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Streszczenie: Miedz jest mikroelementem, ktory dzieki swoim zdolno$ciom oksydoredukcyjnym wbu-
dowany jest w centrum aktywne wielu biatek enzymatycznych biorgcych udzial w podstawowych
procesach metabolicznych, takich jak oddychanie komorkowe, synteza neurotransmiterow, detoksyk-
acja wolnych rodnikow, metabolizm zelaza czy formowanie tkanek facznych. Jednak nadmiar miedzi
w komorce jest bardzo toksyczny, dlatego procesy zwiazane z pobieraniem tego pierwiastka sg kon-
trolowane przez biatka btonowe nalezace do rodziny CTR. Biatko CTR1 wykazujace wysokie pow-
inowactwo do jednowartosciowych jonow miedzi (Cu’) jest gtéwnym btonowym transporterem ucz-
estniczagcym w pobieraniu kationéw Cu’ przez komorke. CTR1 w formie aktywnej przyjmuje postac
homo-trimeru przechodzacego przez btong komoérkowsa i formuje kanat dla transportu jonow Cu'.
Ekspresje tego biatka stwierdzono we wszystkich rodzajach tkanek i narzadow, jednak poziom tej ek-
spresji i wewnatrzkomorkowa lokalizacja CTR1 zaleza od stgzenia jondw miedzi. Bialko to jest niez-
bedne dla prawidtowego rozwoju organizmu w okresie prenatalnym, jak rowniez uczestniczy w regu-
lacji metabolizmu miedzi w trakcie zycia postnatalnego. CTR2 jest kolejnym transbtonowym biatkiem
uczestniczacym w komorkowym transporcie miedzi, ale w przeciwienstwie do CTR1 zlokalizowane
jest glownie w obrebie cytoplazmy, gdzie wbudowane jest w btony pecherzykow, lizosomow i endo-
somow. Biatko to uczestniczy w uwalnianiu miedzi zlokalizowanej w strukturach pgcherzykowych
a pochodzacej z rozpadu biatek miedziozaleznych w komorce. Obydwa biatka CTR1 i CTR2 petnig
kluczowa rol¢ w komoérkowym transporcie lekow antynowotworowych zawierajacych jony platyny.

Stowa kluczowe: CTR1,CTR2, metabolizm miedzi, transport przezbtone, transportchemioterapeutykéw
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Summary: Copper is an essential micronutrient which is a cofactor for enzymes that participate in
fundamental metabolic processes including respiratory oxidation, neurotransmitter synthesis, iron me-
tabolism, oxygen radicals scavenging and connective tissue formation. However, an excess of copper
in cells is highly toxic. That is why cellular copper uptake is highly controlled and mediated by pro-
teins belonging to the CTR family. High affinity copper-transporter 1 (CTR1) is a membrane protein
that plays a key role in Cu* import into a cell. CTR1 forms a transmembrane homo-trimer with a pore
which facilitates Cu" movement across the membrane. CTR1 was found to be expressed in all tissues,
but its expression pattern and subcellular localization is modulated by changes in intracellular copper
levels. CTRI1 is not only indispensable in embryo development, but it also regulates copper homeosta-
sis in different tissues during the postnatal period. CTR2 is the next membrane protein, but in contrast
to CTR1 it is mainly localized in intracellular membrane structures such as endosomes and lysosomes
and it participates in copper recycling from intracellular stores. Of importance, both CTR1 and CTR2
are the principal transporters of platinum- based chemotherapeutic drugs in cells.

Key words: CTR1, CTR2, copper metabolism, transmembrane transport, platinum-based chemother-
apeutic drugs transport

WSTEP

Miedz (Cu) jest pierwiastkiem nalezacym do pierwszej grupy pobocznej ukta-
du okresowego i rownoczes$nie mikroelementem niezbgdnym do funkcjonowania
organizmow zywych. Jest tez trzecim, po zelazie i cynku, najczgsciej wystepu-
jacym pierwiastkiem $ladowym [77]. Miedz jest metalem przejsciowym, posia-
da wigc zdolno$¢ do przyjmowania i oddawania elektronow, dzigki czemu moze
ona wystepowaé zardéwno w formie utlenionej (Cu?*) jak i zredukowanej (Cu®).
Dlatego pierwiastek ten jest wbudowany w centra aktywne wielu enzymdéw bio-
racych udziat w kluczowych dla prawidtowego funkcjonowania organizmu proce-
sach metabolicznych [20, 50, 51], takich jak oddychanie mitochondrialne, obrona
przed wolnymi rodnikami, synteza neuroprzekaznikow, produkcja kolagenu i ela-
styny, synteza melaniny czy metabolizm zelaza [13, 22, 50]. Obecnie znanych jest
okoto 30 biatek, zarowno enzymatycznych jak i nieenzymatycznych, ktore zawie-
rajg w swoim sktadzie jony tego metalu. Jednak pomimo swojej znaczacej roli,
miedz w zbyt wysokim stezeniu jest toksyczna, gdyz przyczynia si¢ do powstania
wolnych rodnikow tlenowych, ktore maja wtasciwosci silnie utleniajace, przez co
niszczg strukture biatek, lipidow i kwasow nukleinowych [13, 35, 50, 77].

Zaburzenia metabolizmu miedzi prowadza do cigzkich syndroméw metabolicz-
nych, takich jak choroba Menkesa czy choroba Wilsona [51, 77]. Nieprawidlowosci
w metabolizmie miedzi mogg przyczynia¢ si¢ takze do rozwoju chorob serca, cukrzy-
cy oraz rozwoju otylosci, gdyz pierwiastek ten bierze rowniez udziatl w biosyntezie
kwasow tluszczowych i weglowodandw, co sugeruje wysoka wrazliwos¢ biosyntezy
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lipidéw na zmiany w stezeniu jonow miedzi i udziat tego pierwiastka w metabolizmie
thuszczow([27, 28]. Zaburzenia metabolizmu miedzi stwierdzono w przypadku wielu
chorob neurologicznych i neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Alzheimera [19,
55], neuropatia ruchowa [34] czy prionowe zapalenie mézgu [9]. Dlatego tak wazne
jest poznanie mechanizmow, ktore kontroluja pobieranie tego pierwiastka przez ko-
morki, jak rowniez jego transport i wewnatrzkomoérkowy metabolizm.

OGOLNOUSTROJOWY METABOLIZM MIEDZI U SSAKOW

Miedz jest mikroelementem absorbowanym z pokarmu w jelicie cienkim,
a szczegolnie w jego pierwszym odcinku, dwunastnicy, skad trafia do krwioobie-
gu. Nie jest jednak do konca wyjasnione, jakie biatka uczestnicza w transporcie
jonow miedzi z tresci pokarmowej do komorek nabtonka jelitowego. Przypuszcza
sie, ze czgSciowo pierwiastek ten jest pochtaniany na drodze endocytozy/pinocy-
tozy lub jest aktywnie transportowany przez biatko DMT1 (ang. Divalent Metal
Transporter 1) [30, 56]. Nastepnie miedz jest transportowana z enterocytow do
krwioobiegu przy udziale biatka ATP7A [69]. W osoczu krwi jony miedzi nie wy-
stepuja w stanie wolnym, ale sa przytaczone do albuminy, histydyny i glutationu.
W postaci tych komplekséw miedz wraz z krwig rozprowadzana jest po catym
organizmie [51]. Gléwnym organem odpowiedzialnym za metabolizm miedzi jest
watroba. To wtasnie watroba gromadzi najwigksza ilos$¢ tego pierwiastka [49, 81].
W hepatocytach zachodzi synteza ceruloplazminy (Cp), biatka, ktore w kazdej
swojej czasteczce wigze 6 atomow miedzi, a po uwolnieniu do krwioobiegu petni
role gtdéwnego czynnika utrzymujgcego homeostaze tego mikroelementu. Warto
doda¢, ze az 65-70% miedzi w osoczu zwigzana jest wlasnie z Cp. Obok cerulo-
plazminy w watrobie produkowana jest rowniez, metalotioneina — bogate w cy-
steing biatko wigzace nadmiar miedzi w organizmie. Narzad ten pelni rowniez
wazna role w okresie prenatalnym — w trakcie zycia ptodowego w watrobie ptodu
gromadzone sg zapasy miedzi, ktére mtody organizm wykorzystuje w pierwszych
dniach samodzielnego zycia [11, 49].

W watrobie zachodzi rowniez produkcja z6tci, w ktorej zawartos¢ miedzi jest
najwigksza sposrod wszystkich mikroelementow [81]. Réwniez nadmiar Cu jest
wydzielany do zotci, ktora nastepnie trafia do jelit i wraz z katem zostaje wyda-
lona z organizmu. W taki sposob 98% miedzi jest usuwane z organizmu. W ner-
kach podczas filtracji kiebuszkowej cz¢$¢ miedzi trafia do przesaczu pierwotne-
go, a w kanalikach kretych proksymalnych ulega reabsorpcji i jest zwracana do
krwioobiegu. Jony, ktore nie zostang zreabsorbowane sg wydalane wraz z mo-
czem. Okoto 2% miedzi jest usuwane wlasnie tg droga [50, 81].
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WEWNATRZKOMORKOWY METABOLIZM MIEDZI

Jak wspomniano wcze$niej, miedz jest pierwiastkiem niezbednym dla prawidio-
wego rozwoju wszystkich zywych organizmow, jednak nadmiar miedzi jest toksycz-
ny, dlatego tez organizmy jedno- i wielokomoérkowe wyksztatcity precyzyjne i pod-
legajace kontroli genetycznej mechanizmy pozwalajace na zachowanie homeostazy
tego pierwiastka. Pobieranie miedzi przez komorke, jej transport w obrebie komorki,
jak rowniez usuwanie jej nadmiaru podlega Scistej regulacji i zachodzi przy udziale
specyficznych biatek. Zredukowane jony miedzi (Cu®) pobierane sa przez komorke
przy udziale biatka CTR1 [18, 37, 42]. W cytoplazmie jony miedzi wigzane sg przez
czasteczki metalotioneiny lub przez biatka opiekuncze (chaperony) i w polaczeniu
z nimi transportowane do roznych organelli komorkowych. Po potaczeniu z biatkiem
chaperonowym ATOX1 kationy miedziowe transportowane sa do aparatu Golgiego,
gdzie wigzane sg przez biatka ATP7A i ATP7B, ktore posrednicza w przylaczaniu
kationow miedziowych do czasteczek apoenzymow. Przy udziale biatka ATP7B jony
Cu* przytaczane sa do ceruloplazminy. Za posrednictwem biatka ATP7A jony miedzi
wbudowywane sg do czasteczek tyrozynazy, oksydazy lizylowej, monooksygenazy-
peptydylo-glicylo-alfa-amidowej (PAM) czy B-monooksygenazy dopaminy (DBH).
Nadmiar jonéw miedzi usuwany jest z komorki na drodze egzocytozy przy udziale
biatka ATP7A (ryc. 1). Kationy miedziowe usuwane sg z komorki przy udziale biatek
ATP7A i ATP7B, natomiast pobieranie miedzi przez komorki organizmoéow eukario-
tycznych odbywa si¢ za pomoca biatek CTR, tworzacych rodzing transporteréw mie-
dziowych. [11, 20, 50, 51].

TRANSPORTERY BLONOWE Z RODZINY CTR

Podstawowa biologiczng funkcja biatek z rodziny CTR jest transport miedzi
przez bton¢ komodrkows i zwigzanie kationdw tego pierwiastka, a nastepnie udo-
stepnienie go nastepnej grupie biatek — metalochaperonom (ATOX1, COX17, CCS)
1 innym nos$nikom, takim jak np. glutation czy metalotioneina. W przypadku zbyt
wysokiego stezenia jonow miedzi w srodowisku zewnatrzkomérkowym, nastepuje
internalizacja biatka CTR1 do wnetrza komoérki na drodze endocytozy, a nastgpnie
jego przemieszczenie w btonie pecherzykow w glgbsze partie cytoplazmy [18, 21,
40]. Poprzez wigzanie jonow miedzi, udostgpnienie jej innym grupom biatek opie-
kunczych oraz przez zmiang lokalizacji w przypadku zbyt wysokiego stezenia tego
pierwiastka, biatko CTR1 juz na etapie transportu blonowego wplywa na wewnatrz-
komorkowe utrzymanie homeostazy miedzi i przeciwdziata wzrostowi zawartosci
miedzi w komorce do poziomu toksycznego [18, 40, 60, 61]. Niewiele wiadomo na
temat funkcji biatka CTR2. Prawdopodobnie bierze ono udzial w magazynowaniu
miedzi w pecherzykach cytoplazmatycznych, a takze pomaga w transporcie jonow
miedzi z tych organelli do cytoplazmy [60, 61, 80].
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jadro
komoérkowe

RYCINA 1. Wewnatrzkomérkowy metabolizm miedzi ssakow. Zredukowane jony Cu' sg pobierane
przez komorke poprzez biatka CTR1. W cytoplazmie jony Cu’ sg wigzane przez czasteczki metalotio-
neiny (MT) lub metalochaperony (ATOX1, COX17, CCS). Poszczegdlne biatka opiekuncze trans-
portuja atomy miedzi do réznych organelli komoérkowych: COX17 do mitochondrium, ATOX1 do
aparatu Golgiego i jadra komorkowego (gdzie dziata on rowniez jako czynnik transkrypcyjny), a CCS
do dysmutazy ponadtlenkowej (SOD1). W aparacie Golgiego miedz jest przytaczana do biatlek ATP7A
1 ATP7B, ktore posrednicza w przytaczaniu atomow Cu do apoenzymoédw. Biatko ATP7A wbudowuje
Cu do czasteczek oksydazy lizylowej (LOX), tyrozynazy (TYR), monooksygenazypeptydylo-glicylo
-alfa-amidowej (PAM) czy B-monooksygenazy dopaminy (DBH). Biatko ATP7B przytacza miedz do
ceruloplazminy (CP), ktéra jest nastgpnie transportowana do krwi. Nadmiar jonéw miedzi usuwany
jest z komorki przez biatko ATP7A, a w watrobie przez bialko ATP7B, do zdtci.

FIGURE 1. Intracellular copper metabolism in mammals. Copper uptake, in the form of cuprous ions
(Cu), is mediated by the CTR1 protein. In the cytoplasm Cu*ions are bound to metallothionein (MT)
or to the cytosolic copper chaperones (ATOX1, COX17, CCS) and transported to different cellular
compartments. COX17 delivers copper to mitochondria, ATOX1 to Golgi apparatus or nucleus and
CCS to the site of SOD1 synthesis in the cytoplasm. ATOX1 participates in copper delivery to ATP7A
and ATP7B proteins localized in the Golgi apparatus. Both ATP7A and ATP7B transfer copper to
the lumen of secretory pathway of copper-dependent enzymes. ATPA7A delivers copper to tyrosi-
nase (TYR), lysyl oxidase (LOX), peptidyl-alpha-amidating monooxygenase (PAM) and dopamine
B-hydroxylase (DBH). ATP7B is a mediator in binding Cu* ions to ceruloplasmin (CP), which is next
secreted to the blood. Excess copper is removed from the most cells via ATP7A. In hepatocytes this
function is fulfilled by ATP7B, which is involved in copper excretion to the bile
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STRUKTURA BIALKA CTR1

U réznych grup Eucaryota stwierdzono od jednego do szeéciu biatek z rodziny
CTR. U drozdzy zidentyfikowano 3 takie biatka (yCTR1, yCTR2 i yCTR3), u rzod-
kiewnika pospolitego wystepuje 5 takich biatek, natomiast u myszy i cztowieka — dwa
(CTR1 1 CTR2). U poszczegodlnych gatunkéw biatka CTR réznig sie liczbg amino-
kwasow, ktora waha sie od 140 do 500, jednak ich plan budowy pozostaje bardzo
podobny. Transportery CTR sg biatkami blonowymi, ktére w postaci monomeru zbu-
dowane s3 z sze$ciu domen: domeny N-koncowej, trzech domen transbtonowych, cy-
toplazmatycznej domeny taczacej pierwszg i druga domeng transmembranowg oraz
domeny C-koncowej. Koniec karboksylowy tancucha znajduje si¢ w cytozolu, nato-
miast koniec aminowy zlokalizowany jest na zewnetrznej powierzchni komorki [4,
14, 22]. Budowa bialek CTR zostanie przedstawiona na przyktadzie biatka CTRI.
Biatko to w formie monomeru zbudowane jest ze 190 aminokwasow i ma mase cza-
steczkowa 35 kDa [61]. CTRI jest biatkiem o wysokim powinowactwie do zreduko-
wanej formy jonow miedzi (Cu”) [32]. Przyjmuje sig, ze N-koncowa domena zbudo-
wana z 67 aminokwasow, zlokalizowana na zewngtrznej stronie btony komodrkowej
odgrywa najwazniejszg role w wigzaniu jednowartosciowych jonow miedzi (ryc. 2).
U cztowieka domena N-koncowa biatka CTR1 zawiera kilka konserwatywnych reszt
metioninowych 1 histydynowych tworzacych tak zwane motywy Mets (ang. Mets
motifs) [67]. W sktad motywow Mets wchodza dwa bogate w metioning klastery
w pozycjach 7-12 (MGMSYM) i 40-45 (MMMMPM) oraz dwa klastery bogate w hi-
stydyng w pozycjach 3-6 (HSHH) i 22-24 (HHH). Motywy Mets odgrywaja wazng
role w procesie przylaczania miedzi i transportu kationéw Cu* do wnetrza komorki
(ryc. 2). Okazato sig, ze obecnos¢ samych motywow bogatych w aminokwasy zawie-
rajace w swoim sktadzie atomy siarki znacznie zwigksza powinowactwo biatka do
metalu w procesie transportu [14, 17, 43, 60, 64].

Biatko CTR1 ulega N- i O-glikozylacji w domenie N-koncowej tancucha [52]
(ryc. 2). Konsekwencje przytaczenia podstawnika — N-oligosacharydu, nie zostaty
jeszcze wyjasnione. Wiadomo jednak, ze usuniecie reszty cukrowej biatka CTR1
w pozycji 15 w domenie N-koncowej skutkuje znacznym obnizeniem wydajnosci
transportu miedzi, nie prowadzi jednak do relokalizacji samego biatka do cytopla-
zmy [52]. Natomiast dotagczane O-glikany sa najprawdopodobniej zaangazowa-
ne w stabilizacje CTR1. O-glikozylacja Thr27 biatka CTR1 chroni 30-amino-
kwasowy fragment tancucha N-koncowego przed cigciem proteolitycznym [52].
Konsekwencje tej modyfikacji potranslacyjnej nie sg jednak dobrze poznane. Ze-
wnatrzkomorkowa domena N-koncowa przechodzi w pierwsza z trzech domen
transmembranowych TM1-TM3 kotwiczacych monomer biatka w warstwie bilipi-
dowej komorki [3, 47, 79]. Domena TM1 nie zawiera charakterystycznych, wyso-
ce konserwatywnych, kluczowych dla transportu jonow sekwencji aminokwasow,
a bierze tylko udzial w stabilizacji struktury wewnatrzblonowej biatka CTRI.
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MATRIX
ZEWNATRZKOMORKOWY

WARSTWA BILIPIDOWA

CYTOZOL

B

NH=MDHSHHMGMSYMD SNSTMQPSHHHPTT SASHSHGGGDS SMMMMPMTFYGHGENVELLFSGLVINTAG

H1 M1 H2 M2

RYCINA 2. Schemat przedstawia budowe¢ monomeru biatka CTR1. A) Na schemacie uwzgledniono
domeng N-koncowa, znajdujaca si¢ na zewnatrz komorki, trzy domeny transmembranowe (o0znaczo-
ne TM1-3) wraz z lezagcymi w nich motywami M-xxx-M oraz G-xxx-G, p¢tle monomeru z charakte-
rystycznym motywem dileucynowym i motywem YNSM oraz koncowa domeng z motywem HCH,
znajdujaca si¢ w cytozolu. B) W domenie N-koncowej oznaczono motywy Mets (szare tto, klastery
bogate w metioning: M1 i M2, klastery bogate w histydyne: H1 i H2) oraz miejsca N- i O-glikozylacji
(szary kolor czcionki, oznaczone znakiem: Y)

FIGURE 2. Schematic structure of the monomer of CTR1 protein. A) The scheme includes:
N-terminus domain of CTR1 protein located at the extracytoplasmic side of the membrane, three
transmembrane helices (TM1-3) containing M-xxx-M and G-xxx-G motifs, cytoplasmic loop with
characteristic dileucine and YNSM motifs and C-terminus domain containing HCH motif. B) The
N-terminus domain of hCTR1 contains: Mets motifs (gray boxes), motifs rich in methionine (M1
and M2) and histidine (H1 and H2), residues and sites of N- and O-glycosylation (marked as "Y‘)

Pomigdzy pierwszg a drugg transmembranowg domeng biatka CTR1 znajduje si¢
cytoplazmatyczna petla z wysoce konserwatywnymi dwiema leucynami oraz mo-
tywem YNSM odpowiadajacym prawdopodobnie za internalizacj¢ biatka [78].
W obrebie drugiej helisy transmembranowej znajduje si¢ konserwatywny motyw
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M-xxx-M — kolejny bogaty w metionine¢ klaster [16, 67] (ryc. 2). Badania z wy-
korzystaniem ukierunkowanej mutagenezy przeprowadzonej na kulturach komor-
kowych in vitro wykazaty, ze motyw ten (a doktadnie dwie metioniny potozone
w pozycji Met-150 i Met-154) jest kluczowy dla aktywnosci CTR1 jako transporte-
ra, a tym samym dla importu miedzi do wnetrza komorki [21]. Jak si¢ okazato motyw
M-xxx-M bierze dodatkowo udziat w procesie stymulacji endocytozy i degradacji
biatka CTR1 [14, 16, 21, 67]. Z kolei w trzeciej helisie transmembranowej znajdu-
je sie motyw G-xxx-G, ktory jest zwigzany z interakcjami zachodzacymi w procesie
laczenia monomerow biatka w homo-trimer, czyli funkcjonalna posta¢ transporte-
ra [3, 4]. Pod wptywem jondéw miedzi dochodzi do zmian konformacyjnych biatka
1 odstonigcia tych motywow elementom biorgcym udziat w procesie endocytozy, co
nastepnie prowadzi do internalizacji CTR1 i ewentualnie jego pozniejszej degradacji
[82]. W domenie C-koncowej biatka CTR1 znajduje si¢ konserwatywny, bogaty w hi-
stydyne motyw H-C-H, wiazacy jony Cu’, a tym samym chroniagcy komoérke przed
niekontrolowanym wnikaniem wolnych jonéw do cytozolu (ryc. 2) [18, 21, 40].

FORMOWANIE OLIGOMERU I TRANSPORT JONOW Cu*

Biatka CTR podlegaja homo-oligomeryzacji formujac struktury wbudowanych
w btong oligomerow i tworzac kanaty, przez ktére nastepuje transport jondw mie-
dzi do wnetrza komorki 3,18, 39, 45, 67, 87]. Zgodnie z powyzszym biatko CTR1
w postaci monomeru nie moze formowa¢ kanatu potrzebnego dla transportu ka-
tionow miedziowych przez btone [3, 18, 39, 45]. Bialko to tworzy homo-trimer
zbudowany z trzech podjednostek i 9 helis transblonowych. Wystepujace w postaci
trimeru, wbudowane w btong biatko CTR 1 ma ksztatt skreconego stozka, zwezone-
go od strony zewnatrzkomorkowej i poszerzajgcego si¢ w kierunku do wnetrza ko-
morki tworzac kanal, ktory w swoim najwezszym miejscu posiada $rednice 9A [16]
(ryc. 3). Jest to konstrukcja przestrzenna charakterystyczna dla klasycznych kana-
16w jonowych jak np. kanaty potasowe [5]. W formowaniu homo-trimerow wazna
role odgrywaja wzajemne interakcje domen transmembranowych, jak rowniez kon-
cow aminowych podjednostek biatkowych.

W przypadku biatka CTR1 w proces oligomeryzacji zaangazowane sa takze: cy-
steina znajdujaca si¢ w koncu C tancucha oraz sekwencja G-xxx-G z trzeciej domeny
transmembranowe;j [3, 18, 39]. Dzigki zastosowaniu technik o wysokiej rozdzielczo-
$ci do analizy strukturalnej biatka, udato si¢ opisa¢ topografie helis w homo-trime-
rze CTR1. W kazdym z trzech monomeréw biatka CTR1, pierwsza domena trans-
btonowa (TM1) zostaje przeciagnig¢ta do $rodka, pomigdzy domeny transbtonowe
213 (TM2 i TM3). Tworzy si¢ tym samym specyficzna architektura troj-helisowe;j
wigzki (ang. 3-helix bundle) charakterystyczna dla rodziny transporterow CTR [1, 26]
(ryc. 3). Stwierdzono, ze od strony wewnatrzkomorkowej biatka podjednostki CTR1
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RYCINA 3. Rycina przedstawia homo-trimer utworzony przez biatka CTR1 w btonie komorkowej.
Na rysunku wyszczegolniono domeny N-koncowe wraz z motywami Mets 1 miejscami glikozylacji,
domeny C-koncowe z charakterystycznymi motywami Histydyna-Cysteina-Histydyna oraz motywy
M-xxx-M (MX3M) znajdujace si¢ w drugiej domenie transmembranowej. Miejsca wigzania Cu’ ozna-
czono liniami przerywanymi

FIGURE 3. Scheme depicts the homotrimer of CTR1 protein in cellular membrane. N-terminus
domain with Mets motifs and glycosylation sites, C-terminus domain with characteristic Histi-
dine-Cysteine-Histidine motif and M-xxx-M (MX3M) motifs in the second transmembrane domain
are shown. Positions of Cu® binding sites are marked by dashed lines

lacza si¢ ze sobg za posrednictwem domen TM2 i TM3 sasiadujgcych monomerow.
Jednak najwazniejsza rolg w formowaniu kanalu odgrywaja domeny TM2 sktado-
wych monomerdéw, a doktadniej wchodzace w ich sktad motywy M-xxx-M. W homo
-trimerze domeny TM2 poszczeg6lnych monomerdw kierujac si¢ w strong zwezenia
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poru do centrum wysuwajg si¢, tak, ze w najwezszym miejscu kanalu TM2 sg jedy-
nymi domenami wchodzacymi w interakcje pomiedzy monomerami CTRI1 [18, 21,
67] (ryc. 3). Motyw G-xxx-G znajdujacy si¢ w domenie TM3 odpowiada za mocne
przycigganie do siebie domen TM1 i TM3 w obrebie homo-trimeru. Taka struktura
kanatéw umozliwia transport jonow miedzi przez ich wigzanie do kolejnych szesciu
metionin znajdujacych si¢ w helisach transmembranowych trimeru CTR [3, 15]. Wia-
domo bowiem, ze bialka z rodziny CTR w swojej budowie nie zawieraja domeny
wigzacej ATP, pozwalajacej na wykorzystanie energii pochodzacej z hydrolizy tego
zwigzku, dlatego tez proces transportu jonéw przez btone biatkowo-lipidowa zalez-
ny od CTR nie wymaga naktadu energii. Potwierdzity to badania na komdérkach li-
nii HEK293, ktére traktowano substancjami obnizajacymi poziom ATP w komorce
(antymycyna A, oligomycyna oraz azydek sodu). Wyniki wykazaty, Ze zastosowanie
tych zwigzkoéw nie zmniejszato aktywnos$ci biatek CTR w analizowanych hodowlach
komorkowych [45].

Mechanizm samego transportu miedzi przez btone nie jest doktadnie poznany,
jednak istnieje kilka hipotez ttumaczacych ten proces. Wiadomo, ze biatka CTR wy-
kazuja powinowactwo do jednowarto§ciowych jonow miedzi, dlatego tez kationy
dwuwarto$ciowe (Cu?") muszg najpierw zosta¢ zredukowane. Proces ten jest prowa-
dzony przez oksydoreduktazy znajdujace si¢ na powierzchni komorek. Biatka pro-
wadzace proces redukcji Cu** do Cu’ zostaty dobrze scharakteryzowane u drozdzy
[63], natomiast w komoérkach ssakow rolg oksydoreduktaz petnig prawdopodobnie
biatka nalezace do rodziny STEAP (ang. Six-Transmembrane Epithelial Antigen of
the Prostate) [59]. Zredukowane jony miedzi sg wigzane przez reszty metioninowe
znajdujace si¢ w motywach Mets domeny N-koncowej. Nastgpnie jony te wigzane
sg przez kolejne reszty metioninowe znajdujace si¢ w domenach transblonowych,
a w koncowym efekcie przez znajdujace si¢ w domenie C-koncowej reszty histy-
dynowe. Przypuszcza sie, ze dzieki oddziatywaniom elektrostatycznym na N-koncu
biatka wytwarzany jest tadunek ujemny, co ma na celu ulatwienie wychwytu dodat-
nio naladowanych jonéw Cu®. Z kolei wewnatrz poru — kanatu trimeru biatka CTR,
wystepuje ,,srodowisko” neutralne, a w domenie C-koncowej powstaje tadunek do-
datni. W ten sposob cata struktura homo-trimeru formuje si¢ na ksztalt dipolu, co
utatwia kolejno zewnatrzkomorkowy wychwyt jonéw miedzi, ich transport przez
wnetrze poru i zakotwiczanie, a nastepnie przekazywanie jonow do metalochapero-
now lub czgsteczek metalotioneiny po stronie cytoplazmatycznej [62].

W C-koncowej domenie biatka CTR1 znaleziono sekwencje H-C-H, ktora, jak
si¢ uwaza, odpowiada za wigzanie jonéw miedzi i przekazywanie ich do innych
bialek w obrebie komorki [16]. Bezposrednig interakcje pomiedzy C-koncowa
domeng biatka yCtrl a metalochaperonem Atx1 stwierdzono u drozdzy [22, 83].
W komorkach ssakoéw nie stwierdzono takich interakeji i do tej pory nie wiadomo
w jaki sposob jony miedzi przekazywane sg z biatka CTR1 do metalochaperonow
czy metalotioneiny [61].
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WEWNATRZKOMORKOWA LOKALIZACJA BIALKA CTR1

W zaleznosci od stezenia miedzi w otoczeniu komorki, jak rowniez w same;j
komorce biatko CTR1 zlokalizowane moze by¢ w blonie cytoplazmatycznej oraz/
lub w strukturach pgcherzykowych w obrebie cytoplazmy. Lokalizacja tego biat-
ka oraz stosunek ilo$ci biatka zlokalizowanego na btonie do biatka w cytoplazmie
zalezg tez od rodzaju komorki [21, 22, 42, 56]. Analiza immunohistochemiczna
wykazata lokalizacje biatka CTR1 w btonie komoérkowej komorek linii HEK293,
CaCo-2 czy A2780; natomiast komorki Hela, HepG2, A549, H441 wykazywaty
znacznie wigksza ekspresje biatka CTR1 w wewnatrzkomorkowych strukturach
pecherzykowych niz w blonie komodrkowej [37, 40]. Powodd roznic lokalizacji
tego biatka w zaleznos$ci od rodzaju komorki nie jest do konca poznany, ale przy-
puszcza si¢, ze lokalizacja zalezy od zapotrzebowania roznych typow komorek
na jony tego pierwiastka, jak rowniez od réznego poziomu ekspresji innych bia-
tek zwigzanych z metabolizmem Cu w ro6znych typach komorek [40, 61]. Jednak
gldéwnym czynnikiem regulujacym ilo$¢ biatka CTR1 w btonie komoérkowe;j jest
stezenie jonéw miedzi w matriks zewnatrzkomorkowym. W statych warunkach
biatko CTR1 cyrkuluje pomiedzy blong a organellami wewnatrzkomérkowymi
[40]. Proces sprawnej regulacji stezenia bialka CTR1 w btonie komorkowej zale-
zy od motywow Mets potozonych w N-koncowej domenie biatka [21]. Jezeli ste-
zenie jonow miedzi jest wysokie (200uM CuCl,) dochodzi do nagtej internalizacji
CTRI1, endocytozy i jego degradacji [65], co chroni komoérke przed toksycznym
dziataniem wysokiego stezenia jonow miedzi. Zdarza si¢ takze, ze biatko CTR1
ulega procesowi endocytozy rowniez w sytuacji, gdy poziom zewnatrzkomoérko-
wych jonéw miedzi jest niski, gdyz jak wykazano CTR1 bierze réwniez udziat
w uwalnianiu miedzi zlokalizowanej w wewnatrzkomodrkowej frakcji edosomal-
nej/lizosomalnej [60]. Z tym zjawiskiem zwigzany jest konserwatywny motyw
MMMMPM znajdujacy si¢ w poblizu pierwszej domeny transbtonowej [21].

Istnieja pewne kontrowersje w kwestii lokalizacji biatka CTR1 w komorkach
spolaryzowanych. Badania prowadzone na liniach komérkowych Caco-2 (linia
komérkowa spolaryzowanych, ludzkich komoérek nabtonkowych jelita) wykazaty,
ze biatko CTRI1 zlokalizowane jest w komodrkach spolaryzowanych tylko i wy-
facznie w btonie bazolateralnej. Wyniki te potwierdzity eksperymenty na komor-
kach epitelialnych jelita myszy [88]. Jednak wyniki szeroko zakrojonych badan
przeprowadzonych na komorkach epitelialnych jelita mysiego i szczurzego [6,
42, 58] oraz na enterocytach jelita szczura, myszy i §wini [56] wskazujg na eks-
presje biatka CTR1 w blonie apikalnej jelita. Kontrowersje wskazujg na potrzebe
prowadzenia dalszych badan dotyczacych lokalizacji biatka CTR1 w komodrkach
spolaryzowanych, gdyz, jak si¢ wydaje, jego lokalizacja bazolateralna i apikalna
w komorkach spolaryzowanych moze zaleze¢ od stanu fizjologicznego, badz od
dostgpnosci jondw miedzi.
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BUDOWA I FUNKCJA BIALKA CTR2 — PODOBIENSTWA
1 ROZNICE DO BIALKA CTRI1

CTR2 to drugie biatko z rodziny CTR, jednak jego funkcja poznana jest w mniej-
szym stopniu niz biatka CTR1. Pomimo, ze biatka CTR1 i CTR2 wykazuja jedynie
33% homologii na poziomie sekwencji aminokwasow, to jednak ich plan budowy
jest bardzo podobny [37, 61]. W formie monomeru CTR2 zbudowane jest ze 143
aminokwasow i podobnie jak CTR1 jest biatkiem blonowym. Jednak domena N-kon-
cowa, jak i cytoplazmatyczna domena C-koncowa biatka CTR2 sg znacznie krétsze
niz w biatku CTR1 [14, 17, 32, 62, 78]. W domenie N-koncowej biatka CTR2 nie
wystepuja motywy Mets, a obecnos¢ pojedynczego bogatego w metioning motywu
pozwala na wiazanie kationow miedziowych. Przypuszcza sie, ze to wlasnie brak
motywow Mets ttumaczy mniejsze powinowactwo biatka CTR2 do jonow miedzi
w porownaniu do biatka CTR1 [7, 22, 78]. W transmembranowych domenach TM2
1 TM3 CTR2 zachowane sg konserwatywne motywy warunkujace wigzanie jondw
miedzi oraz odpowiedzialne za proces oligomeryzacji, wystepujace rowniez w biat-
ku CTRI1. Podobnie jak przypadku bialka CTR1 w cytoplazmatycznej petli taczacej
TM1 i TM2 CTR2 wystepuje motyw dileucynowy. Dodatkowo sekwencje te zna-
leziono w C-terminalnej domenie bialka CTR2, co prawdopodobnie zwigksza jego
wlasciwosci internalizacyjne. Motyw ten jest charakterystyczny dla wielu innych bia-
fek, w tym biatka ATP7A i moze wyjasnia¢ wewnatrzkomorkowe potozenie CTR2.
Co istotne, C-koncowa domena CTR2 nie zawiera sekwencji H-C-H, ktora w biatku
CTR1 pozwalata na zwigzanie jonow miedzi i ewentualng interakcje z metalochape-
ronem ATOX1 [61]. Biatko CTR2 nie ulega tez procesowi glikozylacji [53, 60, 61].
Podobnie jak CTR1, bialko CTR2 rowniez ulega procesowi oligomeryzacji i tworzy
trimer o budowie podobnej do biatka CTR1 [4, 14, 78]. Obecne badania wykazaty, ze
tylko 5% biatka CTR2 zlokalizowane jest w blonie plazmatycznej, za$ pozostate 95%
ma lokalizacje wewnatrzkomorkowsa [7]. W komoérce biatko CTR2 zlokalizowane
jest w endosomach i lizosomach, gdzie odpowiada za eksport miedzi z tych organelli
do cytoplazmy [70]. Przypuszcza si¢, ze biatko to moze bra¢ udziat w uwalnianiu jo-
now miedzi, pozostatych po rozpadzie miedziozaleznych biatek, z lizosomow do cy-
toplazmy, gdzie kationy miedziowe mogg by¢ ponownie wykorzystane w procesach
metabolicznych [22]. Wyniki najnowszych badan wykazaty rowniez, ze biatko CTR2
reguluje aktywnosc¢ biatka CTR1 [60].

GENY KODUJACE BIALKA CTR1 I CTR2
U cztowieka geny kodujace biatka CTR1 (hCTRI SLC31A41) i CTR2 (hCTR2,

SLC31A42) zlokalizowane sa na jednym autosomie, w ramieniu dtugim chromosomu
9 (9q32) [86]. Gen hCTRI sktada si¢ z 4744 nukleotyddéw uorganizowanych w pigc
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eksonow, natomiast gen ACTR2 posiada cztery eksony o tacznej dlugosci 1785 nu-
kleotydow [54, 86] (tab. 1). Odkrycie genow ACTR u cztowieka poprzedzone byto
odkryciem dwoch genow yCitrl i yCtr3 kodujacych odpowiednio biatka Ctrl i Ctr3
u drozdzy (Saccharomyces cerevisiae) [12, 31, 41]. Geny ACTRI i hCTR2 odkry-
to w 1997 roku, wykorzystujac zmutowane szczepy drozdzy, u ktérych pobieranie
miedzi bylo zaburzone na skutek wytaczenia genu yCtrl. Bing Zhou i Jane Gitschier
przeprowadzili test komplementacji polegajacy na zastgpieniu zmutowanego genu
ludzkim genem ACTRI [86]. Okazato si¢, ze wprowadzony gen koduje biatko, kto-
re funkcjonalnie zastgpuje brakujacy transporter u drozdzy, mimo iz struktura genu
hCTRI oraz jego homologu u drozdzy — genu yCtrl jest podobna tylko w 29%.

TABELA 1. W tabeli przedstawiono roznice pomi¢dzy hCTRI i h(CTR2 u Homo sapiens i ich homolo-
gow mCtrl oraz mCtr2 u Mus musculus na poziomie genu, transkryptu i biatka. Geny #/CTRI i mCtrl
oraz produkty ich translacji wykazuja 90,96% homologii na poziomie nukleotydow oraz 93,09% po-
dobienstwa na poziomie aminokwasow. Natomiast geny #CTR2 i mCtr2 wykazuja 81,32% homolo-
gii na poziomie nukleotydow oraz 78,01% podobienstwa na poziomie aminokwasow. Opracowano
w oparciu o baze danych http://www.ncbi.nlm.nih.gov

TABLE 1. Comparison between human (Homo sapiens) hCTRI and hCTR2 genes and their mouse
(Mus musculus) homologues mCtrl and mCtr2 at the level of gene, transcript and protein. There is
90,96% homology at the level of the nucleotide sequence between Z7CTRI and mCtrl and 93,09%
homology at the level of the amino acid sequence in the protein. Human 2CTR2 exhibits 81,32% simi-
larity to mCtr2 mouse gene at the level of the nucleotide sequence and 78,01% homology was found at
the level of the amino acid sequence in the protein http://www.ncbi.nlm.nih.gov

. Nazwa Numer Dlugos¢ | Liczba | Lokali- | Dlugos$¢ | Dlugos$é | Produkt
Organizm . . . .
genu referencyjny | Genu |eksonow| zacja | mrna | bialka | genu
Homo hCTRI hCTRI,
saviens | SLC3141 NM_001859.3 | 55855 bp 5 9q32 | 4744 bp | 190 aa CTRI
Homo hCTR2 |NM_001860.2 hCTR2,
sapiens | SLC3142 35850 bp 6 9q32 [ 1791bp | 143 aa CTR2
Mus mCtrl mCtrl,
musculus | Sic3lal NP_780299.2 | 40544 bp 6 4C1-2 | 3727 bp | 196 aa Cirl
Mus mCtr2 mCtr2,
musculus | Sie31a2 NP _001851.1 | 23426 bp 6 4B3 |1803bp| 143 aa Ct2

Zmutowane komorki drozdzy ponownie mogty absorbowa¢ miedz ze srodowiska, co
potwierdzono oznaczajgc wysokie, wewnatrzkomérkowe stezenie tego pierwiastka.
Odnotowano réwniez wzrost wrazliwosci tych komorek na wzrost zawarto$ci mie-
dzi w §rodowisku. Ponadto produkt ludzkiego genu pozwolit na przywrocenie trans-
portu zelaza do komorek, a takze prawidlowe dziatanie dysmutazy ponadtlenkowe;j
(SOD1), enzymu, ktorego czasteczka zawiera atom miedzi. Gen A#CTR2 odkryto
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przez poréwnanie sekwencji do genu ACTR1, gdyz na etapie sekwencji nukleotydow
geny te sa podobne w 50% [86] (tab. 1). Warto jednak zauwazy¢, ze proby wprowa-
dzenia genu #CTR2 do komorek drozdzy z delecjg genu yCtr2 nie przywrdcily im
prawidtowych funkcji zyciowych [86].

U cztowieka na chromosomie 3 (3q26.31) znaleziono rowniez sekwencje
CTRY (CTRIP, SLC31A41P) zidentyfikowang jako pseudogen. Okazato si¢, ze
sekwencja ta ulega procesowi transkrypcji jednak dotychczas nie znaleziono pro-
duktu translacji tego pseudogenu [22, 54].

Gen hCTRI jest eksprymowany we wszystkich tkankach organizmu. Szczegolnie
wysoka ekspresje #CTR1 stwierdzono w watrobie, trzustce, nerce, sercu, jajnikach,
jadrach oraz w tkance tacznej w galce ocznej [42]. Nizsza ekspresje genu hCTRI wy-
kazano w mdzgu 1 mig$niach szkieletowych. W mdzgu wysoki poziom transkryptu
genu Ctrl odnotowano jedynie w splocie naczynidwkowym oraz w endotelialnych
komorkach kapilar transportujacych krew. Zwigkszona ekspresja biatka ACTRI
w tych elementach tkanki mézgowej zwigzana jest z podwyzszonym zapotrzebowa-
niem na miedz, gdyz w komorkach nerwowych jest ona skladowg wielu enzymow
miedziozaleznych [22, 42, 86]. Ekspresj¢ genu ACTR2 rowniez wykryto we wszyst-
kich tkankach, jednak najwyzszy poziom osigga ona w mozgu, sledzionie, trzustce,
jadrach oraz w tozysku. Natomiast nizszg ekspresje ACTR2 znaleziono w watrobie,
jelicie cienkim, sluzowce jelita grubego, jajnikach i leukocytach [60, 62, 86].

Ekspresja genow ACTRI 1 hCTR2 regulowana jest zar6wno poprzez zalezne jak
i niezalezne od miedzi czynniki transkrypcyjne. Ekspresja genu #CTRI regulowana
jest przez zalezny od miedzi czynnik transkrypcyjny Spl (ang. Specificity protein 1)
ktory w swojej strukturze zawiera motyw palcoOw cynkowych, moze taczy¢ si¢ ze
specjalnymi miejscami sekwencji promotorowej genu ACTRI 1w zalezno$ci od
wewnatrzkomorkowego stezenia jonow miedzi, reguluje proces jego transkrypcji.
Promotor genu #CTRI zawiera trzy miejsca wigzace czynnik transkrypcyjny Spl —
sa to sekwencje bogate w nukleotydy GC — tak zwane GC Boxes [75]. Innym czyn-
nikiem regulujgcym transkrypcje¢ genu ACTR I w komorkach jelita jest biatko HIF2a
(ang. Hypoxia-Inducible Factor 2a) [66]. HIF2a jest jednym z czynnikéw tran-
skrypcyjnych odpowiadajacych na zmiany stezenia tlenu w §rodowisku zewnatrz-
komoérkowym, a doktadniej na spadek poziomu tlenu, czyli hipoksjg. W badaniach
prowadzonych na liniach komoérkowych Caco2 udowodniono, ze w warunkach
hipoksji komorki te wykazujg zwigkszong ekspresje genu importera miedziowe-
go na poziomie mRNA, a takze podwyzszony poziom samego biatka CTR1 [66,
73]. Czynnikiem zwigkszajacym transkrypcje genu 2ZCTRI w komorkach makro-
fagow jest z kolei interfon-y (IFN-y) [85]. Interferon-y jest czynnikiem aktywuja-
cym makrofagi do walki z patogenami. Badania prowadzone na komoérkach mysich
makrofagdéw otrzewnowych oraz makrofagach linii RAW264.7 [73, 78] wykazaly,
ze podczas dziatania mechanizmu obronnego IFN-y wspotdziata z biatkiem CTR1
zwickszajgc jego ekspresje, co przyczynia si¢ to do wzrostu wewnatrzkomorkowe-
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go stezenia miedzi, jej transportu do fagolizosoméw, gdzie miedz petni mikrobobdj-
cza funkcje generujac rodniki wodorotlenowe [85]. Innym czynnikiem transkryp-
cyjnym regulujacym ekspresj¢ #CTRI jest c-Myc.

Wroku 2000 scharakteryzowano iopisano geny mCtrl imCtr2, kodujace
biatka CTR1 i CTR2 u myszy [45, 46] (tab.1). Okazato si¢, ze pomigdzy ludzkim
genem ACTRI a mysim mCtrl istnieje 93% podobienstwa na poziomie sekwencji
nukleotydow. Myszy sg wiec doskonatymi zwierzgtami modelowymi w badaniach
nad funkcja i ekspresja genow i bialek z rodziny CTR.

FUNKCJA BIALEK CTR1 I CTR2

Badania przeprowadzone na myszach pozwolity ustali¢, ze ekspresja genu
mCTRI w rozwoju zaczyna si¢ bardzo wczesnie, gdyz stwierdzono ja juz u 7-dnio-
wych zarodkéw. Natomiast wykorzystanie myszy z knockoutem genu mCTRI
(mCTRI”) pokazato, ze brak ekspresji tego genu okazat si¢ letalny i homozygo-
tyczne zarodki mCTRI” zamieraly juz 9 dnia zycia ptodowego [42]. Morfologicz-
na i histologiczna analiza struktury zarodkéw embrionéw myszy z knockoutem
genu mCtrl (myszy Ctrl”") wykazala liczne zaburzenia rozwojowe. W 7 dniu zy-
cia plodowego (E7.5) zaobserwowano znaczng redukcje rozmiardw embrionow
Ctrl”- w poréwnaniu do embrionoéw kontrolnych (posiadajacych funkcjonalny gen
mCtrl). Pomimo iz embriony Ctrl”~ zachowaty cz¢$¢ struktur charakterystycznych
dla rozwijajgcego si¢ organizmu (np. zawigzki aorty, serca, jelita, worka owodnio-
wego, pecherzyka zottkowego, komorki neuroepitelialne czy komorki mezenchy-
malne), to jednak nie stwierdzono u nich struktur neuronalnej ektodermy, czy tez
warstw mezodermy, ktore sg konieczne do dalszego, prawidlowego rozwoju [42,
45, 46]. Heterozygoty mCtrl*" rozwijaly si¢ normalnie, jednak zawarto$¢ miedzi
w ich organach wewngetrznych jak réwniez aktywnos¢ miedziozaleznych enzymow
(SOD1 oraz oksydazy cytochromu ¢ — CCO) byta nizsza niz u myszy kontrolnych,
posiadajacych dwa funkcjonalne allele genu mCitr1 [42, 45].

Wyniki najnowszych badan wykazaty, ze na wczesnym etapie rozwoju zarodka
CTR1 transportuje jony Cu” do wnetrza komorki, ktére sg niezbedne do modu-
lowania réznych $ciezek sygnalowych w komorce [46]. W badanych embrionach
Xenopus, produkt genu Xctrl — biatko Ctrl, aktywuje kaskade kinaz Ras-MAP oraz
wspotdziata z czynnikiem wzrostu fibroblastow (FGF) i biatkiem Laloo, przez co
indukuje proliferacj¢ komorek mezodermalnych w czasie rozwoju embrionalnego.
Ponadto wykazano, ze embrionalne komorki macierzyste myszy (ES) z uposledzo-
ng ekspresja genu mCtrl zachowuja cechy komorek pluripotentnych. W zwiazku
z powyzszym przypuszcza si¢, ze CTR1 jest kluczowym regulatorem potrzebnym
do prawidltowej morfogenezy zarowno na poziomie komorek macierzystych, jak
i progenitorowych [80]. Ekspresj¢ biatka CTR1 stwierdzono rowniez w blonie
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bazolateralnej komorek tozyska, co wskazuje na jego rolg w transporcie nadmia-
ru miedzi z ptodu do krwioobiegu matki, co z kolei moze zapobiegac jego uszko-
dzeniu przez nadmiar tego pierwiastka [23]. Okazalo sie, ze w komorkach tozyska
stymulacja estrogenami zwigksza aktywnos$¢ biatka CTR1 [23]. Wzrost aktywno$ci
tego biatka, jak wykazaty badania przeprowadzone na myszach, nastgpuje rowniez
w czasie cigzy 1 laktacji. U takich samic w komoérkach gruczohu mlekowego wyka-
zano wyzsza ekspresje CTR1 na poziomie mRNA, co wskazuje na udzial tego bial-
ka w procesie pobierania i magazynowania miedzi w gruczotach mlekowych matki,
ktoéra w pozniejszym okresie jest przekazywana wraz z mlekiem potomstwu [33,
42]. Wykazano rowniez, ze zardbwno prolaktyna (w procesie laktacji u szczuréw)
jak i insulina (w liniach komorkowych tozyska) reguluje transport miedzi przez re-
lokalizacj¢ biatka CTR1 w komorce. W komorkach tozyska traktowanych insuling
biatko CTR1 zmienia lokalizacj¢ bazolateralng na apikalng [23, 33].

Wiele badan poswigcono roli biatka CTR1 w utrzymaniu wewnatrzustrojowe;j
homeostazy miedzi. W warunkach fizjologicznych miedz trafia do wszystkich orga-
néw. Wieksze ilosci miedzi magazynowane sa w watrobie, a jej nadmiar usuwany
jest z z6kcia, a takze w znacznie mniejszym stopniu z moczem. Jak wiadomo, gtow-
nym organem odpowiedzialnym za metabolizm miedzi w organizmie jest watroba,
w ktorej jak przypuszczano, pobieranie jonéw Cu” przez hepatocyty zachodzi za
posrednictwem CTRI1. Wyniki badan przeprowadzonych na myszach z warunko-
wym knockoutem CTR1 potwierdzity t¢ hipoteze, gdyz u zwierzat tych zawartos¢
miedzi oraz aktywnos$¢ enzymow miedziozaleznych w watrobie byla obnizona,
ale nie w stopniu wskazujacym na to, ze jest to jedyny transporter kationdw mie-
dziowych wykorzystywany przez hepatocyty. Ponadto u myszy z takim knocko-
utem stwierdzono obnizenie zawarto$ci miedzi w z6lci 1 wyzszg zawarto$¢ miedzi
w nerkach, natomiast w innych organach jej poziom nie zmieniat si¢ [38]. U myszy
z tkankowo swoistym knockoutem genu mCtr! w watrobie wzrost wydalania mie-
dzi przez nerki jest zwigzany z dzialaniem mechanizmu kompensacyjnego, ktory
ma za zadanie usuni¢cie nadwyzki miedzi podczas niedyspozycji watroby [38].
U dorostych myszy biatko CTR1 wykazuje wysoka ekspresje w kanalikach prok-
symalnych i dystalnych kory nerki, jednak jego wewnatrzkomorkowa lokalizacja
w blonie bazolateralnej lub apikalnej zalezy prawdopodobnie od zawarto$ci miedzi
w surowicy krwi badanych myszy [38, 88].

Przypuszczano takze, ze CTRI jest glownym transporterem jonow miedzio-
wych w komoérkach enterocytow. Jednak badania przeprowadzone na myszach
z warunkowym knockoutem genu mCTRI w jelicie wykazaty paradoksalnie, ze
u zwierzat tych miedz byta akumulowana w komoérkach enterocytow, co jedno-
znacznie wskazuje na to, ze biatko CTR1 nie posredniczy w pobieraniu jondw mie-
dzi z diety przez enterocyty [58, 88]. Badania nad wewnatrzkomoérkowa lokalizacja
biatka CTR1 w komodrkach CaCo2 wskazywaty na jego lokalizacje w btonie bazo-
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lateralnej [88]. W przeciwienstwie do tych wynikéw badacze z grupy Nose [56, 58]
wykazali apikalng ekspresje tego biatka w komorkach enterocytow. Jak si¢ okazato,
problem ten jest bardzo ztozony, gdyz na ekspresje i lokalizacje wewnatrzkomor-
kowa biatka CTR1 wptywajg tez inne czynniki takie jak wiek badanego osobnika
czy rodzaj diety. Badania na myszach 16-dniowych (P16) i 10-tygodniowych wy-
kazaty roznice w poziomie ekspresji biatka CTR1, a takze w jego komorkowe;j lo-
kalizacji. U myszy miodych (P16), ktore jeszcze pobieraty pokarm od matki, biatko
CTR1 byto obecne w czgséci apikalnej btony komodrkowej enterocytéw. U myszy
dorostych natomiast, biatko CTR1 rozmieszczone bylo w obrebie cytoplazmy ko-
morek. Dodatkowo u mtodych myszy, ktérych matki spozywaty pokarm wzbogaco-
ny w miedz, ekspresja CTR1 na poziomie biatka w komorkach jelita byta znacznie
wyzsza w porownaniu z komorkami pochodzacymi od myszy miodych, ktorych
matki dostawaly w trakcie karmienia pokarm ubogi w ten pierwiastek [42].

Biatko CTR1 bierze rowniez udziat w odpowiedzi immunologicznej organizmu
na infekcj¢ bakteryjna. Potwierdzaja to wyniki badan prowadzonych na makrofa-
gach pochodzacych ze szpiku kostnego myszy, ktore pod wptywem infekeji ko-
morkami Salmonella typhimurium lub traktowane endotoksyng btony komoérkowe;j
bakterii Gram-ujemnych (lipopolisacharydem, LPS) wykazywaty wzrost ekspresji
genow mCTRI i mCTR2, Atp7a oraz genu kodujacego ceruloplazming (CP). Za-
rowno infekcja bakteriami, jak i dzialanie LPS na komorki makrofagdéw, wywo-
huyje akumulacje jonow miedzi w komorce, co jest zwigzane z dziataniem biatka
ATP7A zlokalizowanego w tych komorkach w btonie aparatu Golgiego oraz w bto-
nie pecherzykéw cytozolowych [2, 24]. W komorkach makrofagéw pod wptywem
czynnikow infekcyjnych nastepuje wzrost ekspresji CTR1 i podwyzszony wychwyt
jondow miedzi, ktore wraz z metalochaperonem ATOX1 trafiaja do biatka ATP7A.
Biatko ATP7A ulega relokalizacji w btonie pecherzyka cytoplazmatycznego i trafia
do btony fagolizosomu, do ktérego oddaje zwiazang wczesniej na terenie aparatu
Golgiego miedz. W fagolizosomach znajduje si¢ wielosktadnikowy blonowy enzym
— oksydaza NADPH (NOX), ktéra przeprowadza reakcje wybuchu tlenowego, po-
legajaca na zwigkszaniu poboru tlenu ze srodowiska zewnetrznego przez komorki
uktadu immunologicznego. W obrgbie fagolizosomu oksydaza NADPH produkuje
anionorodniki ponadtlenkowe, ktore zostaja przeksztalcone przez dysmutazg po-
nadtlenkowa do nadtlenku wodoru. Ten ostatni, wraz z jonami miedzi, ktore zostaly
dostarczone przez czasteczki ATP7A, ulega reakcji chemicznej, znanej jako reak-
cja Fentona. Podczas tego procesu z nadtlenku wodoru zostaja wytworzone rodniki
hydroksylowe, ktdre niszcza struktury lipidow, protein oraz kwasow nukleinowych
bakterii [24]. Najnowsze analizy badan zaktadaja, ze miedz prawdopodobnie odgry-
wa rowniez duzg rolg w rozwoju choroby Alzheimera. Podobnie jak w komorkach
makrofagow, gen SLC31A41, pod wplywem aktywacji interferonu gamma (IFN-y),
ulega podwyzszonej ekspresji w komorkach mikrogleju. Skutkuje to zwigkszonym
wychwytem miedzi w komodrkach mézgu i jej magazynowaniem w plytkach amy-
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loidowych charakterystycznych dla choroby Alzheimera, w ktorych wigze si¢ ona
z duzym powinowactwem do czasteczki B-amyloidu, promujac jego oligomeryza-
cje i w koncowym efekcie jego neurotoksyczne dziatanie na komorke [85].

Zaskakujace wyniki uzyskano badajac myszy z wytaczonym genem mCTR2.
Dtugos¢ zycia osobnikdéw o genotypie mCTR2” byta podobna jak u myszy o geno-
typie dzikim, ale w wybranych tkankach tych zwierzat dochodzito do akumulacji
miedzi [60]. Podniesiony poziom miedzi stwierdzono w mézgu, nerkach, §ledzio-
nie, mig$niach i jadrach myszy mCTR2”" lecz nie w watrobie. Podobnie wysoki po-
ziom miedzi stwierdzono w hodowanych in vitro fibroblastach pochodzacych od
myszy mCTR2". Dalsze badania wykazaly, ze miedZ akumulowana jest gtéwnie
we frakcji endosomalne;j i lizosomalnej wyzej wymienionych komorek [60, 61], co
potwierdza role tego biatka w uwalnianiu jonéw miedzi z frakcji lizosomalnej [22].

CTR1 I CTR2 JAKO TRANSPORTERY LEKOW
ANTYNOWOTWOROWYCH

W terapii nowotworow stosuje si¢ leki zawierajace w swoim sktadzie atomy
platyny (Pt). Do lekow takich mozna zaliczy¢ cisplatyne (DDP), karboplatyne
(CBDCA) oraz oksaliplatyne (LOHP). W cisplatynie Pt wystepuje na drugim stop-
niu utlenienia i tworzy zwigzek kompleksowy, w ktorym ligandami sg dwa atomy
chloru i dwie czasteczki amoniaku. Lek ten w komorkach ulega hydrolizie, odtacze-
niu ulegajg dwa atomy chloru, a powstaty wysoce reaktywny kompleks przytacza
sie do nici DNA, gdzie taczy si¢ gldéwnie z zasadami purynowymi [68]. Prowadzi
to do wytworzenia wewnatrz- i migdzytancuchowych potaczen w DNA, uniemoz-
liwia synteze DNA, jak réwniez hamuje procesy transkrypcji. W efekcie komorka
kierowana jest na droge apoptozy [22, 68]. Podobne dziatanie jak DDP majg pozo-
state chemioterapeutyki: CBDCA oraz LOHP [44]. Leki te maja szerokie spektrum
dziatania i wykorzystywane sg w terapii nowotworow jadra, prostaty, jajnika, raka
pecherza moczowego, raka szyjki macicy, ptaskokomorkowego raka glowy i szyi,
drobnokomoérkowego i niedrobnokomdrkowego raka ptuc, raka piersi oraz raka je-
lita grubego [25, 44, 68]. Biorac pod uwagg szerokie spektrum dzialania i liczne
zastosowania tych lekow, bardzo waznym problemem staje si¢ poznanie mechani-
zmow ich transportu na poziomie komorki. Wiadomo, ze leki moga dostawac si¢ do
wnetrza komoérki za pomocg transporterow btonowych formujacych kanaty jonowe
btonowe biatka transportujace, endocytoze, czy tez makropinocytoze. Wyniki licz-
nych badan nad kinetyka tego procesu dowiodty, ze wychwyt platynowych lekow
jest bardzo podobny do tego, ktoremu podlegaja jony miedzi, a tym samym sugero-
waty, ze leki te transportowane sg przez btone komorkowa z wykorzystaniem biatek
z rodziny CTR [8, 36, 44, 76]. Potwierdzity to badania przeprowadzone na komor-
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kach drozdzy oraz komoérkach mysich z wylaczonym genem yCtrl/mCtrl. Okazato
sie, ze komorki takie pobieraja o wiele mniej cisplatyny niz komorki o genotypie
dzikim [29]. Kolejne badania wykazaty, ze DDP ma bardzo wysokie powinowactwo
do N-konca biatka CTR1, a efekt ten jest silnie powigzany z wystegpowaniem w tym
obszarze konserwatywnych sekwencji metioninowych [25, 71]. Jednak w przeci-
wienstwie do jonow Cu' leki antynowotworowe nie sg ,,przeciggane” przez kanat
utworzony w btonie przez biatko CTR1, a transportowane s3 do wnetrza komorki
na drodze endocytozy [48, 62, 74]. Stwierdzono rowniez, ze wzrostowi transkrypcji
genu ACTRI na poziomie mRNA towarzyszy rowniez wzrost transportu dokomor-
kowego lekow antynowotworowych [48, 71]. Dlatego tez u pacjentow z wyzsza
ekspresjg genu ACTRI terapia z zastosowaniem lekéw zawierajacych platyne daje
lepsze efekty, niz u osob z niskg ekspresja tego genu [48, 61, 80]. Potwierdzity to
badania przeprowadzone wsrod pacjentéw z rakiem jajnika i niedrobnokomorko-
wym rakiem ptuc [10, 80]. Ponadto wykazano, ze jony miedzi i leki zawierajace Pt
konkuruja migdzy soba w procesie addycji do biatka CTR1 tak, ze obnizenie pozio-
mu miedzi moze mie¢ pozytywny wptyw na przebieg terapii [80]. Jednak podobnie
jak w przypadku zbyt wysokiego stezenia miedzi, wysokie st¢zenie takich lekow
prowadzi do szybkiej endocytozy i degradacji biatka CTRI.

W przeciwienstwie do CTR1 wysoki poziom biatka CTR2 wptywa niekorzyst-
nie na przebieg procesu terapeutycznego. Komorki z wysoka ekspresja tego genu
rozwijaja proces lekoopornosci, ktéorego mechanizm powstawania nie jest do tej
pory poznany. W takim przypadku lepsze prognozy terapeutyczne sa dla pacjentow
z niska ekspresja genu ACTR?2 [48, 62, 80, 84].
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