i MARTENS
2001). V-ATPaza blony lizosomalnej jest enzy-
mem wielopodjednostkowym z dwiema pod-
stawowymi domenami — cytosolowa V, oraz
zakotwiczona w btonie V, (FINBOW i HARRISON
1997, SCHOONDERWOERT i MARTENS 2001)
(Ryc. 2).

Domena cytosolowa V, o0 masie czasteczko-
wej okoto 840 kDa, wykazuje aktywnoS$¢ katali-
tyczna wzgledem ATP pochodzacego glownie
z cytosolu. Domene ta buduje osiem réznych
podjednostek oznaczonych literami od A do H
(Tabela 1). Podjednostki A i B tworza tak zwana
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L1 - podjednostki domeny V,
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Ryc. 2. Model struktury V-ATPazy btony lizoso-
malnej (wg FORGACA 1999, FINBOW i HARRISONA
1997, SCHOONDERWOERTA i MARTENSA 2001,
zmodyfikowana).

~glowke” odpowiedzialna za wiazanie i hydro-
lize ATP, przy czym jedynie podjednostka A wy-

kazuje aktywnos¢ katalityczna (FORGAC 1999).
Pozostale podjednostki domeny V, wchodza w
sktad czeSci laczacej ,gtowke” z domena
btonowa V,,.

Na domeng V,,, o masie czasteczkowej 260
kDa, sktada si¢ pie¢ roznych podjednostek
(oznaczonych a, ¢, ¢, ¢” oraz d). Podjednostki
¢, ¢’ i ¢” s3 silnie hydrofobowymi, transbtono-
wymi proteolipidami o wysokim stopniu kon-
serwatywnoSci (FINBOW i HARRISON 1997,
FORGAC 1999). Tworza one kanal w btonie lizo-
somalnej, umozliwiajacy translokacje proto-
now do wnetrza lizosomu. Hydroliza jednej
czasteczki ATP umozliwia translokacje dwoch
lub trzech jonéw H' (FINBOW i HARRISON
1997).

Sktad podjednostkowy i stechiometria do-
men V, iV, roznia sie¢ nieznacznie w zaleznosci
od pochodzenia enzymu (ARAI i wspolaut.
1993, SCHOONDERWOERT i MARTENS 2001).

AktywnosS¢ oczyszczonej V-ATPazy uzyska-
nej z lizosomow watroby szczura jest zalezna
od obecnosci jonéw Mg®". Hydroliza ATP za-
chodzi optymalnie w pH 7.0-8.0. Oczyszczony
enzym jest aktywowany przez aniony takie jak
Cl, Br i F oraz hamowany przez NO;. Inhibito-
rami aktywnosci H'-ATPazy blony lizosomu sa
tez bafilomycyna A,, ktora jest selektywnym,
wysoce specyficznym inhibitorem wakuolar-
nych ATPaz oraz zwiazki reagujace z grupami
-SH, np. NEM (ang. N-ethylmaleimide, imid
kwasu jabtkowego) (ARAI i wspotaut. 1993,

Tabela 1. Skiad podjednostkowy V-ATPazy (wg FINBOWA i HARRISONA 1997, FORGACA 1999,
SCHOONDERWOERTA i MARTENSA 2001, zmodyfikowana).

Domena Podjednostka | Masa czasteczkowa Funkcje
(kDa)*
___________ A |73 |wiazanieihydroliza ATP
Vil B o LI wiazanie ATP
___________ Co 80
___________ D | 34 | lasocjacja podjednostek,
___________ E | 33 | Maczenie domen V1V,
___________ Fo A
___________ G S
H 50 regulacja aktywnosci ATPazy (?7)
a 100 wspoludzial w transporcie protondw,
___________________________________________________ miejsce wiazania bafilomyeyny
Vo o | C o
___________ ¢ | 17 |l translokacja protonow
S 2SS FUURUURN L RN | SRR
d 38 nieznane

*podane masy czasteczkowe odnosza si¢ do podjednostek enzymu izolowanego z pe¢cherzykow oplaszczonych klatryna z komoérek mozgu

wolu
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FINBOW i HARRISON 1997). Wysoka selektyw-
noS¢ dzialania powyzszych inhibitorOw po-
zwala na odréznienie V-ATPazy od ATPazy mi-
tochondrialnej, nalezacej do rodziny F-ATPaz.
Mechanizm translokacji protonow przez blone
lizosomu jest podobny jak w innych pompach
protonowych i opiera si¢ na rotacyjnych zmia-
nach konformacji podjednostek ATPazy
(FINBOW i HARRISON 1997, FORGAC 1999).

Ze wzgledu na funkcje V-ATPazy w fizjolo-
gii komorek, pompa protonowa w btonie lizo-
somu (i nie tylko) wymaga precyzyjnej regula-
¢ji. Jednym z proponowanych mechanizmow
regulacyjnych jest odwracalna inaktywacja en-
zymu poprzez tworzenie mostkow dwusiarcz-
kowych pomiedzy resztami cysteiny w pozycji
254 i 532 w obrebie podjednostki katalitycz-
nej A (FORGAC 1999, SCHOONDERWOERT i MAR-
TENS 2001).

W komorkach eukariotycznych odnajdywa-
no czesto pojedyncze podjednostki lub cate do-
meny V, i V; (ARAI i wspotaut. 1993, SCHOON-
DERWOERT i MARTENS 2001), co moze wskazy-
wac¢ na mozliwoS¢ asocjacji i dysocjacji tych
elementow jako sposobu regulacji aktywnosSci.
Domena V,, odlaczona od elementu V, nie jest
zdolna do translokacji protonow, a wyizolowa-
na z cytosolu domena V, nie wykazuje rOwniez
zdolnoSci hydrolizowania ATP (FINBOW i
HARRISON 1997).

EfektywnoS¢  przenoszenia  protonow
przez V-ATPaze moze by¢ takze kontrolowana
przezwewnetrzne pH lizosomu. Im nizsza war-

GLIKOPROTEINY

Glikoproteiny btony lizosomalnej (ang. ly-
sosomal membrane glycoproteins, 1gps) stano-
wia 50% wszystkich bialek w btonie lizosomu
(cyt. za WINCHESTER 2001). Ze wzgledu na
strukture tafdcucha polipeptydowego oraz
komponentu cukrowcowego zostaly podzielo-
ne na dwie rodziny: biatka lamp (ang. lysoso-
me-associated membrane protein) o masie
czasteczkowej 90-120 kDa oraz bialka limp
(ang. lysosomal integral membrane protein) o
masie czasteczkowej 30-85 kDa (HUNZIKER i
GEUZE 1996) (Ryc. 3).

Najlepiej poznane glikoproteiny rodziny
lamp — lampl (nazywane tez Igp A) i lamp2
(nazywane Igp B), sa kodowane przez odrebne
lecz ewolucyjnie spokrewnione geny. W obre-
bie lamp2 zidentyfikowano trzy izoformy (na-
zwane a, b i ¢) wykazujace znaczne podobie-

tos¢ pH, tym wiecej podjednostek ¢ przyjmuje
konformacje uniemozliwiajaca translokacje
protonow, co znacznie obniza efektywnosc
spompowania” protonow (SCHOONDERWOERT
i MARTENS 2001). W przypadku wakuol roslin-
nych stwierdzono, iz znaczaca (4-5 jednostek)
roznica pomiedzy wartoscia pH cytosolowego
i luminalnego powoduje spadek iloSci przeno-
szonych protonéw do Srednio 1.75 H' najedna
czasteczke zhydrolizowanego ATP (patrz
FINBOW i HARRISON 1997). Oprocz wyzej wy-
mienionych modeli regulacji czynnosSci ATP-a-
zy, niewatpliwie istnieje jeszcze szereg innych
mechanizmow.

Wyniki badan z ostatnich lat wskazuja, iz w
lizosomach funkcjonuje jeszcze inny uktad
umozliwiajacy powstanie gradientu protono-
wego i naptyw jonow H' do wnetrza lizosomu.
W btonie lizosomu wykryto obecnos¢ przenos-
nikow elektronéw, miedzy innymi cytochro-
mu b i ubichinonu, tworzacych fancuch reakcji
utleniania i redukcji. Substratem w tych reak-
cjach jest NADH, ktory ulega utlenieniu po
stronie cytosolowej btony lizosomalnej, stajac
sie zrodtem jonoéw H" (GILLE i NOHL 2000). Po-
wstajacy gradient protonéw i ich naptyw do
wnetrza lizosomu prowadzi do obnizenia
wewnatrzlizosomalnego pH. By¢ moze jest to
mechanizm wazniejszy i efektywniejszy od
transportu  protonow  zachodzacego 7z
udzialem H'-ATPazy, poniewaz nie wymaga do-
starczania ATP z pozalizosomalnych Zrodet
(NOHL i GILLE 2001).

LIZOSOMALNE

nstwo sekwencji aminokwasow w regionie lu-
minalnym (HUNZIKER i GEUZE 1996, CUERVO i
DICE 2000b). Biatka lamp wystepuja gtownie w
blonie lizosomalnej, cho¢ pewne formy odnaj-
dywano takze w Swietle lizosomu (JADOT i
wspotaut. 1996, 1997, CUERVO i DICE 2000¢).

Glikoproteiny rodziny lamp wykazuja
znaczne podobiefistwo w budowie. Domi-
nujacym elementem jest silnie glikozylowana
domena N-koncowa zwrocona do Swiatta pe-
cherzyka lizosomalnego. Pojedynczy region
transblonowy zbudowany jest z okoto 20 ami-
nokwasow. Cytosolowa domena C-konca
sktada sie z 10-12 reszt aminokwasow, z kto-
rych czesS¢ to sygnatowa sekwencja sortujaca
warunkujaca wlaSciwe kierowanie biatka do li-
zosomu (KORNFELD i MELLMAN 1989,
HUNZIKER i GEUZE 1996).
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Podobnie jak wszystkie glikoproteiny w ko-
morce, rOwniez lamp i limp ulegaja potransla-
cyjnej obrobce w aparacie Golgiego. Do miej-
sca przeznaczenia docieraja prawdopodobnie
droga bezposredniego sortowania w regionie
trans aparatu Golgiego i transportu pecherzy-
kowego przy udziale klatryny i biatek adapto-
rowych AP (HUNZIKER i GEUZE 1996). W pro-
ces ten zaangazowane sa pecherzyki odmienne

lamp 1 lamp 2

. COOH _ COOH

F.
Q
E_
Y
G

cytosol

btona
lizosomu

NH, NH,

_ COOH

O<m<=

MELLMAN 1989, HUNZIKER i GEUZE 1996,
WINCHESTER 2001). Sekwencje te rozpoznawa-
ne sa przez odpowiednie jednostki biatek ad-
aptorowych, co inicjuje ukierunkowany trans-
port glikoprotein (MARKS i wspotaut. 1996,
KIRCHHAUSEN i wspoétaut. 1997).

Rola glikoprotein bton lizosomalnych nie
jest jeszcze w pelni poznana. Wiadomo, iz r0z-
ne formy biatek lamp ulegaja wybiorczej eks-

limp | limp Il

1. COOH

R;::E

NH, L

NH,

o

é o
o
o o

O_

- sygnatowa sekwencja kierujaca C-konca

Il - region bogaty w reszty proliny, seryny i treoniny

=8~ - reszta cysteiny

—O - miejsce glikozylacji
Ryc. 3. Struktura glikoprotein btony lizosomalnej(wg KORNFELDA i MELLMANA 1989, HUNZIKERA i

GEUZE 1996, zmodyfikowana).

od tych, ktore transportuja rozpuszczalne
bialka oznakowane ugrupowaniem manno-
zo-6-fosforanowym (KARLSSON i CARLSSON
1998). Sposob posredni to droga sekrecyjna
polegajaca na transporcie i wbudowaniu gliko-
protein do btony komorkowej z nastepujacym
transportem do endosomow i lizosomow
(KORNFELD i MELLMAN 1989, HUNZIKER i
GEUZE 1996).

Prawidlowe kierowanie lamp i limp zapew-
niaja sygnalowe sekwencje sortujace w regio-
nie cytosolowym biatek: motyw zawierajacy
reszte tyrozyny w ukladzie YXX® (gdzie X
oznacza dowolny aminokwas, ® — aminokwas
z rozbudowana domena hydrofobowa) dla
biatek lamp1, lamp2 i limpl oraz motyw dile-
ucynowy LL dla biatek limpIl (KORNFELD i

presji w okreslonych typach tkanek, co wska-
zuje na specyficznosSc ich dziatania (CUERVO i
DICE 2000c¢). Udokumentowana jest, jak do tej
pory, ich rola w ochronie btony lizosomu
przed hydrolitycznym dzialaniem enzymow li-
zosomalnych (KORNFELD i MELLMAN 1989,
HUNZIKER i GEUZE 1996, KUNDRA i KORNFELD
1999). W ostatnim czasie wyjasniona zostala
stosunkowo dobrze rola glikoproteiny lamp2a
w selektywnej proteolizie biatek cytosolowych
zachodzacejw lizosomach w warunkach stresu
i gtodu. Proces ten przebiega z udziatem biatek
szoku termicznego (chaperonow, biatek opie-
kuficzych) i nazywany jest autofagia zalezna od
biatek opiekunczych (ang. chaperone media-
ted autophagy).
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GLIKOPROTEINA LAMP2A W SPECYFICZNE] DEGRADAC]I BIALEK CYTOSOLOWYCH

Substratami dla lizosomalnej degradacji
specyficznej sa biatka cytosolowe, zawierajace
pentapeptyd KFERQ (Lys-Phe-Glu-Arg-Gln)
pelniacy funkcje sekwencji kierujacej do lizo-
somu. Okoto 30% biatek cytosolowych posiada
motyw KFERQ, a wiec potencjalnie moga one
by¢ substratami w procesie specyficznej degra-
dacji (patrz CUERVO i wspotaut. 1998).

Przyktadem biatek z powyzszym motywem
sa: rybonukleaza A, dehydrogenaza 3-fosfoglic-
eroaldehydu (CUERVO i DICE 1996) oraz inne
enzymy glikolityczne, czynniki transkrypcyjne
(ANIENTO i wspotaut. 1996) i ich regulatory

cytosolowy kompleks
biatek opiekunczych

//[_\ )

>
Hsc73 /!:

i
&p Q\

substrat

cytosol

btona
lizosomalna

wnetrze
lizosomu

nosi 45 kDa, co w zestawieniu z masa czastecz-
kowa 96 kDa wskazuje na znaczna zawartos¢
reszt cukrowcowych w strukturze tej glikopro-
teiny. Najbardziej rozbudowana czeS¢ biatka
receptorowego to silnie glikozylowana dome-
na luminalna, stanowiaca N-koniec polipepty-
du. Krotki, cytosolowy C-koniec zbudowany
jest zaledwie z 12 aminokwasow, ktorych czes¢
tworzy sygnalowa sekwencje sortujaca zawie-
rajaca reszte tyrozyny i odpowiedzialna za pra-
widlowe kierowanie glikoproteiny lamp2a do
lizosomu (CUERVO i DICE 1996). Domena C-ko-
ncowa uczestniczy takze w rozpoznawaniu

multimer biatka lamp2a

—_lyHsc73

Ryc. 4. Model transportu biatek cytosolowych do lizosomu (wg CUERVO i DICE 20002, AGARRABERESA i

DICE 2001b, zmodyfikowana).

(CUERVO i wspotaut. 1998), a takze podjednost-
ki proteasomu (CUERVO i wspotaut. 1995).
Za prawidlowe rozpoznanie biatek obje-
tych procesem specyficznej degradacji i ich
transport do wnetrza lizosomu odpowiedzial-
na jest integralna glikoproteina btony lizoso-
malnej — lamp2a (Igp96) o masie czasteczko-
wej 96 kDa oraz biatka szoku termicznego.
Masa czasteczkowa glikoproteiny lamp2a
okresSlona na podstawie sekwencji cDNA wy-

substratow przeznaczonych do degradacji czy-
li biatek z sekwencja KFERQ (CUERVO i DICE
2000b). Schemat budowy glikoprotein rodziny
lamp2 przedstawia Ryc. 3.

Glikoproteina lamp2a moze polimeryzo-
wac z wytworzeniem form tetra-, okta- i multi-
merycznych, co sugeruje mozliwosS¢ tworzenia
w blonie lizosomu kanalow o rdznej Srednicy
ulatwiajacych transport biatek (patrz CUERVO i
DICE 2000Db).
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Populacje lizosomow wyodrebnione z
watroby szczura, szczegolnie aktywnie uczest-
niczace w selektywnej degradacji biatek cyto-
solowych z sekwencja KFERQ, wyroznialy si¢
zwickszona  zawartoScia bialka lamp2a
(CUERVO i DICE 2000b), a takze byly bogate w
biatko szoku termicznego Hsc73. Cytosolowe
bialko Hsc73, syntetyzowane konstytutywnie,
jest niezbedne dla rozpoznania sekwencji
KFERQ na drodze ATP-zaleznej (AGARRABERES i
DICE 2001a) oraz dla rozfaldowania substratu
przeznaczonego do degradacji, co umozliwia
jego przejScie przez blone lizosomalng
(SALVADOR i wspotaut. 2000).

Oprocz cytosolowego biatka Hsc73 istnieja
jeszcze dwie izoformy obecne odpowiednio w
Swietle lizosomu (tzw. ly-Hsc73) i w btonie li-
zosomalnej od strony cytosolu (tzw. ly-
m-Hsc73) (TERLECKY i DICE 1993, AGAR-
RABERES i DICE 2001b). Biatka te sa niezbedne
dla wspomagania translokacji substratu do
wnetrza lizosomu (CUERVO i wspotaut. 1997,
AGARRABERES i wspolaut. 1997). Wyzsza zawar-
tos¢ lizosomalnych form biatka Hsc73 w lizoso-
mach z wysokim poziomem selektywnej degra-
dacji jest wynikiem zwi¢kszonej jego internali-
zacji z cytosolu i obnizonej degradacji (CUERVO
i wspotaut. 1997).

Najnowsze badania wskazuja ponadto na
udzial szeregu innych biatek szoku termiczne-
g0 w procesie specyficznej degradacji biatek w
lizosomach (CUERVO i DICE 2000a; AGAR-
RABERES i DICE 2001a, b). Na cytosolowej po-
wierzchni blony lizosomalnej oprocz biatka
lym-Hsc73 funkcjonuje kompleks biatek opie-
kuniczych, nieodzowny dla translokacji sub-
stratu (bialek przeznaczonych do degradacji)
przez blone lizosomu. W sktad kompleksu
wchodzi biatko Hsp40 wzmacniajace aktyw-
nos¢ ATP-azowa cytosolowego biatka Hsc73,
co ulatwia identyfikacje substratu z sekwencja
KFERQ. Kolejne biatka kompleksu to Hsp90,
Hip (ang. Hsc73 interacting protein) oraz Hop
(ang. Hsc73-Hsp90 organizing protein), ktore
stabilizuja polaczenie komplekséw Hsc73 z
substratem kierowanym do lizosomow.

Hipotetyczny model transportu biatek cyto-
solowych do lizosomu przedstawiono na Ryc.4
(patrz CUERVO i DICE 2000a, AGARRABERES i
DICE 2001b). Sekwencja wydarzen pro-
wadzaca do degradacji polega na rozpoznaniu
cytosolowego biatka z sekwencja KFERQ przez
cytosolowa forme Hsc73, ktore przy
wspotudziale innych bialek opiekunczych two-

rzy aktywny kompleks. Kolejny etap prowadzi
do rozfatdowania biatka i wytworzenia konfor-
macji optymalnej dla translokacji. Na cytosolo-
wej powierzchni btony lizosomu bialtko w
kompleksie z Hsc73 zostaje rozpoznane przez
receptor lamp2a i przy udziale dodatkowych
biatek opiekunczych lym-Hsc73, Hsp4O0,
Hsp90, Hip oraz Hop przechodzi przez btone
lizosomalna. Od strony Swiatlta lizosomu trans-
lokacje wspomaga biatko ly-Hsc73.

Regulacja specyficznej degradacji bialek
wewnatrz lizosomow odbywa si¢ miedzy inny-
mi poprzez regulowanie poziomu biatka lam-
p2a w blonie lizosomu. Ogoélna zawartoS¢
biatka lamp2a w blonie lizosomalnej wynosi
5,8 ug na 100 ug biatek btonowych i jest skore-
lowana z poziomem autofagii zachodzacej z
udziatem bialek opiekunczych (CUERVO i DICE
1996, 1998, 2000¢). Badania CUERVO i DICE
(1996) potwierdzily, iz wzrost poziomu eks-
presji lamp2a w fibroblastach ludzkich powo-
duje zwickszenie wydajnosci szlaku specyficz-
nej proteolizy. Zmiany w zawartoSci glikopro-
teiny lamp2a w btonie lizosomu zaleza od jej
odpornosci na degradacje oraz od dystrybucji
pomiedzy blona a wnetrzem lizosomu (JADOT i
wspotaut. 1996, 1997). W warunkach stresu ro-
$nie odpornos¢ lamp2a na degradacje, wsku-
tek czego wzrasta wydajnoS¢ autofagii z
udziatlem biatek opiekunczych. Ponadto trans-
port substratow przez blone¢ lizosomu przy
udziale lamp2a powoduje czeSciowa internali-
zacje tej glikoproteiny do Swiatla lizosomu, a
dzi¢ki procesowi reinsercji receptor powraca
do blony lizosomalnej (CUERVO i DICE 20000).
W populacjach lizosomow z wysoka aktywno-
Scia proteolizy specyficznej az 78% lamp2a
znajduje sie w btonie, a 22% we wnetrzu lizoso-
mu, natomiast w lizosomach z niska aktywno-
Scia tego procesu tylko 57% lamp2a pozostaje
w blonie lizosomu, a 43% obecne jest w jego
wnetrzu (CUERVO i DICE 2000b). Wynika stad,
iz internalizacja i reinsercja glikoproteiny lam-
p2ajest jednym z mechanizmoéw regulujacych
poziom procesu specyficznej proteolizy biatek
cytosolowych z sekwencja KFERQ.

Zaangazowanie w interakcje z substratem
cytosolowej i lizosomalnej formy Hsc73 oraz
glikoproteiny lamp2a moze by¢ sposobem po-
trojnej kontroli prawidtowosci wyboru biatka
przeznaczonego do degradacji. Kontrola taka
pozwala komorce ustrzec sie przed przypad-
kowa proteoliza biatek istotnych dla jej funk-
cjonowania (AGARRABERES i DICE 2001b).
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BIALKA BEONY LIZOSOMALNEJ W ROLI TRANSPORTEROW METABOLITOW I JONOW

Hydroliza makroczasteczek w obrebie lizo-
somu prowadzi do powstania wielu prostych
zwiazkow, ktore moga by¢ wykorzystane przez
komorke. Specyficzna hydroliza biatek, za-
chodzaca w szczegolnosci w warunkach gtodu,
chroni biatka szczegolnie wazne metabolicz-
nie i rownoczesSnie dostarcza substraty dla
przemian energetycznych. Stabo przepuszczal-
na btona lizosomalna nie pozwala na uwolnie-
nie wiekszoSci produktow degradacji, nie-
mniej jednak przedostaja si¢ one do cytosolu.
Pokonanie bariery btony lizosomalnej umozli-
wiaja specyficzne nosniki, bedace integralny-
mi biatkami btonowymi (patrz LLOYD 2000).
Tworza one systemy transportujace jony, sub-
stancje i zwiazki niskoczasteczkowe przez
btone lizosomu. Znanych jest okoto 20 syste-
mow transportujacych, kilka z nich doktadnie
poznano i scharakteryzowano (MANCINI i
wspotaut. 2000, WINCHESTER 2001).

Za eksport cystyny z lizosomow do cytoso-
lu odpowiedzialne jest biatko cystynozyna
(MANCINI i wspotaut. 2000). Wykazuje ono lo-
kalizacje identyczna z glikoproteinami rodziny
lamp?2. Prawidlowe funkcjonowanie transpor-
tu cystyny stymulowane jest ponadto przez
kwasne pH wne¢trza lizosomu, transport ten
jest wiec posrednio zalezny od ATP (KALATZIS i
wspotaut. 2001). Cystynozyna zostata wyizolo-
wana z roznych zrédel, miedzy innymi z komo-
rek watroby szczura i ludzkich erytrocytow
(MANCINI i wspotaut. 2000).

Uzyskanie cDNA z komorek ludzkich po-
zwolilo na poznanie struktury cystynozyny.
Biatko zbudowane jest z 367 aminokwasow z
kilkoma funkcjonalnymi domenami. Domena
N-koncowa zawiera 7 miejsc potencjalnej gli-
kozylacji. Tuz za nia znajduje si¢ odcinek
transbtonowy, ktory siedmiokrotnie przecho-
dzi przez btone lizosomu. W obrebie 10 reszt
aminokwasowych tworzacych domene¢ C-ko-
nca znajduje si¢ sygnalowa sekwencja sor-
tujaca GYDQL oparta na tyrozynie, niezbedna
dla wlasciwego kierowania biatka do lizoso-
moOw (MANCINI i wspotaut. 2000, KALATZIS i
wspotaut. 2001). Prawidlowe dotarcie cystyno-
zyny do miejsca przeznaczenia zalezne jest ta-
kze od wspotudziatu dodatkowego motywu -
YFPQA, zlokalizowanego w obrebie jednej z
petli cytosolowych biatka. Motyw ten nie przy-
pomina zadnej z dotychczas poznanych se-
kwencji sortujacych, chociaz kluczowa role od-
grywa w nim rowniez reszta tyrozyny. Prawdo-

podobnie rozpoznawany jest przy udziale
biatek adaptorowych AP, ale nie wiadomo
doktadnie w jaki sposob zapewnia kierowanie
do lizosomu (CHERQUI i wspotaut. 2001).

Sialina odpowiada w btonie lizosomalnej za
transport poza lizosom kwasu sialowego i kwa-
snych monosacharydow (MANCINI i wspotaut.
2000). Dowiedziono, ze moze tez posredni-
czyC w transporcie kwasOw mono- i dikarbok-
sylowych, a takze stanowi uniwersalny przeno-
$nik anionow (HAVELAAR i wspotaut. 1998b,
1999).

Sialina jest biatkiem zbudowanym z 495
reszt aminokwasOw, jej masa czasteczkowa
przewidziana na podstawie sekwencji cDNA
wynosi 53 kDa (nie uwzglednia komponentu
cukrowcowego). Domeny N-koficowa i C-ko-
Acowa zwrocone sa do cytosolu. Odcinek
transblonowy przechodzi przez blon¢ 12 razy,
a na utworzonych w ten sposob petlach lumi-
nalnych znajduje si¢ 6 miejsc potencjalnej gli-
kozylacji. Sugeruje si¢, ze funkcjonowanie no-
Snika stymulowane jest przez jednoczesny
symportjonow H', a wiec konieczne jest istnie-
nie gradientu protonow w poprzek btony. Do-
tychczas brak jednak danych na temat obecno-
Sci w strukturze sialiny sygnalowej sekwencji
sortujacej kierujacej to biatko do blony lizoso-
malnej. Moze to wskazywac, iz sialina zlokalizo-
wana jest nie tylko w lizosomach lecz takze w
btonach innych struktur wewnatrzkomorko-
wych. Gen kodujacy biatko transportujace ule-
ga ekspresji gtownie w komoérkach mozgu,
watroby, tozyska, ptuc, miesni i nerek cztowie-
ka (MANCINI i wspotaut. 2000).

Biatko MTP (ang. mouse transporter prote-
in) umozliwia eksport nukleozydéw do cytoso-
lu, dostarczajac w ten sposob substraty do bio-
syntezy kwasow nukleinowych oraz regulujac
wewnatrzkomorkowy poziom nukleozydow.
Wkrotce po sklonowaniu biatka MTP z komo-
rek myszy, uzyskano homologiczne biatko
HUMORF13 o nieznanej dotychczas funkciji,
obecne w komorkach ludzkich. Oba biatka wy-
kazuja 98% identycznosci skladu aminokwaso-
wego przewidywanego na podstawie sekwen-
¢ji cDNA. Wysoki stopiel homologii sugeruje
istotna role tych biatek w funkcjonowaniu ko-
morek (HOGUE i wspotaut. 1996, CABRITA i
wspotaut. 1999). MTP i jego odpowiedniki w
komorkach innych ssakow rezyduja w btonach
roznych  przedziatow  wewnatrzkomorko-
wych, glownie cystern aparatu Golgiego, poz-
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nych endosomow i lizosomow (HOGUE i
wspotaut. 1996).

Biatko MTP to niewielki polipeptyd zbudo-
wany z 233 reszt aminokwasOw, O masie
czasteczkowej okolo 25 kDa, z czterokrotnie
przechodzacym przez blon¢ odcinkiem
transblonowym. Zaréwno MTP, jak i
HUMORF13 posiadaja w obrebie domeny C-ko-
ncowej sekwencje odpowiadajaca wzorowi
YXX, co upodabnia je do glikoprotein lamp i
pozwala przypuszczad, ze jest to biatko lizoso-
malne. Wtasciwe kierowanie biatka do lizoso-
mu wymaga jednakze obecnosci dodatkowe;j
sygnalowej sekwencji sortujacej opartej na
reszcie tyrozyny, podobnie jak w przypadku
cystynozyny (HOGUE i wspotaut. 2002). Brak

natomiast danych na temat glikozylacji powyz-
szych biatek.

Wprowadzenie genu kodujacego MTP do
komorek Saccharomyces cerevisiae powoduje
ekspresje biatka normalnie nieobecnego w ko-
morkach drozdzy i prowadzi do wzrostu od-
pornosci komoérek na rézne zwiazki, m. in.: an-
tybiotyki, jonofory i hormony steroidowe
(HOGUE i wspotaut. 1999). Mozliwe, ze po-
dobnag role spekia to biatko w komorkach ssa-
koéw, gdzie wlasnie lizosomy sa odpowiedzial-
ne za akumulowanie i unieczynnianie trucizn
docierajacych do komorki (patrz CABRITA i
wspotaut. 1999).

Wymienione powyzej biatka to tylko nie-
ktore, najlepiej poznane, systemy transportu

Tabela 2. Systemy transportu w blonie lizosomalne;j.

System transportu Substrat(y) Funkcja
transportery aminokwasow: specyficzne dla réznych grup aminokwasow,
- kationowych Lys, Arg umozliwiajg ich eksport do cytosolu bez udziatu ATP
- anionowych Glu, Asp (MANCINT 1 wspotaut. 2000); wyjatek stanowi opisany
- neutralnych Ala, Ser, Pro, Thr ostatnio transporter dla aminokwaséw neutralnych,
- aromatycznych Trp, Phe ktory funkcjonuje jako symporter jonow H', a wiec
jest stymulowany aktywnoscia H'-ATPazy (SAGNE i
wspotaut. 2001)
transporter cystyny cystyna, transportuje cystyne do cytosolu; posrednio zalezny
(cystynozyna) selenocystyna od ATP, poniewaz do swego funkcjonowania

wymaga istnienia gradientu protonéw (MANCINI 1
wspolaut. 2000, KALATZIS 1 wspolaut. 2001)

transporter heksoz
mannoza,

D- 1 L-fukoza

D-glukoza, D-galaktoza, D-

odpowiada za transport heksoz; niezalezny w
dzialaniu od ATP, chociaz efektywnos¢ transportu
rosnie wraz z obniZzeniem wartosci pH wnetrza
lizosomu (MANCINI i wspélaut. 1990)

transporter kwasnych
cukrowcéw (sialina)

kwas sialowy, kwasne
monosacharydy, zwiazki
anionowe

umozliwia eksport prostych cukrowcéw poza
lizosom; posrednio zalezna w funkcjonowaniu od
ATP (wymaga istnienia gradientu protonéw)
(HAVELAAR i1 wspotaut. 1998b, 1999)

transporter nukleozydéw nukleozydy purynowe i

transportuje nukleozydy do cytosolu na drodze

(MTP, HUMORF13) pirymidynowe niezaleznej od hydrolizy ATP; w komorkach
Saccharomyces cerevisiaec powoduje wzrost
odpornosci na zwiazki szkodliwe (HOGUE 1996,
1999; CABRITA i wspolaut. 1999)

transporter jonow SO,~, MoO,~ eksportuje do cytosolu jony siarczanowe powstajace

siarczanowych jako produkt hydrolizy glikozaminoglikandw i
sulfolipidow; funkcjonuje jako wymieniacz z jonami
CI'; prawidlowe dzialanie zalezy od istnienia
gradientu pH w poprzek blony (JONAS i JOBE 1990)

transporter jonow HPO,* umozliwia import nieorganicznych fosforanéw do

fosforanowych lizosomu; funkcjonowanie nie zalezy od gradientu

protonow, chociaz wydajnos¢ transportu rosnie wraz 7
obnizeniem wartosci pH (PISONI 1991)

transporter jonow metali Ag, cu®t, cd*

ciezkich

importuje jony metali cigzkich do $wiatla lizosomu na
drodze ATP-zaleznej (nalezy do P-ATPaz), nieznana
funkcja fizjologiczna (HAVELAAR 1 wspdlaut. 1998a)
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blony lizosomalnej. Liczne prace donosza o ist-
nieniu rOwniez innych transporterow (Tabe-
la 2). W wiekszosci sa to biatka eksportujace

zwiazki niskoczasteczkowe z lizosomu do cyto-
solu, jedynie niektore z nich posrednicza w
transporcie w przeciwnym kierunku.

PODSUMOWANIE

Blona lizosomalna odgranicza wnetrze lizo-
somOw zawierajace enzymy umozliwiajace de-
gradacje wszystkich makromolekut a takze
uczestniczy czynnie w utrzymaniu odpowied-
niego Srodowiska dla procesow degradacji.

1. Kompleks biatek lizosomalnej H-ATPazy
uczestniczy w pompowaniu protonow do
wnetrza lizosomow, co zapewnia optymalne
warunki dzialania enzymom lizosomalnym hy-
drolizujacym wickszos¢ czasteczek.

2. Glikoproteiny lampZ2a uczestnicza w pro-
cesie specyficznej proteolizy bialek z sekwen-
cja KFERQ w warunkach stresu i glodu.

3. Specyficzne biatka blonowe umozliwiaja
eksport z lizosomow takich produktow degra-
dacji makromolekut jak aminokwasy, dipepty-
dy, cukrowce i nukleozydy jak rowniez eksport
i import kationow i anionow.

STRUCTURE AND FUNCTIONING OF LYSOSOMAL MEMBRANE PROTEINS

Summary

The lysosomal membrane delimits the interial part
of lysosomes containing the enzymes capable of de-
grading practically all cellular macromolecules, and
actively participates as well in establishing an efficient
environment for the degradation processes.

1. H -ATPase — the main membrane protein com-
plex ensures the low pH environment needed for effi-
cient activity of lysosomal hydrolases.

2. Glycoproteins lamp2a are involved in specific
degradation of proteins containing the KFERQ se-
quence (chaperone mediated autophagy) under con-
dition of stress and starvation.

3. Specific lysosomal membrane proteins partici-
pate in export from and import to of low molecular
weight compounds such as amino acids, dipeptides,
sugars, nucleosides, or ions.

LITERATURA

AGARRABERES F. A, TERLECKY S. R., DICE]J. F.,1997. An in-
tralysosomal hsp70 is required for a selective pa-
thway of lysosomal protein degradation. J. Cell
Biol. 137, 825-834.

AGARRABERES F. A., DICE J. F., 2001a. Protein transloca-
tion across membranes. Biochim. Biophys. Acta
1513, 1-24.

AGARRABERES F. A., DICE]. F., 2001b. A molecular chape-
rone complex at the lysosomal membrane is requ-
ired for protein translocation. J. Cell Sci. 114,
2491-2499.

ANDREWS N. W., 2000. Regulated secretion of conven-
tional lysosomes. Trends Cell Biol. 10, 316-321.

ANIENTO F., PAPAVASSILIOU A. G., KNECHT E., ROCHE E.,
1996. Selective uptake and degradation of c-Fos
and v-Fos by rat liver lysosomes. FEBS Lett. 390,
47-52.

ARAI K., SHIMAYA A., HIRATANI N., OHKUMA S., 1993. Puri-
Sfication and characterization of lysosomal H'-A-
TPase. An anion-sensitive v-type H'-ATPase Jrom
ratliver lysosomes.J. Biol. Chem. 268, 5649-5660.

Bowers W. E., 1998. Christian De Duve and the di-
scovery of lysosomes and peroxisomes. Trends
Cell Biol. 8, 330-333.

CABRITA M. A., HoBMAN T. C., HOGUE D. L., KING K. M.,
Cass C. E., 1999. Mouse transporter protein, a
membrane protein that regulates cellular multi-

drug resistance, is localized to lysosomes. Cancer
Res. 59, 4890-4897.

CHERQUI S., KALATZIS V., TRUGNAN G., ANTIGNAC C., 2001.
The targeting of cystinosin to the lysosomal mem-
brane requires a tyrosine-based signal and a
novel sorting motif. J. Biol. Chem. 2706,
13314-13321.

CUERVO A. M., DICE J. E,, 1996. A receptor for the selec-
tive uptake and degradation of proteins by lysoso-
mes. Science 273, 501-503.

CUERVO A. M., DICE]. F., 1998. Lysosomes, a meeting po-
int of proteins, chaperones and proteases. J. Mol.
Med. 76, 6-12.

CUERVO A. M., DICE]. F., 2000a. When lysosomes get old.
Exp. Geront. 35, 119-131.

CUERVO A. M., DICE ]J. E., 2000b. Unique properties of
lamp2a compared to other lamp?2 isoforms.J. Cell.
Sci. 113, 4441-4450.

CUERVO A. M., DicE ]J. F., 2000c. Regulation of lamp2a
levels in the lysosomal membrane. Traffic 1,
570-583.

CUERVO A. M., PALMER A., RIVETT A. J., KNECHT E., 1995.
Degradation of proteasomes by lysosomes in rat
liver. Eur. J. Biochem. 227, 792-800.

CUERVO A. M., DICEJ. F., KNECHT E., 1997. A population
of rat liver lysosomes responsible for the selective



Budowa i funkcje biatek btony lizosomalnej

183

uptake and degradation of cytosolic proteins. J.
Biol. Chem. 272, 5606-5615.

CUERVO A. M., HUW., Lim B., DICE]. F., 1998. IB is a sub-
strate for a selective pathway of lysosomal proteo-
lysis. Mol. Biol. Cell 9, 1995-2010.

FINBOW M. E., HARRISON M. A., 1997. The vacuolar H -A-
TPase, a universal proton pump of eukaryotes.
Biochem. J. 324, 697-712.

FORGAC M.,+ 1999. Structure and properties of the vacu-
olar H -ATPases.]. Biol. Chem. 274, 12951-12954.

GILLE L., NoHL H., 2000. The existence of a lysosomal re-
dox chain and the role of ubiquinone. Arch. Bio-
chem. Biophys. 375, 347-354.

HAVELAAR A. C., DE GAST 1. L., SNIJDERS S., BEERENS C. E. M.
T., MANCINI G. M. S., VERHEIJEN F. W., 1998a. Charac-
terization of a heavy metal ion transporter in the
lysosomal membrane. FEBS Lett. 436, 223-227.

HAVELAAR A. C., MANCINI G. M. S., BEERENS C. E. M. T.,
SOUREN R. M. A,, VERHEJEN F. W., 1998b. Purifica-
tion of the lysosomal sialic acid transporter. Func-
tional characteristics of a monocarboxylate
transporter. J. Biol. Chem. 273, 34568-34574.

HAVELAAR A. C., BEERENS C. E. M. T., MANCINI G. M. S.,
VERHEUEN F. W., 1999. Transport of organic anions
by the lysosomal sialic acid transporter, a functio-
nal approach towards the gene for sialic acid sto-
rage disease. FEBS Lett. 446, 65-68.

HOGUE D. L., ELLISON M. J., YOUNG J. D., Cass C. E., 1996.
Identification of a novel membrane transporter
associated with intracellular membranes by phe-
notypic complementation in the yeast Saccharo-
myces cerevisiae.J. Biol. Chem. 271,9801-9808.

HOGUE D. L., KERBY L., LING V., 1999. A mammalian ly-
sosomal membrane protein confers multidrug re-
sistance upon expression in Saccharomyces ce-
revisiae. J. Biol. Chem. 274, 12877-12882.

HOGUE D. L., NasH C., LING V., HoBMAN T. C., 2002. Lyso-
some-associated protein transmembrane 4a
(LAPTM4c) requires two tandemly arranged tyro-
sine-based signals for sorting to lysosomes. Bio-
chem. J. 365, 721-730.

HuNzIKER W., GEUZE H. J., 1996. Intracellular traffic-
king of lysosomal membrane proteins. BioEssays
18, 379-389.

Japor M., WATTIAUX R., MAINFERME F., Dusols F.,
CLAESSENS A. M., WATTIAUX-DE CONINCK S., 1996. So-
luble form of Lamp II in purified rat liver lysoso-
mes. Biochem. Biophys. Res. Commun. 223,
353-359.

JADOT M., DUBOIS F. WATTIAUX-DE CONINCK S., WATTIAUX
R., 1997. Supramolecular assemblies from lysoso-
mal matrix proteins and complex lipids. Eur. J.
Biochem. 249, 862-869.

JoNas A. J., JOBE H., 1990. Sulfate transport by rat liver
lysosomes. ]. Biol. Chem. 265, 17545-17549.
KALATZIS V., CHERQUI S., ANTIGNAC C., GASNIER B., 2001.
C)istinosin, the protein defective in cystinosis, is a
H -driven lysosomal cystine transporter. EMBO ]J.

20, 5940-5949.

KARLSSON K., CARLSSON S. R., 1998. Sorting of lysosomal
membrane glycoproteins lamp-1 and lamp-2 into
vesicles distinct from mannose-6-phosphate recep-
tor/-adaptin vesicles at the trans-Golgi network. J.
Biol. Chem. 273, 18966-18973.

KIRCHHAUSEN T., BONIFACINO J. S., RIEZMAN H., 1997. Lin-
king cargo to vesicle formation, receptor tail inte-
ractions with coat proteins. Curr. Opin. Cell Biol.
9, 488-495.

KORNFELD S., MELLMAN 1., 1989. The biogenesis of lysoso-
mes. Annu Rev. Cell Biol. 5, 483-525.

KUNDRA R., KORNFELD S., 1999. Asparagine-linked oli-
gosaccharides protect Lamp-1 and Lamp-2 from
intracellular proteolysis. J. Biol. Chem. 274,
31039-31046.

LLoyp J. B., 2000. Lysosome membrane permeability,
implications for drug delivery. Adv. Drug Del. Rev.
41, 189-200.

Luzio J. P, Rous B. A., BRIGHT N. A., PRYOR P. R.,
MuLLock B. M., PipEr R. C,, 2000. Lysosome-endoso-
me fusion and lysosomal biogenesis. J. Cell Sci.
113, 1515-1524.

Luzio J. P., MuLLOCK B. M., PRYOR P. R., LINDSAY M. R,
JAMES D. E., PIPER R. C., 2001. Relationship between
endosomes and lysosomes. Biochem. Soc. Trans.
29, 476-480.

MANCINI G. M. S., BEERENS C. E. M. T., VERHEIJEN F. W,
1990. Glucose transport in lysosomal membrane
vesicles. Kinetic demonstration of a carrier for
neutral hexoses.].Biol. Chem. 265, 12380-12387.

MANCINI G. M. S., HAVELAAR A. C., VERHEJEN F. W., 2000.
Lysosomal transport disorders. ]J. Inherit. Metab.
Dis. 23, 278-292.

MARKS M. S., WOODRUFF L., OHNO H., BONIFACINO J. S.,
1996. Protein targeting by tyrosine- and di-leuci-
ne-based signals, evidence for distinct saturable
components. J. Cell Biol. 135, 341-354.

MARTINEZ I., CHAKRABARTI S., HELLEVIK T., MOREHEAD J.,
FowLER K., ANDREWS N. W., 2000. Synaptotagmin
VII regulates CaZ+-dependent exocytosis of lysoso-
mes in fibroblasts. J. Cell Biol. 148, 1141-1149.

NoHL H., GILLE L., 2001. The existence and significance
of redox-cycling ubiquinone in lysosomes. Proto-
plasma 217, 9-14.

Pisont R. L., 1991. Characterization of a phosphate
transport system in human fibroblast lysosomes.
J. Biol. Chem. 266, 979-985.

REDDY A., CALER E. V., ANDREWS N. W., 2001. Plasma
membrane repair is mediated by Ca +-regulm‘ed
exocytosis of lysosomes. Cell 106, 157-169.

SAGNE C., AGULHON C., RAVASSARD P., DARMON M., HAMON
M., EL MESTIKAWY S., GASNIER B., GIROS B., 2001.
Identification and characterization of a lysoso-
mal transporter for small neutral amino acids.
PNAS 98, 7206-7211.

SALVADOR N., AGUADO C., HORST M., KNECHT E., 2000. Imz-
port of a cytosolic protein into lysosomes by cha-
perone-mediated autophagy depends on its fol-
ding state. ]. Biol. Chem. 275, 27447-27450.

SCHOONDERWOERT V. Th. G., MARTENS G. J. M., 2001. Pro-
ton pumping in the secretory pathway. J. Membr.
Biol. 182, 159-169.

STINCHCOMBE J. C., GRIFFITHS G. M., 1999. Regulated se-
cretion from hemopoietic cells. J. Cell Biol. 147,
1-5.

TERLECKY S. R., DICEJ. F., 1993. Polypeptide import and
degradation by isolated lysosomes. J. Biol. Chem.
268, 23490-23495.



184 KATARZYNA ROSZEK i JADWIGA GNIOT-SZULZYCKA

WINCHESTER B. G., 2001. Lysosomal membrane prote- on the lysosomal proton permeability. ]. Membr.
ins. Eur.J. Paediatr. Neurol. 5 (Suppl. A), 207-215. Biol. 175, 53-62.

ZHANG G.J., Liu H. W., YOUNG L., ZHONG Y. G., ZHENG Y.
Z.,2000. Influence of the membrane physical state



