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FIZJOLOGICZNA FUNKCJA BIALEK CDF TRANSPORTUJACYCH KATIONY
METALI U ORGANIZMOW EUKARIOTYCZNYCH

WSTEP

Metale ciezkie stanowia bardzo réznorod-
na grupe pierwiastkéw, charakteryzujacych
sie specyficznymi wlasciwosciami fizykoche-
micznymi i biologicznymi. Kryteria wyod-
rebnienia tej grupy nie sa jednoznaczne i
bazuja glownie na gestosci, masie i liczbie
atomowej oraz toksycznych wlasciwosciach
zaliczanych do niej pierwiastkow (DUFFUS
2002). W biologii, termin ten jest najczesciej
uzywany do okreSlenia pierwiastkow poten-
cjalnie toksycznych dla srodowiska i organi-
zméw zywych (DUFFUS 2002). Obejmuja one
zarowno metale i metaloidy balastowe, nie-
pekligce funkcji biologicznych, takie jak Cd,
Pb, As i Sb, jak i mikroelementy, ktore sg
niezbedne dla prawidlowego funkcjonowania
komoérek organizméw zywych, takie jak Zn,
Mn, Cu, Co, Fe, Mo i Ni (APPENROTH 2010).
Znaczenie biologiczne poszczegélnych mikro-
elementoéw jest bardzo réznorodne i wynika
przede wszystkim z ich wlasciwosci fizyko-
chemicznych, warunkujacych zdolnos¢ do
tworzenia wiazan jonowych i koordynacyj-
nych z grupami aminokwasowymi biatek,
oraz zdolnoSci do oddawania i przyjmowania
elektronow. W zwiazku z tym, funkcjonujq
one jako kofaktory wielu enzyméw komor-
kowych, jako elementy strukturalne biatek
oddziatujacych z DNA, czy elementy przeno-
Snikéw elektroné6w w procesach fotosyntezy
i oddychania, warunkujac prawidlowy prze-
bieg podstawowych i bardziej zlozonych pro-
cesow metabolicznych komoérki.

Chociaz wszystkie mikroelementy sa nie-
zbedne do prawidlowego funkcjonowania

komorek, nadmiar jonow kazdego metalu
ciezkiego w komoérkach powoduje efekty tok-
syczne. Poprzez latwe wiazanie sie do grup
hydroksylowych, karboksylowych, oksymo-
wych, iminowych i tiolowych bialek, metale
zaburzaja aktywnos¢ wielu enzymoéw i biatek
strukturalnych (NIEBOER i RICHARDSON 1980).
Konkurujac z innymi jonami metali o miej-
sce wigzania w transporterach lub metalo-
proteinach, metale w nadmiarze powoduja
niedobory innych metali korzystnych (ASSCHE
i CLUSTERS 1990). Dodatkowo, wtornym
efektem nadmiaru jonow metali aktywnych
w reakcjach oksydoredukcyjnych jest czesto
zaburzenie réwnowagi reaktywnych form tle-
nu w komérkach, powodujace stres oksyda-
cyjny (SCHUTZENDUBEL i POLLE 2002).

Zatem zaréwno nadmiar, jak i niedobor
mikroelementow moze prowadzi¢c do powaz-
nych zaburzen fizjologicznych w komérkach,
skutkujacych zmianami chorobowymi, a na-
wet Smiercia, w zwiazku z czym organizmy
zywe muszg precyzyjnie regulowac poziom
tych pierwiastkow w komoérkach. Wszyst-
kie organizmy wyksztalcily w trakcie ewo-
lucji szereg bardzo réznorodnych mechani-
zméw, zapewniajacych im z jednej strony
ciagle pobieranie jonéw niezbednych meta-
li do komérek, a z drugiej strony, ochrone
przed nadmierna akumulacja tych jonéw w
cytoplazmie. Obejmuja one transport jonéw
metali przez blony komoérkowe, chelatacje
(kompleksowanie) tych jonéw na obszarze
cytoplazmy oraz ich sekwestracje w kompar-
tymentach komoérkowych Iub eksport poza
komorke (CLEMENS 2001). Transport jonow
metali przez blony komoérkowe wspomaga-
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ny jest przez biatka blonowe, ktorych ak-
tywnos¢ decyduje o tolerancji organizmow
zarowno na nadmiar, jak i na niedobor mi-
kroelementéw. Ws$réd nich szczegdlna role
przypisuje sie bialkom z rodziny CDF (ang.
cation diffusion facilitator), ktére uczestniczg
nie tylko w detoksykacji komérek z nadmia-
ru metali, ale takze w dostarczaniu mikro-
elementéow do tych komorek i tkanek, gdzie
sa one niezbedne (MONTANINI i wspotaut.
2007). Biatka CDF zostaly po raz pierwszy
opisane w 1995 r. u bakterii (NIES 1 SI-
LVER 1995) i od tego czasu geny kodujace
homologi tych biatek sa stale identyfikowa-
ne w genomach organizmow nalezacych do
wszystkich trzech domen filogenetycznych:
archebakterii, eubakterii i eukariotow (HA-
NEY i wspotaut. 2005, MONTANINI i wspoélaut.
2007). Liczba tych bialek u organizméw mo-
delowych jest bardzo zroznicowana: jak do-
tad zidentyfikowano 4 transportery CDF u
bakterii Bacillus subtilis, 5 u muszki owoco-
wej (Drosophila melanogaster), 6 u drozdzy
Saccharomyces cerevisiae, 10 u czlowieka i
ryzu (Oryza sativa), modelowej rosliny jed-
noliSciennej, 12 u modelowej rosliny dwu-
lisciennej Arabidopsis thaliana, a 21 u mo-
delowego drzewa, topoli (Populus trichocarpa)
(GUSTIN i wspétaut. 2011). Dotychczasowe
badania nad tymi biatkami jednoznacznie
wskazuja, ze sa to transportery dwuwarto-
Sciowych kationé6w metali ciezkich, o pro-
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mieniu jonowym o dilugosci od 72 do 97 pm
(NIEs 2003, MONTANINI i wspélaut. 2007).
Doktadne poznanie funkcji tych bialek oraz
mechanizméw regulujacych ich aktywnosé,
to aktualny cel badan naukowych prowa-
dzonych zaréwno na organizmach prokario-
tycznych, jak i eukariotycznych. Ich wyniki
pomoga w badaniu molekularnych podstaw
ludzkich chorob wynikajacych z zaburzonej
homeostazy cynku (choroby neurodegenera-
cyjne, niedobér cynku u noworodkéw) oraz
naturalnej tolerancji lub wrazliwosci bakte-
rii, drozdzy i roslin na stres wywolany me-
talami ciezkimi. Stosunkowo duza liczba i
roznorodnos¢ biatek CDF u roslin wyzszych
moze wynikac¢ ze specyficznego trybu zycia
tych organizméw. Rosliny nie maja zdolnosci
przemieszczania sie i unikania stresu zwia-
zanego z nadmiarem lub deficytem metali
ciezkich, w zwiazku z czym wyksztalcenie
roznorodnych funkcjonalnie biatek moze sta-
nowi¢ istotny mechanizm adaptacyjny roslin
do zmiennej dostepnosci tych pierwiastkow.
Badania prowadzone na roslinnych biatkach
CDF maja nierzadko charakter aplikacyjny:
przypuszcza sie, iz pelna charakterystyka
molekularna i funkcjonalna tych biatek be-
dzie w niedalekiej przysztosci shuzy¢é bio-
technologii roslin dla celéw fitoremediacji
(oczyszczania gleb zanieczyszczonych meta-
lami) i biofortyfikacji (wzbogacaniu roslin w
mikroelementy, takie jak Fe i Zn, ktorych
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Ryc. 1. Topologia blonowa bialek z rodziny CDF; (A) biatko z 5 transblonowymi helisami na przykladzie
CsMTPS8; (B) bialko z 6 transblonowymi helisami na przyktadzie AtMTP1; (C) biatko z 14 transblono-
wymi helisami na przyktadzie AtMTP12. Rycine wykonano uzywajac bazy Servier Medical Art (http://

wWww.servier.com).
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niedobory w diecie ludzi i zwierzat prowadzg
do powaznych zaburzen chorobowych) (ETIM
2012, BASHIR i wspotaut. 2013).

Niniejsza praca przegladowa stanowi
podsumowanie najnowszych wynikéw badan
wyjasniajacych strukture, filogeneze i biolo-
giczng role biatek CDF u organizmow euka-
riotycznych oraz szczegélowo omawia funk-
cje tych bialek u roslin.

STRUKTURA 1 FEL]SDF(‘}ENEZA BIALEK

Analizy sekwencji aminokwasowych i
badania krystalograficzne sugeruja, ze zde-
cydowana wigkszos¢ transporterow CDF to
biatka posiadajace cztery do szeSciu trans-
btonowych helis TMH (ang. transmembrane
helix), z koncami aminowym (N) i karbok-
sylowym (C) skierowanymi do cytoplazmy
(WEI 1 FU 2006, MONTANINI i wspoétaut. 2007)
(Ryc. 1). Wyjatek stanowia pojedyncze biatka
tej rodziny zawierajace w swojej strukturze
12 (drozdzowe Msc2), 14 (roslinne MTP12),
a nawet 15 (ludzkie ZnT5) helis transbtono-
wych (L1 I KApLAN 2001, KAMBE i wspoblaut.
2002). Wiekszos¢ bialek CDF posiada region
bogaty w histydyny i/lub seryny, znajdujacy
sie pomiedzy TMH IV i TMH V na koncach
C lub N, ktéry prawdopodobnie dziala jako
domena wiazaca metal od strony cytopla-
zmy (MONTANINI i wspoétaut. 2007) (Ryc. 1).
Najbardziej konserwatywnymi regionami bia-
tek CDF sg transblonowe helisy I, II, V i VI
(HANEY i wspoétaut. 2005). Wsréd nich, heli-
sy II, V i VI zawieraja reszty aminokwasowe,
kluczowe dla funkcji transporterow CDF, w
zwiazku z czym przypisuje sie im role w
formowaniu kanatlu transportujacego katio-
ny metali (MONTANINI i wspoétaut. 2007). W
1997 r. w obrebie jednej z tych konserwa-
tywnych helis, TMH II, wyrozniono domene
sygnaturowa, ktéra miata by¢ charaktery-
styczna dla calej rodziny biatek CDF (PAUL-
SEN I SAIER 1997). Poézniejsze analizy wiek-
szej liczby tych biatek z réznych organizmoéw
wykazaly, ze domena sygnaturowa obejmuje
nie tylko transblonowa helise II, ale réwniez
poczatek transblonowej helisy III oraz pe-
tle cytoplazmatyczna laczaca obydwie helisy
(MONTANINI i wspotaut. 2007) (Ryc. 1). Taka
modyfikacja domeny sygnaturowej umozli-
wita latwiejsza identyfikacje wielu nowych
bialek rodziny CDF u réznych organizmoéw
(MONTANINI i wspétaut. 2007). Eksperymen-
talne badania bakteryjnych, roslinnych i
zwierzecych bialek CDF wyraznie wskazuja,
ze transportery tej rodziny tworzg w blonach
homo-oligomeryczne lub hetero-oligomerycz-
ne kompleksy, ktére transportuja jony meta-
li na drodze antyportu Me?'/H*(K*) z cytopla-
zmy poza komorke lub do kompartymentow

wewnatrzkomorkowych, takich jak wakuola,
aparat Golgiego i siateczka srodplazmatyczna
(BLoss i wspotaut. 2002, GUFFANTI i wspotl-
aut. 2002, MACDIARMID i wspoétaut. 2002,
BLAUDEZ i wspotaut. 2003, WEI i wspotaut.
2004, HANEY i wspétaut. 2005, MONTANINI i
wspoétaut. 2007, RICACHENEVSKY i wspoétaut.
2013, FUJIWARA i wspoélaut. 2015).

Kompleksowe analizy filogenetyczne bia-
lek CDF zidentyfikowanych u roéznych, cza-
sem bardzo odlegtych filogenetycznie organi-
zmow wykazaly, ze wsrod biatek tej rodziny
mozna wyrozni¢ trzy glowne grupy, ktore
roznia sie powinowactwem do transportowa-
nych jonow metali: grupe Zn-CDF, zawie-
rajaca biatka transportujace glownie cynk,
grupe Zn/Fe-CDF, zawierajaca biatka trans-
portujace gléwnie cynk i zelazo oraz grupe
Mn-CDF, zawierajagca biatka transportuja-
ce glownie mangan (MONTANINI i wspotaut.
2007). Co ciekawe, dotychczas scharaktery-
zowane bialka CDF ssakéw transportuja tyl-
ko cynk i mangan, natomiast homologiczne
biatka u bakterii, drozdzy i roslin sa bar-
dziej zréznicowane strukturalnie i funkcjo-
nalnie, gdyz wykazuja zdolnos¢ do transpor-
tu metali ciezkich takich jak cynk, kobalt,
zelazo, kadm, nikiel i mangan (NIES 2003,
MONTANINI i wspoétaut. 2007).

BIALKA CDF U DROZDZY
SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Drozdze Saccharomyces cerevisiae to mo-
delowe organizmy eukariotyczne o najprost-
szej budowie, tanie w hodowli i tatwe do
manipulacji genetycznych, stad badania nad
funkcjg ich genow i biatek, w tym transpor-
terow z rodziny CDF, sg bardzo zaawanso-
wane. Do tej pory u drozdzy zidentyfikowa-
no i scharakteryzowano funkcjonalnie szes¢
bialek CDF. Wedlug klasyfikacji filogenetycz-
nej MONTANINI i wspoétaut. (2007), cztery z
tych biatek: Zrcl, Cotl, Zrgl7 i Msc2, na-
leza do grupy Zn-CDF, natomiast pozostale
dwa biatka: Mmtl i Mmt2, klasyfikuja sie
do grupy Zn/Fe-CDF. Lokalizacje i specy-
ficznos¢ substratowa scharakteryzowanych
bialek przedstawiono na Ryc. 2A. Bialko
Zrcl (ang. zinc resistance conferring) jest
wakuolarnym transporterem cynku, ktory
funkcjonuje na zasadzie antyportu Zn?*/H*
(KaMizoNO i wspoétaut. 1989, MIYABE i wspot-
aut. 2001, MAcDIARMID i wspétaut. 2002).
W warunkach fizjologicznych Zrcl odpowia-
da za akumulacje cynku w wakuoli, tworzac
wewnatrzkomorkowy rezerwuar tego metalu,
z ktorego komoérka moze korzystac w wa-
runkach niedoboru cynku w srodowisku. W
warunkach jego podwyzszonego stezenia w
Srodowisku, katalizowana przez Zrcl aku-
mulacja cynku w wakuoli stanowi glowny
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Ryc. 2. Lokalizacja i specyficznosé substratowa
bialek CDF w komorkach drozdzy Saccharomyces
cerevisiae (A), ssakéw (B) i roslin (C); J — jadro
komoérkowe, CYT - cytoplazma, WAK - wakuola,
AG - aparat Golgiego, ER - siateczka $rodplazma-
tyczna, MT — mitochondrium, CHL - chloroplast.
Rycine wykonano uzywajac bazy Servier Medical
Art (http://www.servier.com).

mechanizm obronny drozdzy przed toksycz-
nym oddzialywaniem tego metalu na ich ko-
morki (MIYABE i wspétaut. 2001, MACDIARMID
i wspétaut. 2003). Homologiczne biatko Cotl
(ang. Cobalt Toxicity), ktérego sekwencja jest
w 60% identyczna z sekwencja biatka Zrcl,
rowniez lokalizuje sie w blonie wakuolarne;j
komoérek drozdzy (Ryc. 2A). W poréwnaniu
z Zrcl, Cotl wykazuje szersza specyficznosé
substratowa, transportujac do wakuoli nie
tylko jony Zn?', ale takze jony Co?" (CONKLIN
i wspotaut. 1992, L1 I KAPLAN 1998), jednak
fizjologiczna funkcja tego biatka wiaze sie

przede wszystkim z odpornoscia drozdzy na
toksyczne stezenia kobaltu w Srodowisku.
Biatko Msc2 (ang. meiotic sister-chromatid
recombination), nalezace do tej samej grupy
transporterow CDF (Zn-CDF), lokalizuje sie
glownie w blonach siateczki Srédplazmatycz-
nej (ER) (Ryc. 2A), cho¢ niewielkie ilosci tego
biatka wykryto réwniez w blonach aparatu
Golgiego (L1 I KAPLAN 2001, ELLIS i wspoétaut.
2004). W przeciwienstwie do biatek Zrcl i
Cotl, zawierajacych w swojej strukturze 6
helis transblonowych, biatko Msc2 tworzy
12 helis transblonowych i aby pelni¢ swoja
funkcje, a wiec transportowac¢ cynk z cyto-
plazmy do siateczki srodplazmatycznej, musi
utworzy¢ kompleks z innym biatkiem CDF,
Zrgl7 (ang. zinc regulated gene) (LI I Ka-
PLAN 2001). Bialko Zrgl7 takze lokalizuje sie
w blonach siateczki srodplazmatycznej (Ryc.
2A), ale tworzy tylko 6 transblonowych helis
(L1 T KAPLAN 2001). AktywnosS¢ tego bialka
podlega regulacji na poziomie transkrypcji w
zaleznosci od stezenia cynku w komorce: ro-
Snie w wypadku niedoboru cynku, a maleje
w wypadku jego nadmiaru, dlatego poziom
Zrgl7 w siateczce determinuje aktywnoscé
catego hetero-oligomeru Msc2-Zrgl7 (ELLIS i
wspolaut. 2005, WU i wspoétaut. 2011). Dwa
ostatnie biatka CDF drozdzy, Mmtl i Mmt2
(ang. Mitochondrial Metal Transporter), ce-
chuja sie bardzo wysokim podobienstwem
sekwencji aminokwasowych. Obydwa loka-
lizuja sie w blonie mitochondrialnej droz-
dzy i odpowiadaja za eksport zelaza z mito-
chondriéw do cytoplazmy komoérek drozdzy,
chroniac mitochondria przed toksycznym
oddziatywaniem zelaza (Ryc. 2A) (L1 i wspoél-
aut. 2014). Jak dotad, sa to pierwsze euka-
riotyczne bialtka CDF, dla ktérych wykazano
udzial w transporcie jonéw zelaza.

BIALKA CDF U SSAKOW

U ssakéw zidentyfikowano 10 bialek
CDF, ktore nazwano ZnT/SLC30A (ang.
zinc transporters/solute-linked carrier 30A).
Pierwszy z tych transporterow, ZnT1, zostal
opisany juz w 1995 r i od tego momentu
trwaja intensywne prace nad okresleniem
funkcji poszczegélnych przedstawicieli tej
grupy biatek (PALMITER I FINDLEY 1995). Do
tej pory scharakteryzowano 9 biatlek ZnT
(ZnT1-ZnT8 i ZnT10) (CousINs i wspolaut.
2006). Wiekszos¢ z nich zaliczana jest do
grupy transporteréw cynkowych (Zn-CDF),
odpowiadajacych za wyplyw cynku z cyto-
plazmy lub sekwestracje tego metalu w or-
ganellach komorkowych oraz pecherzykach
(CousiNs i wspotaut. 2006). Zdecydowa-
na wieckszo$¢ tych transporteréw posiada 6
transblonowych helis z N- i C-koncem bial-
ka po stronie cytoplazmatycznej, charakte-
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rystyczna petle histydynowa (PALMITER I HU-
ANG 2004) oraz tworzy homo-oligomery lub
hetero-oligomery (ISHIHARA i wspotaut. 2006;
KAMBE 2012) transportujace metal na zasa-
dzie antyportu Me?'/H* (COUSINS i wspoétaut.
20006). Geny ZnTl1, ZnT4, ZnT5, ZnT6 i ZnT7
ulegaja ekspresji w calym organizmie nato-
miast produkty genow ZnT2, ZnT3, ZnT8 i
ZnT10 sa tkankowo- i rozwojowo-specyficz-
ne (KAMBE 2012). Ich ekspresja jest dodat-
kowo regulowana na poziomie transkrypcji
i potranskrypcyjnie przez cynk a takze sta-
ny zapalne, liposacharydy, glukoze, hormo-
ny, cytokiny (KAMBE 2012). Gen ZnT2 ulega
ekspresji w tkankach wydzielniczych takich
jak np. gruczoly sutkowe, nerki czy trzust-
ka (HUANG i wspoétaut. 2013). Do ekspres;ji
genu ZnT8 dochodzi w komoérkach a, B i
PP trzustki oraz w pecherzykach tarczycy i
korze nadnerczy (HUANG i wspoélaut. 2013),
natomiast ekspresja genu ZnT10 zachodzi
glownie w mozgu oraz watrobie (QUADRI i
wspotaut. 2012).

Lokalizacja komorkowa ssaczych bia-
lek ZnT jest bardzo zroznicowana (Ryc.
2B). Biatko ZnT1 wystepuje gitownie w blo-
nie komorkowej, gdzie wydziela jony cynku
z cytoplazmy poza komoérke (KAMBE 2012),
jednak wykryto je réowniez w retikulum en-
doplamatycznym  ludzkich  keratynocytow
(LAZARCZYK i wspoélaut. 2008). Ze wzgledu
na zdolnos¢ do wydzielania cynku poza ko-
morki, biologiczna rola ZnT1 polega przede
wszystkim na detoksykacji komoérek z nad-
miaru tego metalu. Funkcja tego bialka jest
szczegblnie istotna w tkankach narazonych
na nagla podwyzszona akumulacje cynku,
takich jak mozg, gdzie stezenie tego meta-
lu wzrasta stosunkowo szybko w stanach
niedokrwienia lub zawalu serca, czy nerki,
zageszczajace cynk podczas filtracji moczu
(CousiNs I MCMAHON 2000, NOLTE i wspol-
aut. 2004). Transporter ZnT2 lokalizuje sie
w lizosomach, w pecherzykach endosomal-
nych oraz w blonie komorkowej i transpor-
tuje cynk do pecherzykow wydzielniczych
komoérek nabtonka (LEE i wspétaut. 2015).
Bialko to jest niezbedne w czasie laktacji,
gdyz transportuje cynk do mleka produko-
wanego przez gruczoly mleczne, wplywa na
prawidlowy sklad mleka (zawartos¢ laktozy,
lipidéw i biatka) oraz warunkuje prawidlowy
rozwo6j i strukture gruczoléw mlecznych (LEE
i wspoétaut. 2015). Biatko ZnT4 zlokalizowa-
no w blonie komorkowej i w pecherzykach
aparatu trans-Golgiego (MCCORMICK I KELLE-
HER 2012). Badania wykazaly, Ze, podobnie
jak ZnT2, ZnT4 pelni kluczowa role w funk-
cjonowaniu gruczoléw mlecznych i produk-
cji wartosciowego mleka u ssakéw. Mutacja
genu kodujacego to biatko u myszy powo-
duje produkcje mleka ,letalnego”, o obnizo-

nej wartosci odzywczej, niewystarczajacej do
wyzywienia potomstwa. Wykazano, ze cynk
dostarczany przez ZnT4 do pecherzykow se-
krecyjnych gruczotow jest wykorzystywany
do aktywacji dwéch enzymoéw: galaktozylo-
transferazy, niezbednej do produkcji lakto-
zy, i anhydrazy weglanowej VI, wydzielanej
bezposrednio do mleka, zapewniajacej utrzy-
manie odpowiedniego pH w przewodzie po-
karmowym noworodkéw (MCCORMICK I KEL-
LEHER 2012). Gen kodujacy biatko ZnT3 ule-
ga ekspresji gtownie w hipokampie i korze
mozgowej oraz w jadrach (SENSI i wspotaut.
2009). Przypuszcza sie, ze produkt bialkowy
tego genu odpowiada za akumulacje cynku
w pecherzykach synaptycznych neuronéw
glutaminergicznych (SENSI i wspétaut. 2009).
Wysoki poziom biatka ZnTS5 wykryto w trzu-
stce. Badania wykazaly, ze bialko to uczest-
niczy w produkcji insuliny poprzez dostar-
czanie do pecherzykow wydzielniczych komo-
rek B trzustki cynku niezbednego do formo-
wania krysztatow insulinowych. Co ciekawe,
ZnTS5, podobnie jak drozdzowe biatko Msc2,
rozni sie strukturalnie od pozostatych biatek
ZnT (posiada az 15 transblonowych helis)
i tworzy hetero-oligomery z biatkiem ZnT6,
ktore réowniez lokalizuje sie w blonach apa-
ratu Golgiego (FUKUNAKA i wspoétaut. 2009).
Kompleks ZnT5-ZnT6 u ssakéw jest praw-
dopodobnie funkcjonalnym odpowiednikiem
kompleksu Msc2-Zrgl7 u drozdzy; obydwa
kompleksy zaopatruja pecherzyki drogi wy-
dzielniczej w cynk niezbedny do funkcjono-
wania obecnych w nich bialek. Podobnie jak
biatka ZnTS5 i ZnT6, biatko ZnT7 takze wy-
stepuje w blonach aparatu Golgiego i odpo-
wiada za transport cynku z cytoplazmy do
wnetrza aparatu (KIRSCHKE I HUANG 2003).
Poza tym, ZnT7 wykryto takze w pecherzy-
kach cytoplazmatycznych innych od tych,
w ktorych zlokalizowano ZnT2, ZnT3, ZnT4,
ZnTS i ZnT6, co sugeruje udzial bialek tej
rodziny w transporcie cynku do réznych
kompartymentow pecherzykowych (KIRSCH-
KE I HuANG 2003). Stosunkowo wysoki po-
ziom tego biatka w komoérkach dwunastnicy
wskazuje na jego istotny udzial w absorp-
cji cynku z przewodu pokarmowego (KIR-
SCHKE 1 HUANG 2003). Podobnie jak ZnTS5,
ZnT8 wystepuje przede wszystkim w gra-
nulkach insulinowych komoérek B-trzustki i
warunkuje prawidlowa produkcje insuliny,
dostarczajac cynk do wnetrza pecherzykow
drogi wydzielniczej (WIJESEKARA i wspotaut.
2010). Ostatnie scharakteryzowane biatko
tej rodziny u ssakéow, ZnT10, lokalizuje sie
we wczesnych endosomach miesni gladkich
uktadu krwionosnego oraz w blonie komor-
kowej, ale rézni sie od pozostalych biatek
ZnT specyficznoscig substratowa — uczestni-
czy w utrzymaniu wewnatrzkomorkowej ho-
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meostazy manganu, a nie cynku (PATRUSHEV
i wspoétaut. 2012, QUADRI i wspoétaut. 2012).
Za odmienna selektywnos¢ tego biatka od-
powiada prawdopodobnie reszta asparaginia-
nu w TMH II, w miejscu ktérej w biatkach
ZnT1-ZnT8 wystepuje reszta histydynowa.
Biatko ZnT9 nie zostalo dotychczas zlokali-
zowane i scharakteryzowane (KOLAJ-ROBIN i
wspotaut. 2015).

BIALKA CDF U ROSLIN

U roslin biatka CDF okreslane sa jako
biatka tolerancji na metale (ang. metal to-
lerance proteins, MTP). W genomie mode-
lowej rosliny Arabidopsis thaliana ziden-
tyfikowano geny kodujace 12 bialek MTP
(AtMTP1-AtMTP12), ktére zaklasyfikowano
do wszystkich 3 gléwnych filogenetycznych
grup transporterow CDF: grupy Zn-CDF za-
wierajacej biatka AtMTP1-5 i AtMTP12, gru-
py Zn/Fe-CDF zawierajacej biatka AtMTP6 i
AtMTP7, i grupy Mn-CDF zawierajacej biat-
ka AtMTP8-AtMTP11 (MONTANINI i wspoétaut.
2007, GUSTIN i wspoéltaut. 2011). Szczegdlowa
analiza filogenetyczna, obejmujaca tylko bial-
ka CDF zidentyfikowane u roslin wyzszych,
paproci, mchow widlakow i glonow wykaza-
ta, ze w obrebie trzech grup glownych moz-
na wydzieli¢ mniejsze grupy filogenetyczne:
G1, G5 i G12 (w grupie Zn-CDF), G6 i G7
(w grupie Zn/Fe-CDF) oraz G8 i G9 (w gru-
pie Mn-CDF), ktorych nomenklatura bazuje
na numeracji bialek MTP A. thaliana, wyste-
pujacych w poszczegolnych grupach (GUSTIN
i wspotaut. 2011). Nie wszystkie biatka CDF
(MTP) u roslin zostaly scharakteryzowane
funkcjonalnie. Do tej pory ustalono funkcje
i lokalizacje o$Smiu z dwunastu roslinnych
homologéw transporterow AtMTP1-AtMTP12
(Ryc. 2C).

GRUPA Zn-CDF

U roslin grupa Zn-CDF obejmuje trzy
grupy biatek zwigzanych z transportem cyn-
ku: grupe 1 (MTP1-MTP4), grupe 5 (MTPS) i
grupe 12 (MTP12). Biatka wystepujace w tej
grupie zawieraja wysoce konserwatywne mo-
tywy, bogate w reszty histydynowe i aspara-
ginianowe w transblonowych helisach II i V
(MONTANINI i wspétaut. 2007).

Grupa 1

Biatka grupy [ to najlepiej dotad po-
znane transportery MTP u roslin. Powstaly
one w wyniku duplikacji genu kodujacego
przodka wspolnego dla calej grupy, ktora
nastagpita przed rozdzieleniem sie roslin jed-
nolisciennych i dwuliSciennych i data po-
czatek przodkom dwoch oddzielnych linii
biatek: MTP1/2/3 i MTP4 (GUSTIN i wspol-
aut. 2011). Jednak w trakcie ewolucji, geny

kodujace biatka MTP4 u roslin jednoliscien-
nych zostaly prawdopodobnie utracone (GU-
STIN i wspotaut. 2011). Kolejne duplikacje
przodka genéw MTP1/2/3, do ktérych do-
szto u niektérych roslin dwuliSciennych,
doprowadzily do powstania najpierw dwoéch
przodkéw genéw MTP1/2 i MTP3, a nastep-
nie do wyrdoznicowania sie trzech odrebnych
genow MTPI1, MTP2 i MTP3 (GUSTIN i wspol-
aut. 2011). Pierwszym scharakteryzowanym
roslinnym biatkiem grupy I byl transporter
MTP1 Arabidopsis thaliana, okreslany na
poczatku jako biatko AtZAT1 (VAN DER ZAAL
i wspotaut. 1999). Jego duze podobienstwo
do wczesniej scharakteryzowanych ssaczych
transporteréow cynku ZnT2, ZnT3 i ZnT4 su-
gerowalo, ze uczestniczy on w transporcie
cynku, co potwierdzono w badaniach eks-
perymentalnych (VAN DER ZAAL i wspotaut.
1999). Postepujace sekwencjonowanie ge-
nomow roslinnych pozwolito zidentyfikowac
geny kodujace homologiczne biatka i usta-
li¢ funkcje tych biatek u gatunkéw takich
jak topola (hybryda Populus trichocarpa x
Populus deltoides), tyton (Nicotiana glauca i
Nicotiana tabacum), ryz (Oriza sativa), ogo6-
rek (Cucumis sativus), jeczmien (Hordeum
vulgare) oraz hiperakumulatorow Thlaspi
goesingense i Arabidopsis halleri. Wszystkie
dotychczasowe badania wskazuja, ze bialka
MTP1 pelnig podobng funkcje u réznych ga-
tunkow roslin. Charakterystyczne cechy ich
budowy to: 6 helis transblonowych, dome-
na bogata w histydyny zlokalizowana mie-
dzy helisami IV i V, a takze motyw zamka
leucynowego, ktory jest niezbedny do aktyw-
nosci transportowej tych bialek (BLAUDEZ i
wspotaut. 2003, SHINGU i wspélaut. 2005,
KAWACHI i wspotaut. 2008, YUAN i wspotaut.
2012, MENGUER i wspoétaut. 2013, FUJIWARA
i wspotaut. 2015). Ich wspodlna cecha jest
takze zdolnos¢ do homo-oligomeryzacji, w
ktorej uczestnicza mostki siarczkowe reszt
cysteinowych budujacych biatka (BLoss i
wspotaut. 2002, BLAUDEZ i wspotaut. 2003,
MIGOCKA i wspotaut. 2014a).

Niemal wszystkie scharakteryzowane do-
tad biatka MTP1 lokalizuja sie w blonie wa-
kuolarnej (PERSANS i wspétaut. 2001, BLAU-
DEZ i wspoétaut. 2003, DRAGER i wspolaut.
2004, KOBAE i wspoélaut. 2004, DESBROS-
SES-FONROUGE i wspoétaut. 2005, SHINGU i
wspotaut. 2005, KAWACHI i wspotaut. 2008,
SHAHZAD i wspétaut. 2010, PODAR i wspotaut.
2012, MENGUER i wspoélaut. 2013, MIGOCKA
i wspotaut. 2014a). Wyjatek stanowi biatko
TgMTP1, ktore w heterologicznych systemach
ekspresyjnych lokalizuje sie zaréwno w btlo-
nie komorkowej (w protoplastach A. thaliana
i w drozdzach), jak i w blonie wakuolarne;j
(w roslinach A. thaliana) (KM i wspoélaut.
2004, GUSTIN i wspdlaut. 2009). Badania z
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wykorzystaniem drozdzy jako heterologicz-
nych systemoéw ekspresji genoéw biatlek MTP1
wykazaly, ze transport jonow metali z ich
udzialem odbywa sie¢ na zasadzie antyportu
Me?"/H* (BLAUDEZ i wspotaut. 2003, SHINGU
i wspotaut. 2005, KAWACHI i wspoétaut. 2008,
MIGOCKA i wspotaut. 2014a). Gradient proto-
now, wykorzystywany jako zrodlo energii dla
tego transportu, generowany jest przez wa-
kuolarna pompe protonowg V-ATPaze (BLAU-
DEZ i wspétaut. 2003, SHINGU i wspélaut.
2005, KAWACHI i wspotaut. 2008, MIGOCKA i
wspoélaut. 2014a). Przypuszcza sie, ze w ko-
morkach roslinnych zrodlem sily protonomo-
torycznej dla bialek MTP1 moze by¢ rowniez
wakuolarna pirofosfataza (KAWACHI i wspol-
aut. 2008).

Mimo duzego podobienstwa sekwencji
bialek MTP1 u roéznych roslin, ich specy-
ficznos¢ substratowa jest dosy¢é zroznico-
wana. Bialka Arabidopsis (AtMTP1) i topo-
li (PtdMTP1l) sa wysoce specyficzne wobec
cynku, natomiast biatka innych roslin wy-
kazuja szersza specyficznos¢ i transportuja
rozne metale, takie jak: cynk, nikiel, kadm
czy kobalt (BLAUDEZ i wspoétaut. 2003, Ko-
BAE i wspolaut. 2004, PODAR i wspolaut.
2012). Badania kinetyki transportu jonow
metali przez bialka MTP1 sugeruja, ze sa
to transportery o niskim powinowactwie
do substratu, funkcjonujace w warunkach
znacznie podwyzszonych stezen metali w ko-
morce, charakterystycznych dla warunkéow
stresowych (KAWACHI i wspoétaut. 2008). Po-
winowactwo i specyficzno§é¢ biatek MTP1 do
metali sg w duzym stopniu determinowane
przez petle histydynowa zlokalizowana mie-
dzy helisami IV i V. Usuniecie glownego frag-
mentu tej petli z biatka AtMTP1 powoduje
bowiem 2-krotny wzrost K_ bialka dla cyn-
ku i 12-krotny wzrost szybkosci transportu
metalu przez to biatko (KAWACHI i wspélaut.
2008). Drozdze z ekspresja genu kodujacego
zmodyfikowane biatko cechuja sie hiperto-
lerancja na Zn i tolerancja na Co (KAWACHI
i wspotaut. 2008). Sugeruje sie, ze region
bogaty w reszty histydynowe moze tworzyc
swoistg ,kieszen buforujaca”, wiazaca cy-
toplazmatyczne jony cynku, ktora ,wysyca”
dopiero jego podwyzszone stezenie w komor-
ce (KAWACHI i wspotaut. 2008). ,Wysycenie”
petli histydynowej jonami cynku prawdo-
podobnie aktywuje ich transport przez blo-
ne wakuolarna (KAWACHI i wspoélaut. 2008).
Catkowita delecja petli histydynowej powo-
duje dysfunkcje biatka AtMTP1, a wymia-
na petli miedzy biatkami AtMTP1 i HvMTP1
(zdolnego do transportu zaréwno cynku jak
i kobaltu) powoduje wymiane specyficznosci
substratowych miedzy nimi, co ostatecznie
potwierdza jej funkcje w transporcie jonow
metali i determinacji specyficznosci sub-

stratowej bialek MTP1 (KAWACHI i wspoétaut.
2008, PODAR i wspoétaut. 2012). Oprocz pe-
tli histydynowej, specyficznos¢ substratowa
biatek MTP1 determinuja takze konserwa-
tywne aminokwasy helis transblonowych II
i V, ktére tworza por dla jonu transporto-
wanego przez blone, oraz aminokwasy kon-
cowych domen cytozolowych (CTD) (KAWACHI
i wspotaut. 2012). Kluczowym elementem
dla funkcji tych bialek jest réwniez ostatnia
reszta leucynowa z motywu zamka leucyno-
wego (KAWACHI i wspotaut. 2012).
Wyjatkowo cennych informacji dostarczy-
ly badania nad biatkami MTP1 u hiperaku-
mulatorow metali ciezkich Thlaspi goesin-
gense i Arabidopsis halleri, dowodzace klu-
czowej ich funkcji w determinacji fenotypu
zwiekszonej tolerancji hiperakumulatoréw na
cynk i kadm. Transkrypcja genéw MTP1 u
roslin niebedacych hiperakumulatorami jest
utrzymywana na wzglednie stalym pozio-
mie, bez wzgledu na wzrastajace stezenie
cynku w Srodowisku (VAN DER ZAAL i wspol-
aut. 1999, BLAUDEZ i wspélaut. 2003, Ko-
BAE i wspoétaut. 2004, DESBROSSES-FONROUGE
i wspoélaut. 2005, SHINGU i wspoélaut. 2005,
PODAR i wspolaut. 2012, MIGOCKA i wspol-
aut. 2014a). Thlaspi goesingense ma tylko
jedna kopie genu MTPI1, ale jego ekspresja
jest bardzo wysoka i prowadzi do powsta-
nia dwéch alternatywnych transkryptow:
TgMTPIt1, kodujacego biatko transportujace
jony Cd?*, Co* i Zn*, oraz TgMTPIt2, kodu-
jacego biatko transportujace jony Ni** (PER-
SANS i wspotaut. 2001). Arabidopsis halleri
ma az pie¢ paralogow bialka MTP1 (Al, A2,
B, C, D), ktore réznig sie¢ nieznacznie kil-
koma aminokwasami w obrebie N-koncowe;j
domeny cytoplazmatycznej oraz petli boga-
tej w histydyny (SHAHZAD i wspoétaut. 2010).
Wszystkie paralogi wykazuja zdolnos¢ do
transportu cynku, ale wydajnos¢ tego trans-
portu jest zroznicowana. Najbardziej wydajne
sa paralogi Al i A2, wysoce homologiczne
do AtMTP1; najmniejsza wydajnos¢ wykazu-
je paralog B, natomiast paralogi C i D ce-
chuja sie posrednia wydajnoscig transpor-
tu (SHAHzZAD i wspoétaut. 2010). Zwiekszona
ilos¢ transkryptow bialek MTP1 u hypera-
kumulatorow, a w konsekwencji zwiekszo-
na ilos¢ biatek MTP1 w blonach wakuolar-
nych ich komorek pozwala tym roslinom na
zwiekszona akumulacje cynku w wakuolach
i zwieksza ich tolerancje na ten metal. Ara-
bidopsis halleri moze zakumulowaé¢ nawet
do stu razy wiecej cynku w liSciach niz Ara-
bidopsis thaliana (DRAGER i wspolaut. 2004,
GUSTIN i wspoltaut. 2009, SHAHZAD i wspol-
aut. 2010). Zmiany w regulacji transkrypcji
genéow MTP1 i duplikacje tych genéw przy-
czynily sie zatem do adaptacji roslin Thlaspi
goesingense i Arabidopsis halleri do zycia w
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Srodowiskach zanieczyszczonych metalami lub potranslacyjnym (MIGOCKA i wspoétaut.
ciezkimi. 2014a).

Oprocz MTP1, w grupie 1 bialek Zn-
-CDF scharakteryzowano takze biatka MTP3
(AtMTP3) i MTP4 (CsMTP4). AtMTP3 struk-
turalnie bardzo przypomina biatko AtMTP1:
ma 6 transblonowych helis, konce amino-
wy i karboksylowy po stronie cytoplazmy
oraz petle bogata w histydyny. Najwickszg
ilo§¢ transkryptu genu AtMTP3 wykryto w
korzeniach, ktére prawdopodobnie sa glow-
nym miejscem ekspresji tego genu (ARRI-
VAULT i wspotaut. 2006). Poziom transkryp-
tu genu zwieksza sie istotnie w odpowiedzi
na podwyzszone stezenie manganu, cynku
i kobaltu oraz niedobér zelaza w Srodowi-
sku (ARRIVAULT i wspoélaut. 2006). Badania
z wykorzystaniem drozdzy wykazaly jednak,
ze AtMTP3 transportuje tylko jony cynku i
kobaltu (ARRIVAULT i wspoétaut. 2006). Po-
dobnie jak AtMTP1, AtMTP3 lokalizuje sie
w blonie wakuolarnej komoérek A. thaliana
(ARRIVAULT i wspétaut. 2006). Kontrolowana
sekwestracja cynku w wakuolach epidermy i
skorki korzenia z udzialem AtMTP3 prawdo-
podobnie stanowi element regulacji dalekiego
transportu tego metalu z korzeni do pedow
Arabidopsis thaliana.

Jedyne scharakteryzowane biatko typu
MTP4 pochodzi z ogérka. Gen kodujacy to
bialko ulega ekspresji we wszystkich or-
ganach wegetatywnych oraz w okwiatach i
owocach, ale nie w shupku czy precikach
(MiGockAa i wspoélaut 2014a). Pod wielo-
ma wzgledami bialko CsMTP4 przypomina
biatka MTP1, w tym biatko CsMTP1 ogor-
ka: ma podobna topologie i sklad amino-
kwasowy, lokalizuje sie w blonie waku-
olarnej i transportuje jony cynku i kadmu
(MIGOCKA i wspétaut. 2014a). Podobnie jak
biatka MTP1, biatko MTP4 wystepuje w po-
staci homo-oligomeréw w blonie, powsta-
jacych prawdopodobnie w wyniku tworze-
nia mostkow dwusiarczkowych (MIGOCKA i
wspotaut. 2014a). Obydwa biatka roznia sie
jednak znacznie liczba reszt histydynowych
w konserwatywnej petli histydynowej: pe-
tla CsMTP4 zawiera prawie dwa razy mniej
reszt histydynowych niz petla CsMTP1 (Mi-
GOCKA i wspélaut. 2014a). Zredukowana za-
wartos¢ reszt histydynowych jest prawdopo-
dobnie przyczyna tego, ze biatko CsMTP4
wykazuje czterokrotnie nizsze powinowac-
two do cynku niz bialko CsMTP1l. Co cie-
kawe, mimo iz poziom transkryptu genu
CsMTP4 nie zwieksza sie w warunkach
podwyzszonego stezenia cynku, w tych sa-
mych warunkach tonoplastowy poziom bial-
ka CsMTP4 wzrasta wielokrotnie (MIGOCKA
i wspoétaut. 2014a). Wydaje sie zatem, ze
aktywnos¢ CsMTP4 moze by¢ regulowana
przez cynk na poziomie potranskrypcyjnym

Grupy 5 i 12

Grupy S5 i 12 zawieraja odpowiednio,
biatka MTP5 i MTP12, ktére pochodza od
wspolnego przodka i wystepuja w pojedyn-
czych kopiach u organizmow prokariotycz-
nych i eukariotycznych (GUSTIN i wspotaut.
2011). O ile biatka MTPS przypominaja swo-
ja budowa wiekszos¢ transporterow CDF,
biatlka MTP12 znacznie sie od nich roz-
nia. Bialtko AtMTP12 A. thaliana ma az 14
transbtonowych helis i jest okoto dwukrot-
nie wieksze od biatek MTP1-MTP4 czy MTPS
(FugiwarRA i wspotaut. 2015). Podobnie jak
bialka grupy 1, biatka MTP12 maja jednak
petle bogata w reszty histydynowe miedzy
TMH XII i TMH XIII oraz te same konser-
watywne reszty aminokwasowe w TMH X i
TMH XIII (FUJIWARA i wspotaut. 2015). W
przeciwienstwie do bialek grupy 1, biatka
AtMTPS i AtMTP12 lokalizuja sie w blonach
aparatu Golgiego, gdzie tworza hetero-di-
meryczny kompleks (FUJIWARA i1 wspotaut.
2015). Poziom biatka AtMTP12 w komérkach
A. thaliana jest utrzymywany na stalym po-
ziomie, niezaleznie od stezenia cynku w §ro-
dowisku (FUJIWARA i wspoétaut. 2015). Kom-
pleks AtMTPS-AtMTP12 nie komplementuje
fenotypu nadwrazliwosci drozdzy na cynk,
ale komplementuje fenotyp nadwrazliwosci
drozdzy na niedobor tego metalu w podlozu
(FuJIwARA i wspoétaut. 2015). Wydaje sie za-
tem, ze kompleks AtMTPS-AtMTP12 uczest-
niczy raczej w dostarczaniu jonéow cynku do
Swiatla cystern (gdzie metal jest niezbedny
do aktywnosci i syntezy enzymow zaleznych
od cynku), niz w detoksykacji komorek 2z
nadmiaru tego metalu (FUJIWARA i wspoétaut.
2015).

GRUPA Zn/Fe-CDF

Roslinne biatka grupy Zn/Fe-CDF nale-
zg do dwoch grup bialek: grupy 6 (MTP6) i
grupy 7 (MTP7) (GUSTIN i wspétaut. 2011).
Ich specyficznos¢ substratowa przewidywana
jest tylko na podstawie badan przeprowa-
dzonych na homologicznych biatkach droz-
dzowych (Mmtl i Mmt2) (LANGE i wspoélaut.
1999, LI i wspoélaut. 2014) i bakteryjnych
(EcFieF, WmFieF) (WEI i wspétaut. 2004,
WEI I Fu 2005, Lu I Fu 2007, COUDRAY i
wspotaut. 2013), bowiem biatka roslinne nie
byly dotad charakteryzowane funkcjonalnie.
W transbtonowych helisach II i V tych bia-
lek wystepuja wysoce konserwatywne moty-
wy bogate w reszty histydynowe i asparagi-
nianowe (w grupie 6), histydynowe i walino-
we (TMH II) lub walinowe i asparaginianowe
(TMH V) (w grupie 7) (MONTANINI i wspolaut.
2007). Charakterystyczna cecha opisanych



Fizjologiczna funkcja biatek CDF

359

dotad bialek Zn/Fe-CDF jest ich zdolnos¢
do transportu jonéw zelaza (GRASS i wspol-
aut. 2005). Oprocz zelaza, ich substratami
moga by¢ takze jony cynku, kobaltu, kad-
mu czy niklu (MONTANINI i wspétaut. 2007).
Zadne z dotad badanych biatek Zn/Fe-CDF
nie wykazywalo zdolnosci do transportu jo-
noéw manganu (MONTANINI i wspoétaut. 2007).
Podobnie jak geny kodujace biatka z grup
5 i 12, geny bialek grup 6 i 7 wystepuja
w genomie w postaci jednej kopii (GUSTIN i
wspoétaut. 2011).

GRUPA Mn-CDF

Do grupy bialek Mn-CDF naleza biatka
grup 8 i 9 pochodzace od wspdlnego przod-
ka, ktorego gen ulegt duplikacji, a nastepnie
réznicowaniu prawdopodobnie przed lub w
czasie wychodzenia roslin na lad (GUSTIN i
wspoélaut. 2011). Kolejne duplikacje w obre-
bie genow biatek grupy 9, do ktérych doszto
przed rozdzieleniem sie roslin jednoliScien-
nych od dwuliSciennych, doprowadzily do
powstania genéw kodujacych biatka MTP9,
MTP10 i MTP11 (GUSTIN i wspétaut. 2011).
Scharakteryzowane dotad roslinne bialtka
Mn-CDF to wysoce specyficzne transporte-
ry manganu o masie ok. 45 kDa, tworzace
4 lub S transblonowych helis i wystepuja-
ce w blonie w postaci homo-dimeréw (DEL-
HAIZE i wspoétaut. 2003, CHEN i wspoélaut.
2013, MIGOCKA i wspolaut. 2014, PEDAS i
wspolaut. 2014, EROGLU i wspotaut. 2015).
Wyjatek stanowi biatko MTP9 ogoérka zdolne
do transportu jonéw Mn?" i Cd?* (MIGOCKA i
wspotaut. 2015). W transblonowych helisach
II i V tych biatek wystepuja wysoce konser-
watywne motywy DxxxD (x-dowolny amino-
kwas) (MONTANINI i wspotaut. 2007).

Grupa 8
Biatka MTP8 scharakteryzowano u roz-

nych gatunkoéw roslin: hyperakumulatora
manganu Stylosanthes hamata (ShMTPS),
ryzu (OsMTP8.1), ogorka (CsMTPS8), jecz-

mienia (HVMTP8.1, HVMTP8.2) i A. thaliana
(AtMTPS8) (DELHAIZE i wspétaut. 2003, CHEN i
wspoétaut. 2013, MIGOCKA i wspotaut. 2014b,
PEDAS i wspétaut. 2014, EROGLU i wspélaut.
2015). Wiekszos¢ z nich lokalizuje sie w
blonie wakuolarnej i odpowiada za transport
jonéw manganu do wakuoli na drodze anty-
portu Mn?'/H* (DELHAIZE i wspoétaut. 2003,
CHEN i wspétaut. 2013, MIGOCKA i wspélaut.
2014b, PEDAS i wspoétaut. 2014, EROGLU i
wspolaut. 2015). Wyjatek stanowia bialka
HvMTP8.1 i HvMTPS8.2, ktore lokalizuja sie
w blonach aparatu Golgiego i odpowiada-
ja za sekwestracje jonéw metalu w cyster-
nach aparatu (PEDAS i wspoétaut. 2014). K _
dla transportu jonow manganu przez biatko
ogorka CsMTP8 wynosi w przyblizeniu 2,5

uM, co sugeruje ze biatka MTP8 wykazuja
niskie powinowactwo do jonéw tego metalu i
sg aktywowane w warunkach podwyzszone-
go stezenia jonow Mn?" w komoérce (MIGOCKA
i wspoélaut. 2014b). Poziom biatek MTP8 u
ogorka i ryzu, roslin, ktore nie sa hiperaku-
mulatorami Mn, zwieksza sie znacznie w wa-
runkach podwyzszonych stezen tego metalu
w S§rodowisku (CHEN i wspolaut. 2013, MiI-
GOCKA i wspoétaut. 2014b), natomiast poziom
biatka MTP8 u hiperakumulatora Mn S.ha-
mata jest konstytutywnie bardzo wysoki, na
skutek zwielokrotnienia kopii genow koduja-
cych to biatko (DELHAIZE i wspoélaut. 2003,
PEITER i wspoétaut. 2007). Wydaje sie zatem,
ze wakuolarne bialka MTP8 odpowiadaja za
detoksykacje komoérek roslinnych z nadmia-
ru manganu poprzez zwiekszong sekwestra-
cje metalu w wakuoli w warunkach stresu
Mn w Srodowisku, i ze warunkuja fenotyp
zwiekszonej akumulacji i tolerancji na Mn
u S.hamata. Biatka MTP8 aparatu Golgiego
komoérek jeczmienia (HVMTP8.1 i HVMTPS8.2)
sa pozytywnie regulowane w odpowiedzi na
nadmiar Mn tylko w korzeniach (PEDAS i
wspotaut. 2014). W lisciach, ekspresja ge-
now kodujacych te biatka zmniejsza sie
znacznie w warunkach zwigckszonego steze-
nia manganu w Srodowisku (PEDAS i wspo6t-
aut. 2014). Przypuszcza sie, ze w liSciach
biatka MTP8 aparatu Golgiego odpowiada-
ja raczej za zaopatrzenie cystern aparatu
w mangan, niz za detoksykacje komorek z
jego nadmiaru (PEDAS i wspoétaut. 2014). W
korzeniach, biatka te moga uczestniczy¢ w
usuwaniu nadmiaru manganu z komorek na
drodze egzocytozy, z udzialem pecherzykow
drogi sekrecyjnej (PEDAS i wspotaut. 2014).
Ekspresje genu kodujacego biatko AtMTPS8
badano w warunkach nadmiaru manganu
i niedoboru zelaza, poniewaz pobieranie i
akumulacja manganu jest SciSle zalezna od
poziomu zelaza w srodowisku: zelazo wplywa
negatywnie na pobieranie Mn ze Srodowiska
i jego transport w obrebie rosliny (GEORGE
i wspotaut. 2011). Poziom transkryptu genu
AtMTP8 wzrasta zar6wno w obecnosci nad-
miaru Mn, jak i w warunkach deficytu Fe
w podlozu, co potwierdzito negatywny wplyw
Fe na pobieranie i akumulacje Mn w tkan-
kach roslin (EROGLU i wspoétaut. 2015). W
warunkach deficytu Fe w $rodowisku eks-
presja genu AtMTPS8 jest ograniczona do ze-
wnetrznych warstw korzeni: epidermy, wlo-
Snikéw i skorki (EROGLU i wspélaut. 2015).
W tych samych warunkach indukowane sa
geny odpowiadajace za pobieranie zelaza do
komorki: gen reduktazy FRO2 i gen czynni-
ka transkrypcyjnego FIT (EROGLU i wspétaut.
2015). Przypuszcza sie, ze czynnik trans-
krypcyjny FIT stymuluje ekspresje genu
AtMTP8 w warunkach deficytu zelaza, aby
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zwiekszy¢ sekwestracje nadmiaru manganu
w wakuolach komoérek korzeni i tym samym
umozliwi¢ komorkom zwiekszone pobieranie
jonow zelaza z podloza (EROGLU i wspoétaut.
2015).

Grupa 9

W zaleznosci od gatunku roslin, grupa 9
sktada sie z roznej liczby bialek. W genomie
A. thaliana zidentyfikowano geny kodujace
trzy biatka tej grupy: AtMTP9, AtMTP10 i
AtMTP11, natomiast w genomie ogorka wy-
stepuja tylko geny biatek MTP9 i MTP11
(MicockA i wspotaut. 2015). Biatka MTP9
scharakteryzowano u ogorka (CsMTP9) i ryzu
(OsMTP9). Badania z wykorzystaniem droz-
dzy i transformowanych roslin potwierdzi-
ty, ze obydwa biatka transportuja jony Mn
(MiGOCKA i wspoétaut. 2015, UENO i wspol-
aut. 2015). Co ciekawe, CsMTP9 wykazuje
takze zdolnos¢ do transportu jonow kadmu
(MIGOCKA i wspoétaut. 2015). Analizy immu-
nocytochemiczne lokalizacji bialek MTP9 w
korzeniach wykazaly, ze wystepuja one w
zewnetrznej blonie komoérek endodermy i
epidermy (MIGOCKA i wspoélaut. 2015, UENO
i wspolaut. 2015) i lokalizuja sie w blonie
komoérkowej w sposob spolaryzowany: znaj-
duja sie tylko w tej czesci blony, ktora bez-
posrednio przylega do migkiszu (w epider-
mie) lub perycyklu (w endodermie) (MIGOCKA
i wspoélaut. 2015, UENO i wspoélaut. 2015).
Spolaryzowana lokalizacja biatek MTP9 w
korzeniach determinuje polarny transport
metali z podloza do walca osiowego korze-
ni. Gen CsMTP9 ulega ekspresji jedynie w
korzeniach ogoérka, a poziom transkryptu
tego genu i kodowanego przez niego biatka
jest znacznie stymulowany w odpowiedzi na
Cd i nadmiar Mn w S$rodowisku (MIGOCKA
i wspotaut. 2015). Stale K_ dla transpor-
tu jonéw manganu i kadmu przez CsMTP9
wynosza odpowiednio, 10 uyM i 2,5 uM, co
sugeruje niskie powinowactwo biatka do
transportowanych metali i wskazuje na jego
udzial w procesach detoksykacji komorek z
nadmiaru Mn (MIGOCKA i wspétaut. 2015).
Poniewaz paralogiczny transporter Mn u
ogorka, CsMTP8, wykazuje 4-krotnie wieksze
powinowactwo do jonéw tego metalu, wydaje
sie, ze detoksykacja komoérek korzeni z nad-
miaru Mn polega w pierwszej kolejnosci na
sekwestracji metalu w wakuoli, a dopiero w
drugiej na usuwaniu metalu poza komoérke
(MIGOCKA i wspoélaut. 2014b, 2015).

Biatko MTP10 scharakteryzowano u bu-
raka Beta vulgaris (BvMTP10) (ERBASOL i
wspotaut. 2013). Jest to transporter wysoce
specyficzny wobec manganu, ktéry lokalizuje
sie w blonach aparatu Golgiego (ERBASOL i
wspoétaut. 2013). Ekspresja genu kodujacego
to bialko zwieksza sie znacznie w korzeniach

i lisSciach w odpowiedzi na nadmiar man-
ganu w Srodowisku (ERBASOL i wspoétaut.
2013). Sugeruje sie zatem, ze podobnie jak
HvMTP8.1 i HvMTP8.2, BvMTP10 uczestni-
czy w akumulacji manganu w cysternach
aparatu Golgiego i poOzniejszej sekrecji tego
metalu na zewnatrz komorek na drodze
egzocytozy z udzialem pecherzykow szlaku
sekrecyjnego (ERBASOL i wspotaut. 2013).

Biatka MTP11 scharakteryzowano u
A. thaliana, topoli (P. trichocarpa) i buraka
(Beta wvulgaris). Sa to biatka wysoce spe-
cyficzne dla manganu, ktore podobnie jak
biatka MTP10 lokalizuja sie w blonach apa-
ratu Golgiego (dokladnie w sieci trans), gdzie
odpowiadaja za akumulacje metalu w lumen
pecherzykow sekrecyjnych i wydalanie meta-
lu poza komoérke na drodze egzocytozy (PE-
ITER i wspétaut. 2007, ERBASOL i wspélaut.
2013). Potwierdzeniem roli tych bialek w
usuwaniu jonéw Mn z komorek, jest zmniej-
szona akumulacja manganu w drozdzach z
ekspresja AtMTP11 i BuMTP11 oraz lokaliza-
cja bialka AtMTP11 w organach zwiazanych
z sekrecja, takich jak hydatody, a nie w ko-
morkach endodermalnych czy trichomach,
ktore uczestnicza w akumulacji metali (PE-
ITER i wspoétaut. 2007, ERBASOL i wspoétaut.
2013).

PODSUMOWANIE

Dotychczasowe badania nad  biatka-
mi CDF u drozdzy, ssakow (ZnT) i roslin
(MTP) wykazaly, ze warunkuja one utrzy-
manie wewnatrzkomérkowej homeostazy jo-
now metali ciezkich, niezbednej dla prawi-
dlowego funkcjonowania i rozwoju organi-
zmoéw eukariotycznych. Sa to biatka blonowe
o zroznicowanej strukturze i specyficznosci
substratowej: maja od pieciu do pietnastu
domen transblonowych i transportuja dwu-
wartosciowe kationy metali o podobnych
wlasciwosciach fizyko-chemicznych 1 zbli-
zonym promieniu jonowym, takie jak: Zn?",
Mn?", Co%*, Fe?", Ni** czy Cd?. Ze wzgledu
na swoja lokalizacje subkomorkowa, biatka
CDF pelnia kluczowa role zaréwno w pro-
cesach detoksykacji komérek z metali ciez-
kich, transportujac ich nadmiar do waku-
oli, do pecherzykow drogi sekrecyjnej i do
przestrzeni zewnatrzkomorkowej, jak i w za-
opatrywaniu takich organelli jak siateczka
Srodplazmatyczna (ER) czy aparat Golgiego
w mikroelementy niezbedne do prawidlowe;j
obrobki i funkcjonowania obecnych w nich
biatek. Determinuja one zatem zaréwno to-
lerancje organizméw na metale ciezkie, jak
i odpowiednie zaopatrzenie komorek w me-
tale korzystne. Zlozone analizy filogenetycz-
ne transporterow tej rodziny wykazaly, ze
tworza one trzy grupy glowne, cechujace
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sie najwyzszym powinowactwem do cynku
(grupa Zn-CDF), cynku i zelaza (grupa Zn/
Fe-CDF) lub manganu (Mn-CDF), jednak
do tej pory specyficznos¢ i funkcja fizjolo-
giczna bialek CDF u wiekszosci organizmow
nie zostaly potwierdzone w badaniach eks-
perymentalnych. Co wiecej, poniewaz do tej
pory nie scharakteryzowano funkcjonalnie
ani roslinnych ani ssaczych bialek z grupy
Zn/Fe-CDF, nie ma zadnych dowodéw na
to, ze transportuja one cynk i zelazo. Bra-
kuje takze danych wyjasniajacych mecha-
nizmy regulacji aktywnosci biatek CDF w
komorkach eukariotycznych. Defekty funkcji
tych transporterow prowadza do zaburzen
chorobowych u ludzi, zwierzat i roslin, wy-
nikajacych z nieprawidlowej dystrybucji me-
tali w komorkach i tkankach. Zatem pelna
charakterystyka molekularna rodziny bialek
CDF, polaczona z okresleniem mechanizméw
regulujacych ich aktywnos¢ i interakcje z
innymi biatkami, jest niezbedna dla zrozu-
mienia proceséw molekularnych lezacych u
podstaw stanéw patologicznych wywotanych
nadmiarem i deficytem metali ciezkich oraz
wrazliwosci i1 tolerancji organizméw na te
stresy. Stosunkowo duza liczba bialek CDF
o zroznicowanej lokalizacji i specyficznosci
substratowej u roslin wskazuje na szczego6l-
ne zdolnosci adaptacyjne roslin do zmiennej
dostepnosci jonéw metali w Srodowisku i
pozwala sadzi¢, ze niektére z tych bialek, po
dokladnej analizie funkcjonalnej i moleku-
larnej, mozna w przyszlosci wykorzysta¢ w
biotechnologii roslin dla celéw fitoremediacji
i biofortyfikacji.

Streszczenie

Metale ciezkie, to naturalnie wystepujace metale,
potmetale i metaloidy, wsrod ktérych znajduja sie mi-
kroelementy niezbedne dla prawidlowego funkcjonowa-
nia organizméw oraz pierwiastki balastowe, ktore nie
pelnia zadnych funkcji biologicznych. W toku ewolucji
organizmy zywe wyksztalcily szereg mechanizmoéw ko-
morkowych odpowiedzialnych za pobieranie i usuwanie
nadmiaru tych pierwiastkéw ze swoich komorek. Istotna
role w tych procesach pelnia biatka z rodziny CDF (z
ang. Cation Diffusion Facilitator). Odpowiadaja one za-
rowno za dostarczanie kluczowych mikroelementéw Zn
i Fe do wnetrza komoérek i organelli takich jak aparat
Golgiego i endosomy, jak i za aktywne wydzielanie nad-
miaru réznych metali ciezkich z cytoplazmy do wakuoli
lub do przestrzeni zewnatrzkomorkowej. W ostatnich
latach biologiczna rola bialek CDF w komorkach euka-
riotycznych zostata znacznie przyblizona dzieki inten-
sywnym badaniom prowadzonym na drozdzach Saccha-
romyces cerevisiae, ssakach i roslinach. Niniejsza praca
prezentuje najbardziej aktualna wiedze o lokalizacji ko-
morkowej i funkcji eukariotycznych transporterow CDF.
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PHYSIOLOGICAL FUNCTION OF THE CDF PROTEINS IN EUKARYOTIC ORGANISMS

Summary

Heavy metals are naturally occurring metals, semi-metals and metalloids, including the microelements essential
for the proper function of living cells, as well as the non-essential elements having no established biological func-
tions. Organisms have evolved multiple mechanisms to maintain heavy metal homeostasis within their cells. The
family of CDF (Cation Diffusion Facilitator) proteins has been shown to play a crucial role in these processes. Mem-
bers of CDF contribute to the delivery of micronutrients, such as Fe or Zn, into the cells and cellular organelles,
such as Golgi compartment and endosomes, as well as to the efflux of a variety of heavy metals into the vacuole
or extracellular space. Recently, the biological role of CDF proteins in eukaryotic cells has been greatly clarified by
extensive research on the yeast Saccharomyces cerevisiae, mammals and plants. This work presents the current
knowledge about the cellular localization and function of eukaryotic CDF transporters.
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