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Streszczenie: W tym artykule opisano wybrane biatka Rab z o$miu ich podrodzin (Rab1, Rab3, Rab4,
Rab35, Rab6, Rab7, Rab9 and Rab11) z réznych typow komorek. Szeroki przeglad literatury pozwolit
zebrad informacje dotyczace ekspresji i lokalizacji kilkudziesigciu izoform i izotypéw Rab — produktow
paralogicznych gendéw bedacych wynikiem duplikacji genomow. Sa one zaangazowane w endo- i egzocy-
tozie, transporcie migdzy poszczegdlnymi kompartmentami, przekazywaniu sygnatéw wewnatrzko-
morkowych, proliferacji i roznicowaniu dzigki odziatywaniu z réznymi efektorami i biatkami motorycz-
nymi. [zoformy i izotypy niektorych biatek Rab wspoldzialajaq w regulacji tych procesow, podczas gdy
inne wykazuja odmienne funkcje, czg¢sto zalezne albo od typu komdrek albo od fazy cyklu zyciowego,
jak w przypadku gatunkéw pasozytniczych, w ktorych wystepuja ponadto znaczne zmiany w struktu-
rze Rab GTPaz opisane przez wielu autorow. Wielka ekspansja biatek Rab zwiazana jest z réznorodno-
Scig szlakdw transportu wewnatrzkomorkowego, co przedyskutowano w aspekcjie ewolucyjnym. Szcze-
26lng uwagge poswigcono Rab7 ze wzgledu na jego rolg w neuropatiach i zaburzeniach metabolicznych. Co
ciekawe, u roslin funkcje poszczegdlnych biatek Rab s odmienne niz w innych typach komorek, co
dotyczy przede wszystkim Rab3, Rab7 i Rab11.

Stowa kluczowe: biatka Rab, izoformy, izotypy, ekspresja, endocytoza, egzocytoza, lokalizacja, funkcje,
neuropatie, zaburzenia metaboliczne, pasozyty.

Summary: The selected members of Rab subfamilies (Rab1, Rab3, Rab4, Rab5, Rab6, Rab7, Rab9 and
Rabl11) from different cell types were described in this review. Extensive search of literature enabled to
collect the data on expression and localization of many Rab isoforms and Rab isotypes — products of
paralogous genes deriving from duplication events. They are involved in endo- and exocytosis, transport,
signaling, proliferation and differentiation interacting with the specific effectors and motor proteins.
Isoforms and isotypes of some Rab proteins were found to cooperate in the regulation of these processes,
whereas others have distinct functions that may be correlated either with the cell type or with the life
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cycle stage as in the case of parasitic species in which some peculiarities both in the structure and function
of'their respective Rab GTP-ases were observed by many authors. A great expansion of Rabs is correlated
with diversification of trafficking machinery and some evolutionary aspects are discussed. Involvement of
Rab7 GTPases in neuropathies and metabolic disorders was emphasized. Interestingly, distinct functions
of the particular Rab proteins were found in plants in comparison with other cell types, especially for
Rab3, Rab7 and Rab11.

Key words: Rab proteins, isoforms, isotypes, endocytosis, exocytosis, expression, localization, function,
neuropathies, metabolic disorders, parasites.

WSTEP

Historia badan nad biatkami Rab sigga roku 1983, kiedy Gallwitz i wspotpracow-
nicy [14] przypadkowo wykryli u drozdzy Saccharomyces cerevisiae gen YPT o wysokiej
homologii do ludzkich genéw Ras. W roku 1987 zidentyfikowano w modzgu szczura
pierwsze ssacze homologi Ypt i nadano im nazwe Rab: ,,Ras-related in brain” [70].

Bialka Rab stanowia najwigksza rodzing malych monomerycznych GTP-az w
komorkach Eukaryota. Wielka ich ekspansja zwiazana jest z roznorodnoscia szlakow
transportu pecherzykowego: w komorkach cztowieka jest okoto 70 bialek Rab [51,
53, 66], a u Entamoeba histolytica az 91, w tym 39 unikalnych dla tego gatunku
[57]. Wiele izoform i izotypow Rab — produktow paralogicznych genow bedacych
wynikiem duplikacji genoméw [35] — odgrywa istotna role na réznych szlakach endo-
i egzocytotycznych, w proliferacji, przekazywaniu sygnatéw wewnatrzkomérkowych
oraz réznicowaniu [2, 8, 30, 37, 52, 54, 56, 58, 59, 61, 71].

W komorkach roslinnych wykazano znaczng ekspresj¢ biatek Rab w procesach,
takich jak: wzrost wloskow korzeniowych i tagiewki pytkowej, czy zmigkczanie Sciany
komodrkowej owocow [33, 34, 58].

Rzodkiewnik pospolity (Arabidopsis thaliana) ma 57 GTPaz Rab, homolo-
gicznych do jedynie o$Smiu typdw tych bialek zidentyfikowanych u ssakéw [34]. Te
same osiem grup znaleziono w innych roslinach, cho¢ catkowita liczba bialek Rab
winorosli (Vitis L.) to w przyblizeniu potowa ich liczby u rzodkiewnika. Poniewaz
wymienione osiem grup ma jednak znacznie wigcej przedstawicieli niz podobne grupy
ssacze nazwano je odpowiednio: RabA, RabB, RabC, RabD, RabE, RabF, RabG i
RabH oraz podzielono je nastgpnie na podklasy. Warto zauwazy¢, ze grupa
Arabidopsis RabA, majaca 26 cztonkdéw i odpowiadajaca dwdm ssaczym biatkom
Rabl1, podzielona zostata na szes¢ podgrup: RabA1-RabA6 [34].

Biatka Rab oscyluja w komdrce miedzy stanem nieaktywnym, gdy sa zwigzane
z GDP, a stanem aktywnym — bedac w kompleksie z GTP — gdy znajduja si¢ na
btonach réznych organelli/pgcherzykéw [53]. Zdecydowana wigkszos¢ tych biatek
ulega modyfikacji potranslacyjnej polegajacej na przytaczeniu 1 lub 2 grup geranyl-
geranylowych do C-koncowych cystein [51]. Modyfikacja ta jest niezbgdna do
zwiazania bialek z blonami docelowymi. Zaburzenia w maszynerii kontrolowanej przez
biatka Rab prowadza do wielu choréb dziedzicznych oraz metabolicznych, w zwiazku
z czym prowadzi si¢ obecnie badania nad ustaleniem odpowiedniej terapii genowej
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[10]. Przyktadowo nieprawidtowosci w procesie prenylacji sa przyczyna choroide-
remii — postepujacej slepoty zmierzchowej prowadzacej do catkowitej utraty wzroku
u ludzi, wystepujacej na skutek kumulacji nieprenylowanych biatek w komorce [51].

Biatka Rab nazywane 'membrane organizers' lub tez 'master regulators of membrane
trafficking' [52, 80] petnia w komorce kluczowa rolg w takich procesach, jak:

(1) tworzenie pecherzykow, rozpoznawanie btony docelowej i zakotwiczanie w niej
oraz fuzja pecherzykow w transporcie wewnatrzkomorkowym [16, 36, 53, 65, 80];

(2) poruszanie si¢ pecherzykow, jezeli kompleks efektorowy zawiera motory moleku-
larne [19, 27, 62];

(3) organizacja funkcjonalnie odrgbnych mikrodomen blonowych w poszczegdinych
organellach, np. na powierzchni tego samego endosomu wykryto Rab 4 i Rab5
[81] lub Rab 5 i Rab5 [61] oraz bialek z nimi wspodtdziatajacych [38, 45, 81] ;

(4) dojrzewanie organelli na szlaku transportu pecherzykowego, kiedy kompleks Rab-
efektor zawiera odpowiedni czynnik wymiany nukleotydu (GEF) dla bialka Rab
zaangazowanego w nastepnym etapie tego transportu. Zjawisko to — nazwane
konwersja Rab — umozliwia ukierunkowanie transportu pecherzykowego przez
sprzegnigcie kolejnych jego etapdw na danym szlaku [15];

(5) kontrola sciezki sygnalizacyjnej, poniewaz niektore efektory Rab dzialaja jak cza-
steczki sygnatowe np. aktywny Rab8 wspotdziata z kinaza aktywowang stresem
[54], a biatko APPL — (ang. Adaptor protein containing PH domain Pho-
sphoTyrosine Binding domain and Leucine zipper motif) jako efektor Rab5
jest zlokalizowane we wczesnych endosomach i ulega translokacji z cytozolu do
jadra w wyniku stymulacji/stresu oksydacyjnego, przekazujac w ten sposob sygnat
mitogenny z blony komorkowej [38, 45].

Na podstawie analizy konserwowanych sekwencji bialek Rab u ssakow wykazano
istnienie:

*  motywdw specyficznych dla rodziny Rab (ang. Rab Family motifs) otacza-
jacych tzw. regiony przelacznikowe (ktérych konformacja bardzo znacznie zmienia
si¢ po wymianie nukleotydu) i determinuja interakcje z biatkami regulatorowymi,

*  motywow podrodzin Rab (ang. Rab SubFamily motifs), ktore sa zaangazowane
w przylaczanie specyficznych biatek efektorowych. Motywy te opisane uprzednio tylko
u ssakow sg konserwowane u innych gatunkdw. Aby lepiej zrozumie¢ ewolucje Rab w
transporcie pecherzykowym, biatka te podzielono na 8 grup funkcjonalnych, ktore
odzwierciedlaja podobienstwa w ich sekwencji, lokalizacji i funkcji [51, 65].

Co ciekawe, niektore podrodziny Rab wystepuja tylko w okreslonych grupach
zwierzat czy ro$lin, na co wskazuje nasza analiza bioinformatyczna 210 tych GTPaz
z grupy funkcjonalnej VII, obejmujacej biatka Rab7 i Rab9. Bialka Rab9 mozna
znalez¢ tylko u przedstawicieli Metazoa, a Rab7b tylko u kregowcow ladowych.
Rab9 najprawdopodobniej oddzielity si¢ od typowych Rab7 jeszcze przed zroznicowa-
niem zwierzat tkankowych, a Rab7b pochodza z duplikacji typowych Rab7 przed
radiacja ladowych kregowcow [35].

Powodem zachowania zduplikowanych gendéw moze by¢ ich funkcjonalne zréznicowanie
lub duze zapotrzebowanie na ich bialkowe produkty [24]. Delecje genu czesto pociagaja
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za soba jedynie drobne zmiany fenotypowe w wyniku dwoch mechanizméw kompensacji:
istnienia zduplikowanego genu lub wystgpowania alternatywnej sciezki metabolicznej czy
sieci regulacyjnej. Najbardziej spektakularne rezultaty przyniosty badania nad Saccharo-
myces cerevisiae, gdzie okoto 25% delecji genéw nie ma efektu fenotypowego wskutek
obecnosci zduplikowanych kopii [16]. Co ciekawe, czasem kompensacja taka zachodzi¢
moze tylko w okreslonych warunkach srodowiskowych, czego najlepiej opisanym
przykladem sa trzy izoformy drozdzowej kinazy A: tpkl-tpk3. Jakakolwiek z nich jest
wystarczajaca do podtrzymania wzrostu w bogatym medium. Natomiast w medium ubogim
w azot funkcje tych kinaz sa odmienne: tpk2 jest niezbedna, tpk3 hamuje wzrost, a rola
tpk1 jest jeszcze niewyjasniona [55].

W tym artykule omawiamy izoformy i izotypy wybranych 8 podrodzin biatek Rab,
ktérych funkcje, lokalizacja i ekspresja sg czesto odmienne w komodrkach zwierzg-
cych i roslinnych.

Rabl1

GTPazy Rabl (Rabla i Rablb) regulujg transport nowo zsyntetyzowanych biatek
z siateczki $rodplazmatycznej do aparatu Golgiego [61]. Ostatnio wykazano rowniez
istotng rolg Rab1 w dimeryzacji receptora angiotensyny typu 2 (AT2R) podczas jego
biosyntezy [82]. Badania z zastosowaniem dominujacych negatywnych mutantow
Rabl oraz wyciszania (RNAi) genu kodujacego to biatko wykazaly jego role w
kierowaniu AT2R do powierzchni komorki oraz przekazywaniu sygnatow przez ten
receptor. Rabl zwigkszal ekspresje tego receptora zardwno na poziomie mRNA,
jak i biatka, natomiast zmutowany Rab1 obnizal ekspresj¢ AT2R oraz przyspieszat
jego degradacje zalezna od ubikwityny. Utworzenie heterodimeru ze zmutowanego
receptora AT1R, niezdolnego do przemieszczenia si¢ z siateczki Srodplazmatycznej
i receptora AT2R blokowalo transport AT2R do powierzchni komorki, wskazujac
na wystgpowanie konstytutywnej dimeryzacji obu receptorow oraz jej istotng role
w ich eksporcie z siateczki $rodplazmatycznej [82].

U roslin Rabl jest zaangazowany gléwnie w proces dojrzewania owocow. W owocach
pomidora trzy biatka Rabl ulegajg silnej ekspresji, przy czym jedno z nich (LeRab1C)
najsilniej w rosnacych, zielonych owocach, a dwa pozostale (LeRab1A i LeRab1B) w
owocach dojrzalych [32]. Stwierdzono jednak, ze pomimo duzego podobienstwa, biatka
te réznig si¢ zdolnoscig do oddzialywania z transferaza geranylgeranylowa, wprowa-
dzajaca modyfikacje niezbedna do prawidtowego funkcjonowania biatek Rab.

Rab3

W komorkach ssaczych do podrodziny Rab3 naleza az 4 biatka: Rab3A, Rab3B,
Rab3C i Rab3D. Wykazuja one okoto 80% identycznosci na poziomie sekwencji
aminokwasowej i pelia kluczowa role w regulacji egzocytozy. Wykazano, ze w
komorkach neuroendokrynnych przysadki mozgowej szczura ekspresjonowane sg
zarowno Rab3 A, jak i Rab3B, jednakze tylko pierwsze z tych biatek jest niezbedne
w sekrecji zaleznej od jonéw wapnia [56].
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Zupehie odmienng funkcj¢ pelni Rab3 u nizszych organizmoéw — badania wykazaty
jego zaangazowanie w tworzeniu symbiosomow — specyficznych, podobnych do
fagosomow organelli u parzydetkowcow. W strukturach tych lokalizuja si¢ bruzdnice,
ktore wchodza w endosymbioze ze swoim gospodarzem i pelnia wazng funkcje w
ich przetrwaniu i proliferacji [20]. Biatko ApRab3 ukwiatu szklistego (A4iptasia
pulchella), w 78% identyczne z ludzkim Rab3C i zawierajace wszystkie specyficzne
dla Rab3 motywy, jest nowym przedstawicielem podrodziny Rab3, a biogeneza
symbiosomu wymaga interakcji z pecherzykami zawierajacymi t¢ GTP-ze [20].

Rab4

W komorkach ssaczych zidentyfikowano trzy izoformy biatka Rab4: Rab4a, Rab4b
oraz Rab4c [61]. Biatka te zaangazowane sg w regulacje szybkiej endocytozy
recyrkulacyjnej z endosomow wcezesnych do blony cytoplazmatycznej [64, 81].

[zoforma Rab4a, homologiczna w 93% do Rab4b, pelni takze rol¢ w transporcie
insulinozaleznego transportera glukozy 4 (GLUT4), niezbg¢dnego do utrzymania
odpowiedniego poziomu glukozy w komorce. Najnowsze badania wykazaly rowniez
obecnos$¢ Rab4b w adypocytach, ktorego ekspresja malata w ludzkich i mysich
modelach otylosci cukrzycowej. GLUT4 magazynowany jest wewnatrzkomérkowo
i pod wplywem dzialania insuliny ulega przemieszczeniu do blony plazmatycznej. U
pacjentow z cukrzyca typu 2 wystepuja zaburzenia w tym procesie translokacji w
wyniku defektéw w przekazywaniu 'sygnatu' insulinowego i ekspresji GLUT 4.
Sugeruje si¢ zatem, ze w przypadku tego schorzenia roznice w ekspresji genu rab4b
moga minimalizowa¢ zaburzenia w transporcie glukozy w adypocytach [29].

Rab5

Rab 5, ktore jest niezbedne podczas wezesnych etapéw endocytozy, spetnia swoja
funkcje wspotdziatajac z wieloma réznymi biatkami efektorowymi, co zostato szeroko
opisane ostatnio w pracy przegladowej Olchowik i Miaczynskiej [45]. Bucci i
wspotpracownicy [8] scharakteryzowali uprzednio dwa wysoce pokrewne biatka
Rab5b i Rab5c w komorkach ssaczych. Wykazuja one strukturalne podobienstwo
do Rab5a umozliwiajace im wspoldziatanie w regulacji procesu endocytozy. [zoformy
Rab5b i Rab5c kolokalizujg si¢ zarowno z receptorem transferyny, jak i z Rab5a,
stymulujac homotypowa fuzj¢ pomiedzy endosomami wczesnymi in vitro, a nadeks-
presjonowane in vivo zwigkszaja poziom internalizacji [8].

Natomiast w komoérkach Trypanosoma brucei dwie izoformy Rab 5 kolokalizuja
si¢ w stadium procyklicznym, ale wykazuja odmienne funkcje u wiciowcow zyjacych
w krwiobiegu. TbDRABSB, w przeciwienstwie do ThORABSA, nie jest zaangazowane
w endocytoze lipoprotein o malej gestosci (LDL), jednak oba biatka uczestnicza w
pobieraniu fazy ptynnej [50].

Endosomy z TbABS5B transportuja biatko transblonowe ISG (invariant surface
glycoprotein), czyli niezmienng glikoproteing powierzchniowa [50]. Natomiast endosomy
z TbRABSA zawieraja transferyne (pobierana z krwi gospodarza) i wariantowa
glikoproteine powierzchniowa (VSG), ktdre internalizowane sa przez receptor transferyny
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(nie ma go w stadium procyklicznym) zakotwiczony w blonie Trypanosoma dzigki
obecnosci glikozylofosfatydyloinozytolu (GPI). Tak samo zakotwiczony jest VSG, ktdrego
107 kopii znajduje sie na powierzchni blony, by uniknaé¢ odpowiedzi immunologicznej
gospodarza [50], co stanowi jedna ze strategii patogenow [31].

Bialko roslinne Ara6 A. thaliana, podobne do Rab5 i tez funkcjonujace na szlaku
endocytotycznym, ma z kolei unikalne cechy strukturalne [71]. Nie zawiera ono duzej
czgsci wysoce zmiennego, C-koncowego fragmentu ani koncowej reszty cysteinowej,
jednakze w jego sekwencji mozna wyrdzni¢ N-terminalne motywy ulegajace
mirystylacji i palmitylacji, a takie modyfikacje potranslacyjne sa niezbedne dla
endosomalnej lokalizacji tego biatka. Co ciekawe, Ara6 ulega konstytutywnej
ekspresji, w przeciwienstwie do Ara7, bedacego konwencjonalnym ortologiem Rab5,
ktéry jest ekspresjonowany tylko w komorkach dzielacych sig. Ueda i wspotpra-
cownicy [71] postuluja, ze biatko Ara6, ktore wystepuje tylko u roslin wyzszych,
reprezentuje nowg klase GTPaz Rab.

Rab6

U czlowieka zidentyfikowano dotad trzy izoformy bialka Rab6: Rab6A, Rab6A' oraz
Rab6B. Podczas gdy Rab6B ulega ekspresji tylko w niektorych komorkach nerwowych,
pozostate dwie izoformy sa ekspresjonowane powszechnie i co wiecej roznia si¢ jedynie
trzema resztami aminokwasowymi zlokalizowanymi blisko domen wiazacych GTP [12].
Biatka te reguluja transport pecherzykowy w obregbie aparatu Golgiego oraz w
kompartmencie post Golgi, a specyficzne wyciszanie pojedynczych izoform (RNAi) wykazato
znaczace roznice w ich funkcji. Wyciszenie Rab6A nie wplywa na transport
wewnatrzkomorkowy, podczas gdy zahamowanie ekspresji genu kodujacego Rab6A'
zaburza transport zwrotny na szlaku endocytotycznym oraz recyrkulacje z siateczki
srodplazmatycznej do aparatu Golgiego [13]. Ponadto wykazano, ze Rab6A' jest niezbedne
W procesie mitozy, gdyz odgrywa istotna rolg w dynamice kompleksu dyneina-dynaktyna
w obrebie kinetochoru i przy braku jego aktywnosci dochodzi do zatrzymania cyklu w
metafazie. Zidentyfikowano réwniez reszte aminokwasowa Ile® jako kluczowa dla funkcji
tego bialka w transporcie wstecznym.

W komoérkach A. thaliana AtRAB-HI1b oraz AtRAB-Hlc, homologi drozdzo-
wych biatek Ypt6, lokalizuja si¢ w obrgbie aparatu Golgiego i cytoplazmy. AtRAB-
HI1b zostato ponadto wykryte w niezidentyfikowanym jeszcze kompartmencie,
nieznakujacym si¢ markerami aparatu Golgiego [25].

Rab7

Nasza analiza filogenetyczna — oparta zarowno na sekwencjach nukleotydowych,
jak i aminokwasowych — wykazala, ze Rab7 pojawito si¢ wezesnie w ewolucji, przed
rozdzieleniem si¢ glownych krélestw eukariotycznych [35]. Rab7 reguluje etap
transportu wewnatrzkomorkowego z endosomoéw wezesnych do pdznych oraz
lizosomow 1 tak jak wszystkie GTPazy Rab, spelnia swoja funkcje w komorce
wspotdziatajac ze specyficznymi biatkami efektorowymi. Typowymi efektorami Rab7
jest biatko RILP (ang. Rab-interacting lysosomal protein) [27] oraz ORP1L (ang.
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oxysterol-binding protein-related protein), ktore sa niezbedne do rekrutacji komple-
ksu dyneino-dynaktynowego do endosomdéw pdznych umozliwiajac ich ruch wzdhuz
mikrotubul [26]. Trzecim — opisanym dotad — efektorem Rab7 jest Rabring 7 (ang.
Rab7-interacting rving finger protein) indukujace agregacje lizosomow oraz
zwigkszajace poziom ich zakwaszenia [40].

Rab7 u ssakow

W komorkach ssaczych biatko Rab7 lokalizuje si¢ gldwnie w obrgbie endosomow
péznych oraz lizosomoéw, a takze fagosomow [21, 27, 52, 61, 64, 67, 81]. Ostatnio
stwierdzono obecnos¢ Rab7 na 10% wczesnych endosomow [75]. Odgrywa ono
istotng rolg w ukierunkowaniu internalizowanych substancji na szlak degradacyjny,
wnikaniu bakterii i wiruséw do komorek, dojrzewaniu fagosomdéw oraz biogenezie
lizosomow [27, 52, 61, 64, 81].

Mutacje w genach kodujacych biatka Rab7 zidentyfikowano u pacjentéw
cierpiacych na dziedziczne polineuropatie, takie jak np. neuropatia ruchowa i
czuciowa Charcot-Marie-Tooth typu Il B. U o0s6b cierpiacych na to schorzenie
stwierdzono obecnos¢ czterech mutacji nonsensownych w wysoce konserwowanym
regionie wigzacym GTP w tzw. 'goracym miejscu mutacji' w Rab7: Asp161/Thr i
Vall162/Met [74]. Wszystkie zmutowane biatka wykazuja obnizone powinowactwo
do wiazania GDP, w zwiazku z czym wydaje si¢, ze aktywna forma bialka, zwigzana
z GTP, jest odpowiedzialna za wystepowanie tej choroby [11].

Biatka Rab7 okazaly si¢ takze istotne w transporcie wstecznym receptora
neurotrofin w aksonach. Czynnik wzrostu nerwu petni niezwykle wazna funkcje w
procesie wzrostu i przezywalnosci neurytéw [59]. Aktywny receptor TrkA, lokalizuje
si¢ na powierzchni komorki oraz w endosomach sygnalizujacych, a zinternalizowany
pelni istotna role w stymulacji wzrostu neurytéw. Badania z zastosowaniem
dominujacego, negatywnego mutanta biatka Rab7 powodowaly gromadzenie si¢ TrkA
w takich endosomach, co wskazywaé moze na role tej GTPazy w regulacji szlaku
internalizacji/sygnalizacji TrkA. Wydaje si¢ zatem, ze zaburzenia w funkcji Rab7
moga przyczynia¢ si¢ do powstawania zmian neurodegeneracyjnych wplywajac na
transport pecherzykowy neurotrofin [59].

W 2004 roku Yang i wspolpracownicy [80] scharakteryzowali nowe ludzkie biatko Rab7b,
ktére moze odgrywac role w réznicowaniu monocytow ostrej biataczki promieloblastycznej.
W pozniejszych badaniach stwierdzono, ze biatko to przyspiesza degradacje lizosomalna
receptora Toll-podobnego 4 (TLR4), ktdry jest istotny w pobudzaniu wydzielania interleukin
przeciwzapalnych i tym samym m.in. zwalczaniu patogendw [76].

Rab7 u roslin

Nasze badania bioinformatyczne oparte zaréwno na sekwencjach nukleotydowych,
jak i bialkowych wskazuja, ze trzykrotne duplikacje genéw rab7 u roslin wyzszych
nastapily przed rozdzieleniem si¢ jedno- i dwulisciennych, dajac 3 odmienne linie
filogenetyczne bialek Rab7. Ponadto niezalezne, kolejne duplikacje musialy nastapié
w obrgbie obu tych grup, poniewaz dodatkowe kopie rab7 stwierdzono w genomach
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np. rzodkiewnika (osiem) oraz po cztery u ryzu i komonicy zwyczajnej zwanej
rozkowa (Lotus corniculatus L.) [35].

W roslinach Rab7 jest prawdopodobnie odpowiedzialne za tolerancj¢ na odwod-
nienie i zasolenie [1,41]. Nadekspresja cDNA kodujacego Rab7 Pennisetum glau-
cum (PgRab7) w E. coli prowadzi do syntezy rekombinowanego biatka wiazacego
GTP oraz wykazujacego aktywnos¢ GTPazy. Dodatkowo, ekspresja tego genu
podlega regulacji przez czynniki Srodowiskowe, takie jak: obnizenie temperatury,
odwodnienie, chlorek sodu czy hormon roslinny IAA (kwas indolilo-3-octowy,
najwazniejsza auksyna naturalna). Natomiast nadekspresja PgRab7 w tytoniu zwigksza
tolerancj¢ rosliny na chlorek sodu oraz mannitol [1]. Homolog Rab7 u ryzu (OsRab7)
bierze udzial w transporcie pecherzykowym do wakuoli i rowniez jego ekspresja
jest regulowana przez czynniki srodowiskowe [41].

Zduplikowane geny rab7 sa istotne w adaptacji roslin do réznych warunkéw
srodowiska, a poszczegolne kopie tych genow uzyskaly w toku ewolucji nowe funkcje
przestrzenno-czasowe oraz profil ekspresji. Borg i wspdlpracownicy [7] zidentyfikowali
w komdrkach Lotus japonicus cztery geny kodujace Rab7. Dwa z nich (rab74 i
rab7B) ulegaja ekspresji glownie w lisciach, rab7C w guzkach korzeniowych, szczegdlnie
w srodkowej fazie rozwoju, a czwarty gen (rab7D) wykazuje ekspresje konstytutywna.

Uwaza sig, ze u rzodkiewnika biatka RabF (odpowiadajace Rab5) i RabG (Rab7)
sa zwigzane z procesami endocytozy. Istnieje dowdd wskazujacy, iz RabG jest
zaangazowany w internalizacj¢ barwnika do wakuoli, jakkolwiek proces ten wymaga
transportu pecherzykowego przez kilka kompartmentéw. Podobnie inne biatka RabF
moga bra¢ udzial albo w endocytozie albo transporcie wakuolarnym [37].

Rab7 u nizszych eukariontéw pasozytniczych

Roéznice w strukturze, funkcji i lokalizacji biatek Rab wystepuja w przypadku
nizszych eukaryota, takich jak Entamoeba histolytica |44, 57], majaca okoto 90
potencjalnych gendéw kodujacych te biatka. Analiza filogenetyczna i porownawcza
wykazata, ze ponad 70% z nich ma introny, a okolo 20% nie zawiera jednego lub
obu typowych dla GTPaz Rab regionéw przelacznikowych. Wigkszos¢ amebowych
bialek Rab ma, charakterystyczne dla tej nadrodziny, dwie cysteiny na koncu
karboksylowym, jednak 13% ma tylko jedna taka reszt¢, kilka nie ma zadnej, a
kolejne majg unikalny typ C-konca, niescharakteryzowany dotad w biatkach Rab
cztowieka [57].

Genom E. histolytica koduje az dziewig¢ izotypow biatka Rab7, w tym EhRab7A,
ktore w przeciwienstwie do ssaczego Rab7 nie lokalizuje si¢ ani w poznych
endosomach, ani w lizosomach, lecz w blizej niezidentyfikowanych pecherzykach
fuzujacych z lizosomami w celu utworzenia tzw. wakuoli prefagosomalnych [57].
Przynajmniej pig¢ izotypow Rab7 (Eh Rab7A-7E) zostato wykrytych dzigki analizie
proteomicznej fagosomow zawierajacych kulki lateksowe, wskazujac na udziat tych
biatek w biogenezie wakuol fagocytarnych [43]. Poszczegolne biatka Rab7 pojawiaja
si¢ w roznych fazach fagocytozy, np. Rab7B i 7C wykrywane sa we wczesnej i
posredniej fazie internalizacji (0—60 i 0—30 min, kolejno), Rab7E konstytutywnie
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asocjuje z fagosomami, a Rab7A i Rab7D obecne sa w poczatkowej i koncowej
fazie tego procesu.

Stwierdzono takze, ze u E. histolytica wystepuje unikalny efektor Rab7 o
charakterze retromeru. Typowy retromer jest kompleksem wielosktadnikowym
zawierajacym m.in. wakuolarne biatka sortujace (ang. VPS). Jest on zasocjowany
z cytozolowa powierzchnia endosomdéw i posredniczy w transporcie wstecznym
biatek transbtonowych z endosoméw do TGN [6]. U E. histolytica pelni on rolg w
transporcie receptorow hydrolaz z wakuoli prefagosomalnych i fagosomow do TGN.
Kompleks ten oddziatuje z bialkiem Rab7A, ktdre w ten sposob reguluje recyrkulacje
receptora i tym samym aktywno$¢ proteaz [44]. Ponadto, u E. histolytica brak jest
homologow ssaczych efektorow Rab7 — RILP i Rabring7 [42].

Ogromna liczba biatek Rab kodowanych w genomie tej ameby, potaczona z
funkcjonalnym zréznicowaniem wystepujacym migdzy homologami EhRab i ssaczymi,
sugeruje, ze w E. histolytica istnieje odrgbny system transportu pecherzykowego
prowadzacy do powstania fagosomu [42, 44].

Rab7 Paramecium

Analiza filogenetyczna i ewolucyjna Rab7 wskazata, ze duplikacja gendw, ktéra
zaszla w tej podrodzinie, spowodowata powstanie kilku ich kopii u niektorych
przedstawicieli Excavata, Ciliata i Amoebozoa [35]. Przykladem zachowania
zduplikowanych gendéw jest jednokomorkowy eukariont Paramecium octaurelia, u
ktérego sklonowalisSmy m.in. dwa paralogiczne geny kodujace biatka Rab7: rab7a
i rab7b [68]. Wydedukowane sekwencje aminokwasowe (206 reszt) tych dwoch
izotypéw zawieraja wszystkie domeny charakterystyczne dla bialek Rab7 i wykazuja
62,3—63,3% identycznosci do Rab7 czlowieka oraz 48,1-52,4% do Ypt7 z drozdzy
(S. cerevisiae). Rekonstrukcja struktury 3D biatek w programie PyMOL wykazata,
ze struktura obu izotypow biatek Rab7 Paramecium pokrywa si¢ ze strukturg
homologicznego biatka u czlowieka i innych ssakéw oraz ryzu, rzodkiewnika,
Dictyostelium 1 Tetrahymena. Jednoczesnie porownanie z biatkiem TcRab7 z
Trypanosoma cruzi [68] wskazalo na 21-aminokwasowa insercj¢ w sekwencji
biatka (ryc. 1) tego pasozytniczego wiciowca wywotujacego chorobge Chagasa. Co
ciekawe, insercja ta moze mie¢ wplyw na nietypowa dla bialek Rab7 lokalizacje
tej] GTP-azy w obrebie aparatu Golgiego [3]. Jak dotad Paramecium jest najstarszym
filogenetycznie gatunkiem nizszych eukaryota niewykazujacym powyzszej insercji
typowej dla Kinetoplastida [13].

Izotypy Rab7 P. octaurelia r6znia si¢ migdzy soba jedynie 5 resztami aminokwa-
sowymi, z czego cztery z nich zlokalizowe sa blisko C-konca. Ten region zostat
uzyty do generacji specyficznych przeciwcial, ktére rozpoznaja peptydy o roznej
szybkosci migracji w SDS-PAGE, co moze wynika¢ z modyfikacji potranslacyjnych
Rab7a i Rab7b. Analiza potencjalnych miejsc fosforylacji i glikozylacji wykazala, ze
obecne sa 3 unikalne pozycje O-glikozylacji: Ser195 w Rab7a oraz Ser140 i Thr200
w Rab7b (ryc. 2), a dowody eksperymentalne wskazuja, ze taka modyfikacja izotypu
Rab7b moze by¢ przyczyna réznicy w ruchliwosci elektroforetycznej [78]. Badania
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proteomiczne potwierdzily, ze specyficzne antypeptydowe przeciwciala rozpoznaja
produkty biatkowe genow rab7a i rab7b zgodnie z ich wydedukowana sekwencja
aminokwasowa [49]. Rab7 u P. octaurelia uczestniczy w fagocytozie [67, 79] i w
trakcie tego procesu obserwowano zmiany w ekspresji obu gendw [47], a wycisze-
nie genu rab7a powodowalo bardzo znaczne zahamowanie internalizacji, a takze
zaburzenia w zakwaszaniu fagosomow [48]. Rab7b prawdopodobnie uzyskato w toku
ewolucji nowa funkcje [46].

W kompartmencie fagolizosomalnym Paramecium wykazalismy takze obecnosé
homologow biatek wspoldziatajacych z Rab 7 u czlowieka — efektora: czyli opisanego
powyzej biatka RILP oraz LAMP-2 (ang. lysosomal membrane protein 2), ktore
jest biatkiem btonowym lizosomdéw niezbednym podczas ich fuzji z fagosomami
prowadzacej do powstania fagolizosomow. Zidentyfikowalismy fragmenty genu i
transkryptu kodujace RILP1 i RILP 2 u Paramecium [79] zawierajace region RILP
istotny w regulacji morfologii lizosomoéw [77] oraz rekrutacji kompleksu dyneina-
dynaktyna [39]. Rezultaty te wskazuja, ze kompleks skladajacy si¢ z Rab7 oraz
homologéw RILP i LAMP-2 moze by¢ zaangazowany w proces dojrzewania
fagosomoéw u Paramecium [79], podobnie jak w komorkach ssakow [21]. Sa to —
jak dotad — jedyne dane o Rab7 dotyczace wolnozyjacego jednokomoérkowego
eukariontu.

Opisane powyzej biatka Rab7 Paramecium octaurelia wykazuja znaczna
homologi¢ do niescharakteryzowanych funkcjonalnie sekwencji ,,Rab-like proteins”
otrzymanych metoda shotgun z bazy danych dotyczacej innego gatunku
Paramecium — P. tetraurelia (http://paramecium.cgm.cnrs-gif.fr). Analiza tego
genomu wskazuje, ze on ulegt 3- lub 4-krotnym duplikacjom, z ktorych ostatnia
nastapita przed rozdzieleniem si¢ P. tetraurelia i P. octaurelia [4]. Rdznica pomigdzy
Rab-like proteins” z P. tetraurelia, a naszymi sekwencjami wynosi nawet ~3%,
czyli wigcej niz roznica migdzy genomem czltowieka i szympansa.

Rab9

Rab9 reguluje transport pomigdzy endosomami pdznymi a cysternami trans aparatu
Golgiego, a takze recyrkulacjg receptorow blonowych, takich jak receptory mannozo-
6-fosforanu (MPR) z endosoméw wczesnych do TGN [2, 61, 64]. MPR wiaza
nowozsyntetyzowane enzymy lizosomalne i dostarczaja je do prelizososmow, a
nastepnie ulegaja recyrkulacji do TGN. W procesie tym niezbg¢dne jest biatko TIP47
(tail-interacting protein) wigzace Rab9 i domeng cytoplazmatyczna MPR. TIP47
jest kluczowym efektorem Rab9 i kontroluje jego stabilnos$¢ oraz lokalizacje [2].

Ostatnie badania wskazuja, ze GTPaza ta jest kluczowym, komdérkowym
komponentem zaangazowanym w proces replikacji takich wirusow, jak: HIV-1 i
Ebola, przez co stanowi¢ moze nowy cel dziatania lekéw antywirusowych [9].

W roku 2000 sklonowano gen 'Rab9-like' i stwierdzono jego ekspresje w réznych
tkankach cztowieka [63]. Wykazano, ze w niektérych przypadkach choroby
Pelizaeus-Merzbacher (rzadkiej, dziedzicznej leukodystrofii atakujacej przede wszyst-
kim substancje¢ biata w osrodkowym systemie nerwowym), powodowanej mutacjami
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RYCINA 1. Rekonstrukcja i pordwnanie struktur 3D bialek Rab7a i Rab7b Paramecium octaurelia z Rab7
Trypanosoma cruzi w programie PyMOL. W sekwencji 7. cruzi wystgpuje 21-aminokwasowa insercja
(zaznaczona na czerwono) nieobecna w biatkach Rab7 Paramecium octaurelia i organizméw wyzszych
FIGURE 1. 3D reconstruction and comparison of Paramecium octaurelia Rab7a and Rab 7b with Rab7
of Trypanosoma cruzi in PyMOL program. In 7. cruzi Rab7 there is a 21-amino acid insertion (red) not
present in Rab7 proteins in Paramecium octaurelia and in the higher eukaryotes

RabF1 RabF2

Rab7a MASQEHOLFEITIILGDSGVGKT! LMNON VHNARFTOOYRATVGADFMAKEVMIDDEMVTLO 60
Rab7b MASQIEHEOLFEIIILGDS GVGKT_SRvB‘IQmARFTQQYRATVGADMWIDDMQ 60
" o rr.r W LA Fhadi

RabF3 RabF4 RabF5

Rab7a IWDTAGQERFQSLGGAFYRGADC CVLWDITNPKSFDQIDWRDE FLMQGQPKDPEHFPF 120
Rab7b IWDTAGQERFQSLGGAI‘YRGADCCVLWDITNPKSFDSID_SWRDEFLMQGQPKDPEHFPF 120
ok *k k. sk kk *okk ok P SimE

Rab7a VVLGNKLDKAFERKVQESKAQQWCK SHGNIQFFEVSAKDATNIEQAFQDIAKAAASQEKD 180

Rab7b WIBNKLDKA.'I‘ERIWQE SKSQOWCKSHGNIQFFEVSAKDATNIEQAFQDIAKAAASQEKD 180
ek kk k.. ke

s
Rab7a EEIFFPTTVTLTEQSQKPQAKQGGCC 206
Rab7b EEIFFPTTVTLTKQDPKKQTKQGGCC 206

RabF1 — RabF5 — motywy charakterystyczne dla biatek Rab (ang. Rab Family motifs) wg
Pereira-Leal, Seabra, 2000.

SF1, SF2, SF3, SF4 — motywy charakteryzujgce podrodziny bialek Rab (ang. Subfamily
motifs) wg Pereira-Leal, Seabra, 2000.

S T- miejsce potencjalng] O-glikozylaciji (Julenius i wsp., 2005)

S T ¥ - migjsce potencjalnej fosforylacji wg NetPhos 2.0 Server (Blom i wsp., 1999)

RYCINA 2. Motywy warunkujace przynaleznos¢ do rodziny/podrodziny Rab oraz potencjalne miejsca
O-glikozylacji i fosforylacji w izotypach Rab7 Paramecium octaurelia

FIGURE 2. The Rab Family (Rab F1-RabF5) and Rab Subfamily (SF1-SF-4) motifs (as defined according to Pereira-

Leal and Seabra 2000) and the potential O-glycosylation (as defined based on Julenius etal. 2005) and phosphorylation
sites (as defined by Netphos 2. Server and Blom etal. 1999) in Rab7 isotypes of Paramecium octaurelia
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w genie kodujacym PLPI1 (ang. ProteoLipid Protein 1), delecje obejmuja takze
gen rab9b. Bialko PLP odgrywa gltéwna rolg w tworzeniu ostonki mielinowej [23].

U muszki owocowej Drosophila melanogaster cztery z szesciu paralogdw Rab9
sa unikalne dla tego gatunku, w ktorym ulegly bardzo znacznym zmianom —
kodowane przez nie biatka wykazuja mniej niz 50% identycznosci do biatek
kodowanych przez ich ortologi w pokrewnych gatunkach. Szybko ewoluujace paralogi
Rab9 znajdujg si¢ blisko locus Hmr — gen Hmr koduje biatko wiazace DNA, ktore
powoduje genetyczna niezgodno$¢ w hybrydowym genotypie. Rab9D jest ostatnio
powstatym paralogiem i wplywa na zywotnos¢ hybryd. Paralogi Rab9 prawdopo-
dobnie rozwingly funkcjonalng specjalizacj¢ biatek zaangazowanych w transport
makroczasteczek pomigdzy cytoplazma i jadrem [22].

Rabl11

GTPaza Rab11 lokalizuje si¢ na endosomach recyrkulujacych i TGN w réznych
typach komorek ssaczych [64, 71]. W sklad podrodziny biatek Rab11 u cztowieka
wchodza Rablla, Rabl1b oraz Rab25. Pelnig one role na szlaku recyrkulacji biatek
z endosomdw oraz cysterny trans Golgi do blony cytoplazmatycznej, w fagocytozie
w makrofagach i w transporcie spolaryzowanym w komorkach nablonkowych, przy
czym biatko Rabl1b jest specyficzne dla komoérek nerwowych [61]. Pomimo ze
sekwencje aminokwasowe Rablla i Rabl1b sg identyczne w 90%, ich struktury
krystaliczne zdecydowanie si¢ réznig. Nieaktywna forma Rablla (Rablla-GDP)
krystalizuje w postaci dimeru i nie zawiera jonu magnezu w miejscu wigzania
nukleotydu, w przeciwienstwie do Rab11b, ktore krystalizuje w postaci monomeru
w kompleksie z GDP i jonem magnezu. Ponadto izoformy maja nieco odmienna
strukture trzeciorzgdowa w obszarze przelacznika, co moze wptywac na szybkosé
hydrolizy GTP [60].

Rab11 odgrywa kluczowa role w transporcie receptora transferyny z endosomow
sortujacych do btony plazmatycznej poprzez kompartment endosomow recyrkulacyj-
nych [72, 73]. Regularny ,,powrdt” internalizowanych receptorow btonowych, pomp
i kanatow jonowych jest niezbedny do utrzymania sktadu blon zaréwno w komorkach
spolaryzowanych, jak i niespolaryzowanych. Wykazano, ze proces ten wymaga
oddzialywania Rabl1a z miozyna Vb oraz biatkiem efektorowym Rab11-FIP2 (Rabl11
family interacting protein 2), a mutanty delecyjne wszystkich tych trzech biatek
powodowaly zahamowanie szlaku recyrkulacji [17].

Badania z wykorzystaniem komorek linii neuroendokrynnej PC12 ekspresjo-
nujacych ludzki hormon wzrostu (hGH) wykazaly niezwykle ciekawg funkcjg biatka
Rab11b [30]. W komorkach tych zwigzanie GTP lub GDP przez Rab11b hamowato
egzocytoze zalezna od wapnia, ale nie hamowalo sekrecji konstytutywnej. Natomiast
w komorkach nieneuronalnych zwigzanie obu form nukleotydu przez Rabl1b
hamowato egzocytoze konstytutywna, powodujac akumulacje hGH. Tak wiec Rabl11
pelni w komoérkach nerwowych dodatkowa funkcje przetacznika (zaleznego od GTP)
pomiedzy konstytutywna i regulowana sSciezka sekrecyjna [30].
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Jak wspomniano we Wstepie, homologi ssaczego Rabll u Arabidopsis to az
26 biatek [34], wsrod ktorych sa RABA4B wystepujace we wloskach korzeniowych
czy RABI11B w lagiewkach pytkowych zlokalizowane w pecherzykach TGN [58].
Pecherzyki wydzielnicze TGN — akumulujace si¢ w strefie spoczynkowej wierzcholka
wzrostowego — zaangazowane sg w szybki transport zwrotny, moga takze petic
funkcj¢ endosomow wezesnych [58]. Najnowsze badania wykazaly, ze inna izoforma
RABAA4D ulega specyficznej ekspresji w tagiewkach pylkowych i odgrywa wazna
role w ukierunkowaniu jej wzrostu w kierunku woreczka zalazkowego [69].

Doswiadczenia powodujace zaburzenia w prawidtowym funkcjonowaniu GTPaz
Rab wykazaly ich niezwykle istotng rolg w procesach transportu do $ciany komor-
kowej, przy czym rola biatka RabA (lub Rabl11) jest tu szczegdlnie interesujaca [34].
W trakcie dojrzewania owoce migkna, co nastgpuje wskutek zmian w budowie
Sciany komorkowej, gldwnie ze wzgledu na synteze i sekrecje odpowiednich
enzymdow oraz syntez¢ nowych polimerow budujacych $ciane. Biosynteza tych
polimerdw, oprocz celulozy i kalozy, ktdre syntetyzowane sa w blonie cytoplaz-
matycznej przez kompleks enzymatyczny krazacy pomiedzy blonami wewnatrz-
komodrkowymi, zachodzi gtownie w aparacie Golgiego [34].

Biatko RabA4b Arabidopsis wykryto wraz Kinaza S-fosfatydyloinozytolu-4 w
obrgbie cysterny trans aparatu Golgiego w trakcie jej przeksztatcania w cysterny
TGN 1 tworzenia pgcherzykdéw wydzielniczych. Uwaza si¢, ze oba bialka sa
komponentami kompleksow optaszczajacych te paczkujace pecherzyki, ktoére
zawieraja polisacharydy Sciany komorkowej [65].

Sugeruje sig, ze omawiane biatka, przede wszystkim za$ biatko Rabl1, umozliwiaja
lub reguluja sekrecje enzymow modyfikujacych Sciane komoérkowa w tym procesie.
Wyciszenie ortologu (LeRab11) w pomidorze (Lycopersicon Mill.), poprzez transfor-
macj¢ antysensownym konstruktem powoduje, ze owoce transgenicznych pomidorow
zachowuja twardos¢ przez bardzo dhugi okres, wykazujac rowniez inne rdznice
fizjologiczne oraz rozwojowe [33]. Wydaje si¢ wigc, ze wiele, cho¢ nie wszystkie
biatka z grupy RabA A. thaliana petnia wazna rolg w sekrecji do sciany komorkowej
oraz sa najprawdopodobniej zaangazowane w regulacje wzrostu, modyfikacje $ciany
komodrkowej i syntezg¢ nowej podczas cytokinezy [34].

UWAGI KONCOWE

Maszyneria transportu pgcherzykowego zalezna od biatlek Rab wydaje sie coraz
bardziej skomplikowana, na co wskazuja najnowsze badania nad jednym z biatek
zlokalizowanym w obrebie aparatu Golgiego — tzw. golgina GCC185. Wykazano,
7ze ma ona miejsca wigzace az dla 14 roznych Rab GTPaz niezbednych w tej
niezwykle dynamicznej organelli, w ktorej zachodzi obrobka i sortowanie biatek
btonowych i wydzielniczych [18]. Cecha charakterystyczng wszystkich Rab jest
oddzialywanie z licznymi biatkami, wsrdd ktorych sa biatka efektorowe [15, 26, 27,
38, 42, 45, 76], motory molekularne [17, 19, 26, 39, 62] i biatka regulatorowe [66],
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nadal jednak wiele proceséw pozostaje niewyjasnionych, szczegdlnie w przypadku
licznych izoform i izotypéw Rab o wysokiej homologii, lecz odmiennych funkcjach.

LITERATURA

[1] AGARWAL PK, AGARWAL P, JAIN P, JHA B, REDDY MK, SOPORY SK. Constitutive overexpression
of a stress-inducible small GTP-binding protein PgRab7 from Pennisetum glaucum enhances abiotic
stress tolerance in transgenic tobacco. Plant Cell Rep 2008; 27: 105-115.

[2] AIVAZIAN D, SERRANO RL, PFEFFER S. TIP47 is a key effector for Rab9 localization. J Cell Biol
2006 173: 917-926.

[3] ARARIPE JR, CUNHA E SILVA NL, LEAL ST, DE SOUZA W, RONDINELLI E. Trypanosoma cruzi:
TcRAB?7 protein is localised at the Golgi apparatus in epimastigotes. Biochem Biophys Res Commun
2004; 321: 397-402.

[4] AURY J-M, and >30 other authors. Global trends of whole-genome duplications revealed by the ciliate
Paramecium tetraurelia. Nature 2006; 444: 171-178.

[5] BLOM N, GAMMELTOFT S, BRUNAK S. Sequence- and structure-based prediction of eukaryotic
protein phosphorylation sites. J Mol Biol 1999; 294: 1351-1362.

[6] BONIFACINO JS, HURLEY JH. Retromer. Curr Opin Cell Biol 2008; 20: 427—436.

[7] BORG S, BRANDSTRUP B, JENSEN TJ, POULSEN C. Identification of new protein species among 33
different small GTP-binding proteins encoded by cDNAs from Lotus japonicus, and expression of
corresponding mRNAs in developing root nodules. Plant J 1997; 11: 237-250.

[8] BUCCI C, LUTCKE A, STEELE-MORTIMER O, OLKKONEN VM, DUPREE P, CHIARIELLO M,
BRUNI CB, SIMONS K, ZERIAL M. Co-operative regulation of endocytosis by three Rab5 isoforms.
FEBS Lett 1995; 366: 65-71.

[91 CHEN L, DIGIAMMARINO E, ZHOU XE, WANG Y, TOH D, HODGE TW, MEEHAN EJ. High
resolution crystal structure of human Rab9 GTPase: a novel antiviral drug target. J Biol Chem 2004; 279:
40204-40208.

[10] CORBEEL L, FRESON K. Rab proteins and Rab-associated proteins: major actors in the mechanism of
protein-trafficking disorders. Eur J Pediatr 2008; 167: 723-729.

[11] DE LUCA A, PROGIDA C, SPINOSA MR, ALIFANO P, BUCCI C. Characterization of the Rab7K157N
mutant protein associated with Charcot-Marie-Tooth type 2B. Biochem Biophys Res Commun 2008;
372: 283-287.

[12] DEL NERY E, MISEREY-LENKEI S, FALGUI?RES T, NIZAK C, JOHANNES L, PEREZ F, GOUD B.
Rab6A and Rab6A' GTPases play non-overlapping roles in membrane trafficking. 7raffic 2006; 7: 394—
407.

[13]1 DENNY PW, LEWIS S, TEMPERO JE, GOULDING D, IVENS AC, FIELD MC, SMITH DF. Leishmania
RABT: characterisation of terminal endocytic stages in an intracellular parasite. Mol Biochem Parasitol
2002; 123: 105-113.

[14] GALLWITZ D, DONATH C, SANDER C. A yeast gene encoding a protein homologous to the human c-
has/bas proto-oncogene product. Nature 1983; 306: 704-707.

[15] GROSSHANS BL, ORTIZ D, NOVICK P. Rabs and their effectors: achieving specificity in membrane
traffic. Proc Natl Acad Sci USA 2006; 103: 11821-11827.

[16] GU Z, STEINMETZ LM, GU X, SCHARFE C, DAVIS RW, LI WH. Role of duplicate genes in genetic
robustness against null mutations. Nature 2003; 421: 63—66.

[17] HALES CM, VAERMAN JP, GOLDENRING JR. Rabl11 family interacting protein 2 associates with
Myosin Vb and regulates plasma membrane recycling. J Biol Chem 2002; 277: 50415-50421.

[18] HAYES GL, BROWN FC, HAAS AK, NOTTINGHAM RM, BARR FA, PFEFFER SR. Multiple Rab
GTPase Binding Sites in GCC185 Suggest a Model for Vesicle Tethering at the Trans-Golgi. Molec Biol
Cell 2009; 20: 209-217.

[19] HAMMER JA 3RD, WU XS. Rabs grab motors: defining the connections between Rab GTPases and motor
proteins. Curr Opin Cell Biol 2002; 14: 69-75.

[20] HONG MC, HUANG YS, LIN WW, FANG LS, CHEN MC. ApRab3, a biosynthetic Rab protein, accumu-
lates on the maturing phagosomes and symbiosomes in the tropical Sea anemone, Aiptasia pulchella.
Comp Biochem Physiol B Biochem Mol Biol 2009; 152: 249-259.



IZOFORMY 1 IZOTYPY BIALEK Rab W KOMORKACH ROSLINNYCH I ZWIERZECYCH 131

[21] HUYNH KK, ESKELINEN EL, SCOTT CC, MALEVANETS A, SAFTIG P, GRINSTEIN S. LAMP
proteins are required for fusion of lysosomes with phagosomes. EMBO J 2007; 26: 313-324.

[22] HUTTER P. Rapidly evolving Rab GTPase paralogs and reproductive isolation in Drosophila. Adv Genet
2007; 58: 1-2.

[23]HUBNER CA, ORTH U, SENNING A, STEGLICH C, KOHLSCHUTTER A, KORINTHENBERG R, GAL
A. Seventeen novel PLP1 mutations in patients with Pelizaecus-Merzbacher disease. Hum Mutat 2005;
25: 321-322.

[24] IHMELS J, COLLINS SR, SCHULDINER M, KROGAN NJ, WEISSMAN JS. Backup without redundancy:
genetic interactions reveal the cost of duplicate gene loss. Mol Syst Biol 2007; 3: 86.

[25]JOHANSEN JN, CHOW CM, MOORE I, HAWES C. AtRAB-H1b and AtRAB-H1c GTPases, homologues
of the yeast Ypt6, target reporter proteins to the Golgi when expressed in Nicotiana tabacum and
Arabidopsis thaliana. J Exp Bot 2009; 60: 3179-3193.

[26] JOHANSSON M, ROCHA N, ZWART W, JORDENS I, JANSSEN L, KUIJLL C, OLKKONEN VM,
NEEFIJES J. Activation of endosomal dynein motors by stepwise assembly of Rab7-RILP-p150Glued,
ORPI1L, and the receptor beta 11l spectrin. J Cell Biol 2007; 176: 459—471.

[27] JORDENS I, FERNANDEZ-BORJA M, MARSMAN M, DUSSELIJEE S, JANSSEN L, CALAFAT J,
JANSSEN H, WUBBOLTS R, NEEFJES J. The Rab7 effector protein RILP controls lysosomal transport
by inducing the recruitment of dynein-dynactin motors. Curr Biol 2001; 11: 1680-1685.

[28] JULENIUS K, MA@LGAARD A, GUPTA R, BRUNAK S. Prediction, conservation analysis and structu-
ral characterization of mammalian mucin-type O-glycosylation sites. Glycobiol 2005; 15: 153—164.

[29] KADDAI'V, GONZALEZ T, KESLAIR F, GREMEAUX T, BONNAFOUS S, GUGENHEIM J, TRAN A,
GUAL P, LE MARCHAND-BRUSTEL Y, CORMONT M. Rab4b is a small GTPase involved in the
control of the glucose transporter GLUT4 localization in adipocyte. PLoS One 2009; 4: e5257.

[30] KHVOTCHEV MV, REN M, TAKAMORI S, JAHN R, SUDHOF TC. Divergent functions of neuronal
Rab11b in Ca*'-regulated versus constitutive exocytosis. J Neurosci 2003; 23: 10531-10539.

[31] KIERCZAK M, SURMACZ L, WIEJAK J, WYROBA E. Rola adaptyn, dynaminopodobnych GTP-az i
biatek Rab w zaburzeniach metabolicznych oraz w przebiegu infekcji roznymi patogenami. Post Hig Med
Dosw 2003; 57: 727-737.

[32] LORAINE AE, YALOVSKY S, FABRY S, GRUISSEM W. Tomato Rab1A homologs as molecular tools for
studying Rab geranylgeranyl transferase in plant cells. Plant Physiol 1996; 110: 1337-1347.

[33] LU C, ZAINAL Z, TUCKER GA, LYCETT GW. Developmental abnormalities and reduced fruit softe-
ning in tomato plants expressing an antisense Rab11 GTPase gene. Plant Cell 2001; 13: 1819-1833.

[34] LYCETT G. The role of Rab GTPases in cell wall metabolism. J Exptl Bot 2008; 59: 4061-4074.

[35] MACKIEWICZ P, WYROBA E. Phylogeny and evolution of Rab7 and Rab9 proteins. BMC Evolutionary
Biology 2009; 9: 101-119.

[36] MARKGRAF DF, PEPLOWSKA K, UNGERMANN C. Rab cascades and tethering factors in the endo-
membrane system. FEBS Lett 2007; 581: 2125-2130.

[37] MAZEL A, LESHEM Y, TIWARI BS, LEVINE A. Induction of salt and osmotic stress tolerance by
overexpression of an intracellular vesicle trafficking protein AtRab7 (AtRabG3e). Plant Physiol 2004;
134: 118-128.

[38] MIACZYNSKA M, CHRISTOFORIDIS S, GINER A, SHEVCHENKO A, UTTENWEILER-JOSEPH S,
HABERMANN B, WILM M, PARTON RG, ZERIAL M. APPL proteins link Rab5 to nuclear signal
transduction via an endosomal compartment. Cell 2004; 6: 445—456.

[39] MARSMAN M, JORDENS I, ROCHA N, KUIJL C, JANSSEN L, NEEFJES J. A splice variant of RILP
induces lysosomal clustering independent of dynein recruitment. Biochem Biophys Res Commun 2006;
344: 747-756.

[40] MIZUNO K, KITAMURA A, SASAKI T. Rabring7, a novel Rab7 target protein with a RING finger motif.
Mol Biol Cell 2003; 14: 3741-3752.

[41] NAHM MY, KIM SW, YUN D, LEE SY, CHO MJ, BAHK JD. Molecular and biochemical analyses of
OsRab7, a rice Rab7 homolog. Plant Cell Physiol 2003, 44: 1341-1349.

[42] NAKADA-TSUKUI K, SAITO-NAKANO 'Y, ALI V, NOZAKI T. A retromerlike complex is a novel Rab7
effector that is involved in the transport of the virulence factor cysteine protease in the enteric
protozoan parasite Entamoeba histolytica. Mol Biol Cell 2005; 16: 5294-5303.

[43] OKADA M, HUSTON CD, MANN BJ, PETRI WA JR, KITA K, NOZAKI T. Proteomic analysis of
phagocytosis in the enteric protozoan parasite Entamoeba histolytica. Eukaryot. Cell 2005; 4: 827—
831.



132 M. OSINSKA, K. KOBYLECKI, J.WIEJAK, E. WYROBA

[44] OKADA M, NOZAKI T. New insights into molecular mechanisms of phagocytosis in Entamoeba
histolytica by proteomic analysis. Arch Med Res 2006; 37: 244-252.

[45] OLCHOWIK M, MIACZYNSKA M. Biatka efektorowe GTPazy Rab5 w regulacji endocytozy i przeka-
zywania sygnatldow wewnatrzkomorkowych. Post Biochem 2009; 55: 171-180.

[46] OSINSKA M, BARTOSIEWICZ R, BILSKI H, WYROBA E. Tomographic electron microscopy and
STED confocal analysis to investigate the cellular effect of RNAi of Paramecium duplicated rab7 genes.
Med Biol Sci 2009; 23, suppl.2,22.

[47] OSINSKA M, SURMACZ L, WIEJAK J, WYROBA E. A distinct pattern of Rab7 isoforms expression in
single-celled eukaryote Paramecium. Acta Biochim Polon 2006; 53: Suppl. 46, 199.

[48] OSINSKA M, WYPYCH E, WIEJAK J, WYROBA E. Effect of silencing of rab7 gene in Paramecium.
ELSO 2008 (Nice) Proceedings, 104.

[49] OSINSKA M, WYPYCH E, WYROBA E. Proteomic analysis of Paramecium Rab7 GTPases encoded by
paralogous genes. FEBS J 2009; 276: Suppl. 1: 380.

[50] PALA, HALL BS, JEFFRIES TR, Field MC. Rab5 and Rab11 mediate transferrin and anti-variant surface
glycoprotein antibody recycling in Trypanosoma brucei. Biochem J 2003; 374: 443-451.

[51] PEREIRA-LEAL JB, SEABRA MC. Evolution of the Rab family of small GTP-binding proteins. J Mo/
Biol 2001; 313: 889-901.

[52] PFEFFER SR. Rab GTPases: master regulators of membrane trafficking. Curr Opin Cell Biol 1994; 6:
522-526.

[53] PFEFFER S, AIVAZIAN D. Targeting Rab GTPases to distinct membrane compartments. Nat Rev Mol
Cell Biol 2004; 5: 886-896.

[54] REN M, ZENG J, DE LEMOS-CHIARANDINI C, ROSENFELD M, ADESNIK M, SABATINI DD. In its
active form, the GTP-binding protein rab8 interacts with a stress-activated protein kinase. Proc Natl
Acad Sci USA 1996; 93: 5151-5155.

[55] ROBERTSON LS, FINK GR. The three yeast A kinases have specific signaling functions in pseudohyphal
growth. Proc Natl Acad Sci USA 1998; 95: 13783-13787.

[56] RUPNIK M, KREFT M, NOTHIAS F, GRILC S, BOBANOVIC LK, JOHANNES L, KIAUTA T, VER-
NIER P, DARCHEN F, ZOREC R. Distinct role of Rab3A and Rab3B in secretory activity of rat
melanotrophs. Am J Physiol Cell Physiol 2007; 292: 98—105.

[57] SAITO-NAKANO Y, LOTUS BJ, HALL N, NOZAKI T. The diversity of Rab GTPases in Entamoeba
histolytica. Exp Parasitol 2005; 110: 244-252.

[58] SAMAJ J, MULLER J, BECK M, BOHM N, MENZEL D. Vesicular trafficking, cytoskeleton and
signalling in root hairs and pollen tubes. Trends Plant Sci 2006; 11: 594—600.

[59] SAXENA S, BUCCI C, WEIS J, KRUTTGEN A. The small GTPase Rab7 controls the endosomal
trafficking and neuritogenic signaling of the nerve growth factor receptor TrkA. J Neurosci 2005; 25:
10930-10940.

[60] SCAPIN SM, CARNEIRO FR, ALVES AC, MEDRANO FJ, GUIMAR?ES BG ZANCHIN NI. The crystal
structure of the small GTPase Rab11b reveals critical differences relative to the Rab11a isoform. J Struct
Biol 2006; 154: 260-268.

[61] SCHWARTZ SL, CAO C, PYLYPENKO O, RAK A, WANDINGER-NESS A. Rab GTPases at a glance. J
Cell Sci 2007; 120: 3905-3910.

[62] SEABRA MC, COUDRIER E. Rab GTPases and myosin motors in organelle motility. 7raffic 2004; 5:
393-399.

[63] SEKIN, AZUMA T, YOSHIKAWA T, MASUHO Y, MURAMATSU M, SAITO T. cDNA cloning of a new
member of the Ras superfamily, RAB9-like, on the human chromosome Xq22.1-q22.3 region. J Hum
Genet 2000; 45: 318-322.

[64] SOMSEL RODMAN J, WANDINGER-NESS A. Rab GTPases coordinate endocytosis. J Cell Sci 2000;
113: 183-192.

[65] STAEHELIN LA, KANG BH. Nanoscale architecture of endoplasmic reticulum export sites and of Golgi
membranes as determined by electron tomography. Plant Physiol 2008; 147: 1454—1468.

[66] STENMARK H, OLKKONEN VM. The Rab GTPase family. Genome Biol 2001; 2: Reviews 3007.1—
3007.7.

[67] SURMACZ L, WIEJAK J, WYROBA E. Evolutionary conservancy of the endocytic machinery in the
unicellular eukaryote Paramecium. Biol Cell 2003; 95: 69-74.

[68] SURMACZ L, WIEJAK J, WYROBA E. Cloning of two genes encoding Rab7 in Paramecium. Acta
Biochim Pol 2006; 53: 149-156.



IZOFORMY 1 IZOTYPY BIALEK Rab W KOMORKACH ROSLINNYCH I ZWIERZECYCH 133

[69] SZUMLANSKIAL, NIELSEN E. The Rab GTPase RabA4d regulates pollen tube tip growth in Arabidop-
sis thaliana. Plant Cell 2009; 21: 526-544.

[70] TOUCHOT N, CHARDIN P, TAVITIAN A. Four additional members of the ras gene superfamily isolated
by an oligonucleotide strategy: molecular cloning of YPT-related cDNAs from a rat brain library. Proc
Natl Acad Sci USA 1987, 84: 8210-8214.

[71] UEDA T, YAMAGUCHI M, UCHIMIYA H, NAKANO A. Ara6, a plant-unique novel type Rab GTPase,
functions in the endocytic pathway of Arabidopsis thaliana. EMBO J 2001; 20: 4730—4741.

[72] ULLRICH O, REINSCH S, URBE S, ZERIAL M, PARTON RG. Rab11 regulates recycling through the
pericentriolar recycling endosome. J Cel/ Biol 1996; 135: 913-924.

[73] VAN DER SLUIIS P, GEREZ L. Rab GTPases as regulators of transport through endosomes. Protoplasma
1999; 210: 1-10.

[74] VERHOEVEN K, DE JONGHE P, COEN K, VERPOORTEN N, AUER-GRUMBACH M, KWON JM,
FITZPATRICK D, SCHMEDDING E, DE VRIENDT E, JACOBS A, VAN GERWEN V, WAGNER K,
HARTUNG HP, TIMMERMAN V. Mutations in the small GTP-ase late endosomal protein RAB7 cause
Charcot-Marie-Tooth type 2B neuropathy. Am J Hum Genet 2003; 72: 722-727.

[75] VONDERHEIT A, HELENIUS A. Rab7 associates with early endosomes to mediate sorting and transport
of Semliki forest virus to late endosomes. PLoS Biol 2005; 3: €233.

[76] WANGY, CHEN T, HAN C, HE D, LIU H, AN H, CAI Z, CAO X. Lysosome-associated small Rab GTPase
Rab7b negatively regulates TLR4 signaling in macrophages by promoting lysosomal degradation of
TLR4. Blood 2007; 110: 962-971.

[77] WANG T, WONG KK, HONG W. A unique region of RILP distinguishes it from its related proteins in its
regulation of lysosomal morphology and interaction with Rab7 and Rab34. Mo/ Biol Cell 2004; 15: 815—
826.

[78] WYPYCHE, OSINSKA M, WIEJAK J, WYROBA E. Putative posttranslational modifications of Para-
mecium rab7 isotypes may result in distinct electrophoretic migration pattern. FEBS J 2008; 275:
Suppl. 1, 469.

[79] WYROBA E, SURMACZ L, OSINSKA M, WIEJAK J. Phagosome maturation in unicellular eukaryote
Paramecium: the presence of RILP, Rab7 and LAMP-2 homologues. Eur J Histochem 2007; 51: 163—
172.

[80] YANG M, CHEN T, HAN C, LIN, WAN T, CAO X. Rab7b, a novel lysosome-associated small GTPase,
is involved in monocytic differentiation of human acute promyelocytic leukemia cells. Biochem Bio-
phys Res Commun 2004; 318: 792-799.

[81] ZERIAL M, McBRIDE H. Rab proteins as membrane organizers. Nat Rev Mol Cell Biol 2001; 2: 107—
117.

[82] ZHANG X, WANG G, DUPRE DJ, FENG Y, ROBITAILLE M, LAZARTIGUES E, FENG YH, HEBERT
TE, WU G. Rabl GTPase and dimerization in the cell surface expression of angiotensin II type 2
receptor. J Pharmacol Exp Ther 2009 330: 109—-117.

Prof. dr hab. Elzbieta Wyroba

Zaklad Biologii Komdrki, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN,
ul. Pasteura 3,02-093 Warszawa,

e-mail:e.wyroba@nencki.gov.pl



