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Vpogled v uravnavano eksocitozo:
vloga lipidov

Insight into Regulated Exocytosis: Role of Lipids
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Eksocitoza, katere del je tudi fuzija membrane mesicka in plazmaleme, je znacilna za evka-
riontske celice in ima pomembno vlogo v mnogih celi¢nih procesih. Dolgo ¢asa je na razisko-
valnem podrodju prevladovalo mnenje, da celoten potek eksocitoze katalizirajo le proteini.
Takemu pogledu pravimo tudi proteocentri¢ni. Sele v zadnjih dveh desetletjih je postalo jasno,
da na uravnavanje eksocitoze pomembno vplivajo tudi lipidi, za katere so prej verjeli, da so
le pasivni gradniki celicne membrane. Med lipide, ki uravnavajo proces eksocitoze, med dru-
gimi spadajo fosfatidilinozitol-4,5-bifosfat, diacilglicerol, polinenasi¢ene mascobe kisline, sfin-
gozin in holesterol. Kot fuzijski proteini tudi nasteti lipidi vplivajo na potek eksocitoze na razlicne
nacine. Cilj tega ¢lanka je osvetliti vlogo in funkcijo lipidov pri procesu eksocitoze.
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Exocytosis, part of which is the merger of the vesicle and the plasma membrane, is charac-
teristic for eukaryotic cells, which engage this process in a myriad of cell functions. For a long
time it was believed that exocytosis was predominantly regulated by proteins, a view refer-
red to as ‘proteocentric’. Only recently it was shown that many of lipids, previously conside-
red as passive cell membrane components, also play vital roles in regulation of exocytosis.
Among others, such lipids are phosphatidylinositol-4,5-biphosphate, diacylglycerol, polyun -
saturated fatty acids, sphingosine and cholesterol. Much like proteins, lipids act at various points
in the process and influence exocytosis in various ways. The goal of this article is to high-
light the role of lipids in exocytosis.
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EKSOCITOZA

Z eksocitozo se iz evkariontskih celic sprosca-
Ta proces sodeluje tudi pri vstavljanju speci-
fi¢nih lipidov in proteinov v plazmalemo. Poz-
namo dve obliki eksocitoze, konstitutivno in
regulirano. Konstitutivna poteka v vseh evka-
riontskih celicah. V dolocenih visoko specia-
liziranih celicah (v glavnem gre za nevrone
in endokrine celice) pa poteka zelo natan¢no
regulirana oblika eksocitoze, kjer celice izlo-
¢ajo nevrotransmiterje, nevropeptide ali hor-
mone na dolo¢enem mestu ter ob ustreznem
¢asu (govorimo o prostorski in ¢asovni regu-
laciji) (2). Obe obliki eksocitoze predvidoma
uporabljata enako molekulsko pot, razlikuje-
ta se samo v uravnavanju procesa (3). To seve-
da ne pomeni, da konstitutivna eksocitoza ni
regulirana, ravno nasprotno. Tudi pri tej raz-
licici celice natan¢no uravnavajo stopnjo in
mesto izlo¢anja. Glavna razlika nastane v poz-
nih fazah eksocitoze, kjer so specializirane
celice sposobne kopicenja eksocitotskih mesic¢-
kov, medtem ko pri konstitutivni obliki do tega
ne prihaja. Za potrebe tega ¢lanka se bomo
posvetili regulirani eksocitozi.

Eksocitozo lahko delimo na vec stopenj
(slika 1). Mesicki, namenjeni izlo¢anju snovi,

se tvorijo v Golgijevem aparatu. Sledi prenos
do membrane (angl. trafficking), sidranje na
membrano (angl. docking) ter priprava na
fuzijo (angl. priming). V tej fazi, pri regulirani
eksocitozi, mesicki ¢akajo na ustrezen signal
(obicajno je to zvisanje znotrajceli¢ne koncen-
tracije prostega kalcija), Cemur sledi formaci-
ja membranskega kompleksa v obliki pes¢ene
ure (angl. stalk pore formation), preoblikovanje
le-te v ozko fuzijsko poro ter Sirjenje fuzijske
pore. Siroka fuzijska pora se lahko reverzi-
bilno spet zoZi ali pa se popolnoma razsiri in
s tem omogodi integracijo membrane mesic-
ka v plazemsko membrano (angl. full fusion).
Na novo vkljuéena membrana mesicka se
lahko naknadno reciklira in tako s pomocjo
endocitoze ponovno vstopi v proces kroZenja
membran (4).

Raziskovalci so dolgo Casa verjeli, da so
za nadzor nad vsemi fazami eksocitoze odgo-
vorni samo proteini ter da lipidi predstavljajo
le gradbene elemente plazmaleme in mem-
brane mesickov. Takemu pogledu pravimo
proteocentri¢ni pogled in predpostavlja, da
proteini stabilizirajo vse lipidne intermedia-
te ter katalizirajo fuzijo (6). Sele v zadnjih
dveh desetletjih smo spoznali, da so lipidi veli-
ko vec kot pasivni gradniki membran. Imajo
namre¢ zelo pomembno vlogo pri transpor-
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Slika 1. Shema membranske fuzije (5). Po transportu mesicka do membrane pride do sidranja in priprave na fuzijo. V tej fazi mesicek
Caka na signal, ki sproZi fuzijo membrane. Obicajino je fa signal zvisanje znotrajcelicne koncentraciie prostega Ca®*, Cemur sledl nastanek
membranske strukture v obliki pescene ure. V naslednji fazi se razvije ozka fuzijska pora, ki se razsiri (v tej fazi se vsebina mesicka
infenzivno izloca). Fuzijska pora se lahko ponovno zoZi ali pa se mesicek popolnoma spoji z membrano.
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Slika 2. Konformacijske spremembe proteinov SNARE (angl. soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor)
med sidranjem in fuzijo mesickov (16). Na akceptorski membrani (plazmalema) se naha[aio trile motivi Q-SNARE (motivi proteinov
SNARE z ohranjenimi glutaminskimi ostanki — enega prispeva sintaksin, dva pa SNAP (angl. synaptosomal associated protein)), na
mesicku pa je en motiv R-SNARE (motivi proteinov SNARE z ohranjenimi argininskimi ostanki — prispeva ga sinaptobrevin). Inferakc-
ja Q-SNARE-ov z R-SNARF-i se zacne na N-ferminalnem koncu motivov SNARE. Med povezovanjem nastane Stirivijacen trans-SNARE-kom -
pleks, ki napreduje iz ohlapnega (angl. loose) stanja v tesno (angl. tight) stanje. Formaciji tesnega stanja naj bi po mnenju nekaterih
avtorjev sledilo odpiranje fuzijske pore, a fo Se ni neposredno eksperimentalno preverjeno. Med fuzijo fransstanje preide v cis-konfigu -
racijo, kar predstavija energetski minimum fuzijske reakcije. R-in Q-SNARE-i se naknadhno locijo s sortiranjem (tukaj sodelujejo Se drugi
faktorji, npr. c-SNAP (angl. soluble N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein (NSF)-attachment protein) in NSF (angl. N-ethylmalei-

mide-sensitive factor). ADP — adenozindifosfat, ATP — adenozintrifosfat.

tu mesickov, celi¢ni signalizaciji, lokalizaciji

proteinov ter proteinski funkciji (7). Vpliva -
jo tudi na lastnosti lipidnega dvosloja, orga -
nizirajo in oblikujejo membranske domene za

fuzijo ter jo neposredno regulirajo preko pro -
teinskih kompleksov (6). KaZe, da so se v evo -
luciji selekcionirali kompleksni mehanizmi,

kjer nadzor nad eksocitozo druzno izvajajo

proteini in lipidi, vse skupaj pa omogoca pro-

storsko in ¢asovno natan¢no nadzorovano

celi¢no izlo¢anje (npr. Ziveni kondic ob elek -
triénem draZljaju v sinapti¢no reZo izlo¢i dolo -
¢eno koli¢ino kvantov nevrotransmiterja).

Fuzija membran je klju¢na stopnja v ekso -
citozi, pri kateri pride do zlivanja membra -
ne mesicka s plazmalemo. Pred zlivanjem se
morata membrani pribliZati, ¢emur naspro -
tujejo odbojne elektrostaticne sile, ki so posle -

dica negativno nabitih lipidnih molekul, ter
hidracijske sile (pribliZevanje membran zah-
teva odstranitev hidracijskega ovoja). Te sile
so izjemno velike, zlasti na majhnih razdaljah
(1-2nm), kar predstavlja veliko energijsko
oviro (8, 9). Ni $e popolnoma jasno, kako se
ta ovira premaga. Verjetno pri tem sodeluje-
jo proteini SNARE (angl. soluble N-ethylma -
leimide-sensitive factor attachment protein
receptor), in sicer na dva nacina: s konforma -
cijsko spremembo strukture ter s prebitkom
pozitivno nabitih ostankov, ki privlacijo nega-
tivno nabite lipidne molekule (glej poglavje
o proteinih SNARE) (slika 2). Ko se membra -
ni dovolj pribliZata, sledi nastanek prehodne-
ga stanja v obliki pescene ure (angl. stalk-pore
formation), ki hitro preide v stopnjo z obliko
ozke fuzijske pore (vsebina mesicka se v tej fazi
$e ne more izlocCati), ta pa se razsiri v nasled-
njih stopnjah do te mere, da omogodi izstop
molekul, ki se skladi$¢ijo v mesicku (4, 11).
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Znano je, da lahko premer fuzijske pore fluk-
tuira med bolj ali manj raz$irjenim stanjem,
preden se pora popolnoma razgiri, kar imenu-
jemo prehodno odpiranje fuzijske pore (angl.
transient fusion pore opening ali kiss-and-run’)
(12, 13). Pri nekaterih celicah (npr. pri hipo-
fiznih laktotrofih) fuzijska pora le redko prei-
de v popolnoma razsirjeno stanje. Pogosto
periodi¢no pulzira, ob vsaki pulzaciji pa se spro-
sti kvant vsebine mesicka (15). Druga mozZnost
pa je, da se mesicek popolnoma zlije s plaz-
malemo celice (angl. full fusion) (slika 1).

Proteini SNARE

Odkritje proteinov SNARE v 80. letih prejsnje-
ga stoletja je prineslo preskok v razumevanju
membranske fuzije. Proteinski kompleksi, ki
nastanejo z medsebojnim povezovanjem pro-
teinov SNARE, lahko namre¢ neposredno pos -
pesijo fuzijo mesicka s plazmalemo ali dveh
mesickov med seboj (temu pravimo homoti-
pi¢na fuzija) (16). Proteini SNARE so mem-
branski proteini, pomembni pri znotrajce-
licnih fuzijskih korakih (6). Razlikujejo se
v strukturi in obliki, vsi pa imajo skupen ohra-
njen motiv SNARE (tj. ohranjeno zaporedje
60-70 aminokislin). Najdemo jih na celi¢ni
membrani in na membrani mesicka, in sicer
na posebnih membranskih predelih (t.i. mem -
branskih splavih (angl. raft) — glej poglavije
o holesterolu), kjer so zdruZeni v nano- oz.
mikrodomene (16).

V nevronih in nevroendokrinih celicah
so pri fuziji membran potrebni trije protei -
ni SNARE, in sicer sinaptobrevin oz. VAMP
(angl. vesicle associated membrane protein), sin -
taksin in SNAP (angl. synaptosomal associa -
ted protein). VAMP in sintaksin sta transmem-
branska proteina, ki vsebujeta vsak po en
motiv SNARE, medtem ko je SNAP vezan na
plazmalemo in vsebuje dva motiva SNARE (17).
Med fuzijo se domene nastetih proteinov
v predelu motivov SNARE poveZejo in tako
vplivajo na zlivanje mesicka s plazmalemo (2).

Tradicionalna Klasifikacija proteinov SNARE
temelji na lokaciji, od koder so jih prvi¢ izo -
lirali. Tako poznamo proteine t-SNARE oz. tar¢ -
ne SNARE, ki se nahajajo na plazmalemi (sem
spada tudi sintaksin), in v-SNARE (angl. vesic -
le SNARE) oz. proteine SNARE, ki se povezuje -
jo z mesicki; sem sodi VAMP. Ker ta razdelitev
ni najbolj natanc¢na, saj ne zajema homotipic-

nih fuzijskih dogodkov, so pred kratkim pro-
teine SNARE ponovno razdelili glede na ohra-
njeni argininski (R) ali glutaminski (Q) osta -
nek v motivih SNARE. VAMP po novem tore;j
spada med R-SNARE (proteini SNARE z ohra-
njenimi argininskimi ostanki v motivu
SNARE), sintaksin in SNAP pa med Q-SNARE
(proteini SNARE z ohranjenimi glutaminski-
mi ostanki v motivu SNARE) (19).

Fuzijo membran lahko delimo na vec kora -
kov (slika 2). Prvi korak je nastanek komplek-
sa trans-SNARE. Teorija pravi, da se pri tej
stopnji Stirje motivi SNARE prej nastetih pro-
teinov SNARE medsebojno poveZejo in tvori-
jo Stirivija¢ni kompleks. Povezovanje se zac-
ne na N-terminalnem koncu, zapiranje zadrge
pa napreduje proti C-terminalnemu koncu
(angl. zippering). Posledi¢no pride do konfor -
macijskih sprememb proteinov, kar ustvari
mehansko silo, ki membrano mesicka pribliza
plazmalemi. Nastali kompleks je izredno ter-
mic¢no in mehansko stabilen (16). Sledi preob -
likovanje trans-kompleksa iz ohlapnega (angl.
loose) stanja v tesno stanje, kateremu sledi
nastanek ozke fuzijske pore, ki se s prekini-
tvijo trans-povezave in s sprostitvijo v cis-kon-
figuracijo razsiri (slika 2) (16). V tej konfigura-
ciji fuzijske pore poteka intenzivno spros¢anje
vsebine svetline mesicka v zunajceli¢ni pro-
stor (20). Sami prehodi med stopnjami stanj
odprtosti fuzijske pore naj bi bili povezani
z nastajanjem trans- in cis-SNARE-komplek -
sa, a to Se ni bilo prepricljivo potrjeno s po-
skusi. Zato lahko v prihodnosti pri¢akujemo
nadgradnje razumevanja vloge kompleksa
SNARE pri regulaciji fuzije membran in fuzij -
ske pore.

Se vedno ni znano najmanjie §tevilo kom-
pleksov SNARE na mesicek, ki sodelujejo pri
eksocitozi. Bogaart in sodelavci so pokazali,
da naj bi za fuzijo membran zadostoval le en
sam kompleks SNARE, nedavni rezultati
druge raziskovalne skupine pa kazejo, da so
za hitrejSo fuzijo potrebni trije kompleksi
SNARE (22, 23). Nobeni poskusi pa niso bili
narejeni na ravni posameznega mesicka, zato
je prava vloga dinamike nastajanja komplek -
sov SNARE $e neznana.

Model pribliZevanja fosfolipidnih mem -
bran in fuzije kljub velikemu napredku v zad -
njem desetletju $e ni popolnoma pojasnjen.
Hipoteza pescene ure, ki predvideva, da zapi -
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ranje proteinov SNARE prenese mehansko
energijo na membrane, kar jih upogne in spro-
7i fuzijo, se je izkazala za nenatancno, saj ne
uposteva elektrostaticnega odboja med nega-
tivno nabito plazmalemo in mesickom ter sil,
ki se pojavijo zaradi hidracijskega ovoja (16).
Zato se upraviCeno zastavlja vpraSanje, ali
energija, proizvedena z nastajanjem kom -
pleksa SNARE, zadostuje za fuzijo. Nedavno
objavljena raziskava potrjuje dvom o hipote-
zi, saj dokazuje, da pri fuziji sodelujeta tudi
pozitivno nabiti domeni proteinov VAMP in
sintaksina (angl. juxtamembrane domains), ki
se poveZeta z negativno nabitimi lipidi mesic-
kov in plazmaleme in tako pomagata premo-
stiti elektronegativni naboj lipidnih molekul
v membrani ter omogocita fuzijo.

Botulizem je nevarna, redka bolezen, ki jo
povzrocajo nevrotoksini po Gramu pozitivne
bakterije Clostridium botulinum. Poznamo
vec vrst antigensko razli¢nih tipov nevrotok-
sinov; za ¢loveka patogeni so A, B, C, E, F in
G (24). Toksini botulina serotipa A, B, C, E,
F so mestno specifi¢ne proteaze, ki delujejo
na razli¢ne proteine SNARE in tako zavirajo
proces eksocitoze (2). Razli¢ni tipi nevrotok-
sina cepijo razli¢ne proteine SNARE na razli¢-
nih mestih. Toksin botulin tipa B preprecu-
je spro§¢anje nevrotransmiterjev in hormonov
s cepitvijo VAMP-2, toksin botulin tipa A cepi
protein SNAP-25, toksin botulin tipa G pa cepi
vse izoforme proteina VAMP (25-27).

PROTEIN MUNC 18-1

Protein Munc 18-1 (angl. mammalian uncoor -
dinated-18-1) je citosolni protein iz druZine
SM (angl. Sec1-Munc 18) proteinov in je pri -
soten pri vseh evkariontih. Je eden od regu-
latorjev membranske fuzije. S tesno vezavo
na sintaksin-1 le-tega »zaklene« v zaprti kon -
formaciji, kar onemogoca nastanek komplek-
sa SNARE (deluje kot molekulsko stikalo). Ta
reakcija omogoca, da se sintaksin-1 prenese
do plazmaleme brez nezaZelenih ektopi¢nih
reakcij (31). Novejse raziskave kazejo, da
vstopa Munc 18-1 tudi tako, da se veZe na Ze
sestavljene komplekse SNARE, ki vsebujejo
sintaksin-1 in tvori t.i. hiperkompleks Munc

18-1/SNARE, iz ¢esar lahko sklepamo, da je
Munc 18-1 pomemben tudi pri membranski
fuziji (32).

PROTEIN MUNC-13

Protein Munc-13 (angl. mammalian uncoor-
dinated-13) je protein aktivne cone. To je spe-
cializirana struktura presinapti¢ne plazemske
membrane, kjer se mesicki sidrajo in zlivajo.
Nujno je potreben za pripravo mesickov na
fuzijo. Mutacije, ki povzrocijo odsotnost pro-
teina, povzrocijo popolno blokado spro$¢anja
nevrotransmiterjev (34). Najverjetneje pro-
tein Munc 13 skupaj s proteinom Munc 18-1
omogocdi sestavljanje kompleksa sintak -
sin-1/SNAP-25 in spodbuja mesicke k pripra -
vi na fuzijo (35).

FOSFATIDILINOZITOL-4,5-
BIFOSFAT IN DIACILGLICEROL

Fosfatidilinozitol je predstavnik membranskih
fosfolipidov. V evkariontskih celicah ima
posebno vlogo, saj se lahko njegova glava fos-
forilira na enem ali ve¢ mestih. Posledi¢no
dobimo vec¢ razli¢nih fosfoinozitidov, od kate-
rih so za $tiri dokazali, da imajo pomembno
vlogo pri kroZenju membran (36). Za vse fos -
foinozitide je znacilno, da so vgrajeni v cito-
solno plast plazmaleme, kjer do njih zlahka
dostopajo razli¢ni encimi (kinaze, fosfataze,
fosfolipaze). Evkariontske fosfolipaze kot sub-
strat uporabljajo le fosfatidilinozitol-4,5-bifos-
fat (PIP,) produkta njihovega delovanja pa sta
v citoplaimi topni inozitol-1,4,5-trifosfat (IP,)
in diacilglicerol (DAG), ki ostane v membrani,
oba pa sta potentna sekundarna obvescevalca.

Encimske reakcije lahko hitro in uéinko-
vito spreminjajo koncentracijo fosfoinozitidov
v specificnih regijah plazmaleme, kar ima velik
vpliv na eksocitozo. Fosfoinozitidi so namrec
neposredno udeleZeni v procesu eksocitoze,
in sicer na enega izmed treh nacinov: lah -
ko igrajo vlogo oznacevalcev delov membra -
ne, kamor se vkljucujejo proteini, ki imajo
pomembno vlogo pri sidranju in fuziji, sode -
lujejo pa tudi pri regulaciji teh proteinov (ta
vloga je sorodna prvi). Poleg tega imajo tudi
strukturno vlogo, vplivajo na fizikalne lastnosti
membrane, kot sta fluidnost in lokalna ukriv-
ljenost (37).
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Znano je, da so fosfoinozitidi nujno potreb-
ni za od kalcija odvisno eksocitozo ter da sode-
lujejo v razli¢nih fazah regulirane eksocitoze.
Prvi dokazi, da je PIP, klju¢en lipid pri pri -
pravi mesicka na fuzijo, so stari Ze ve¢ kot dve
desetletji. Takratne raziskave so pokazale, da
razgraditev PIP, z bakterijsko fosfolipazo C
(PLC) onemogoci novim mesickom, da se pri-
pravijo na eksocitozo. Genetska manipulaci-
ja fosfatidilinozitol-4-fosfat-5-kinaze (eden
od encimov, nujnih pri sintezi PIP,) povzro-
¢i spremenjeno vsebnost PIP, v plazmalemi.
Odsotnost tega encima je vzrok za zmanjsa-
nje Stevila na eksocitozo pripravljenih mesic-
kov, kar jasno nakazuje pomembnost PIP, pri
tej fazi eksocitoze. Ob tem zniZana koncen-
tracija PIP, povzroci tudi zakasnitev pri odpi-
ranju fuzijske pore (39). Tudi uporaba si-RNA
(angl. small interfearing RNA), ki zniZa nivo
prepisovanja in posledi¢no koncentracijo zgo-

raj omenjene kinaze, zmanjsa izlocanje inzu-
lina.

Podobno kot holesterol (glej poglavje o ho -
lesterolu) se tudi PIP, samoorganizira v ob-
liki lipidnih otockov na plazmalemi (angl. lipid
clusters). Ce motimo nastanek tak$ne struk-
ture, pride do inhibicije eksocitoze, kar dokazu-
je, da imajo otocki PIP, v membrani pomemb-
no funkcijo pri njeni regulaciji (41). Kljub
vsemu pa vloga PIP, pri pripravi mesickov na
fuzijo Se ni Cisto pojasnjena. Verjetno so otoc-
ki PIP, vezavna mesta za proteine, ki sode-
lujejo pri regulirani eksocitozi. ZniZanje kon-
centracije PIP, torej zmanjga Stevilo vezavnih
mest za te proteine, posledi¢no pa pride do
inhibicije priprave mesicka na fuzijo in manj
ucinkovitega izlo¢anja hormonov in nevro-
transmiterjev.

PIP, je pomemben tudi v naslednjem kora-
ku eksocitoze - membranski fuziji. Zanimivo
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Slika 3. Vpliv intrinzicne ukrivijenost razlicnih lipidov na fuziisko poro. Primerjava pozitivno ukriviienega fosfatidilinozitol4, 5-bifosfata
(PIP,) (A) in negativno ukrivijenega holesterola (B). Intrinzicna ukrivlienost je definirana kot razmerje med premeroma glave in repne-
ga dela lipida. Premer glave pri PIP, je vedii od premera repnega dela — pozitivna infrinzicna ukrivfienost, obratno vefja za holesterol -
negativna intrinzicna ukriviienost. (C) Med nastankom fuzijske pore se nofranji deli membrane (senceno modro) ukrivijio mocho negativ-
10, zunanji pa mocio pozitivno (senceno zeleno). Na mestih ukrivijenosti so zato potrebne lipidne molekule, ki so tudi same ukrivijiene.
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Slika 4. Vloga diacilglicerola (DAG) in inozitol trifosfata (IP,) pri eksocitozi. DAG, produkt hidrolize fosfatidilinozitoH4, 5-bifosfata (PIP,)
s fosfolipazo C, ima vlogo sekundamega obvestevalca. Akfivira protein kinazo C, ta pa fosforilira protein Munc 18-1 (angl. mammalian
uncoordinated-18-1), zaradi Cesar se zmanjsa njegova afiniteta do sintaksina-1, kar omogodi sestavijanje kompleksa SNARE (soluble
Neetylmalgimide-sensitive factor aftachment profein receptor). Pi hidrolizi nastane tudi IP, ki difundiia do endoplozemskegay/Sarkopla-
zemskega refikuluma in povzroci znotrajcelichi porast koncentraciie Ca?*, to pa preko kalcij vezavnih profeinov sproZi membransko fuzijo.

PLC — fosfolipaza C.

je, da ima pri tem koraku negativno regula-
torno vlogo - je inhibitor iniciacije fuzije. Na
mestu fuzije mesicka s plazmalemo najdemo
relativno visoko koncentracijo PIP,, in sicer
okoli 6% vseh lipidnih molekul (42). Ker je
molekula PIP, pozitivno intrinzi¢no ukrivlje -
na, nasprotuje velikim negativnim ukrivitvam
membrane, do katerih med fuzijo prihaja (sli -
ka 3). Poskusi kaZejo, da se pred fuzijo kon-
centracija PIP, prehodno zniZa, in sicer kot
posledica aktivnosti PLC. Poleg PLC pa ima
pomembno vlogo pri sekvestraciji PIP, tudi sin -
taksin-1. Mutacije jukstamembranskih domen
sintaksina-1 namrec povecajo PIP, inhibicijo
fuzije, iz ¢esar lahko sklepamo, da so te domene
sintaksina-1 odgovorne za sekvestracijo PIP,.
Sintaksin torej sam spodbuja nastanek ukriv -
Jjenosti membrane, ki je ugodna za fuzijo (42).

Kaksna je torej vloga PIP, pri eksocitozi?
James in sodelavci predlagajo dva mehaniz-
ma, s katerima PIP, uravnava eksocitozo (42).
Prvi mehanizem je, kot zapisano, inhibitor -
ni zaradi pozitivne intrinzi¢ne ukrivljenosti

PIP,. Z drugim mehanizmom pa PIP, mo¢no
spodbuja eksocitozo zaradi vezave dolo¢enih
proteinov (Ca?*-dependent activator protein for
secretion (CAPS), Rabphilin, sinaptotagmin),
ki pa so pozitivni regulatorji eksocitoze.
PIP, je tudi donor DAG in IP,. Obe mole -
kuli sta pomembna sekundarna obvesceval -
ca v evkariontskih celicah in sta produkta
razgradnje PIP, s PLC. IP, je vodotopen in
v citoplazmi dobro mobilen. Hitro difundira
do endoplazmatskega/sarkoplazmatskega
retikuluma, kjer se veZe na specific¢ni recep -
tor in povzrodi vstop prostega Ca?* v citoplaz-
mo (44). Prosti Ca®* se potem veZe na od kalcija
odvisne proteine (sinaptotagmine, komplek-
sine, protein-kinazo C), to pa posledi¢no akti -
vira fuzijo mesicka z membrano (slika 4).

Sindrom Lowe ali okulocerebrorenalni sin -
drom je na kromosom X vezana recesivna
bolezen. Zbolijo le moski, Zenske so prenasalke.
Fenotipsko se izraza z bilateralnimi kongeni -
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talnimi kataraktami, mentalno zaostalostjo,
neonatalno hipotonijo in renalnim Falconije-
vim sindromom (reabsorpcijski defekti v prok-
simalnem tubulu ledvic). Genotipsko gre za
mutacijo inozitol-5-fosfataze, katere glavni
substrat je PIP,. Ker je mutirana, je manj ucin -
kovita, posledi¢no pride do povisane koncen-
tracije PIP,, kar povzroc¢i motnje v kroZenju
membran, zlasti naj bi bila prizadeta od kla-
trina odvisna endocitoza (45).

DAG po delovanju encima PLC na PIP,
ostane v lipidnem dvosloju. Prosti DAG moduli-
ra delovanje ve¢ encimov, eden od njih je tudi
od Ca®* odvisna protein-kinaza C (PKC). Aktivi -
rana PKC fosforilira protein Munc 18-1, zaradi
Cesar se zmanjSa njegova afiniteta do sintaksi-
na, to pa omogodi sestavljanje proteinov SNARE
in fuzijo (slika 4). DAG neposredno vpliva
tudi na pripravo mesickov na fuzijo (angl. pri -
ming), in sicer preko regulacije proteina Munc
13-1 (48). Mutacije Munc 13-1, ki preprecijo
vezavo DAG, povzrocijo smrt misi takoj po rojs-
tvu. Studije na tak&nih klonih so pokazale, da
vezava DAG na protein Munc 13-1 omogoca
celicam, da prilagodijo stopnjo priprave mesic-
kov na raven, ki ustreza trenutnim potrebam.
Skratka, kaskada, ki aktivira encim PLC ter
posledi¢no povisa znotrajceli¢ni Ca?* in tako
sproZi fuzijo, prav tako povisa koncentracijo
DAG v plazmalemi, ta pa z vezavo na Munc 13-1
prilagodi hitrost priprave mesickov na fuzijo.

DAG ima tudi neposreden vpliv na fuzi-
jo. Churchward in sodelavci so pokazali, da
spodbuja fuzijo zaradi intrinzi¢no negativno
ukrivljene molekularne zgradbe (51). Nena -
zadnje pa je DAG pomemben intermediat
v sintezi trigliceridov, glicerofosfolipidov in
gliceroglikolipidov, ki so pomembni gradni -
ki celi¢cnih membran (52).

Anergija celic T (podaljsana
ali ireverzibilna inaktivacija/
neodzivnost na lastne antigene)

Diacilglicerol kinaze (DGK) so skupina enci -
mov, ki katalizirajo konverzijo DAG v fosfatid -
no kislino. V nestimuliranih celicah je aktiv -
nost DGK obicajno nizka, kar omogoca porabo
DAG v biosintetskih reakcijah. Ob aktivaciji
DGK se poveca sinteza fosfatidne kisline, ki je
prav tako bioaktivni lipid. DGK torej sluZijo kot
neke vrste biostikala, ki dolocajo, kaj se bo zgo -
dilo z membranskim DAG (53). Znano je, da

imajo anergi¢ne T-celice spremenjen metabo-
lizem DAG. Sele pred kratkim pa so Olenchock
in sodelavci pokazali, da prekomerna eks-
presija ali inhibicija DGK-ot povzroca defekt
v receptorskem signaliziranju T-celic, kar je
karakteristi¢no za anergijo. Regulacija DAG
metabolizma je torej kriti¢na za odlocitev, ali
se bo ob stimulaciji T-celicnega receptorja zgo -
dila aktivacija ali anergija celice (54). Tukaj se
lahko upravi¢eno vprasamo, ali je spremenje-
na regulacija metabolizma DAG eden od dejav-
nikov, ki vodijo v avtoimunske bolezni.

SFINGOZIN

Sfingozin je strukturna osnova sfingolipidov,
ki so pomembni gradniki plazmaleme, zlasti
membranskih splavov (55-57). Nastane po
cepitvi ceramida s pomocjo ceramidaze (56).
Obicajno se nahaja v obliki sfingozin-1-fosfa -
ta, moZna pa je tudi resinteza v ceramid (ce-
ramid je eden od pomembnejsih sfingolipidov
v celicni membrani). V vodi je sfingozin topen
bolj od vecine lipidov, kar mu omogoca pre-
hod v citosol (59). Je potenten sekundarni
obvescevalec in uravnava razli¢ne celicne pro-
cese, med katere spadajo tudi rast, migracija
in vzdraZnost celic, spro$¢anje nevrotransmi -
terjev v Zivénem sistemu ter inhibicija nape-
tostno odvisnih kalcijevih kanalckov (56, 60).
Vpliva tudi na mobilizacijo znotrajcelicne
ravni kalcija, bodisi iz notranjih ali zunanjih
zalog, kar je eden od glavnih sproZiteljev fuzi-
je mesicka z membrano (56, 61). Znotrajce -
li¢na koncentracija sfingozina je natan¢no
uravnavana in se spreminja s starostjo. V mis -
jih moZganih je ocenjena na 0,5uM, v pod -
ganjih hipofiznih celicah pa na okoli 5 uM.
Na proces eksocitoze vpliva sfingozin na
vec posrednih in neposrednih nacinov. Verjet -
no najpomembne;jsi neposredni nacin je akti -
vacija proteina VAMP na sinapti¢cnem me$ic -
ku (slika 5). Aktivirani protein VAMP lahko
potem skupaj z drugimi proteini SNARE tvo -
ri kompleks SNARE, kar omogo¢i membran -
sko fuzijo. Poleg aktivacije proteina VAMP sfin -
gozin vpliva tudi na elektrostatski potencial
membranskega dvosloja, kar je klju¢no pri pre-
magovanju elektrostati¢nih odbojnih sil pri
pribliZevanju membran pred fuzijo. Poskusi
na Zivalih, kjer se protein VAMP ni izrazal
(Syb2-/-), so v nevronih pokazali izrazito
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Slika 5. Shema delovanja sfingozina (58). Sfingozin, ki ga ceramidaza sprosti s hidrolizo ceramida, omogodi sprostitev adsorbirane-
ga/inhibiranega citoplazemskega dela sinaptobrevina, ki reagira s povisinskimi naboji na povisini membrane mesicka. Sprostitev predstaviia
korak, ki omogoci nadaljnjo inferakcijo sinaptobrevina s sintaksin/SNAP-heterodimerom. SNAP — synaptosomal associated protein,
SNARE — soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor atfachment protein receptor.

zmanj$ano stopnjo stimulirane eksocitoze.
Dodatek sfingozina heterozigotnim nevronom
(Syb2+/-) je povecal amplitudo posinapti¢nih
tokov, medtem ko pri nevronih (Syb2-/-) uéin-
ka po dodatku sfingozina niso opazili, kar
nakazuje njegovo neposredno delovanje na
protein VAMP. Sfingozin deluje tudi kot fizio-
loski regulator konformacije sintaksina-1 (glej
poglavje o proteinih SNARE). Pospesuje pove-
zovanje med proteinoma sintaksinom-1 in
Munc-18. Protein Munc-18 se sicer veZe na raz-
licne konformacijske oblike sintaksina-1, ven -
dar je afiniteta vezave razlicna. S spremembo
konformacije sintaksina-1 se poveca afiniteta
vezave na protein Munc-18, kar posledi¢no pos-
pesi interakcijo. Raziskave kaZejo, da povecana
afiniteta proteina Munc-18 do proteina sintak-
sin-1 zmanjsa Stevilo na plazmalemo pripetih
mesickov (angl. docked vesicles). Rezultati se
skladajo z ugotovitvami, da je Munc-18 eden
izmed proteinov, ki nadzira $tevilo na fuzijo pri -
pravljenih mesickov (angl. ready releasable pool
of vesicles) (62). Mutacije, ki vodijo v kopice -
nje sfingozina, vodijo v patoloska stanja.

Niemann-Pickova bolezen
tipa A

Niemann-Pickova bolezen tipa A se pojavi
zaradi mutacije in izgube funkcije v genu kisle
sfingomielinaze. Kisla sfingomielinaza je
encim, odgovoren za pretvorbo sfingomielina
v ceramid v lizosomih. Njegova odsotnost pov-
zrodi kopicenje sfingomielina v teh organe -
lih, kar je znacilnost Niemann-Pickove
bolezni, posledi¢no pa vodi do visoke koncen -
tracije njegovega derivata, sfingozina. Povi -

$anje ravni sfingozina povzroci zmanjsanje
Stevila na fuzijo pripravljenih mesickov v pri-
marnih nevronih (angl. ready releasable pool),
kar se fenotipsko izrazi kot mentalna zaosta-
lost (62).

POLINENASICENE MASCOBNE
KISLINE

Polinenasi¢ene mascobne kisline (PnMK)
opravljajo v celici veliko funkcij, med drugim
so pomembne pri delovanju ionskih kanal-
ckov, funkciji citoskeleta in pri eksocitozi. Nji-
hovo delovanje v regulaciji fuzije mesicka e
ni popolnoma raziskano (63). Pri vretencar-
jih sta pomembna zlasti dva tipa PnMK, in
sicer so to omega-6 (arahidonska) in omega-3
(dokosaheksaenska) mascobne kisline. Za
PnMK je znacilno, da jih ne moremo sinteti -
zirati de novo, zato jih v telo vnasamo izkljuc -
no z zauZitjem. PnMK so torej esencialne
mascobne kisline (63). Omega-3 in omega-6
mascobne kisline imajo pomembno vlogo
tudi pri razvoju in rasti nevronov, hkrati pa
so tudi sestavni del fosfolipidnih membran
(64, 65). Zaradi ugodnih biofizikalnih lastno-
sti vplivajo na ukrivljenost in fluidnost ozi-
roma rigidnost bioloskih membran. Mutacije
s PnMK povezanimi encimi povzrocijo men -
talno zaostalost, kar nakazuje na pomembno
vlogo PnMK pri delovanju nevronov (64, 66).
Nezadosten vnos PnMK med razvojem se
izrazi z motenim razvojem mozganov (67). Po
drugi strani pa hrana, bogata s PnMK, vpli-
va na izraZzanje nekaj genov, med katerimi je
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Slika 6. Vloga polinenasicene mascobne kisline (PnMK) pri eksocitozi (63). Glavna tarca PaMK je sintaksin v zaprti konformaciji. PaMK
povzrodijo konformaciisko spremembo sintaksina in tako omogodijo inferakcijo s SNAP-25. SNAP — synaptosomal associated protein,
SNARE — soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor atfachment protein receptor.

tudi gen za protein Munc-18, kar nakazuje, da
so PnMK povezane tudi s proteini SNARE.
Pred kratkim je Davletov s sodelavci poka -
zal, da dodatek arahidonske kisline sinaptic-
ni membrani pospesi formacijo kompleksa
SNARE, najverjetneje preko aktivacije sintak-
sina. Podatek nakazuje, da PnMK spodbujajo
eksocitozo (slika 6) (63). Kako torej arahidon-
ska kislina pospesuje interakcije proteinov
SNARE? Citosolni protein Munc-18 je glavni
vezavni partner sintaksina. V kompleksu
Munc 18-sintaksin-1 protein Munc-18 deluje
kot »sponkac«in drzi sintaksin-1 v zaprti, neak-
tivni obliki. Najverjetneje upogljiva arahidon-
ska kislina prodre v hidrofobne Zlebe med
vija¢nice sintaksina, kar povzroci konforma-
cijsko spremembo in omogoci nastanek kom-
pleksa SNARE (slika 6) (29, 64). Princip delo-
vanja arahidonske kisline je enak pri vseh
izooblikah sintaksina, kar nakazuje na ohra-
njeno naravo delovanja arahidonske kisline.
Sintaksin je transmembranski protein,
lokaliziran na plazmalemi. Ta lokacija mu
omogoci, da hitro zazna spremembe koncen-
tracije arahidonske kisline. Za spro$¢anje ara -
hidonske kisline iz membrane je odgovoren
encim fosfolipaza A2. Do dovolj velikih spre -
memb v koncentraciji arahidonske kisline
torej prihaja le v okolici fosfolipaze A2, kar
omogoci specifi¢no aktivacijo sintaksina v bli -
7ini tega encima (64). Sklepamo lahko, da
poleg arahidonske kisline tudi fosfolipaza
A2 igra pomembno vlogo v regulaciji eksoci -
toze. Poleg nastetega so PnMK tudi substrat
za sintezo nekaterih bioaktivnih metabolitov
(npr. prostaglandinov in eikozanoidov). Ceprav
so sintaksini prikazani kot posredovalci delo-
vanja PnMK v procesu eksocitoze, pa ne
moremo izkljuditi morebitnega vpliva lokal -
nega lipidnega metabolizma tudi na ostale
proteine, pomembne pri procesu eksocitoze.

Znizana koncentracija
polinenasiéenih maséobnih
kislin v krvi

ZniZzane koncentracije omega-3 ali omega-6
PnMK v krvi so bile opaZene pri bolnikih z depre-
sijo, bipolarno motnjo, shizofrenijo, otrosko
hiperaktivnostjo in avtizmom. Pri shizofreniji
so opazili zniZzane koncentracije dokosaheksaen-
ske in arahidonske kisline v krvnih lipidih. Na
misih je bilo pokazano, da se ekstremno nerav-
novesje mascobnih kislin, npr. visoke ravni
dokosaheksaenske kisline in nizke ravni ome-
ga-6 mascobnih kislin odraZa v rastni zaostalo-
sti (67). Zmanj$an vnos omega-3 mascobnih
kislin med razvojem se odraza tudi v razlic-
nih spremembah vidne funkcije pri razlicnih
vrstah, PnMK naj bi namre¢ imele pomemb-
no vlogo v razvoju retine (67, 71).

HOLESTEROL

Celicne membrane so sestavljene iz vec¢ kot
2.000 vrst lipidov, ki jih v grobem lahko deli-
mo na fosfolipide, sfingolipide in sterole (72).
V preteklosti so na te strukture gledali kot na
tekoéi dvodimenzionalni mozaik, v katerem
plavajo proteini. Posledi¢no bi to pomenilo,
da so proteini v dvosloju enakomerno razpo-
rejeni ter dovzetni za hitro lateralno difuzi -
jo, vendar pa zlasti novejsi poskusi kazejo, da
se lahko lipidni dvosloj nahaja v dveh razli¢ -
nih stanjih (73). Urejeno lipidno fazo (angl.
liquid-ordered, L ) sestavljajo v glavnem sfin-
golipidi, nasiceni fosfolipidi in holesterol, med -
tem ko so glavna sestavina neurejene lipidne
faze (angl. liquid-disordered, L) fosfoglicero -
lipidi in PnMK (72). Razlike v lastnostih lipid -
nih faz so gonilna sila, ki poganja njihovo
lateralno locevanje. V literaturi se namesto
L lipidne faze pogosto uporabljata izraza
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Slika 7. Shema lipidnega splava (78). Lipidna neurejena faza (angl. liguid disordered, L) membrane, sestavfiena vecinoma iz fosfo -

glicerolipidov in polinenasicenih mascobnih kisfin (senceno modfo), in lipidna urejena foza (angl. liguid ordered, L ) membrane oz.
membranski splay, sestaviien v glavnem iz sfingolipidoy, nasicenih fosfolipidov in holesterola (senceno zeleno). Membranski splavi
imajo pri eksocitozi pomembno vlogo. Trenufno sprejefa teorija namre¢ pravi, da so splavi mesta na plazmalemi, kjer prihaja do mem-
branske fuzije, vendar pa nasi poskusi tega ne podpirajo neposredno.

membranski splav (angl. 7aft) in s holesterolom
bogate domene (angl. cholesterol-rich domains)
(slika 7).

Pri nastanku membranskih splavov ima
holesterol izjemno pomembno vlogo. Je glav-
na gonilna in podporna molekula procesa
nastajanja splavov, obenem pa je njegova kon-
centracija glavni dejavnik, ki doloca njegovo
stabilnost in strukturo (74). Kljub dejstvu, da
so membranski splavi relativno majhne (sub-
mikroskopske) strukture, pa imajo za eksoci-
tozo velik pomen. SluZijo namre¢ kot mesta
za specifi¢ne proteinsko-lipidne reakcije, med
drugim predstavljajo tudi sidri$ca za doloce-
ne fuzijske proteine (npr. proteine SNARE)
in napetostno odvisne Ca?*-kanale. Torej je
verjetno, da so membranski splavi ali njihova
neposredna okolica mesto na lipidnem dvo -
sloju, kjer prihaja do fuzijskih dogodkov.

Manipulacija celi¢ne koncentracije holeste-
rola ima dramati¢en ucinek na eksocitozo.
Metil-beta-ciklodekstrin (MBCD), specific -
ni vezalec holesterola, je sposoben znizati
koncentracijo holesterola v plazmalemi ter
posledi¢no porusiti strukturo membranskih
splavov. Temu sledi razkropitev kriti¢nih
proteinskih in lipidnih komponent fuzijske -
ga ustroja, kar vodi v zmanj$ano stopnjo
eksocitoze (80). MBCD povzro¢i dozno odvi -
sno inhibicijo fuzije ter ob¢utljivost fuzije za
prosti Ca** (to pomeni, da je za enak obseg
eksocitoze potrebna visja koncentracija pro -
stega Ca®"). Zanimivo je, da lahko z doda -
janjem eksogenega holesterola ali holestero -
lu podobnih lipidnih molekul stopnjo fuzije
izboljSamo ali celo popolnoma odpravimo

ucinek MBCD. Lipidi z enako ali vecjo nega -
tivno intrinzi¢no ukrivljenostjo (npr. a-tokofe -
rol) povrnejo sposobnost fuzije, ne pa tudi
obcutljivost do prostega Ca?". Le dodatek ekso-
genega holesterola povrne tako sposobnost
kot tudi ucinkovitost fuzije (51). Iz tega lahko
sklepamo, da je od Ca®*-odvisna fuzija odvisna
od celovitosti membranskih splavov, najverjet-
neje zaradi potrebe po prostorski organizaciji
proteinov na fuzijskem mestu (82).
Holesterol vpliva na fuzijo membran tudi
neposredno, in sicer preko modulacije fizi-
kalnih lastnosti membrane, kot sta fluidnost
in/ali ukrivljenost (83). Churchward in sode -
lavci so pokazali, da lahko z nadomestitvijo
holesterola v membrani z dioleoilglicerolom
(lipid, ki ima dvakrat vi$jo negativno intrin -
zi¢no ukrivljenost) popolnoma resimo spo -
sobnost fuzije in da za to potrebujemo samo
polovico molarne mnoZine, medtem ko z mo -
lekulami, ki imajo ukrivljenost manjso od hole -
sterola, fuzije ni mozno rekonstruirati (sli -
ka 3) (51). Sklepamo lahko, da je za fuzijo
potrebna ustrezna koncentracija intrinzi¢no
negativno ukrivljenih molekul, katerih ukriv-
ljenost je enaka ali vecja od holesterola. To
omogoci nastanek visoko negativno ukriv -
Jjenih struktur, ki so potrebne za nastanek
fuzijske pore (slika 3) (11). Poleg vsega napi -
sanega pa lahko holesterol, kot ligand ali kofak -
tor, neposredno modulira delovanje aktiv -
nosti proteinov, nujnih pri fuziji (§84). Eden od
taks$nih primerov je interakcija med sinapto-
fizinom in proteinom VAMP, ki je odvisna od
koncentracije holesterola na mestu fuzije.
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Niemann-Pickova bolezen
tipa C1

Za Nieman-Pickovo bolezen tipa C1 je zna-
Cilna izguba funkcije proteina NPC1, ki je inte-
gralni protein membrane in deluje kot
transportni protein holesterola v postlizoso-
malne strukture. Celice brez proteina NPC1
izrazajo okvaro transporta holesterola iz poz-
nih endosomov in lizosomov. V nevronih se
bolezen izraza kot zniZana koncentracija
holesterola v distalnih aksonih, verjetno zara-
di zmanj$anega transporta. Posledi¢no pride
do napredujoce izgube aksonov in kopic¢enja
neesterificiranega holesterola v endocitotski
poti, kar se klini¢no kaZe kot napredujoca bole-
zen z nevrodegenerativnimi simptomi (cere-
belarna ataksija, disartrija, disfagija, distonija
itn.), okvaro jeter in prezgodnjo smrtjo (pov-
precje okoli 161et) (86, 87).
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