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Streszczenie: Akwaporyny (AQP) sa jednymi z najpowszechniej wystepujacych biatek integralnych
btony komdrkowej obecnych we wszystkich zywych organizmach. Obecnos¢ budowanych przez nie
kanatéw wodnych w fosfolipidowej dwuwarstwowej blonie komdrkowej znacznie zwigksza jej prze-
puszczalnosé¢ dla czasteczek wody oraz w pewnych przypadkach takze dla innych matych zwiazkow
chemicznych. Wszystkie zidentyfikowane dotychczas akwaporyny charakteryzujq si¢ ta sama struk-
turg, dla ktorej typowa jest obecnos¢ szesciu domen transbtonowych oraz dwoch motywow konserwa-
tywnych wyscietajacych por. W zaleznosci od transportowanej substancji, akwaporyny mozna podzie-
li¢ na dwie glowne klasy: akwaporyny (buduja kanaly przepuszczalne tylko dla wody) i akwagliceropo-
ryny (kanaly przepuszczalne réwniez dla glicerolu i/lub innych zwiazkow). W jednym organizmie istnie-
je wiele rédznych akwaporyn rownoczesnie. Wykazano, iz ich lokalizacja jest tkankowo specyficzna.
Wigkszos¢ scharakteryzowanych dotychczas kanatéw wodnych bezkregowcdw to biatka owadzie. Tak
wiec i cata wiedza na temat akwaporyn u bezkregowcow zasadniczo sprowadza si¢ do informacji na temat
kanaléw wodnych u tej grupy zwierzat. Zwierzg¢ta te charakteryzuja si¢ zadziwiajaca réznorodnosciag
przystosowan fizjologicznych, widocznych zwlaszcza na przykladzie strategii odzywiania si¢ czy tez
sposobow przetrwania w nieprzyjaznym srodowisku. Przyktadem tych adaptacji moze by¢ m.in. zywienie
si¢ duzymi objgtosciami ptyndw (np. krwia), czy tez tolerowanie ekstremalnego zimna lub suszy. Wyda-
je si¢ by¢ oczywiste, ze wiele tego typu przystosowan powstato dzigki ekspresji i regulacji odpowied-
nich akwaporyn. W niniejszej pracy przegladowej zaprezentowano obecny stan wiedzy dotyczacy
akwaporyn zlokalizowanych u bezkr¢gowcdw (owaddw i nicieni) oraz poréwnanie ich budowy i funkcji
z najlepiej dotad zbadanymi akwaporynami ssaczymi.

Stowa kluczowe: kanal wodny, akwaporyna, blona komdrkowa, woda, bezkrggowce.

Summary: Aquaporins (AQPs) or water channels are some of the most ubiquitous integral membrane
proteins that are present in all living organisms. Their presence in the lipid bilayer of cell membranes
considerably increases their permeability to water and, in some cases, to other small solutes. All identitied
AQPs share the same structure, with the presence of six transmembrane segments and two conservative
regions forming the pore. Depending on the transported solutes, AQPs can be divided into two classes:
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'classical' aquaporins (permeable only to water) and aquaglyceroporins (permeable also to glycerol and/or other
solutes). Many subtypes of AQPs coexist in a single organism. Localization of particular subtypes of AQPs is
tissue-specific. AQPs have been well characterized in almost all vertebrate classes. However, little is known
about their counterparts in invertebrates. Most of the characterised water channels in invertebrates are found in
insects. Therefore, the full knowledge of aquaporins in invertebrates is generally nothing but the information
concerning water channels in these class of organisms. Insects are characterised by astonishing variety of
physiological adaptations, noticeable especially in their feeding strategy or survival strategies in hostile environ-
ments. The example of such is feeding on blood or tolerating extreme cold or drought. It seems obvious that
many of these adaptation patterns emerged due to the expression and regulation of particular aquaporins. Here
we review the current state of knowledge of invertebrate AQPs (insects and nematode AQPs) and compare their
structure and function with mammalian water channels.

Key words: water channel, aquaporin, cell membrane, water, invertebrates.

Wykaz skrotéw: AQP — akwaporyna; c¢AMP — cykliczny adenozynomonofosforan; DH — hormon
diuretyczny; kDa—kilodaltony; MIP —rodzina integralnych biatek blonowych; NPA — konserwatywny
motyw aminokwasowy (Asn-Pro-Ala); NPT — motyw aminokwasowy (Asn-Pro-Thr); NPV — motyw
aminokwasowy (Asn-Pro-Val); nt — nukleotydy; OAP — wzory romboidalne tworzone przez skupiska
akwaporyn w btonie komorkowe;j.

1. WSTEP

W 1992 r. Agre [1] po raz pierwszy opisal bialko budujace w blonach erytrocytéw
kanaly przepuszczajace wode. Wkrétce potem si¢ okazalo, ze bialko to — nazwane
akwaporyng (AQP) — wystepuje powszechnie w $wiecie roslin [14] i zwierzat [29,
10], a takze w komorkach bakterii [11], grzybow [30] i pierwotniakdw [4]. To
powszechne wystgpowanie akwaporyn moze by¢ traktowane jako dowod niezmiernie
waznej roli, jaka pelnia. Ze wzgledu na transportowane substancje kanaly wodne
dzieli si¢ na dwie duze grupy: przewodzace tylko wode, budowane przez akwaporyny,
oraz kanaly, ktore poza woda transportujg rdwniez inne substancje, np. glicerol i
mocznik, budowane przez akwagliceroporyny [23]. Oba typy bialek charakteryzuja
si¢ podobng struktura [31]. Bialka zaliczane do bialek integralnych blony komorkowe;j
(MIP) funkcjonuja w niej w postaci homotetrameréw. Akwaporyna jest pojedynczym
fancuchem polipeptydowym o masie ok. 30 kDa, w sktad ktorego wchodzi szes¢
domen transbltonowych o budowie a-helisy. Domeny polaczone sa pigcioma petlami,
z ktorych trzy sa zewnatrzkomorkowe (A, C, E) i dwie wewnatrzkomérkowe (B i
D). N- i C-koniec polipeptydu znajduja si¢ po stronie cytoplazmatycznej. Petle B i
E zawieraja po jednym motywie NPA (Asn-Pro-Ala), ktore oddzialujac ze soba
tworza wewnatrz blony por wodny (ryc. 1). Reszty aminokwasowe zlokalizowane
w poblizu poru sg odpowiedzialne za selektywnos¢ transportu [23]. Cztery monomery
buduja kanal wodny zawierajacy cztery pory wodne [6] (ryc. 2).

U czlowieka wykryto dotychczas 13 rodzajow kanatdow wodnych budowanych przez
akwaporyny AQPO do AQPI12 i okreslono ich wystgpowanie w réznych narzadach
[22]. Ponadto wykazano, ze ekspresja genow kodujacych biatka dla réznego rodzaju
kanatlow wodnych jest tkankowo specyficzna [34], stad prawdopodobnie tak duza ilos¢
roznych akwaporyn zidentyfikowanych w jednym i tym samym organizmie.
Akwaporyny 0, 1, 2, 4, 5, 6 i 8 buduja typowe kanaly transportujace wode, natomiast
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RYCINA 1. A — Schematyczna organizacja akwaporyny, na przykladzie AQPI.
Cyframi opisano regiony transblonowe, a literami petle migdzy tymi domenami. W
petli BiE zaznaczono dwa konserwatywne motywy NPA (na podstawie [23]);
B — struktura przestrzenna akwaporyny w blonie komérkowej (na podstawie [6])
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FIGURE 1. A —Atopology model of AQP1. Transmembrane regions are indicated
by numbers and loops by letters. There are highlighted conservative motives NPA
in loops B and E (based on [23]); B — an hourglass structure of aquaporin in the
bilayer (based on [6])
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RYCINA 2. Struktura tetrameru tworzacego funkcjo-
nalny kanal wodny. Kazdy monomer ma indywidualny
por wodny zaznaczony strzatkami (na podstawie [6])

FIGURE 2. Tetrameric assembly of AQP1 in a mem-
brane in which individual monomers contain water pores
(based on [6])
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akwaporyny 3, 7, 9 i 10 sa akwagliceroporynami. Akwaporyny 11 i 12 sa dotychczas
najmniej poznane i zakwalifikowanie ich do odpowiedniej grupy jest na razie niemozliwe
[22]. Ostatnie badania donosza, ze niektore akwaporyny maja rowniez zdolnosé
transportowania innych, pozbawionych tadunku zwiazkdow, takich jak: CO,, H,0,, NO,
NO, i NH, [32]. Jednak wplyw tego transportu na prawidlowe funkcjonowanie
komorek i tkanek nie jest jeszcze doktadnie okreslony [32].

Scharakteryzowano juz akwaporyny budujace kanaly wodne w tkankach i
narzadach przedstawicieli niemal wszystkich gromad kregowcow [21, 25, 28].
Wszystkie cechuje podobna budowa, chociaz ich funkcja moze by¢ rdzna, charakte-
rystyczna dla poszczegdlnych zwierzat. Nasza wiedza na temat kanatéw wodnych
u bezkregowcow jest duzo mniejsza. Dotychczas scharakteryzowano akwaporyny
tylko u nielicznych przedstawicieli owaddw i nicieni.

2. AKWAPORYNY OWADZIE

Wsréd gatunkow owaddw zbadanych pod katem akwaporyn udato si¢ dotychczas
zidentyfikowa¢ tylko po jednym biatku budujacym kanaly wodne. Jedynie u muszki
owocowej Drosophila melanogaster zidentyfikowano wiecej niz jedng akwaporyne.

2.1. Akwaporyna komara Aedes aegypti

Jedyny dotychczas odkryty gen akwaporyny u komara Aedes aegypti ulega
ekspresji w uktadzie oddechowym. Lokalizacja ta jest zwigzana z fizjologia uktadu
tchawkowego, w ktorym bardzo wazna role odgrywa regulacja objetosci plynu w
tracheolach, najcienszych odgal¢zieniach tchawek wnikajacych pomigedzy komorki
poszczegdlnych narzadow. W zaleznosci od aktywnosci metabolicznej danego
narzadu, ilo$¢ pltynu w tracheolach jest zmienna. Dzigki temu mozliwa jest regulacja
tempa dyfuzji tlenu z tchawek do komorek. Podczas duzego zapotrzebowania
energetycznego plyn zostaje wycofany z tracheoli, a tlen moze szybciej dyfundowaé
z ukfadu oddechowego. Odwrotna sytuacja ma miejsce podczas odpoczynku — ptyn
wypelia wtedy tracheole w znacznej ich czesci, a dyfuzja tlenu poprzez ptyn do
komorek docelowych jest wolniejsza. Akwaporyng obecna w komorkach budujacych
tracheole komara nazwano 4eaAQP [24]. Kanal wodny budowany przez te akwa-
poryne bierze udzial w regulacji stopnia uwodnienia tych komorek, jak i stopnia
wypelnienia ptynem tracheoli [24]. Co charakterystyczne, obecnos¢ akwaporyny
zostala stwierdzona jedynie w komorkach tracheolarnych, w ktorych sasiedztwie
przebiegaja cewki Malpighiego. Transkrypt genu tego bialka wystepuje rowniez w
komorkach jelita tylnego odpowiedzialnych za wymiane gazowa, jednak samego
kanatu wodnego nie udato si¢ tam zlokalizowaé. Poza komorkami tracheolarnymi,
w innych komorkach uktadu oddechowego komara nie zlokalizowano ani akwaporyn,
ani transkryptow ich gendéw. Podsumowujac wydaje si¢ zatem, ze funkcja kanatu
wodnego budowanego przez AeaAQP, obecnego w czesci uktadu oddechowego



AKWAPORYNY OWADOW 1 NICIENI 207

komara, jest regulacja objetosci wody w komoérkach tracheolarnych zaopatrujacych
komorki cewek Malpighiego w tlen [5, 7].

W celu doktadnego scharakteryzowania whasciwosci kanatlu wodnego przeprowa-
dzono ekspresj¢ budujacej go 4eaAQP w oocycie Xenopus laevis [7]. Wykazano, ze
tempo transportu wody przez blong komodrkowa, w obecnosci akwaporyny, wzrosto
dziesieciokrotnie. Przeptyw ten jest blokowany przez jony rteci. Nie stwierdzono, by kanat
byt zdolny transportowac glicerol, mocznik lub inne niskoczasteczkowe zwiazki. Ekspresja
AeaAQP w oocycie pozwolita natomiast zaobserwowaé, ze biatko to tworzy w blonie
komorkowej wzory romboidalne zwane w jezyku angielskim orthogonal array (OAP).
Odleglos¢ pomiedzy poszczegdlnymi czasteczkami wehodzacymi w sklad OAP wynosi
6,8-6,9 nm i jest to wartos¢ porownywalna do OAP tworzonych przez akwaporyny
innych organizméw. Poza obrgbem tych struktur nie stwierdzono obecnosci akwaporyn
w blonie komorkowej [7].

AeaAQP jest bialkiem sktadajacym si¢ z 249 aminokwasow, o masie czasteczkowej
26,1 kDa [24]. Porownujac sekwencje aminokwasowa AeaAQP z innymi sekwencjami
dobrze juz zbadanych bialek kanatow wodnych u innych organizméw mozna
wnioskowa¢ o kilku cechach 4eaAQP. Jedna z nich jest, jak to wspomniano wyzej,
wrazliwos¢ na jony rteci, ktore blokuja przeptyw wody przez kanal. Odpowiedzialna
za wiazanie jonoéw rtgci, a tym samym za blokowanie transportu wody, jest
prawdopodobnie cysteina w pozycji 79, wystgpujaca w poblizu motywu NPA w petli
B (ryc. 3). Na podstawie sekwencji aminokwasowej mozna rowniez wnioskowac, ze
biatko to nie ma zadnego miejsca fosforylacji, co oznacza, ze jest niezalezne od dziatania
kinaz (brak sekwencji Arg-Arg-X-Ser). Wystepuje w nim natomiast potencjalne miejsce
glikozylacji w petli E (Asn211-Trp212-Thr213) [24].

2.2. Akwaporyna pluskwiaka Rhodnius prolixus

Rhodnius prolixus jest przedstawicielem pluskwiakow roznoskrzydlych (Heteroptera),
a wigc owadow, ktore okresowo przyjmuja pokarm o objetosci wielokrotnie wigkszej od
objetosci ich ciata. Pluskwiak musi wiec, w stosunkowo szybkim czasie, wydala¢ czgs¢
przyjetego z pokarmem plynu. Proces ten odbywa si¢ w czasie 10—15 minut po przyjeciu
pokarmu i rozpoczyna si¢ od wydzielania hormonu diuretycznego (DH) przez komorki
zwojow nerwowych podraznione w wyniku zwigkszonej objetosci odwloka. Dzialajac na
cewki Malpighiego DH indukuje wydalanie nadmiaru ptynu. Obserwacje te nasunely
przypuszczenia, ze w komorkach cewek Malpighiego wystepuja biatka, ktore moga by¢
zaliczone do rodziny akwaporyn. Przeprowadzone badania potwierdzity obecnos¢
akwaporyny w tych komorkach. Wyizolowane bialko nazwano Rp-MIP [8], od nazwy
gatunkowej owada i grupy biatek, do ktorych naleza akwaporyny.

W celu oceny zdolnosci kanatu wodnego utworzonego przez Rp-MIP do transportu
wody przeprowadzono takze jego ekspresje w oocycie X. laevis [8]. W porownaniu
z oocytem kontrolnym szybkos¢ transportu wody w oocycie z wbudowanym Rp-MIP
wzrosta dwukrotnie. Trzeba zaznaczy¢, ze w pordwnaniu z innymi akwaporynami jest
to wzrost stosunkowo maty. Dodatkowo sprawdzono rowniez wplyw jonow rteci na
funkcjonowanie tego biatka. Obecnos¢ HgCl, nie zahamowata przeptywu wody przez
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kanal, co oznacza, ze jest on niewrazliwy na dzialanie jonow rteci, mimo posiadania
dziewieciu cystein, ktore potencjalnie moglyby te jony wigzac (ryc. 3).

Na podstawie struktury genu Rp-MIP mozna wnioskowaé, ze bedace jego
produktem biatko Rp-MIP sklada si¢ z 286 aminokwaséw o masie ok. 31 kDa. W
biatku tym zaréwno N-, jak i C-koniec zlokalizowane sa w cytoplazmie, a w blonie
komoérkowej tancuch tworzy szes¢ domen transblonowych, co jest typowe dla
wszystkich akwaporyn. Cecha odrézniajaca Rp-MIP od innych akwaporyn jest
obecno$¢ motywu NPV (Asn-Pro-Val) w petli E w miejscu typowo wystepujacego
motywu NPA (Asn-Pro-Ala). Na podstawie sekwencji aminokwasowej mozna
wnioskowaé, ze Serl1 jest miejscem fosforylacji dla kinazy zaleznej od cAMP (kinaza
A). Potencjalnie réwniez Ser25 i Ser262 moga by¢ miejscem fosforylacji dla innej
kinazy zaleznej od Ca’" i kalmoduliny — kinaza CaM, a zlokalizowana w pozycji 248
asparagina jest potencjalnym miejscem N-glikozylacji [8].

2.3. Akwaporyna pluskwiaka Cicadella viridis

Poszukiwanie akwaporyn u Cicadella viridis, reprezentujacej pluskwiaki réwno-
skrzydte (Homoptera), rozpoczeto od komory filtracyjnej [18]. Jest to struktura
zlokalizowana w przewodzie pokarmowym, zbudowana z wysoce wyspecjalizowa-
nego nablonka, odpowiedzialna za szybki transport wody z przedniej czgsci jelita
srodkowego do jego czesci dystalnej lub do cewek Malpighiego. Z komoérek nablonka
komory filtracyjnej wyizolowano mRNA, kodujace akwaporyne sktadajaca si¢ z 255
aminokwasow o masie czasteczkowej 26 kDa. Biatko to nazwano AQPcic. Zbadanie
wplywu kanatu wodnego budowanego przez AQPcic na transport wody i glicerolu
byto mozliwe poprzez przeprowadzenie ekspresji biatka AQPcic w oocycie X. laevis
[18]. Szybkos¢ transportu wody w oocycie z wbudowanym AQPcic byla ponad
pietnastokrotnie wieksza w porownaniu z oocytem kontrolnym. Efekt utrzymywat
si¢ przez 1 do 4 dni po iniekcji. Jednoczesnie nie zaobserwowano wzrostu szybkosci
transportu glicerolu. Wykazano réwniez hamujace dzialanie jonow rteci na transport
przez AQPcic, ale dopiero przy stosunkowo wysokim stezeniu tych jonow. Jest to
zapewne spowodowane specyficzng lokalizacja cystein w tancuchu biatkowym tej
akwaporyny. W kanale wodnym C. viridis nie zidentyfikowano cysteiny w petli E,
ktora jest zazwyczaj odpowiedzialna za hamujacy wptyw Hg?". Jedynie Cys82 oraz
Cys90, zlokalizowane blisko motywu NPA w petli B oraz Cys134 w petli C, wydaja
si¢ by¢ potencjalnymi miejscami wigzania jondw rtgci. Poniewaz sa one umiejs-
cowione blisko domen transbtonowych, dostep Hg>* do nich jest utrudniony.
Prawdopodobnie dlatego potrzebne jest wigksze stezenie jonéw do zahamowania
transportu (ryc. 3) [18].

2.4. Akwaporyny muszki owocowej Drosophila melanogaster

W genomie Drosophila melanogaster zidentyfikowano szes¢ genéw kodujacych
bialka tworzace kanaly wodne. Bialka kodowane przez te geny nazwano: DRIP,
Aqp4019, Aqp17664, Aqp7777, Aqp17662 i Aqp5398 [15]. Cztery pierwsze wystepuja
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zarowno w stadium embrionalnym, jak i u imago. W przypadku Aqp17662 oraz
Aqgp5398 nie udato si¢ ustali¢ miejsca ich ekspresji.

W stadium embrionalnym D. melanogaster Aqp7777 jest gtdwnie obecna w
zawiazkach mézgu i zwojach nerwowych, Aqp17664 w gruczotach wydzielniczych
i w czesci jelita, a Aqp4019 wystepuje gléwnie w Scianach ciata i w migsniach
trzewnych. Natomiast ekspresja DRIP zachodzi w wielu narzadach podczas catego
rozwoju muszki. Biatko to mozna zlokalizowa¢ od wczesnego stadium, juz w
blastodermie, co wskazuje na to, ze transkrypt tego biatka jest juz obecny w oocycie.
Oznacza to, ze wcze$nie pojawiajace si¢ bialko DRIP jest pochodzenia matczynego.
W dalszym etapie rozwoju budowany przez nie kanat wodny obecny jest w zawiazku
jelita srodkowego i tylnego, a nastgpnie pojawia si¢ rowniez w gardzieli oraz na
granicy jelita przedniego i srodkowego. W koncowych stadiach rozwoju muszki
owocowej DRIP pojawia si¢ w komdrkach wokot tylnych przetchlinek. Obecnosé
akwaporyn juz w zarodkach owada wskazuje na istotna role, jaka beda odgrywaé
w dalszym zyciu owada. W roznych odcinkach jelita rola ta moze by¢ zroznicowana:
w jelicie przednim wspiera¢é moze wydzielanie wody dla zwilzania pokarmu, w jelicie
srodkowym utatwia¢ wchtanianie pokarmu, a w jelicie tylnym — reabsorpcje wody
[15]. Obecnos¢ akwaporyn przy tylnych przetchlinkach sugeruje, iz kanaly wodne,
ktére one buduja, biora udzial w regulacji stopnia otwarcia przetchlinek, a przez to
w regulacji parowania wody z uktadu tchawkowego [15].

U imago D. melanogaster akwaporyny zlokalizowano ponadto w takich narzadach
jak cewki Malpighiego oraz jelito [15]. Rozpuszczone w wodzie sole kwasu moczowego
transportowane sg z cewek do jelita. W jelicie tylnym woda jest odzyskiwana i wtornie
transportowana do jamy ciata, a krysztaly kwasu moczowego sa wydalane na
zewnatrz. Transport wody z jamy ciala do cewek Malpighiego oraz z jelita tylnego
do jamy ciala odbywa si¢ przy udziale kanatéw wodnych.

Innymi akwaporynami, poza DRIP, ktorych lokalizacj¢ u imago udalo si¢ ustalic,
sa Aqp4019 i Aqp17664. Wystepuja one wraz z DRIP w cewkach Malpighiego,
jednak w przeciwienstwie do niego nie wystepuja w komodrkach nabtonkowych
cewek, lecz w ich komoérkach gléwnych.

Dotychczas w oocycie X. laevis przeprowadzono jedynie ekspresj¢ biatka DRIP
[15]. Zbadano wplyw obecnosci budowanego przez nie kanatu wodnego na transport
wody, protonéw, glicerolu oraz mocznika. Z ekspresja DRIP w oocycie skorelowane
bylo zwigkszone tempo przeplywu wody przez btong komdrkowa. Jedna z typowych
dla kanatéw wodnych cechg jest brak transportu protondw, co rowniez udowodniono
w przypadku kanatu budowanego przez DRIP. Brak transportu innych zwiazkow,
takich jak mocznik czy glicerol, sugeruje, ze biatko budujace ten kanat nie nalezy
do grupy akwagliceroporyn, lecz do grupy akwaporyn. Nie udalo si¢ natomiast
doswiadczalnie sprawdzi¢ wplywu jonow rteci na transport wody. Z lokalizacji
cystein w tancuchu biatkowym mozna wnioskowac, iz jony Hg** prawdopodobnie
nie maja wptywu na funkcjonowanie tego kanalu, gdyz znajduja si¢ one w domenach
transblonowych oraz w ich poblizu, a tym samym nie sa one dostepne dla jonow

rteci (ryc. 3).
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RYCINA 3. Lokalizacja cystein w fancuchu polipeptydowym akwaporyn (na podstawie [24]):
FIGURE 3. Localization of cysteines in polypeptide chain of aquaporin (based on [24]):
O- A.aegypti,. R. prolixus,[1 C. viridis, @ DRIP D. melanogaster

Analiza sekwencji aminokwasowej DRIP pozwala przypuszczaé, ze za wysoka
selektywnos¢ transportu wody odpowiadaja dwa niemajace tadunku aminokwasy
poprzedzajace motyw NPA zlokalizowane w pozycji 196 i 200. Dodatkowo w
pozycjach 212 i 213 w DRIP znajduja si¢ odpowiednio tyrozyna i tryptofan.
Wystegpowanie w tych pozycjach aminokwasoéw aromatycznych jest typowe dla
akwaporyn ssakow charakteryzujacych si¢ wysoka specyficznoscia w stosunku do
wody. Natomiast brak w sekwencji petli C aminokwasow odpowiedzialnych za
transport glicerolu potwierdza wyniki przeprowadzonych badan swiadczacych o braku
transportu tego zwiazku przez kanal tworzony przez DRIP. Sekwencje te obecne
sa natomiast w Aqp4019(GLCVT), Aqpl17664(GVCLT), Aqpl17662(GVCVT) i
Aqp5398(GICLV), co sugeruje, ze naleza do grupy akwagliceroporyn budujacych
kanaly transportujace réwniez glicerol [15].

Jak wszystkie biatka nalezace do rodziny akwaporyn, rowniez akwaporyny D.
melanogaster zawieraja szes¢ domen transblonowych [15]. Jednak dwie charakte-
rystyczne helisy czesciowo zlokalizowane wewnatrz blony oraz dwa motywy NPA
(Asn-Pro-Ala) nie sa konserwatywne we wszystkich scharakteryzowanych akwa-
porynach muszki owocowej. W przypadku Aqp5398 w petli B wystepuje motyw
NPC (Asn-Pro-Cys), natomiast u Aqp17664 i Aqpl7662 w petli E wystepuje
odpowiednio motyw NPV (Asn-Pro-Wal) i NPT (Asn-Pro-Thr).

3. AKWAPORYNY NICIENI

3.1. Akwaporyny Cenorhabditis elegans

Na podstawie sekwencji genomowego DNA mozna wnioskowaé o wystgpowaniu
jedenastu akwaporyn u nicienia C. elegans [12]. Osiem z nich zostalo doktadniej
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poznanych, sa to odpowiednio: F32A5.5 (AQP-1), C01G6.1 (AQP-2), Y69E1A.7
(AQP-3), F40F9.9 (AQP-4), C35A5.1 (AQP-5), C32C4.2 (AQP-6), M02F4.8
(AQP-7) oraz K02G10.7 (AQP-8). Sposrdd tych biatlek AQP-4, AQP-5 i AQP-6
naleza do akwaporyn wysoce specyficznych w stosunku do wody, podczas gdy
AQP-1, AQP-2, AQP-3, AQP-7 i AQP-8 naleza do akwagliceroporyn [12].

Ekspresja akwaporyn (AQP1-AQP8) w oocycie X. laevis ujawnila, ze kanaly
budowane przez AQP-2, AQP-3, AQP-4, AQP-6 i AQP-7 powoduja pigcio- do
siedmiokrotny wzrost szybkos$ci transportu wody w stosunku do kontroli. W przypad-
ku APQ-4, AQP-6 i AQP-7 transport ten moze by¢ blokowany przez jony rteci.
Na przyktadzie AQP-4 doktadniej zbadano podstawe tego zjawiska. Z czterech
potencjalnych cystein, ktore moglyby by¢ odpowiedzialne za wigzanie jonow rteci,
tylko Cys132 okazata si¢ by¢ ta wlasciwa. Podstawienie zamiast niej tryptofanu lub
treoniny spowodowato brak wrazliwosci powstajacego kanatu na jony rteci i przyczynito
si¢ do spadku szybkosci transportu wody. W przypadku podstawienia treoniny transport
wody byt tylko péttorakrotnie szybszy niz w przypadku kontroli [16]. Brak wrazliwosci
na jony rteci wykazuja natomiast odpowiednio AQP-2 i AQP-3.

Na podstawie analizy sekwencji aminokwasowej AQP-2 i AQP-4 stwierdzono,
7ze maja one potencjalne miejsca fosforylacji. W przypadku AQP-2 Serl79 jest
potencjalnym miejscem fosforylacji dla kinazy A, a Ser69 i Thr280 dla kinazy C.
W przypadku AQP-4 wystepuja cztery potencjalne miejsca fosforylacji dla kinazy
C, ktérymi sa odpowiednio Thr28, Thr35, Ser36, Thr235 oraz jedno miejsce fosfo-
rylacji dla kinazy A — Ser33 [16,17]. Badania prowadzone nad AQP-8 ujawnily, ze
biatko to wystepuje w dwodch roznych formach. Mniejsza sklada sig¢ z 258
aminokwasow, a wieksza — z 294. Prawdopodobnie maja one odpowiednio pig¢ i
szes¢ domen transblonowych. Podobna sytuacja ma miejsce w przypadku ssaczej
AQP10, ktéra réwniez ma dwie izoformy. W przeciwienstwie jednak do tej
akwaporyny, mniejsza forma akwaporyny C. elegans prawdopodobnie jest
nieaktywna i nie tworzy funkcjonalnego kanatu wodnego [20].

W celu odpowiedzi na pytanie, jaka funkcje pelnia akwaporyny u C. elegans,
zbadano doktadnie miejsce ich ekspresji [12]. Jednym z najbardziej typowych miejsc
wystgpowania akwaporyn jest uklad wydalniczy. W przypadku C. elegans
wystepuja tu AQP-2, AQP-3 i AQP-8. Komoérki, w ktorych zlokalizowano
akwaporyny, sa odpowiedzialne za resorbcje i sekrecj¢ wody. AQP-8 wystepuje
dodatkowo w gruczotach nalezacych do tego ukladu. Natomiast AQP-2 zlokali-
zowana jest dodatkowo w miesniach, neuronach ruchowych i hipodermie, ktora petni
réwniez bardzo istotng rolg w utrzymaniu rownowagi osmotycznej. Ekspresja AQP-
3 zostala zaobserwowana takze w przewodach i pecherzykach nasiennych.

Kanaty wodne budowane przez AQP-1 i AQP-4 biora udzial w absorbcji wody
w jelicie, przy czym kanal AQP-4 wystepuje w blonie apikalnej, a kanal AQP-1—
w blonie bazalnej komoérek nabtonkowych [12]. Ma to zwiazek ze strategia adapta-
cji do stresu wodnego. W przeciwdziataniu jego skutkom w gltéwnej mierze bierze
udzial glicerol. Gléwnym miejscem jego syntezy sa komorki jelita. W trakcie trwania
stresu wodnego wystepujacy w blonie bazalnej komorek nabtonkowych kanat



212 E. TOMKOWIAK, J. R. PIENKOWSKA

AQP-1 umozliwia transport glicerolu do ptynu pseudocelomatycznego, za posred-
nictwem ktérego moze on dociera¢ do pozostatych komérek ciata.

Ekspresja AQP-7 zostata zaobserwowana tylko w migsniach [12]. Nie jest ona stata,
lecz pojawia si¢ okresowo. Pozostale dwie akwaporyny: AQP-5 i AQP-6 wystepuja
w neuronach. Czg$¢ neurondéw, w ktérych dochodzi do ekspresji AQP-5, jest
potaczona z neuronami wstawkowymi gardzieli. Neurony wstawkowe sa odpowiedzialne
za regulowanie tempa ruchéw miegsni gardzieli, gdy brak jest pozywienia. Natomiast
AQP-6 wystepuje w neuronach czuciowych, ktore sa prawdopodobnie odpowiedzialne
za zachowanie zwiazane z poszukiwaniem pozywienia [12].

Jednak wykazano eksperymentalnie, ze ekspresja akwaporyn nie jest niezbgdna
do utrzymania rownowagi osmotycznej i prawidtowego funkcjonowania organizmu
nicienia. U mutantéw pozbawionych AQP-2, AQP-3, AQP-4 i AQP-8 nie zaob-
serwowano zadnych znaczacych zmian w rozwoju, dlugosci zycia oraz zywotnosci.
Pomimo ze kanaly wodne budowane przez te akwaporyny charakteryzuja si¢
najszybszym transportem wody, ich brak nie przyczynit si¢ do istotnych zmian w
funkcjonowaniu i przystosowywaniu si¢ do stresu osmotycznego [12].

3.2. Akwaporyna glisty psiej Toxocara canis

Ekspresja genu akwaporyny 7c-agp-1 zachodzi zaréwno u larw, jak i u dorostych
samcow i samic glisty 7. canis. U dojrzalych osobnikow mRNA kodujace t¢
akwaporyng zlokalizowano zaréwno w glowie, hipodermie pokrywajacej migsnie, jak
i w jajnikach. Pomimo zidentyfikowania tak wielu miejsc ekspresji 7¢-agp-1 nie udato
si¢ jednak ustali¢ dokladnej funkcji fizjologicznej tego biatka. Przypuszcza sig, ze
bierze ono udziatl w tworzeniu szkieletu hydrostatycznego niezbgdnego nicieniowi do
poruszania si¢. Nie udalo si¢ rowniez uzyska¢ ekspresji Tc-agp-1 w oocycie X.
laevis, co uniemozliwia dokladne zbadanie tego biatka. Ustalono natomiast, ze cDNA
Tc-aqp-1 sklada si¢ ze 1099 nukleotydow, przy czym 21 nt z konica 5' oraz 147 nt
z konca 3' nie ulega translacji. Produkt genu stanowi, wigc prawdopodobnie biatko
o masie 34.3 kDa skladajace si¢ z 310 aminokwaséw. Na podstawie sekwencji
fancucha polipeptydowego mozna wnioskowac, ze tworzy on w blonie szes¢ domen
transbtonowych oraz ze w tancuchu tym asparagina w pozycji 153 stanowi
potencjalne miejsce N-glikozylacji [19].

4. POROWNANIE AKWAPORYN BEZKBEGOWC()W
Z. AKWAPORYNAMI SSAKOW

Poréwnujac nieliczne, scharakteryzowane dotad akwaporyny budujace kanaly
wodne u przedstawicieli bezkregowcow z ich odpowiednikami u ssakéw mozna
zauwazy¢ podobienstwo zarowno pelnionej funkcji, jak i budowy. Badania bioin-
formatyczne wykazaly, iz kanaty wodne zidentyfikowane u przedstawicieli bezkre-
gowcow wykazuja najwigksze podobienstwo tylko do niektorych akwaporyn ssakow.
Sa podobne przede wszystkim do AQP4 i AQP1 (tab. 1).
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TABELA 1. Poréwnanie podstawowych wlasciwosci wybranych akwaporyn bezkrggowcow
TABLE 1. Comparison of essential features of chosen invertebrate aquaporins

Akwa- Transpor- | Wzrost | Wrazli- | Lokalizacja Stopien identycznosei | Lite-
poryna towana |szybkosci |wos¢ sekwencji z akwapo- |ratura
subs- transportu |na Hg** rynami ssakow
tancja wody
Aea AQP |Woda 10-krotny | Tak Komoérki 47,6% AQP4 [7, 24]
tracheolarne
Rp-MIP 2-krotny |Nie Cewki Malpighiego  |26% AQP1 [8]
AQPcic 5-krotny |Tak Komora filtracyjna  |43% AQPI [18]
DRIP 10-krotny | Nie Jelito, przetchlinki, |44% AQP4 [15]
cewki Malpighiego
AQP-2  |Woda, 7-krotny |Nie Uklad wydalniczy, 44% AQP3 [12,16]
C.elegans | glicerol migs$nie, neurony
ruchowe, hipoderma

4.1. Poréwnanie akwaporyn bezkregowcow z akwaporyna ssacza AQP4

Czeg$¢ dotychczas zbadanych akwaporyn wykazuje najwigksze podobienstwo
sekwencji aminokwasowej do AQP4 ssakdéw. Naleza do nich akwaporyna AeaAQP
z A. aegypti, ktorej sekwencja jest identyczna z AQP4 myszy w 48% [24] oraz
DRIP z D. melanogaster, ktorej sekwencja jest w 44% identyczna z sekwencja
AQP4 czlowieka [16]. W przypadku AeaAQP podobienstwo nie konczy si¢ tylko
na sekwencji aminokwasowej. Lokalizacja zarowno 4eaAQP, jak i AQP4 zwigzana
jest z uktadem oddechowym [24, 27]. Jednak transkrypty genow tych bialek nie
znajduja si¢ wylacznie w miejscu wystepowania kanalu wodnego. mRNA kodujace
AeaAQP jest wykrywalne w wielu komorkach ciala, w ktorych samo biatko
akwaporyny nie zostato zlokalizowane. W przypadku gryzonia Dipodomys merriami
merriami ma miejsce podobna sytuacja [13]. APQ4 wystepuje w ukladzie
oddechowym, ale kodujacy ja mRNA wystepuje réwniez w nerkach.

Inng wspolna cecha akwaporyn bezkregowcodw i AQP4 ssakow jest tworzenie w
blonie komorkowej regularnych, prostokatnych wzordéw typu OAP [26]. Zarowno AeaAQP,
jak 1 AQP4 czlowieka wystepuje w blonie tylko w obrebie tych struktur. Odleglos¢
pomiedzy poszczegdnymi kanatami w OAP bezkregowcow i ssakdw jest bardzo podobna
i wynosi odpowiednio dla 4eaAQP 6,7 nm i 6,8 nm dla AQP4 [7, 29].

Istotng réznice miedzy kanatami wodnymi budowanymi przez AeaAQP a kanatami
AQP4 stanowi jednak odmienny wplyw jonow rteci na transport wody. Kanat wodny
zbudowany przez AQP4 u cztowieka w przeciwienstwie do kanatu wodnego ziden-
tyfikowanego u komara nie jest wrazliwy na dziatanie Hg?>" [9]. Istotna réznice
stanowi réwniez brak asparaginy w pozycji 153 AeaAQP, ktora u AQP4 jest
miejscem N-glikozylacji oraz brak miejsca fosforylacji przez kinaze¢ A, ktora wystepuje
w petli B w AQP4 [20].
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Najbardziej zblizone w swojej strukturze i funkcjonowaniu do AQP4 ssakow jest
biatko DRIP. Tak jak AQP4 tworzy kanal wysoce selektywny w stosunku do wody
i nie przewodzi zadnej innej substancji. Transport jest bardzo szybki, gdyz kanat ten
wzmaga go okolo dziesieciokrotnie. Bialko DRIP prawdopodobnie nie jest tez
wrazliwe na obecnos¢ jonow rteci, podobnie jak AQP4 [15].

4.2. Poréwnanie akwaporyn bezkregowcow z akwaporyna ssacza AQP1

Badajac stopien identycznosci akwaporyn zidentyfikowanych u R. prolixus oraz C.
viridis z akwaporynami ssakow wykazano, ze sa one najblizsze sekwencji AQP1 [8, 18].

Sekwencja aminokwasowa Rp-MIP jest identyczna w 26% z sekwencja ssaczej
AQP1. Kanaly tworzone przez oba biatka wykazuja analogiczna lokalizacje, gdyz
zaréwno u pluskwiaka, jak i u ssakéw, wystepuja w narzadzie odpowiedzialnym za
formowanie i wydalanie moczu. Jednak Rp-MIP r6zni si¢ pod kilkoma wzgledami
od AQPI1. Akwaporyna ssakéw przewodzi wode w znacznym tempie, a transport
ten jest hamowany przez jony rteci [32]. Rp-MIP przyspiesza transport wody tylko
dwukrotnie, przy czym nie podlega on hamowaniu jonami rteci [8].

Znaczne podobienstwo do ssaczej AQP1 charakteryzuje sekwencje aminokwa-
sowa akwaporyny AQPcic z C. viridis. Obie sekwencje sa identyczne w 43% [7].
Szybkos¢ transportu wody przez AQPcic jest wigksza niz w przypadku Rp-MIP,
jednak i tak nie dorownuje szybkosci przewodzenia AQP1 [18]. Transport przez kanat
jest hamowany przez jony rteci, jednak przyczyna inhibicji jest rézna. W przypadku
AQP1 jony rteci blokuja kanat wskutek oddziatywania z Cys189 w petli E, natomiast
w przypadku AQPcic wskutek oddziatywania z Cys82 i 90 w petli B oraz Cys135
w petli C. Roznica ta przeklada sie na stezenie jondw rteci potrzebnych do
zahamowania transportu, gdyz dzieki takiej lokalizacji cystein akwaporyna C. viridis
jest 3 lub 4 razy bardziej odporna na dziatanie jonow rteci [18].

5. PODSUMOWANIE

Wystepujace u bezkregowcow akwaporyny wykazuja wszystkie typowe dla tej
grupy bialek cechy. Transportuja one wode oraz w niektorych przypadkach glicerol
i mocznik. W sekwengji ich tancucha polipeptydowego mozna wyrdzni¢ szes¢ domen
transblonowych oraz, poza nielicznymi wyjatkami, dwa motywy NPA wyscietajace
wnetrze poru. Rowniez oba konce tancucha polipeptydowego zlokalizowane sa po
cytoplazmatycznej stronie blony komadrkowe;.

Porownujac budowe, wystepowanie i funkcje dotychczas zidentyfikowanych
akwaporyn bezkregowcdw z odpowiadajacymi im biatkami budujacymi wiele dobrze
juz poznanych i scharakteryzowanych kanatow wodnych zwierzat kregowych (np.
ssakow) zauwazy¢ mozna zaréwno znaczne podobienstwo sekwencji aminokwa-
sowej, jak i pelnienie podobnej funkcji u obu grup zwierzat.

Charakterystyka akwaporyn ssakow ukazuje coraz wieksza roznorodnos¢ funkcji, jakie
pehnia te bialka. Badania wsrod bezkrggowcdw moga te wiedzg znacznie poszerzyc.
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Rozpatrujac obecny postep w badaniach dotyczacych kanatéw wodnych mozna
stwierdzié, ze zglgbianie tego zagadnienia u zwierzat bezkrggowych jest w fazie
poczatkowej. W poréwnaniu z kanatami wodnymi kregowcow scharakteryzowano
dotad tylko nieliczne akwaporyny bezkregowcow. Ze wzgledu na olbrzymie bogact-
wo gatunkéw i ich réznorodnych przystosowan srodowiskowych, chociazby tylko
w obrgbie gromady owadéw, mozna si¢ spodziewac istnienia olbrzymiej liczby
kanatow wodnych dotad niezbadanych i petnigcych réznorodne funkcje w organiz-
mach bezkregowcoéw. Identyfikacja i charakterystyka tworzacych je bialek moze
stwarza¢ podwaliny do réznych bardzo istotnych dla cztowieka dziatan aplikacyjnych.
Praktyczne zastosowanie wiedzy o akwaporynach jest juz od kilku lat testowane
[33]. Przyktadem moga by¢ tu badania nad akwaporynami pierwotniakéw pasozyt-
niczych (np. zarodzca malarii). Opublikowane wyniki eksperymentow wskazuja na
mozliwos¢ walki z tymi organizmami poprzez stosowanie lekow dziatajacych jako
inhibitory kanalow wodnych [2, 3, 4].
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