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Streszczenie: Akwaporyny to tetrameryczne biatka, ktére tworza kanaly w wewngtrznych i ze-
wnetrznych btonach komorkowych. Wspomagaja one dyfuzje wody oraz drobnych nienatadowanych
zwiazkoéw rozpuszczalnych pomigedzy komorkami jak i pomigdzy przedziatami subkomorkowymi.
Ostatnie badania pokazaly, ze domniemana lokalizacja kanatow wodnych, wedlug ktérej klasyfiku-
je si¢ akwaporyny roslinne, jest bardziej ztozona i rézni si¢ od pierwotnie przyjmowanych opisow.
Dla przyktadu, wykazano lokalizacj¢ akwaporyny btony komorkowej (PIP) zarowno w blonie plaz-
matycznej jak 1w btonie chloroplastowej komodrek mezofilu lisci tytoniu. Mechanizmy kontrolu-
jace eksport akwaporyn z retikulum endoplazmatycznego, ich kierowanie do ostatecznej lokalizacji
oraz endocytotyczne wycofywanie z bton komérkowych tworza nowy model dla studiowania sub-
komorkowej dynamiki sortowania roslinnych biatek btonowych. Wewnatrzkomoérkowa lokalizacja
akwaporyn jest w wysokim stopniu wrazliwa na stresy abiotyczne, a dane dotyczace stresu solnego
$wiadcza o mozliwosci endocytotycznej recyklizacji tych biatek.

Stowa  kluczowe: akwaporyny, egzocytoza, endocytoza, transport pecherzykowy, lokalizacja
subkomorkowa

Summary: Aquaporins are tetrameric proteins, which form channels in internal and external cell mem-
branes. They facilitate diffusion of water and small uncharged solutes between cells and intracellular
compratments. Recent studies have shown that the supposed localization of aquaporins, used in present
classification, is more complex and differs from the originally accepted descriptions. For example, it
was shown that plasma intrinsic proteins (PIP) are localized both in plasma and chloroplast membrane
in tobacco leaf mesophyll cells. The mechanisms controlling the export of aquaporins from endoplasmic
reticulum, directing them to the final location and endocytic removal from cell membranes create a new
model for the study of subcellular sorting dynamics of plant membrane proteins. Endocytic cycling of
aquaporins is highly sensitive to abiotic stresses, and much information was provided on the salt stress.
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WSTEP

Akwaporyny sg tetramerycznymi biatkami tworzacymi kanaty w wewnetrz-
nych i zewngtrznych btonach komorkowych. Wspomagaja one dyfuzje wody oraz
drobnych nienatadowanych zwigzkoéw rozpuszczalnych pomiedzy komorkami jak
1 pomigdzy przedziatami subkomérkowymi. Roslinne akwaporyny wykazuja wyso-
ka ré6znorodnos¢ izoform, odpowiednio 35, 37, 36 i 33 u rzodkiewnika i pomidora
oraz kukurydzy iryzu [12, 37, 58, 66, 69]. Roslinne izoformy akwaporyn moga
zosta¢ sklasyfikowane wedlug siedmiu grup, uwzgledniajacych podobienstwa se-
kwencji i lokalizacje wewnatrzkomoérkowa. Klasyfikacja ta wydziela cztery gtow-
ne homologiczne podrodziny, do ktérych nalezg: akwaporyny btony komoérkowe;j
(PIP), akwaporyny tonoplastowe (TIP), akwaporyny typowe dla btony peribakte-
roidalnej (NIP) oraz biatka o nieznacznej homologii do akwaporyny 1 cztowieka
(SIP) [35, 57]. Trzy pozostate grupy sa do tej pory stabo poznane. Naleza do nich
niesklasyfikowane biatka blonowe X (XIP) [46], GlpF-podobne biatka wewnetrzne
(GIP) 1 hybrydowe biatka wewngtrzne (HIP) [27]. Takze ich wewnatrzkomorkowa
lokalizacja pozostaje wcigz niewiadoma.

Rosliny posiadajg niezwykta zdolno$¢ do wychwytywania réznych sygnalow
z otaczajacego je srodowiska i odpowiedniego dostosowania wtasciwos$ci transpor-
tu wody. Mechanizmy regulujace gospodarke wodng za posrednictwem akwaporyn
sa wysoce ztozone i tgczg rozne sygnaty, przez co na wiele pytan nie uzyskano do-
tychczas odpowiedzi. Aktywno$¢ akwaporyn kontrolowana jest przez szereg bodz-
cow zewnetrznych jak 1 wewnetrznych czgsteczek sygnatowych. Mechanizmy re-
gulujace aktywno$¢ akwaporyn to miedzy innymi: fosforylacja i heteromeryzacja,
natomiast czynnikami wpltywajacymi na ich regulacje sa miedzy innymi zmiany
pH, stezenie jonow Ca*" i H,O,, hormony ro$linne oraz lokalne zmiany ci$nienia
zmieniajace tempo przeptywu wody przez kanat. Kanaty te sg $cisle regulowane na
wielu poziomach, co umozliwia kontrolg gestosci ich rozmieszczenia oraz aktyw-
nosci w btonach komorkowych. Jednakze mechanizmy regulacji potranslacyjnej,
ktore moga wptywac na strukture monomerdw akwaporyn, ich stabilno$¢ w btonie
komoérkowej oraz modulacje dynamiki sortowania akwaporyn do miejsc docelo-
wych w komorce, wydaja si¢ by¢ bardzo ztozone, a nowe procesy regulacyjne sa
caty czas odkrywane [13, 29, 55].

Wewnatrzkomoérkowy transport akwaporyn moze odbywac si¢ przy wyko-
rzystaniu tych samych lub podobnych mechanizméw co bialek transportujacych
auksyny. Prace eksperymentalne dotyczace wyptywu auksyn [16] dostarczaja
danych podwazajacych dotychczasowe poglady, wedtug ktorych szlaki endo- i eg-
zocytotyczne sg od siebie niezalezne. Z prac tych wylania si¢ obraz wrecz prze-
ciwny, pokazujacy integracje szlakow sekrecyjnych i endocytotycznych. Regula-
cja wyptywu auksyn moze odbywac si¢ dzigki konstytutywnemu krazeniu biatek
transportowych dla auksyn (PIN) migdzy btong komorkowsa a systemami blon we-



TRANSPORT PECHERZYKOWY AKWAPORYN ROSLINNYCH 377

wnetrznych, w tym gtownie przedziatami endosomalnymi i przedziatami strefy trans
aparatu Golgiego (TGN). Prowadzi to do mozliwosci regulacji transportu blonowego
przez konstytutywng recyklizacj¢ niektorych sktadnikow btony komoérkowej. Dzie-
je si¢ tak w przypadku odzyskiwania bialek PIN1, ktére wspomagajg egzocytotycz-
ny transport auksyn. Najnowsze badania wskazuja, ze internalizacja biatek PIN ma
miejsce za posrednictwem transportu pecherzykowego zaleznego od klatryny. Powrot
powyzszych bialek z przedziatéw komoérkowych do btony plazmalemmowej lub ich
kierowanie do wakuoli litycznej jest regulowany przez wiele mechanizmow [41].

Dostarczone w ostatnim czasie dane $wiadcza, ze kluczowym mechanizmem
regulujacym aktywnos$¢ akwaporyn, zarowno w cyklu dobowym jak i w warun-
kach stresowych, jest ich odwracalne wycofywanie (recyklizacja) do réznych
bton wewnatrzkomdrkowych, zwigzane z transportem endocytotycznym [1, 2,
28, 29]. Badania w tej dziedzinie sg fragmentaryczne ze wzgledu na brak wiedzy
na temat biatek oddzialujacych z akwaporynami [55]. Nie mniej jednak badania
recyklizacji akwaporyn przeprowadzane w warunkach stresowych sg prezentowane
jako interesujacy model krazenia endocytotycznego takze dla innych ros§linnych bia-
ek [48, 53]. Ze wzgledu na udziat akwaporyn w odpowiedzi na zmiany warunkow
srodowiskowych badania te dostarczaja wiedzy dotyczacej mechanizméw kontrolu-
jacych procesy adaptacji roslin do warunkow stresowych.

Wyjasdnienie dynamiki ukierunkowanego transportu akwaporyn do wiasci-
wych przedziatdéw komorkowych ma zasadnicze znaczenie w zrozumieniu jak ro-
$liny reguluja przepuszczalno$¢ hydrauliczng blon komorkowych. Ponizszy prze-
glad przedstawia najnowsze doniesienia odnoszace si¢ do transportu sekrecyjnego
akwaporyn oraz ich kluczowych interakcji molekularnych w roslinnym transporcie
endocytotycznym.

NOWE DANE NA TEMAT LOKALIZACJI
IZOFORM AKWAPORYN

Ostatnie badania pokazaty, ze domniemana lokalizacja akwaporyn, wedlug kto-
rej klasyfikuje si¢ akwaporyny roslinne, jest bardziej ztozona i r6zni si¢ od pierwot-
nie przyjmowanych opisow. Dla przyktadu, w komorkach mezofilu lisci tytoniu,
wykazano, ze akwaporyny typu PIP mozna znalez¢ zarowno w btonie komorkowe;j
jak 1w btonie chloroplastowej. Lokalizacja w chloroplastach zostata ustalona dla
biatka NtPIP1 uzywajac techniki immunogold, a takze z uzyciem mutantow wykazu-
jacych przej$ciowa ekspresje NtPIP1 znakowanego mGFP4 [81]. Lokalizacja chlo-
roplastowa akwaporyny NtPIP1 i jej homologu AtPIP1;2 z Arabidopsis thaliana zo-
stala powigzana z transportem dwutlenku wegla w mezofilu [33, 81]. Sugeruje sie,
ze NtPIP1 preferencyjnie bierze udziat w transporcie wody w btonie komodrkowe;j,
natomiast transport CO, jest dominujgcg funkcja tego biatka gdy zlokalizowane jest
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w chloroplastach [81]. Nieznana jest jednak odpowiedz na pytanie dotyczace me-
chanizmu prowadzacego do dostarczenia tego biatka do blony chloroplastowe;j [3,
70]. Biatka PIP moga ulega¢ translokacji bezposrednio z ER do chloroplastow przez
strukturalng asocjacj¢ lub ich wydtuzenia zwane stromulami [3].

Poczatkowo uwazano, ze biatka TIP wystepuja wylacznie w btonie tonoplasto-
wej. Moga one jednak wykazywac zréznicowang lokalizacje wewnagtrzkomorkows.
Dla przyktadu znakowane biatkami fluorescencyjnymi AtTIP3;1 i AtTIP3;2 lokali-
zowaly si¢ zardbwno w blonie tonoplastowej jak i w blonie komorkowej komorek za-
rodkowych Arabidopsis. Obserwacja ta wydaje si¢ swoista dla podklasy biatek TIP
specyficznej dla nasion i jest ograniczona do wystepowania we wczesnych fazach
kietkowania [21]. Natomiast izoforma AtTIPS;1 specyficzna dla pytku, skoniugo-
wana z biatkiem GFP, wykazywata kolokalizacj¢ z barwnikiem mitochondrialnym
MitoTracker, w czasie ekspresji w komodrkach wegetatywnych transgeniczne-
go pytku Arabidopsis [74]. Jednak bezposredniego dowodu na temat lokalizacji
natywnego biatka w mitochondriach wciaz brakuje.

Biatka TIP wykazuja wysoka réznorodnos¢ funkcjonalna, ktora dotyczy trans-
portu wody, glicerolu, zwigzkow azotowych (mocznik, NH,) lub nadtlenku wodoru
(H,0,) [85]. Badania nad izoformami TIP wykazaly, ze komorka roslinna moze
posiada¢ morfologicznie i funkcjonalnie rézne typy wakuoli [20]. R6znorodnosé
ta moze wynika¢ zrdznego sposobu sortowania izoform TIP do ostatecznego
miejsca wbudowania ich w btong. Jednak biatka TIP nalezace do réznych podklas
moga réwniez ulega¢ koekspresji w tej samej wakuoli [21, 22, 34]. Przyktadem
tego mogg by¢ transgeniczne rosliny Arabidopsis, u ktoérych wykazano, ze zar6wno
AtTIP1;1 jak i AtTIP3;1 obecne sa w centralnej wakuoli siewek [21]. Wynik ten nie
przeczy istnieniu wielu typéw wakuol w komoérkach roslinnych, ale wskazuje na
to, ze odmienne izoformy TIP moga by¢ kierowane do tego samego typu wakuoli.
Mozna rowniez zauwazy¢ nierownomierno$¢ rozmieszczenia biatek TIP w waku-
olach. Dla przyktadu AtTIP1;1 skoniugowane z biatkiem GFP znakowaty wewnatrz
wakuolarne wglebienia lub btony dwodch sasiadujacych wakuol lezacych w poblizu
[6, 67]. Lokalizacja ta moze sprzyja¢ przeplywowi wody 1 niskoczasteczkowych
substancji lub wptywaé na wlasciwosci adhezyjne pomiedzy sasiadujagcymi waku-
olami [6]. Stwierdzono, ze niektére izoformy moga mie¢ lokalizacje ograniczona
do rejonéw biegunowych komorki, ktorych o$ jest wyznaczana ré6znymi bodzcami
kierunkowymi, np. gradientem st¢zenia boru w tkance. AtNIP5;1 jest indukowana
w czasie niedoboru boru w korzeniach Arabidopsis, gdzie stuzy jako kanat dla kwa-
su borowego. Zgodnie z funkcja pasywnego poboru tego jonu, AtNIP5;1 umiejsco-
wione sg preferencyjnie w domenach blon komérkowych znajdujacych si¢ po tej
stronie komorki, ktora jest blizsza zewnetrznym warstwom korzenia [79]. BORI,
receptor dla kwasu borowego, kolokalizuje si¢ w tych samych komorkach ale w do-
menach btony komoérkowej znajdujacych si¢ od strony wewnetrznych warstw ko-
rzenia. Te przeciwstawne lokalizacje moga utatwia¢ migdzykomorkowy transport
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boru z roztworu glebowego do tkanek przewodzacych korzenia. Podobne zachowa-
nie zostato opisane dla biatka OsNIP2;1 (transportera krzemu Lis1), ktore funkcjo-
nuje jako kanat dla kwasu krzemowego u ryzu [51]. Lisl i Lis2, transportery kwasu
krzemowego [50], zlokalizowane sg odpowiednio w zewnetrznych i wewnetrznych
czesciach komorek korzenia, tworzac droge dla transportu krzemu. Dodatkowo
ZmPIP2;1 ulega preferencyjnie ekspresji w zewnetrznych domenach btony plazma-
lemmowej komorek epidermalnych korzenia [30], natomiast OsPIP2;1 i OsPIP2;5
wykazuja preferencyjna akumulacje w wewngtrznych czgéciach w komorkach
endodermalnych korzeni ryzu [68]. Sa to, wedlug naszej wiedzy, jedyne przyktady
biatek PIP o polarnym wzorze lokalizacji. Potencjalna rola takiej polarnej lokaliza-
¢ji w ukierunkowanym transporcie wody pozostaje wcigz niewiadoma.

BIOSYNTEZA I TRANSPORT AKWAPORYN DO BLON
WEWNETRZNYCH I BLONY KOMORKOWEJ

Izoformy PIP i TIP traktowane sg jako markery odpowiednio — roslinnej blony
komorkowej i wakuolarnej, jednak wiele jeszcze zostaje do wyjasnienia odnosnie
mechanizmoéw determinujacych kierowanie tych bialek do miejsc przeznaczenia.
Stabilne inhibitory transportu pecherzykowego takie jak brefeldyna A (BFA) i wort-
manina (Wm) sg wykorzystywane do badan w komoérkach roslinnych [60]. Zwigzki
te pozwalajg na okreslenie lokalizacji niektorych biatek i ich udzialu w poszczegol-
nych etapach transportu pecherzykowego. W ostatnich latach, inhibitory te sg sze-
roko wykorzystywane do obserwacji mikroskopowych [60], atakze w badaniach
biochemicznych i proteomicznych [47, 77, 78].

BIOSYNTEZA I TRANSPORT AKWAPORYN Z RETIKULUM
ENDOPLAZMATYCZNEGO DO APARATU GOLGIEGO

Biatka blonowe sg transportowane szlakiem wydzielniczym, wprowadzane
kotranslacyjnie do $wiatta retikulum endoplazmatycznego (ER), gdzie ma miejsce
formowanie si¢ wigzan dwusiarczkowych, oligomeryzacja i glikozylacja. Skutkuje
to utworzeniem tetrameru stabilizowanego mostkami dwusiarczkowymi pomi¢dzy
sgsiednimi monomerami [§]. Biatka transbtonowe akumulujg si¢ w specyficznych
poddomenach blony ER zwanej miejscem wyjscia (eksportowym) ER (ERESs)
[15, 32], gdzie powstaja pecherzyki optaszczone biatkiem COPII, posredniczace
w transporcie biatek z ER do diktiosomow (ryc.1). Wzbogacenie paczkujacych pe-
cherzykow COPII w biatkowy tadunek odbywa si¢ poprzez specyficzne oddziatywa-
nia, w ktorych posredniczy motyw eksportowy ER. Motyw eksportowy Asp-X-Glu
(DXE) zawiera dwa aminokwasy kwasowe oraz jeden aminokwas o nieokreslonym
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fancuchu bocznym. Motyw ten zostal zidentyfikowany w wielu biatkach drozdzy,
ssakow oraz roslin, w tym w akwaporynach [17, 32, 56, 73, 84, 88, 90]. Jednak nie
wszystkie sekwencje dwukwasowe funkcjonuja jako motyw eksportowy ER [32,
56, 72, 88]. Rola tych motywoéw w eksporcie biatek PIP z siateczki endoplazma-
tycznej do innych kompartmentéw komorkowych zostata okreslona poprzez analizg
mutantéw kukurydzy i rzodkiewnika [73, 88].
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RYCINA 1. Transport pecherzykowy biatek PIP w komorce roslinnej. Czerwonymi strzatkami
oznaczono endocytotyczng $ciezke recyklizacji PIP, ktéra odbywa si¢ przez wycofanie biatek do
TGN i ponowna wysytke do PM, w jedna i druga strone¢ za posrednictwem CCV oraz innych end-
osoméw (EE, RE). Kolorem niebieskim oznaczono homotertramery, kolorem zo6tto-niebieskim — he-
terotetramery PIP. CCV — pecherzyki optaszczone klatryna, CGN, TGN - strefa cis lub trans aparatu
Golgiego, COPII — biatko optaszczajace pecherzyki transportu z ER do CGN, EE — endosom wcze-
sny, LV — wakuola lityczna, PM — btona cytoplazmatyczna, PVC/MVB — przedziaty przedwakuolar-
ne, RE — endosom recyklizacyjny, SV — pecherzyk na szlaku sekrecyjnym akwaporyn. Czerwona
kropka oznaczono prawidtowy sygnat eksportowy z ER, zawierajacy motyw Asp-X-Glu

FIGURE 1. Vesicular transport of PIP proteins in plant cell. Red arrows indicate endocytotic of re-
cycled PIPs, which is held by the withdrawal of proteins to the TGN and re-dispatch to the PM, both
ways via CCV and other endosomes (EE, RE). Blue color indicates homotetramers, yellow-blue
color indicates heterotetramers of PIP. CCV — clathrin coated vesicles, CGN — cis-Golgi network,
TGN - trans-Golgi network, COPII — vesicle coat protein that transports proteins from the ER to
CGN, EE — early endosome, LV — lytic vacuole, PM — plasma membrane, PVC/MVB — pre-vacuolar
compartment, RE — recycling endosome, SV — secretion vesicle. Red dot indicates proper export
signal from ER containing Asp-X-Glu motif
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Funkcjonalno$¢ motywu DXE zostala zbadana poprzez substytucj¢ amino-
kwasow skrajnych, pozostawiajac jednak niezmieniona wtasciwos$¢ s$rodko-
wej pozycji w sekwencji. Mutacja sekwencji motywu DIE na AIA w ZmPIP2;4
1 ZmPIP2;5 prowadzi do zatrzymania zmienionych biatek w ER, podczas przej-
sciowej ekspresji w protoplascie kukurydzy [88]. Podobne wyniki uzyskano gdy
sekwencja kodujaca dwukwasowy motyw DVE Arabidopsis AtPIP2;1 zostala
poddana mutacji do sekwencji kodujacej motyw AVA [73]. Wszystkie mutacje
prowadzity do zatrzymania takiego konstruktu w ER, co sugeruje ze motyw DXE
jest niezbedny dla prawidtowego kierowania akwaporyn [73].

Poczatkowe badania, w ktorych dokonywano koekspresji biatek PIP1 i PIP2
w oocytach Xenopus wskazaly na funkcjonalne interakcje podczas ukierunkowa-
nia ich do btony komorkowej [19]. W protoplastach mezofilu kukurydzy, w ktorych
dochodzi do koekspresji izoform ZmPIP1 i ZmPIP2, potwierdzono, ze zachodzi fi-
zyczna interakcja pomiedzy tymi podklasami bialek, skutkujaca utworzeniem hete-
rotetramerow [87]. Udowodniono to za pomocg techniki rezonansowego przeniesies
nia energii fluorescencji (FRET), ktora stosuje znakowanie biatek dwoma r6znymi
markerami fluorescencyjnymi. Jezeli energia wzbudzenia powodowana $wiattem
specyficznym tylko dla jednego z biatek zostanie przekazana w drodze przeniesienia
rezonansowego, to skutkuje to fluorescencjg drugiego biatka, $wiadczaca o odlegtosci
pomiedzy nimi nie wigkszej niz 10 nm. Gdy w protoplastach umozliwiano ekspresje
tylko izoformy ZmPIP1, biatka te pozostawaly w ER, natomiast izoformy ZmPIP2
byty prawidtowo skierowywane do btony komorkowej [88]. Moze to sugerowac, ze
izoformy PIP1 nie posiadaja wlasnego sygnalu potrzebnego do eksportu z ER,
a fizyczne interakcje z PIP2 sg niezbedne dla prawidtowej lokalizacji docelowe;j
[88]. Potwierdzajg to eksperymenty z komorkami epidermalnymi transgenicznych
korzeni Arabidopsis [73]. Gdy dochodzito do koekspresji AtPIP1;4 (znakowanej
mCherry) z mutantem AtPIP2;1 (znakowanej GFP), w ktorym sekwencja DXE zosta-
fa podstawiona przez DXD, okazalo si¢, ze zatrzymywane w ER sg zarowno biatko
AtPIP1;4-mCherry jak ipowstaty kompleks biatkowy PIP1;4-PIP2;1. Jednak eks-
presja z dzikim typem AtPIP2;1-GFP prowadzi do prawidlowego ukierunkowania
do blony plazmatycznej. Ciekawym jest fakt, ze zatrzymanie biatka AtPIP2;1-GFP
w ER nie mialo zadnego wptywu na kierowanie biatka AtTIP1;1-mCherry do btony
wakuolarnej. Ekspresja zmutowanego biatka AtPIP2;1 w transgenicznych roslinach
Arabidopsis, skutkuje 36-45% zmniejszeniem przewodnictwa hydraulicznego ko-
rzeni (Lpr) wzgledem roélin typu dzikiego [73]. Izoforma AtPIP2;1 zatrzymana
w ER moze oddzialywa¢ fizycznie z innymi biatkami PIP, co utrudnia ich prawidto-
wy transport do btony komorkowej [73]. Moze to wyjasni¢ obnizenie Lpr.

Motywy dwukwasowe sg zaangazowane w kierowanie biatlek PIP do blony
komoérkowej, ale nie jest to jedyny element regulujacy ten proces. Dla przyktadu
ZmPIP2;1 jest odpowiednio transportowane do btony komorkowej chociaz nie za-
wiera zadnego motywu dwukwasowego. Natomiast obecno$¢ motywow dwukwa-
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sowych (EDD, DKD lub EKD) na N-terminalnym koncu biatka ZmPIP1 powoduje
zatrzymywanie go w ER, podczas przejsciowej ekspresji w mezofilu protoplastow
kukurydzy [88]. Co ciekawe, zamiana N-terminalnego regionu ZmPIP1;2 na re-
gion pochodzacy z izoformy ZmPIP2;5, ktéry zawiera funkcjonalny motyw dwu-
kwasowy, nie jest wystarczajaca by uruchomi¢ eksport biatka z ER. Oznacza to,
ze peptyd sygnatowy o sekwencji blokujacej eksport ZmPIP1;2 z ER moze by¢
obecny w innym miejscu sekwencji. Co prawdopodobne, N-koniec ZmPIP1;2 nie
bierze udziatu w zatrzymaniu biatka w ER. Inne motywy, takie jak motywy dwu-
zasadowe (R/K-X-R/K) lub dihydrofobowe, rowniez odgrywaja role w interakcji
pomiedzy COPII a eksportem z ER [14, 86], jednak ich wptyw na kierowanie
roslinnych akwaporyn nie zostat do tej pory poznany.

Wstepne badania pokazaly, ze sortowanie nowo zsyntetyzowanych izoform
a-TIP fasoli 1 AtTIP3;1 rzodkiewnika do wakuoli bylo niewrazliwe na dzialanie
brefeldyny. Mozna wnioskowac, ze transport odbywa si¢ na drodze niezaleznej od
aparatu Golgiego (AG) [25]. Ostatnie badania, potwierdzaja, ze istnieja dwie drogi
sortowania i kierowania izoform AtTIP do wakuoli, roznigce si¢ wrazliwoscig na
BFA. AtTIP2;1 i AtTIP3;1 sg transportowane na drodze szlaku niewrazliwego na
BFA (niezaleznego od AG), natomiast AtTIP1;1 szlakiem wrazliwym na brefeldyng
(zaleznym od AG) [64].

KIEROWANIE AKWAPORYN Z APARATU GOLGIEGO DO PM

Nowo syntetyzowane biatka btonowe transportowane sa z retikulum endopla-
zmatycznego dalej przez aparat Golgiego (AG) i przedziaty strefy trans aparatu
Golgiego (TGN) (ryc. 1). Czesciowa kolokalizacja markera AG, ST-mYFP i CFP
-ZmPIP2;5, obserwowana byta w protoplastach mezofilu kukurydzy, co sugeruje, ze
ruch izoform PIP przez AG odbywa si¢ analogicznie do sposobu opisanego dla in-
nych biatek btonowych [54]. W drodze z AG do btony komoérkowej, akwaporyny
przechodzg przez TGN. Dla przyktadu, gdy ZmPIP2,5 ulega przejsciowej eks-
presji w protoplastach mezofilu kukurydzy, biatko to jest kolokalizowane z mar-
kerem TGN, VTI12. TGN pochodzi z najdalszej cysterny trans AG i dziala jako
centrum w sortowaniu biatek na skrzyzowaniu pomigdzy $ciezkami wydzielni-
czymi i endocytozy [63, 65].

Pecherzyki zawierajace biatka PIP, ktore opuszczaja TGN muszg zostaé pra-
widlowo wstawione w blon¢ plazmalemmowa. W tym wzgledzie, syntaksyna
SYPI121, biatko Q-SNARE (rodzina bialek posredniczacych w fuzji pecherzy-
koéw), posredniczy w transporcie pegcherzykdéw pomigdzy przedziatami wewnatrz-
komoérkowymi i powierzchnig komorki [23, 80]. Nadekspresja dominujacego
cytozolowego fragmentu SYP121 (SYP121-Sp2) uposledza skierowywanie kanatu po-
tasowego KAT1 do btony plazmatycznej ale nie H-ATPazy PMA2 [76, 80]. Wynik ten
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wskazuje, ze SYP121, poprzez swoja role w fuzji pecherzykow, prezentuje punkt
kontrolny dla ukierunkowania specyficznych tadunkow do btony plazmatyczne;.
Besserer 1 wspotpracownicy [7] wykazali, Zze ten sam fragment Sp2 biatka SYP121
uposledza transport biatka ZmPIP2;5-mYFP do btony plazmatycznej. Natomiast
syntaksyny blony plazmatycznej SYP71 i SYP122, przedzialu prewakuolarnego
SYP21, ani tez pelnej dtugosci biatko SYP121-Sp2 nie wykazuja takiego efektu.
W poréwnaniu do efektu SYP121-Sp2 na ukierunkowanie ZmPIP2;5-mYFP, zwigk-
szenie przepuszczalnosci hydraulicznej protoplastu spowodowane przez ten drugi
konstrukt byto neutralizowane poprzez koekspresj¢ nie z SYP121-Sp2 ale z syntak-
syna SYP121 o niepetnej dtugosci. Kilka dowodow dostarczonych przez techniki
chromatografii powinowactwa, molekularnego uzupetienia fluorescencji i FRET
réowniez wskazujg na fizyczne interakcje pomiedzy ZmPIP2;5 1 SYP121 [7].

Biorac pod uwage fakt, ze biatka SNARE (receptory umozliwiajace prawidto-
we dokowanie i fuzje pecherzykow) posiadaja szeroki zakres wewnatrzkomorko-
wego rozmieszczenia, mozna sadzi¢, ze moga kontrolowac transport akwaporyn na
roéznych etapach, selektywnie w zaleznosci od izoformy. Dla przyktadu, VAMP721
i VAMP722 sa dwoma blisko spokrewnionymi biatkami R-SNARE bioracy-
mi udziat w wydzielniczym transporcie do PM poprzez TGN lub przez wczesny
przedzial endosomalny. U podwojnego mutanta vamp721-vamp722, kierowanie
PIP2;1-GFP do PM jest powaznie zaktocone, natomiast lokalizacja tonoplastowe;j
akwaporyny TIP1;1-GFP nie jest zaburzona w poréwnaniu do ro$lin kontrolnych
[89]. Nalezy jeszcze okreslic czy VAMP721 czy VAMP722 réwniez fizycznie
oddziatuja z akwaporynami, pomimo tego, ze bezposrednia interakcja nie jest wa-
runkiem dla tego mechanizmu regulacyjnego.

Analizy proteomiczne zidentyfikowaty izoformy PIP w mikrodomenach nie-
rozpuszczalnych w detergencie, tak zwanych tratwach lipidowych, u ré6znych ga-
tunkow roslin [9, 40, 43, 59]. Ostatnio zostato pokazane, ze AtPIP2;1 wykazuje
specyficzng dynamike dyfuzji w blonie u roslin [44]. Badania kolokalizacji marke-
ra steroli wigzacych antybiotyk, filipiny [26], i markera tratw lipidowych, flotl [9],
doprowadzity do wniosku, ze w nienaruszonych komoérkach roslinnych, AtPIP2;1
jest glownie zlokalizowana w tratwach lipidowych ale moze réwniez si¢ z nich prze-
mieszcza¢ [44]. Interesujace jest to, ze §$ciana komorkowa, ktora jest pierwszym
miejscem bioragcym udzial w odbiorze bodzca zewngtrznego, odgrywa istotng role
w unieruchomieniu biatek blonowych (glownie kanalow, transporterow i receptorow)
wliczajac w to AtPIP2;1 [52]. Jednakze, niska mobilno$¢ moze by¢ spowodowana
interakcjg z innym, niezidentyfikowanym do tej pory, sktadnikiem btony komoérkowe;.

Identyfikacja biatkowych kinaz i fosfataz, ich substraty i okreslenie specy-
ficznych miejsc fosforylacji, miato istotne znaczenie dla zrozumienia sygnalizacji
komoérkowej. Fosforylacja byla pierwsza znana modyfikacja, ktora bezposrednio
wplywala na aktywno$¢ kanatow biatkowych [55] ale rowniez moze kontrolowaé
ich kierunkowanie do btony plazmatycznej [62]. C-koniec AtPIP2;1 posiada ufos-
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forylowane Ser* i Ser®®. W celu imitowania braku fosforylacji dokonano mutacji
sekwencji kodujacych te dwa aminokwasy. Ekspresja tych struktur w korzeniach
Arabidopsis wskazuje, ze fosforylacja Ser®®’, w przeciwienstwie do Ser?’, jest nie-
zbedna do prawidlowego kierowania akwaporyn do btony komorkowej. Mutacja
Ser®®Ala u izoformy AtPIP2;1, pozbawionej fosforylowanych reszt, powodowata
zatrzymanie biatka w ER. Natomiast izoformy z mutacjg Ser?®Asp, ktora imituje
fosforylacje w tej pozycji, nie wykazywaty tego efektu. Sugeruje to, ze fosforyla-
cja Ser®® jest niezbedna dla prawidlowego transportu akwaporyn. Wyznakowanie
akwaporyn obydwu mutantow biatkiem GFP dalo r6zne obrazy potwierdzajace wy-
nik. Biatka PIP2;1-GFP mutanta Ser*®*Ala obserwowano wyraznie wokoét jadra ko-
morkowego 1 dodatkowo byly rozsiane po calej komorce, co odpowiada zatrzyma-
niu biatka w ER, natomiast u mutanta Ser** Asp biatko PIP2;1-GFP obserwowano
w blonie plazmalemmowej [62]. Natura tych wewnatrzkomorkowych przedzialow
musi zosta¢ jednak jednoznacznie okreslona. Moga one odpowiada¢ przedziatom
przedwakuolarnym (PVC/MVB). Struktury te moga by¢ rowniez znakowane przez
konstrukty AtPIP po traktowaniu korzeni H,O, [10].

KONSTYTUTYWNE KRAZENIE I ROZPROSZENIE IZOFORM PIP
W OBREBIE BLONY PLAZMATYCZNEJ

Wysoko rozdzielcze techniki mikroskopowe dostarczyty nowych danych do-
tyczacych rozmieszczenia izoform PIP iich konstytutywnego krazenia w ob-
rgbie blony komoérkowej [44, 48, 53]. Pojedyncze czasteczki AtPIP2;1-GFP
obserwowane byly na powierzchni komorek epidermalnych korzeni Arabidopsis przy
uzyciu techniki mikroskopii zmiennego kata fal zanikajacych [44]. Okoto jedna
trzecia czasteczek wykazywata model dyfuzji Browna, pozostata czes¢ wykazywata
skierowany, ograniczony ruch lub mieszany tryb dyfuzji w PM, w stosunku z ich
dynamika w btonie ER [73]. Jednakze, przeciwnie do PM, ER jest bardzo mobilnym
przedziatem komorkowym. W tych samych analizach modalny wspoétczynnik dyfu-
zji AtPIP2;1-GFP byt dziesieciokrotnie nizszy niz LTi6a-GFP, biatka indukowanego
niska temperatura, ktore jest markerem btony plazmatycznej, co wskazuje na niska
dyfuzje akwaporyn. W przeciwienstwie do kanatu potasowego KAT1 i transportera
auksyny nalezacego do podrodziny PIN, ktére sg zlokalizowane punktowo w struk-
turach PM, izoformy PIP wydaja si¢ by¢ rownomiernie rozmieszczone w obrgbie
btony komodrkowej, gdy sa obserwowane przy uzyciu standardowej mikroskopii
konfokalnej [7, 11, 87]. Fluorescencyjna spektroskopia korelacji (FCS) zostata
wykorzystana w celu monitorowania gestosci struktury AtPIP2;1-GFP w btonie
plazmatycznej, uzyskujac warto$¢ okoto 30 czasteczek/m?. Kombinacja technik
sledzenia pojedynczej czasteczki (SPT) i FCS z uzyciem substancji chemicznych
pozwolity oceni¢ rolg mikrodomen bogatych w sterole w dynamice AtPIP2;1-GFP.
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Dla przyktadu, traktowanie komoérki metylo-B-cyklodekstryng (MBCD), substan-
cja usuwajacg sterole, zmniejszato wspotczynnik dyfuzji AtPIP2;1-GFP dwudzie-
stokrotnie. Proporcja czasteczek AtPIP2;1-GFP o ograniczonej dyfuzji wzrosla
0 164% w poréwnaniu do liczby u ro$lin kontrolnych. Tyrfostyna A23, inhibiotor
endocytozy zaleznej od klatryny [65], zmniejszata dziesigciokrotnie wspdtczynnik
dyfuzji, zwickszajac przy tym dwukrotnie proporcje AtPIP2;1-GFP o mieszanym
wspotczynniku dyfuzji. Zwickszata ona rowniez o 32% zaggszczenie tej akwapory-
ny w blonie plazmatycznej. Catosciowe dane sugeruja, ze AtPIP2;1 wzajemnie od-
dzialuje z domenami bogatymi w sterole oraz strukturami optaszczonymi klatryna
na powierzchni komorki Iub w jej poblizu. Te interakcje decyduja o wtasciwosciach
dyfuzyjnych AtPIP2;1 i endocytozie, poprzez mechanizmy molekularne, ktore do
tej pory nie sg poznane.

ENDOCYTOTYCZNE WYCOFYWANIE AKWAPORYN
Z BLON KOMORKOWYCH

Endocytoza jest niezbgdnym procesem dla prawidtowego funkcjonowania ko-
morek. Uczestniczy w transporcie biatek, sygnalizacji komodrkowej, funkcjono-
waniu receptorow czy wchtanianiu substancji rozpuszczonych z zewnatrz. U ro-
slin najlepiej poznana jest endocytoza z udziatem pgcherzykow optaszczonych
klatryng (CCV) (ryc.1). Proces ten zachodzi poprzez internalizacj¢ biatek blony
komorkowej, z udziatem biatek posredniczacych w okrytych klatryna dotkach,
przeksztatcajacych si¢ nastgpnie w pecherzyki. Po odtaczeniu od blony komor-
kowej tworzg ruchliwa organelle zwang endosomem. W ostatnich latach sformu-
lowano poglad o mozliwo$ci wycofania akwaporyn z btony komoérkowej w po-
staci pecherzykow endosomalnych. Taki transport wsteczny moze mie¢ miejsce
w cyklu dobowego obrotu metabolicznego akwaporyn (nocny spadek akumulacji,
[30]), a takze w odpowiedzi na susze. Pozwala to roslinie zmieni¢ ilo$¢ kanatow
akwaporynowych bez degradacji proteolitycznej przez stosowanie mechanizmu
ich konstytutywnej lub indukowanej recyklizacji [28, 49].

Uzycie specyficznych inhibitoréw lub mutantow Arabidopsis pomoglo w po-
znaniu szlaku wstecznego transportu akwaporyn do sieci TGN 1 post-TGN. Ty-
rfostyna A23, analog tyrozyny, specyficznie zapobiega interakcjom pomigdzy
podjednostka p2 kompleksu AP-2 wigzacego klatryne z motywom Yxx¢ obec-
nym w domenach btony cytoplazmatycznej przeznaczonych do endocytozy [4].
Motyw Yxx¢ mozna znalez¢ na C-koncu wszystkich akwaporyn. Brakuje jednak
dowodu potwierdzajacego bezposrednia role tych motywdéw w endocytozie. En-
docytoza zalezna od klatryny moze by¢ inhibowana chemicznie lub genetycznie
poprzez, tyrfostyne A23 lub przez nadekspresje cigzkiego tancucha klatryny tak
zwanego ,,clathrin Hub” [45]. Metody te prowadza do inhibicji endocytozy AtPIP2;1
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w komorkach korzeni Arabidopsis, co wskazuje ze, akwaporyny podlegajg endocy-
tozie zaleznej od klatryny [16].

Dalszy los akwaporyn po endosomalnym odstawieniu do TGN jest tematem
spornym. Biatka mogg ulega¢ recyklizacji do btony plazmalemmowej lub tez by¢
kierowane do ciat wielopecherzykowych (MVB) w celu degradacji. Na drodze
endocytozy do TGN, biatka PIP sg kolokalizowane z SNX1 (przedziat endoso-
malny sortowania neksyny 1). Czy przedziat SNX1 nalezy do TGN czy do MVB
pozostaje sprawa kontrowersyjng [36, 75]. Poniewaz MVB pochodzi z dojrzewania
TGN [71], przedziat znakowany SNX1 powinien raczej by¢ rozwazany jako przedziat
posredni. Dojrzewanie TGN angazuje biogeneze pecherzykdéw wydzielniczych, kto-
re sa kierowane do PM lub do MVB [38, 83]. Dane te sugeruja, ze w zaleznosci od
zapotrzebowania komorki, biatka PIP znajdowane w TGN moga by¢ przemiesz-
czane do PM z wykorzystaniem pecherzykéw wydzielniczych i CCV lub tez prze-
dziatu SNX1.

Brefeldyna A inicjuje akumulacj¢ biatek btony plazmalemmowej w tak zwa-
nych ciatach BFA [24]. W komorkach traktowanych BFA, biatka PIP gwaltownie si¢
akumulowaly w ciatach BFA, co sugeruje wystepowanie konstytutywnego kraze-
nia izoform PIP [61]. Badania genetyczne zidentyfikowaly BEXS (BFA-visualized
exocytic trafficking defective) jako nowe biatko regulujace transport akwaporyn
z TGN do PM [18]. U mutanta bex5-1 Arabidopsis traktowanego BFA, akumulacjg
biatka PIP2;1-GFP w ciatach BFA obserwowano nawet po usuni¢ciu (wymyciu)
substancji, natomiast u roslin typu dzikiego proces ten jest odwracalny, co pokazu-
je, ze BEXS bierze udziat w egzocytozie akwaporyn.

U Arabidopsis biatka AtPIP2;1 internalizowane sg przez CCV [16], jednak
w warunkach stresu solnego dochodzi do internalizacji tych biatek powigzanej z tra-
twami lipidowymi [44]. W warunkach stresu solnego, tyrfostyna A23 nie powoduje
inhibicji endocytozy natomiast BFA utrudnia egzocytozg [48]. Pokazuje to, ze zachodzi
selektywna regulacja recyklizacji biatek btony komérkowej. Rownowaga pomiedzy
endocytoza AtPIP2;1 zalezng od tratw lipidowych itg zalezng od CCV jest przesu-
nigta na korzys$¢ endocytozy zaleznej od tratw lipidowych [44], co sugeruje istnienie
alternatywnych mechanizméw regulacji zasobno$ci blony plazmalemmowej w akwa-
poryny, zwlaszcza w warunkach stresu.

Powyzsze dane $wiadcza o zaangazowaniu endo- i egzocytozy w transporcie
akwaporyn i ich regulacji w PM. Model recyklizacji niektorych sktadnikow blony
komoérkowej roslin zostal przedstawiony dla biatka PIN utatwiajacego polarny wy-
ptyw auksyny z komorki [39]. Jednak czy konstytutywne krazenie jest uniwersalng
regutg dla roslinnych kanatéw btonowych i transporteréw czy tez ma wplyw tylko
na pewne klasy tych biatek? W przypadku akwaporyn konstytutywna recyklizacja
moze powodowac plastyczno$¢ w kontroli aktywnos$ci kanatu wodnego w odpo-
wiedzi na zmiany $rodowiskowe i/lub pozwala na rownomierne rozmieszczenie
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izoform w blonach. Akwaporyny sa czg¢sto uwazane za biatka nie umieszczone
polarnie na obwodzie komorki, jednak u kukurydzy biatka ZmPIP2;5 wykazu-
ja spolaryzowang lokalizacje w epidermalnych komorkach wierzchotka korzenia
[31]. Mechanizm odpowiedzialny za ta polaryzacj¢ wymaga doktadniejszych
analiz.

TRANSPORT I WEWNATRZKOMORKOWA LOKALIZACJA
AKWAPORYN W WARUNKACH STRESU

Wiele badan opisuje rolg akwaporyn w odpowiedzi rosliny na czynni-
ki srodowiskowe [14, 55]. Regulacja transportu iich rozmieszczenie moze by¢
wydajnym sposobem na adaptacje roslin do gwaltownie zmieniajacych si¢ warun-
kow $rodowiska. Wptyw stresu na wewnatrzkomorkowa lokalizacje i transport ro-
slinnych akwaporyn po raz pierwszy zostat kompleksowo zbadany w 2004 roku, na
zawiesinie komorkowej i na liSciach Mesembryanthemum crystallinum poddanych
stresowi wodnemu i solnemu [82]. Po potraktowaniu komorek hiperosmotycznym
roztworem mannitolu stwierdzono redystrybucje izoformy McTIP1;2 z blony to-
noplastowej do bton pecherzykow wewnatrzkomorkowych. Proces ten byt zalezny
od statusu glikozylacji McTIP1;2, gdyz potraktowanie tunikamycyna — inhibitorem
glikozylacji biatek — blokowato redystrybucje. W optymalnych warunkach w ko-
rzeniach Arabidopsis, AtTIP1;1 nie jest glikozylowana, co wydaje si¢ sprzyjac¢ row-
nomiernemu rozmieszczeniu w btonie wakuolarnej [11]. Natomiast w warunkach
stresu solnego AtTIP1;1 byta réwniez wykrywana we wpukleniach btony tonopla-
stowej [67]. Relokalizacja ta wydaje si¢ by¢ specyficzna dla wybranych izoform,
poniewaz AtTIP2;1-GFP pozostawata tylko i wylacznie w domenach peryferyj-
nych btony tonoplastowej wakuoli centralnej w warunkach stresu solnego [11]. Nie
wiadomo czy obserwowana relokalizacja AtTIP1;1 towarzyszy przeksztalcaniu
aparatu wakuolarnego podczas odpowiedzi na stres, czy tez odzwierciedla przysto-
sowanie wlasciwosci transportowych blony tonoplastu.

Redystrybucja bialek PIP w odpowiedzi na bodziec po raz pierwszy zosta-
la opisana w komorkach ssaczych. Przyktadem takiego mechanizmu jest transfer
nerkowych AQP2 pomigdzy pecherzykami wewnatrzkomoérkowymi a btong api-
kalng gtéwnych komorek kanalika zbiorczego [58]. Proces ten jest pod kontrola
wazopresyny [58]. Wigzanie receptora sprzgzonego zcyklaza adenylanowa
zwigksza poziom cytozolowego cAMP i1 wapnia, prowadzac do fosforylacji akwa-
poryn za posrednictwem kinazy A. Fosforylowane formy sg potem przemieszczane
z subapikalnych, wewnatrzkomorkowych pecherzykow do btony apikalnej, zwiek-
szajac tym samym jej przepuszczalno$¢ hydrauliczng, sprzyjajaca absorbeji zwrot-
nej wody i1 zageszczaniu moczu.
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Roslinna redystrybucja plazmatycznych akwaporyn byta wstepnie badana w ko-
rzeniach Arabidopsis, w odniesieniu do odpowiedzi na kilka bodzcow, ktdre zmienia-
ja przewodnictwo hydrauliczne korzenia (Lpr). Wptyw stresu solnego na aktywnos¢
biatek PIP u Arabidopsis zalezata od intensywnosci i czasu trwania stresu. Trakto-
wanie 100 mM NaCl powodowato zmniejszenie Lpr o 70% po 4 h, ajuz po 2 h od
podania soli nastegpowato zwigkszenie wewnatrzkomorkowego znakowania komoérek
korzenia wykazujacych ekspresje AtPIP1;2-GFP i AtPIP2;1-GFP [11]. Wystawienie
korzeni Arabidopsis na stres solny lub kwas salicylowy, czasteczki sygnalowej zwia-
zanej ze stresem biotycznym, jednoczesnie zwigkszato akumulacje reaktywnych form
tlenu (ROS), wewnatrzkomoérkowa akumulacje AtPIP-GFP i obnizato Lpr [10].

ROS s3 posrednimi czynnikami w efektach zasolenia i dziatania kwasu salicy-
lowego na wewnatrzkomoérkowe rozmieszczenie akwaporyn, a tym samym na Lpr.
Aplikacja egzogennego nadtlenku wodoru (H,0O,), bedacego rowniez czgsteczky sy-
gnatowa, wywotuje podobne efekty jak zasolenie i kwas salicylowy [10]. Co ciekawe,
obecnos¢ katalazy do wytapywania ROS podczas wystawiania korzeni na stres solny
lub dziatanie kwasu salicylowego, zapobiegato efektom powyzszych dziatan na re-
dystrybucje izoform AtPIP. Niska temperatura jest kolejnym czynnikiem stresowym,
ktéry prowadzi do obnizenia Lpr. U ogdorka hodowanego w niskiej temperaturze, do-
chodzi do gromadzenia si¢ nadtlenku wodoru. Dziatanie na korzenie egzogennym
H,0, obniza Lpr w tym samym stopniu, jak chtodzenie [42].

Stres solny zwigkszal dwukrotnie wspotczynnik dyfuzji AtPIP2;1-GFP wewnatrz
btony plazmatycznej w minutowych przedziatach czasowych [44]. Towarzyszyt temu
spadek o46% w zageszczeniu AtPIP2;1-GFP w blonie plazmatycznej. Catkowita
ilo$¢ AtPIP2;1, mierzona testem ELISA w innym uktadzie badawczym, nie zmieniata
si¢ pod wplywem stresu solnego nawet przez 6 godzin [11], co moze sugerowac, ze
efekt zmniejszenia zaggszczenia biatek moze by¢ raczej powodowany przemieszcze-
niem si¢ akwaporyn z blony do srodka komorki niz procesem degradacji.

Do potwierdzenia hipotezy zwickszonego krazenia AtPIP-GFP w warunkach stre-
su solnego wykorzystywano rowniez BFA. BFA powodowata agregacje pecherzykow
pochodzacych ze $ciezki endocytozy i wydzielniczej w tzw. przedziatach BFA. Zna-
kowanie przedziatéw BFA poprzez AtPIP-GFP obserwowano w komorkach korze-
ni przed zadziataniem stresu suszy. W eksperymentach wymywania, usunigcie BFA
powodowato znikniecie efektu szybszego wybarwiania pod wptywem stresu solnego
w stosunku do warunkow kontrolnych. Wyniki tych eksperymentow przyczynity si¢
do wniosku, Ze stres solny wzmaga krazenie izoform AtPIP, dzialajac zaré6wno na
endocytoze jak i na egzocytoze. Co interesujace, krazenie AtPIP w warunkach stresu
solnego blokowane byto przez syntetyczny homolog auksyny, natomiast stawato si¢
ono niewrazliwe na homolog tyrozyny, tyrfostyne A23 [48]. Wydaje si¢ zatem, ze
stres suszy moze zwiekszy¢ endocytoze zalezng od klatryny, ktora moze zdominowac
efekt A23 lub stac¢ si¢ niewrazliwa na ten zwigzek.

W 2011 roku Li iwspotpracownicy przedstawili role mikrodomen bogatych
w sterole w endocytozie indukowanej stresem solnym [44]. Mechanizm ten moze
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wywolywac¢ niewrazliwos$¢ na A23. Podsumowujac, endocytoza AtPIP odbywa si¢
Sciezka, ktora jest zalezna od klatryny w warunkach spoczynku. W warunkach stresu
solnego, endocytoza AtPIP moze by¢ zwiekszona poprzez aktywacje dwoch réwno-
legtych sciezek: zaleznych od klatryny i od mikrodomen bogatych w sterole. Dowod
na endocytozg niezalezng od klatryny zostat rowniez przedstawiony w kontekscie po-
boru glukozy przez komorki tytoniu typu BY-2 [5], co sugeruje Ze $ciezka ta nie jest
ograniczona do odpowiedzi na stres solny.

PODSUMOWANIE

W ciagu ostatnich kilku lat obserwuje si¢ wzrastajace zainteresowanie ukierun-
kowanym transportem pegcherzykowym roslinnych akwaporyn. Mechanizmy kontro-
lujace eksport akwaporyn z retikulum endoplazmatycznego, ich kierowanie do osta-
tecznej lokalizacji oraz endocytotyczne wycofywanie z blon komoérkowych tworza
nowy model dla studiowania subkomoérkowej dynamiki sortowania roslinnych biatek
btonowych. Pokazane zostato, ze wzory wewnatrzkomorkowej lokalizacji sa bardziej
skomplikowane niz poczatkowo uwazano, przy czym niektore akwaporyny wykazuja
podwojna lokalizacje. Przyktadem moga by¢ akwaporyny TIP wystepujace w btonie
tonoplastowej i komorkowej czy niektore izoformy biatka PIP zlokalizowane w bto-
nie komorkowej i wewnetrznej blonie chloroplastéw. Wewnatrzkomoérkowa dynami-
ka i lokalizacja akwaporyn jest w wysokim stopniu wrazliwa na stresy abiotyczne,
a najwiecej danych o ich redystrybucji dostarczono analizujac wptyw stres solnego.
Poza zrozumieniem mechanizméw adaptacji do stresu, badania te ujawniajg znacze-
nie pecherzykowego krazenia akwaporyn dla regulacji symplastycznego transportu
wody w tkankach roslinnych.
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