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Streszczenie: Rosliny dla prawidlowego wzrostu i rozwoju wymagaja okreslonego st¢zenia makroelemen-
tow i mikroelementow. Jednak w wysokich stezeniach zaréwno metale niezbgdne, jak i balastowe sa
bardzo toksyczne dla zywych organizmdéw. Rosliny, jako organizmy nieprzemieszczajace si¢ w trakcie
cyklu zyciowego, wytworzyly mechanizmy regulujace procesy pobierania, dystrybucji i sekwestracji
jonow lub innych substancji. W ostatnich latach w komdrkach roslinnych zidentyfikowano i wstgpnie
scharakteryzowano rozmaite systemy transportowe zaangazowane w aktywne przenoszenie jonow
metali przez blony komérkowe. Wyrdzniamy wsrdd nich m.in. integralne biatka btonowe z rodziny
CaCA (ang. Ca® /Cation Antiporter), transportujace Ca®" lub inne kationy z wykorzystaniem przezbto-
nowego gradientu H" albo Na". Na podstawie podobienstwa i funkcji, wszystkie biatka z rodziny CaCA
podzielono na 5 podrodzin: antyportery Na*/Ca®" (NCX), zalezne od potasu antyportery Na/Ca**
(NCKX i CCX), zidentyfikowane u Prokaryota transportery YRBG i transportery CAX, przy czym
najblizej dotad scharakteryzowane biatka CaCA nalezg do podrodziny CAX. Biatka CAX zidentyfiko-
wano u ros$lin, grzybow i bakterii i co ciekawe nie znaleziono sekwencji genowych homologicznych do
gendow CAX u modelowych organizmdéw zwierzgcych, w tym u cztowieka. Poczatkowo wszystkie roslin-
ne biatka CAX zgrupowano w jedna podrodzing liczaca 11 transporterow (CAX1-11). Pézniej, na
podstawie bardziej szczegétowych analiz skladu aminokwasowego, podrodzing podzielono na dwie
grupy bialek: typowe bialka CAX (CAX1-6) i nietypowe bialka CAX (CAX7-11), wykazujace duze
podobienstwo do antyporterow Na/Ca®" zaleznych od potasu. Typowe biatka CAX Arabidopsis thalia-
na i Oryza sativa podzielono dodatkowo na dwie rézne podgrupy: 1A i IB. Pojedynczy tancuch polipep-
tydowy bialek CAX zlozony jest z ok. 400 aminokwasow i tworzy domeny transbltonowe (7-12) o
strukturze a-helisy. Transportery CAX jako podrodzina biatek CaCA maja domeny charakterystyczne
dla tej rodziny, jak rowniez motywy specyficzne tylko dla swojego typu. Domeny te odgrywaja czgsto
kluczowgq rolg w regulacji aktywnosci transportowej bialek warunkujac ich funkcje¢ transportowa oraz
determinuja ich specyficznos¢ substratowa. W obrgbie sekwencji wyrozniono: petle c-1 i c-2, ktdre
dziataja jak filtr odpowiadajacy za selekcj¢ i wigzanie kationow, domeng autoinhibitorowa, ktora uczest-
niczy w regulacji aktywnosci biatek, domeng¢ CaD, domen¢ manganowa, domeng¢ D oraz motyw kwa-
$nych aminokwasoéw, ktére prawdopodobnie determinuja specyficznos¢ substratowg transporterow.
Badania prowadzone w uktadach heterologicznych, podobnie jak analizy roslinnych mutantéw cax do-
wiodly, ze transportery typu CAX stanowig istotny komponent uktadu utrzymujacego homeostaze
wapniowg w komorkach roslinnych i drozdzowych. Jednakze dalsze analizy funkcjonalne bialek CAX
pokazaly, ze sq to transportery o szerokim powinowactwie do réznych metali. Wprowadzenie genow
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CAX, pochodzacych od réznych roslin do mutantéw drozdzowych pozbawionych swoistych transporterow
metali, przywracato mutantom zdolno$¢ do transportu Cd**, Ca**, Zn*" i Mn®", a tym samym opornosé na nadmiar
tych metali w srodowisku. Z czasem okazalo si¢, ze funkcje biatek tej rodziny sa wielorakie i na poziomie calego
organizmu determinuja posrednio prawidtowy wzrost i rozwoj roslin. Prawdopodobnie biora one udziat nie tylko w
utrzymaniu homeostazy metali (Ca, Mn, Ni i Cd), ale rowniez w utrzymaniu szeroko pojgtej rownowagi jonowej w
organizmie roslinnym. Mutanty cax/ akumulowaly mniej Zn* i Mn*’, natomiast u podwoéjnych mutantow cax1/
cax3 zaobserwowano istotnie wigkszy poziom PO43’, Mn*" i Zn*" w stosunku do roslin dzikich. Wskazuje si¢
réwniez na udzial transporteréow CAX w odpowiedzi roslin na stres chlodu i stres solny. Poziom transkryptu
AtCAX1 wyraznie wzrastal po traktowaniu roslin temperatura 4°C, natomiast ekspresja genow ArCAX1-4 byta
stymulowana w obecnosci soli w srodowisku. Do$¢ liczne badania wskazuja takze na wzajemne interakcje pomig-
dzy transporterami CAX oraz oddziatywania tych bialek z innymi biatkami btonowymi. Profil organowej ekspresji
gendw CAX analizowany u Arabidopsis thaliana pokazat, ze poszczegolne geny tej rodziny ulegaja zréznicowanej
lub podobnej ekspresji na roznych etapach ontogenezy rosliny. Biotechnologiczne manipulacje z udziatlem genéw
CAX moga doprowadzi¢ do uzyskania modyfikowanych roslin uprawnych, stanowiacych bogate zrodto niezbgd-
nych pierwiastkow w diecie czlowieka. Ekspresja genu sCAX/ u ziemniaka, pomidora i marchwi powodowata
wzrost zawartosci wapnia w jadalnych czgsciach roslin oraz podwyzszona sekwestracje tego pierwiastka w
centralnej wakuoli. Biatka CAX moga by¢ takze wykorzystane w procesie tzw. fitoremediacji, czyli oczyszczania
gleb z metali cigzkich. Rosliny z podwyzszona ekspresja genow CAX w wyzszym stopniu akumuluja kadm,
mangan i wapn w wakuolach.

Stowa kluczowe: transportery wtorne, biatka CAX, detoksykacja, fitoremediacja, metale cigzkie, hetero-
logiczna ekspresja.

Summary: It is well known that both, macro- and microelements are required for normal growth and
development of all organisms. However, elevated concentrations of both, essential and non-essential
metals are very toxic for cell metabolism. Plants as sessile organisms are frequently subjected to different
biotic and abiotic stresses, including heavy metals stress, so they have evolved various mechanisms that
protect their cells from the toxicity resulting from metal excess. They involve the regulation of the uptake,
distribution and sequestration of metal ions within the cells and tissues. In the last few years various
proteins specific for metals have been identified and initially characterized in plants, including active
transport systems comprising pumps and secondary transporters that transfer ions across cellular mem-
branes. Among them, Ca®*/cation antiporter (CaCA) family constitute integral membrane proteins that
transport Ca>" or other cations using the H' or Na* gradient. They have been divided into following five
major families according to their similarity and function: the Na’/Ca®*" antiporters (NCX), the
K*-dependent Na™/Ca®* antiporters (NCKX and CCX), the YRBG transporters found in Procaryotes,
and the cation exchangers, but the CAXs (CAation eXchangers) family is the best characterized. Genes of
CAX tamily have been found in plants, fungi and bacteria but their homologs are absent in animal orga-
nisms, including human. Previous studies indicated that there are at least 11 CAX genes (4tCAXI—11) in
Arabidopsis genome. Further phylogenetic analysis revealed that the subfamily forms rather two distinct
groups: typical (CAX1-6) and untypical CAX (CAX7-11) proteins with the latter showing strong
similarity to the potassium dependent Na*/Ca®" antiporter family. Typical CAX proteins have been
further classified into 2 distinct types: 1A and IB in Arabidopsis thaliana and Oryza sativa. The open
reading frames of CAX genes encode for the proteins consisting of approximately 400 amino acids and
spanning the membrane 7-12 times. Within the sequences various specific motifs has been identified
which are characteristic for the CaCA family, as well as for the CAX type. It is assumed that these
domains play critical role in the regulation of proteins activity and substrate specificity. Two crucial
domains: c-1 and c-2 have been proposed to act as a filter for cation selection. Other specific CAXs motifs
involve: autoinhibitory domain, which participates in the control of CAX activity, the CaD domain, the
Mn?** domain, the D domain and the acidic motif, which probably determine substrate specificities of
these transporters. Heterological expression of plant CAXs in yeast and phenotypic analyses of available
plant cax mutants have been the most common tools for functional characterization of CAX transporters.
They revealed that CAXs made up the essential component of calcium arrangement in plant and yeast
cells. Moreover, it was well proved that these transporters show affinity to more than one different
metals. The transformation of cax yeast mutants with different CAX genes from plants restored Cd*",
Ca*", Zn*" and Mn?" resistance of yeasts to elevated concentration of these metals. It seems that CAX
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family comprises proteins with multiple functions determining the normal growth and development of
plants. They probably contribute in the maintenance of metal and other ions homeostasis (Mn, Ni and
Cd). The single cax/ mutants accumulated less Zn*" and Mn*" than wild type, however it was observed
that the level of PO43’, Mn*" i Zn*" in cax1/cax3 double mutants was even higher. It has been shown that
CAX transporters are involved in the acclimation to cold as well as in the response to salt stress: the
AtCAX] transcript level increased significantly after cold treatment (4°C), and the ArCAX1-4 gene expres-
sion was considerably enhanced in the presence of salt in the environment. It was also suggested, that
CAX transporters may be functionally associated with each other as well as with distinct membrane
proteins. Tissue expression analyses of the individual genes of Arabidopsis thaliana shown difterent or
similar expression pattern of all the CAX members during different stages of plant ontogenesis. In the
view of their functional multiplicity, CAX genes seem to be suitable targets for engineering of cultivated
plants, which can enrich humans diet in the indispensable elements. Engineered tomato and carrot plants
expressing a high number of CAX proteins accumulated more calcium than a wild type. The over-
expression of CAX could thus improve calcium content of potato, tomato and carrot and result in the
sequestration of this element in central vacuole. On the other hand, CAX proteins can be also used to
improve the phytoremediation process: cleaning up polluted soils from toxic heavy metals.

Key words: secondary transporters, CAX proteins, detoxication, phytoremediation, heavy metals, hete-
rological expression.

WPROWADZENIE

Rosliny dla prawidlowego wzrostu i rozwoju wymagaja okreslonego stezenia
makroelementéw (Ca*", Mg®>" i K') i mikroelementéw (Cu*", Zn>*, Fe?", Mn*"),
ale wszystkie metale, w szczegdlnosci niezbedne i balastowe metale cigzkie (Pb,
Cd) w wysokich stezeniach sa bardzo toksyczne dla zywych organizmow [6,17].
Rozmaite zanieczyszczenia srodowiska pochodzenia antropogenicznego: Scieki
przemystowe i miejskie, nawozy i $rodki ochrony roslin, domowe $mietniska i
gornictwo, stanowig nieustajace zrodlo metali dla srodowiska. Zaréwno naturalne
ekosystemy, jak i zdrowie czlowieka sa coraz bardziej zagrozone destrukcyjnym
wplywem tych pierwiastkow. Rosliny uprawne sa gldownym zrdédlem makro-
elementéw w diecie czlowieka, ale jako organizmy trwale unieruchomione w glebie
akumuluja wiekszos¢ dostgpnych jonéw obecnych w roztworze glebowym. Tym
samym stanowia zarowno zrddto niezbednych pierwiastkow, jak i pierwiastkow
balastowych bedacych potencjalnym zagrozeniem dla zdrowia czlowieka. Stad, od
ponad 30 lat procesy pobierania, dystrybucji i sekwestracji jondw w komorkach
roslinnych stanowia aktualny temat licznych badan ekologicznych, biochemicznych
i genetycznych [6]. Badania te w duzej mierze sa oparte na wiedzy pochodzacej z
doniesien wyjasniajacych regulacje homeostazy jonowej w komorkach bakteryjnych,
drozdzowych czy zwierzgcych. W efekcie, w ostatnich latach zidentyfikowano i
wstepnie scharakteryzowano w komdrkach roslinnych rozmaite systemy transportowe
zaangazowane w aktywne przenoszenie jondw metali przez blony komorkowe
[17,19,20]. Na podstawie podobienstwa w budowie, biatka transporterowe przypisano
do roznych rodzin i wykazano, ze przedstawiciele jednej grupy biatek moga uczest-
niczy¢ zarowno w dystrybucji metali pomigdzy réznymi kompartymentami komorko-
wymi, jak i w sekrecji toksycznych jonow poza cytoplazme komorkowa [16,17].
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Wykazano takze, ze energia niezbedna do transportu jonéw przez btony pochodzi
albo z rozktadu ATP (transportery pierwotne metali) albo z elektrochemicznego
gradientu protondéw (transportery wtdrne metali), generowanego przez pompy
protonowe plazmolemy (H'-ATPaze) i tonoplastu (V-ATPaze¢ i V-PPaze) [5,17,27].
Najlepiej dotad scharakteryzowane wtdrne transportery metali u roslin naleza do
rodziny bialek CAX. Pierwsze badania tych transporteréw sugerowaly, ze sa to
przede wszystkim antyportery protonowo-wapniowe [1,26,29]. Z czasem okazalo sig,
ze funkcje bialek tej rodziny sa wielorakie i na poziomie catego organizmu
determinuja posrednio prawidlowy wzrost i rozwdj roslin. Prezentowana praca opisuje
w sposob kompleksowy dotychczasowe badania i sugestie na temat budowy,
specyficznosci substratowej, a takze przewidywanych, udowodnionych i suge-
rowanych funkcji roslinnych transporterow CAX. Ponadto, rozwazane sa aspekty
ewentualnego praktycznego wykorzystania tych biatek w kontekscie fitoremediacji,
rolnictwa czy odzywiania czlowieka [17,27].

1. KLASYFIKACJA BIALKOWYCH TRANSPORTEROW CAX

Skrét ,,CAX” (ang. CAtion eXchanger) zostal wprowadzony do literatury
naukowej przez zesp6t prof. Hirschi w 1996 roku, prowadzacego wowczas badania
nad dwoma antyporterami kationowymi: CAX1 i CAX2 u modelowej rosliny
Arabidopsis thaliana [17,28]. Obecnie, na podstawie najnowszej klasyfikacji
ustalono, ze wyodrgbniona grupa bialek CAX to jedna z pigciu podrodzin duzej i
zréznicowanej rodziny antyporteréw kationowych CaCA (ang. Ca’ /Cation
Antiporter). Biatka CaCA sa integralnymi biatkami blonowymi transportujacymi
wapn lub inne kationy z wykorzystaniem gradientu jonéw H' albo Na', generowanego
przez transportery pierwotne [27]. Rodzina CaCA sklfada si¢ z pieciu podrodzin
biatek, obejmujacych: antyportery Na'/Ca®>" (NCX), zalezne od potasu antyportery
Na'/Ca** (NCKX i CCX), zidentyfikowane u Prokaryota transportery YRBG i
wspomniane transportery CAX [18,23,28].

Biatka CAX zidentyfikowano do tej pory u roéznych, odlegltych ewolucyjnie
organizmdw i na podstawie wystepowania oraz sktadu aminokwasowego wydzielono
wsrod nich 3 gtéwne typy [27,28]:

Typ I obejmuje transportery podobne do CAX1 Arabidopsis thaliana, znalezione
u ro$lin, grzybdw i bakterii.

Typ II obejmuje transportery z dlugim hydrofilowym regionem w obrebie konca
N, wystepujace u grzybow, Dictyostelium i nizszych kregowcow.

Typ III obejmuje transportery podobne do biatka ChaA Escherichia coli wys-
tepujace u bakterii.

Do tej pory nie wykazano obecnosci genow kodujacych transportery CAX w
zsekwencjonowanych genomach modelowych organizméw: czlowieka, myszy, muszki
owocowej 1 nicienia Caenorhabditis elegans. Analiza dostepnych baz gendw
Arabidopsis thaliana i Oryza sativa pokazala, ze roslinne geny CAX naleza do
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TABELA 1. Zestawienie funkcji i lokalizacji transporteroéw CAX zidentyfikowanych u roslin
wykonane na podstawie danych z bazy online [10] i publikacji autorstwa T. Shigaki [28]
TABLE 1. The function and localization of characterized CAX transporters in plants [10,28]

Biatko (nr dostgpu) Organizm Typ Substrat Lokalizacja
CAX1 (At2g38170) Arabidopsis thaliana  |I-A Ca* wakuola
CAX2 (At3g13320) Arabidopsis thaliana  |1-B Cd*, Mn*", Ca®>* |wakuola
CAX3 (At5g01860) Arabidopsis thaliana  |I-A Ca®" wakuola
CAX4 (Atg01490) Arabidopsis thaliana  |I-A Cd*, Mn*', Ca®>* |wakuola
CAXS5 (At1g55730) Arabidopsis thaliana  |1-B Ca®",Cd* Mn**  |wakuola
CAX6 (At1g55720) Arabidopsis thaliana |1-B Ca* wakuola
0sCAXla (0s01g37690)  |Oryza sativa I-A  |Ca*, Mn? wakuola
0sCAX1b (0s05g51610)  |Oryza sativa I-A Ca®", Mn* wakuola
OsCAXlc (0s02g21009)  |Oryza sativa I-A Ca®, Mn* wakuola
OsCAX2 (0s03g27960) Oryza sativa I-B Ca* wakuola
OsCAX3 (0s04g55940) Oryza sativa I-B Ca®" plazmolema
OsCAX4(0s02g0138900) |Oryza sativa I-B Ca®" wakuola
HvCAX2 (Q4R1A9) Hordeum vulgare I-B Ca®", Mn* wakuola
VCAXI1 Vigna radiata I-A Ca®" wakuola
ZmCAX1 (QILKW7) Zea mays I-A Ca®* wakuola
ZmCAX2 (Q94IH5) Zea mays I-B Ca®" wakuola
GmCAX1 Glycine max I-A Na®, K, Li plazmolema
CAX51 (AY660870 ) Capsella bursa pastoris|I-A ? ?

H+/Ca* exchanger 2 Ipomoea nil I-B Ca®" ?
(AB018526)

ztozonej wielogenowej rodziny. Do tej pory w genomach ryzu i rzodkiewnika
zidentyfikowano odpowiednio, 5 i 11 roznych gendw CAX (tab.l). Analizy
filogenetyczne sugeruja jednak, ze w przypadku rzodkiewnika tylko sekwencje
CAXI-6 koduja wlasciwe biatka CAX, natomiast geny CAX7-11 wykazuja wicksze
podobienstwo do genéw kodujacych zalezne od potasu antyportery Na'/Ca*',
wystepujace u ssakow [23,27,28].

Poniewaz niewiele genomow roslinnych zostalo w peini zsekwencjonowanych,
wiedza na temat budowy i liczby genéw CAX u innych roslin jest bardzo ograniczona.
Na podstawie dostgpnych sekwencji nukleotydowych gendw CAX ryzu i rzodkiew-
nika okreslono sekwencje aminokwasowe, co umozliwito konstrukcje pierwszego
drzewa filogenetycznego roslinnych bialek CAX. Na podstawie podobienstwa
sekwencyjnego transportery podzielono na 2 typy:

Typ IA obejmujacy biatka AtCAXI1, AtCAX3, AtCAX4 oraz OsCAXla,
OsCAX1b, OsCAXlc,

Typ IB obejmujacy biatka AtCAX2, AtCAXS5, AtCAX6 i OsCAX2, OsCAX3,
OsCAX4 [11,27,28].
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Porownanie szesciu typowych transporterow CAX Arabidopsis thaliana. Pordéwnanie
wykonano, korzystajac z zasobow bazy transporterow blonowych Aramemnon [7] oraz programu
ClustalW [9], w ktérym okreslono takze podobienstwo transporterow CAX2-6 w stosunku do transportera
CAXI1. Analizowane sekwencje byly podobne do biatka AtCAX1 w 75% (AtCAX3), 54% (AtCAX4),
42% (AtCAX2) i 40% (AtCAXS i AtCAX6). Szarym kolorem zaznaczono domeny charakterystyczne

dla transporteréw CAX: c-11 c-2

FIGURE 1. Alignment of deduced amino acid sequences of six typical CAX transporters from Arabidopsis
thaliana. The sequences available in the Aramemnon database [7] were aligned with use of the Clustal W
method [9]. The identity of CAX2-6 transporters in relation to CAX1 transporter was estimated on the
base of Clustal results. The sequences were similar to AtCAX1 protein in 75% (AtCAX3), 54% (AtCAX4),
42% (AtCAX2) and 40% (AtCAXS and AtCAX6). The domains specific to CAX transporters (c-1 and

c-2) are marked in grey
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Poréwnanie sekwencji aminokwasowych typowych biatek CAX A. thaliana
przedstawiono na rycinie 1. Sekwencje te sa homologiczne wzgledem siebie w
réznym stopniu, co uzasadnia ich przynaleznos$¢ do odmiennych filogenetycznie typow.
W obrebie typu IA najbardziej podobne (w 77%) do siebie biatka to AtCAXI i
AtCAX3 [3]. Transporter AtCAX4 jest identyczny w 53% z AtCAX1 i w 54% z
AtCAX3. Wszystkie trzy transportery CAX Arabidopsis zaliczone do typu IB
wykazuja wysoki stopien homologii: AtCAXS jest w 8§7% podobny do AtCAX2 i w
88% do AtCAXG6. Sugeruje sig¢, ze transportery CAX wykazujace najwigksze
podobienstwo pod wzgledem budowy petnia podobne funkcje fizjologiczne [4].

2. BUDOWA I TOPOLOGIA TRANSBLONOWA BIALEK CAX

Pojedynczy tancuch polipeptydowy CAX ztozony jest z ok. 400 aminokwasow i
tworzy liczne domeny transblonowe o strukturze a-helisy. Liczba i utozenie domen
transblonowych przewidywana na podstawie sekwencji aminokwaséw hydrofobo-
wych w biatku zalezy od rodzaju programu komputerowego zastosowanego do analizy
sekwencji bialkowej i zwykle miesci si¢ w zakresie 7-12 [ryc. 2]. Transportery CAX
jako podrodzina biatek CaCA, maja domeny charakterystyczne dla tej rodziny, jak
réwniez motywy specyficzne tylko dla swojego typu. Domeny te odgrywaja czesto
kluczowa role w regulacji aktywnosci transportowej biatek [28]. Funkcjonalna
charakterystyka, niektorych biatek CAX u drozdzy wykazata, ze dwie domeny
aminokwasowe w obrebie sekwencji transporteréw z duzym prawdopodobienstwem
determinuja ich specyficznos¢ substratowa. Sa to: domena CaD i domena autoinhibi-
torowa [27].

Domena CaD (domena wapniowa), zlokalizowana miedzy 87 a 95 aminokwasem
(TM1 a TM2) w biatku CAX1 prawdopodobnie jest niezbedna dla transportu wapnia.
Heterologiczna ekspresja genu AfCAXI w komorkach drozdzy nadwrazliwych na
wapn powodowala, ze grzyby akumulowaly Ca w wakuoli, dzigki czemu zyskiwaty
odpornos¢ na ten pierwiastek. Podobny eksperyment z genem A/CAX3 nie znosit
nadwrazliwo$ci drozdzy na wapn, pomimo ze obydwa geny sga do siebie bardzo
podobne [3,27]. Co wiecej, transgeniczne rosliny tytoniu syntetyzujace biatka AtCAX3
z domena CaD AtCAX1 wykazywaly taka sama odpowiedz na wapn jak drozdze
z ekspresja genu AtCAXI. Przytaczenie domeny CaD AtCAXI1 do transportera
CAX2 powodowato takze podwyzszony transport wapnia do wakuoli drozdzy, ale
nie wpltywalo na transport innych metali przez tonoplast grzybdéw. Sekwencja
aminokwasowa tej domeny nie jest konserwatywna wsrod biatek CAX i prawdo-
podobnie dlatego poszczegdlne transportery CAX rdznia si¢ zdolnoscig transportu
Ca [20]. Co ciekawe, pojedyncze lub wielokrotne mutacje w domenie CaD AtCAX1
nie znosily catkowicie zdolnosci transportu wapnia przez to biatko, co sugeruje, ze
takze inne domeny transportera sa zaangazowane w ten proces [27].

Druga domeng, ktdéra reguluje funkcje transporteréw CAX, okresla si¢ jako
domene regulatorowa albo autoinhibitorowa. Wystepuje ona w obrebie konca
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aminowego bialek (N-koniec), eksponowanego do cytoplazmy i sklada si¢ z ok. 60
aminokwasow. Domena autoinhibitorowa AtCAX1 zawiera dodatkowe 36 amino-
kwaséw. Ekspresja AtCAX1 pozbawionego N-konca w komorkach drozdzy
powodowata znacznie wigkszy transport wapnia do wakuoli grzybow niz ekspresja
petnej sekwencji genu ArCAXI. Domena regulatorowa moze by¢ obecna we
wszystkich roslinnych transporterach CAX. Najbardziej podobny do AtCAXI1
transporter AtCAX3 réwniez zawiera analogiczny region regulatorowy w obregbie
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RYCINA 2. Topologia transblonowa transporteréow AtCAX1 i AtCAX3 przewidywana na podstawie
sktadu aminokwasowego bialek z uzyciem programu TMHMM Server v.2.0 [8]. W zaleznosci od uzytego
algorytmu ilo$¢ domen transbtonowych przewidywana na bazie sekwencji biatek CAX jest zmienna, ale
zwykle miesci si¢ w zakresie od 7 do 12

FIGURE 2. Membrane topology of AtCAX1 and AtCAX3 transporters generated by TMHMM Server
the v.2.0 program [8]. The predicted number of CAX transmembrane domains varies depending on the
algorithm used (from 7 to 12)
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N-konca [3]. Podobna domeng zidentyfikowano w antyporterowym biatku VCAX1
fasoli, ale badania wykazaly, ze nie hamuje ona transportu wapnia przez biatko.
Zatem wydaje sig, ze transport wapnia jest regulowany w odmienny sposéb u
roznych gatunkéw roslin. W obrebie konca aminowego Ca’'-ATPazy A. thaliana
(ACA?2) juz wezesniej stwierdzono obecnos¢ domeny autoinhibitorowej, regulowanej
przez kalmoduline [18.,27]. Wykazano takze, ze kalmodulina wiaze si¢ do domeny
w obrebie pierwszych 36 aminokwasow. Podobna domeng autoinhibitorowa
zidentyfikowano w obrgbie antyportera sodowego NHE ssakow: zwiazanie kalmo-
duliny do domeny zmniejszato powinowactwo transportera do jonow H'. Nie
stwierdzono natomiast podobnego typu regulacji transportu wapnia u drozdzy.
Drozdzowy antyporter wapniowy VCX1 nie zawiera dodatkowych aminokwasow
w obrebie N-konca, a jego funkcja jest regulowana na poziomie posttranslacyjnym
przez kalcyneuryne, ktora podobnie jak kalmodulina jest biatkiem wiazacym wapn
[18,27,28].

Kolejnym motywem charakterystycznym dla rodziny biatek CAX jest zlozony z
ok. 20 aminokwaséw tzw. motyw kwasnych aminokwasow, ktory wystepuje
miedzy 6 i 7 domena transblonowa, dzielac polipeptyd na dwie czgsci. Po raz
pierwszy zidentyfikowano ten fragment w obrebie sekwencji antyportera wap-
niowego E. coli. Wydaje sig, ze spelnia on istotng funkcje w wigzaniu jondw wapnia
[27]. W obrebie sekwencji aminokwasowej transportera CAX2, pomiedzy 4 i 5
domena transblonowa (177—186aa) zidentyfikowano region odpowiedzialny za
transport jonéw manganu, nazwany domeng manganow3a. Stosunkowo niewielka
domena manganowa zbudowana jest z 3 aminokwasow w konfiguracji: cysteina-
alanina-fenyloalanina (CAF) [4]. Sugeruje sie, ze takze transportery AtCAXS i
AtCAX6 u rzodkiewnika i ZCAX2 u kukurydzy moga transportowaé mangan [25,27].

Po stronie wakuolarnej, migdzy domenami transbtonowymi 3 i 4 bialek CAX
zlokalizowana jest petla c-1, ztozona z 35 aminokwasow [27]. Natomiast po stronie
cytoplazmatycznej, migdzy domenami transbtonowymi 8 i 9 transporterow wystepuje
petla c-2. Obydwie petle prawdopodobnie dzialajq jako filtr odpowiadajacy za
selekcje i wiazanie kationdw, gdyz mutacje w ich obrgbie catkowicie hamuja lub
redukuja transport Ca>* i Mn?>". Analizy sekwencji bialek CAX pochodzacych od
ryzu, Arabidopsis, fasoli, kukurydzy i drozdzy wykazaly, ze obydwie petle sa dosy¢
konserwatywne w swojej budowie [7,8,23]. Badania wykazaly takze, ze wazna role
w transporcie wapnia i manganu odgrywaja reszty histydynowe wystepujace w petli
c-2 [27]. Sposrdd 20 biologicznie czynnych aminokwasow histydyna moze tworzy¢
wiazania wodorowe, ktore majq wplyw na strukture biatka i jego funkcje. Udowod-
niono, ze His338 w petli ¢c-2 AtCAX1 odgrywa wazna role w transporcie wapnia.
Wykazano takze, ze zamiana tego aminokwasu na asparaging zwigksza aktywnos¢
biatek CAX w zakresie transportu cynku i kadmu, ale redukuje o 25% transport
wapnia z udzialem antyporteréw. Zamiana His338 na glutamine lub lizyn¢ nie
powoduje utraty aktywnosci transportowych [27].

Ostatnig istotng funkcjonalnie domena, charakterystyczna dla transporterow CAX
jest domena D, zlokalizowana pomiedzy domenami transbtlonowymi 5 i 6. Prawdopo-
dobnie reguluje ona transport kationéw. Wykazano, ze obecna w obrebie domeny
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D His222 odpowiada za regulacje transportu wapnia przez biatka CAX w odpowiedzi
na zmiany pH w cytoplazmie [26,27].

3. FIZJOLOGICZNA ROLA TRANSPORTEROW CAX U ROSLIN

Staly poziom wapnia w cytoplazmie komorki roslinnej utrzymywany jest dzigki
usuwaniu nadmiaru tego kationu poza cytoplazm¢ do apoplastu lub do wnetrza
organelli wewnatrzkomorkowych, za pomoca aktywnego transportu z udziatem pomp
wapniowych i wymieniaczy Ca’>’/H" [14]. Badania z zastosowaniem mutantéw
drozdzowych i odpowiednich mutantéw roslinnych wskazuja, ze transportery typu
CAX stanowig istotny komponent uktadu utrzymujacego homeostazg wapniowg w
komorkach roslinnych i drozdzowych [24,27]. Mutanty Saccharomyces cerevisiae
pozbawione pompy wapniowej (PMC1) i antyportera wapniowego (VCX1) nabywaly
zdolnos$ci usuwania wapnia z cytoplazmy, kiedy droga transformacji wprowadzono
do ich komorek gen AtCAXI [21,27]. Mutanty tytoniu z nadekspresja aktywnej
formy biatka CAX1 wykazywaly fenotypowe objawy niedoboru wapnia w komor-
kach, pomimo optymalnego stezenia Ca w podiozu. Poniewaz liczne badania
wskazuja na lokalizacje biatek CAX glownie w blonie tonoplastowej, sugeruje sig,
7e transportery tej rodziny uczestnicza w procesach magazynowania wapnia w
wakuoli [3,13,18].

Jednakze dalsze analizy funkcjonalne biatek CAX, prowadzone w heterologicznych
uktadach drozdzowych pokazaty, ze sa to transportery o szerokim powinowactwie
do réznych metali [13]. Wprowadzenie genéw CAX, pochodzacych od r6znych roslin
(At1CAX2, AtCAX4, A1tCAXS5, LeCAX2, HvCAX2, OsCAXI-3) do mutantéw
drozdzowych pozbawionych swoistych transporterow metali, przywracato mutantom
zdolno$¢ do transportu Ca, Cd i/lub Mn, a tym samym oporno$¢ na nadmiar tych
metali w Srodowisku [4,11,12]. Badania przeprowadzone na roslinach takze wskazuja
na szeroka specyficznosé substratowa roslinnych biatek CAX. Wykazano, ze ekspre-
sja gendw kodujacych transportery CAX2 i CAX4 u A. thaliana byta stymulowana
przy wysokim stezeniu Cd, Mn i/lub Ni, co sugerowalo udziat badanych biatek w
odpowiedzi rosliny na nadmiar metali w srodowisku [25]. Otrzymane wyniki potwier-
dzono w trakcie analiz funkcjonalnych mutantéw roslinnych z nadekspresja skro-
conych form genéw CAX — sCAX (ang. short CAX), kodujacych transportery
pozbawione domeny autoinhibitorowej. Pokazano bowiem, ze nadekspresja genow
Arabidopsis thaliana sCAXI1-4 u tytoniu prowadzila do zwigkszonej akumulacji
Cd*, Ca®', Zn>" i Mn*" w pecherzykach tonoplastowych izolowanych z korzeni tej
rosliny [13,14,27]. Przytoczone badania wyraznie wskazuja na istotny udzial
transporterow CAX w transporcie réznych metali z cytoplazmy do wakuoli, co moze
mie¢ kluczowe znaczenie w determinowaniu opornosci roslin na stres metali cigzkich.
Jakkolwiek ostatnie doniesienia wskazujgq na udzial transporterow CAX takze w
odpowiedzi roslin na stres chtodu i stres solny. Wykazano, ze poziom transkryptu
AtCAX1 wyraznie wzrastal po 24-godzinnym traktowaniu roslin temperaturg 4°C,
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co istotnie korelowalo ze znacznym podwyzszeniem wrazliwos$ci mutantow na niskie
temperatury. Ekspresja genow AtCAX1-4 byla takze istotnie stymulowana w obec-
nosci soli w srodowisku [27].

Co ciekawe wykazano, ze na poziomie molekularnym biatka CAX oddziatuja z
innymi biatkami blonowymi. U mutanta cax! Arabidopsis zaobserwowano 50%
redukcje aktywnosci antyportu wapniowego (H'/Ca®") do wakuoli, co sugeruje, ze
transporter CAX1 jest gtéwnym antyporterem Ca®'/H" w tonoplascie [1,3]. Jednakze
dodatkowym efektem mutacji genu CAX7 byt 40% spadek aktywnosci tonoplastowej
V-ATPazy i 36% wzrost aktywnos$ci wakuolarnej Ca®*-ATPazy. Takze nadekspresja
gendw CAX3 i CAX4 u Arabidopsis powodowala redukcje aktywnosci wakuolar-
nych bialek antyportera Mn**/H" i V-ATPazy. Cho¢ funkcja transportera AtCAX3
nie jest do konca poznana, mutanty cax3, podobnie jak mutanty cax/ i drozdzowe
mutanty zrclp (biatko ZRC transportuje Cd, Co i Zn do wakuoli drozdzy), wykazuja
znacznie zredukowang aktywnos¢ wakuolarnej pompy protonowej [3,21,27,29].
Dlatego przypuszcza sig, ze delecja ktoregokolwiek genu CAX zaburza biosynteze
poszczegbdlnych podjednostek V-ATPazy, sktadanie funkcjonalnego multipodjednost-
kowego kompleksu pompy i wbudowywanie jej w tonoplast [1,27].

Dos¢ liczne badania wskazuja takze na wzajemne interakcje pomigdzy transpor-
terami CAX. Jak juz wspomniano, analiza genomu Arabidopsis thaliana wykazata
obecnos$¢ szesciu genow kodujacych typowe transportery CAX. Sekwencje amino-
kwasowe bialek kodowanych przez te geny sa podobne do siebie w réznym stopniu,
przy czym biatko CAX1 jest najbardziej zblizone pod wzgledem budowy do biatka
CAX3 (ryc. 2). Stosunkowo wysokie (75%) podobienstwo obydwu transporterow
sugeruje, ze AtCAX1 i AtCAX3 moga spetniaé analogiczne funkcje u A. thaliana.
Badania wykazaly ze obydwa bialka sa zlokalizowane w tonoplascie rzodkiewnika,
ale poziom ich syntezy w poszczegolnych organach rosliny jest albo podobny, albo
zroznicowany [3,29]. W optymalnych warunkach srodowiskowych najwyzszy poziom
ekspresji AtCAX1 zaobserwowano w liSciach, podczas gdy synteza AtCAX3 byla
najbardziej intensywna w korzeniach. Jednakze profil ekspresji obydwu genow
pokrywat sig, na skutek zadziatania okreslonych czynnikéw zewnetrznych [3]. Analizy
mutantéw Arabidopsis niezdolnych do ekspresji jednego (caxi, cax3) lub obydwu
(cax1/cax3) genow pokazaly, ze biatka CAX1 i CAX3 moga by¢ ze soba
funkcjonalnie powiazane. Poczatkowe badania wykazaly, ze aktywny transport wapnia
H'/Ca®" do wakuoli byt 2-krotnie nizszy u mutanta cax/ niz u mutantéw cax3 i
roslin dzikich [3]. Ponadto tylko mutant cax/ charakteryzowatl si¢ podwyzszong
wrazliwoscig na wapn, co sugeruje, ze w warunkach duzego stezenia tego metalu
w srodowisku jedynie CAX1 uczestniczy w jego aktywnej sekwestracji w wakuoli.
Jednakze mutanty cax/ i cax3 prezentowaly nieco inny fenotyp w poréwnaniu z
roslinami cax1/cax3, niezdolnymi do syntezy obydwu bialek CAX: podwdjne mutanty
swoim wygladem przypominaty rosliny uprawiane w warunkach niedoboru wapnia
[3]- Badania ekspresji roslinnych A1CAX1 i AtCAX3 u mutantéw drozdzy nadwrazli-
wych na wapn potwierdzity wyniki otrzymane dla mutantow Arabidopsis. Tylko
szczepy syntetyzujace AtCAX1 lub obydwa biatka, AtCAX1 i AtCAX3, tracily
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nadwrazliwos¢, przy czym efekt jednoczesnej ekspresji dwoch genow CAX w jednym
szczepie byl znacznie bardziej wyrazny [3]. Zasugerowano wigc, ze obydwa biatka
wplywaja wzajemnie na swoje funkcje transportowe, co jest dosy¢ prawdopodobne,
biorac pod uwage uwarunkowane srodowiskowo podobienstwa profilu ekspresji tych
transporterow u Arabidopsis. Wydaje sie, ze w okreslonych warunkach kompleks
CAX1-CAX3 funkcjonuje jako heteromer, ale tylko w niektorych tkankach i orga-
nach, np. kwiatach, tkankach zarodkéw i naczyniach korzeni [3]. Ostateczne dowody
na bezposrednig interakcje typu biatko-biatko migdzy transporterami CAX1 i CAX3
przedstawili niedawno Zhao i wsp. [29], wykazujac obecnos¢ kompleksu CAX1-
CAX3 w mikrosomach izolowanych z Arabidopsis i mutantow drozdzowych, w
ktérych zachodzi ekspresja obydwodch biatek roslinnych. Co wigcej, okreslono takze
warunki, w ktérych obydwa geny kodujace biatka ulegaty ekspresji w tym samym
czasie, w takich samych tkankach. Zaobserwowano na przyklad, ze poziom trans-
krypcji obydwu gendéw CAX byl poréwnywalny w trakcie kietkowania nasion. Co
wigcej, proces kietkowania mutantow Arabidopsis caxl, cax3 i caxl/3 podlegat
zmianom w wyniku egzogennie podawanych cukrow, litu, etylenu i ABA [29].
Nasiona mutantéw cax3 wykazywaly wigksza wrazliwos¢ na komorkowe zmiany
stezenia cukru w poréwnaniu z nasionami mutantow caxl. Stwierdzono ponadto u
tych roslin zahamowanie kietkowania w obecnosci ABA i stymulacje tego procesu
w obecnosci kwasu 1-aminocyklopropano-1-karboksylowego (prekursor etylenu).
Natomiast linie podwojnych mutantow Arabidopsis cax1/cax3 wykazywaly bardzo
wyrazne zmiany fenotypowe m.in. w dlugosci hypokotyla, w poréwnaniu z roslinami
z pojedynczymi mutacjami. Prawdopodobnie transportery CAX1 i CAX3 spetniaja
wazna funkcje regulacji kietkowania nasion przez ABA. Wydaje si¢ wigc, ze obydwa
transportery sa niezbedne do prawidlowej odpowiedzi rosliny na wymienione czynniki
i ze funkcjonujg jako heteromery [29].

Niewatpliwie pojedyncze biatka CAX1 i CAX3 spehiajg takze specyficzne
funkcje w trakcie wzrostu i rozwoju roslin, a co wiecej, same moga tworzy¢ homo-
oligomery, co pokazano podczas heterologicznej ekspresji genow CAX fasoli w
drozdzach. Sugeruje sig, ze wysoki poziom homooligomeru CAX3 w korzeniach roslin
jest zwiazany z odpowiedzia na stres solny i niskie pH, natomiast podobnym
kompleksom CAX1 przypisuje si¢ udzial w tolerancji roslin na rézne jony [26,29].

Do tej pory, zarowno u roslin, jak i zwierzat wykazano obecnos¢ kompleksow
homo- i heteromerow spokrewnionych biatek transportowych, ktore charakteryzowatly
si¢ odmienng kinetyka transportu i peknity nieco inne funkcje biologiczne niz budujace
je pojedyncze transportery. Oligomeryzacja moze by¢ zatem traktowana jako kolejny
mechanizm regulujacy aktywnos¢ transporterow btonowych [29]. Zdolnos¢ do
tworzenia kompleksow regulatorowych wykazano do tej pory m.in. dla roslinnych i
zwierzecych transporteréw cukrowych, roslinnego biatka ABC transportujacego lipidy,
drozdzowego antyportera Na'/H' i transportera amonowego [15,21,27]. Oligomery-
zacja transporterow CAX, jak i mozliwos¢é rownoczesnego wystgpowania w blonie
zarowno pojedynczych bialek tej rodziny, jak i ich ztozonych komplekséw zwigkszaja
zakres funkcji transportowej blon komdrkowych, co ma szczegolne znaczenie w
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procesach adaptacji rosliny do streséw Srodowiskowych. Funkcjonalna asocjacja
poszczegdlnych transporteréw tej rodziny prawdopodobnie jest niezbedna w
utrzymaniu stabilnej homeostazy jonowej w komoérkach i prawidlowego wzrostu i
rozwoju roslin [3,29].

Obszerne analizy mutantdw Arabidopsis pozbawionych genéw CAX wykazaty,
ze transportery tej rodziny najprawdopodobniej uczestnicza w utrzymaniu szeroko
pojetej homeostazy kationowo-anionowej w komorkach roslinnych. Oznaczono
akumulacje Li', B*, Na*, Mg, PO 43‘, K, Ca’*, Mn*', Fe*',Co?", Ni?*, Cu*', Zn*",
As**, Se?’, Mo?", Cd* i Pb*" u mutantdéw caxl, cax3 i caxl/cax3 rosnacych w
optymalnych warunkach [3]. W poréwnaniu z roslinami dzikimi nie zaobserwowano
zadnych istotnych zmian ilosciowych w stezeniach jondw oznaczonych u mutanta
cax3, podczas gdy mutanty cax! akumulowaly mniej Zn** i Mn?’. Natomiast, u
podwojnych mutantow caxl/cax3 cechujacych si¢ znacznie zahamowanym wzros-
tem, zanotowano istotnie wigkszy poziom PO 43‘, Mn?" i Zn>* (odpowiednio o 66%,
50% i 38%) oraz mniejsze stezenie Ca’” i Mg®" (odpowiednio o 17% i 16%) w
stosunku do roslin dzikich [2,27].

Takie radykalne zmiany fenotypowe w polaczeniu ze zmienionym endogennym
poziomem jondéw obserwowane u podwdjnych mutantow caxi/cax3 Arabidopsis
wskazuja na zlozone zaleznosci pomigdzy funkcja poszczegodlnych transporterow
CAX i zawartoscia sktadnikow mineralnych oraz pierwiastkow balastowych w
ro$linach. Réznice w profilach jonowych mutantéw moga wynikaé bezposrednio ze
zmian w aktywnosci wakuolarnych transporterow CAX albo posrednio, ze zmiany
aktywnosci V-ATPazy lub innych transporteréw btonowych [3].

Dotychczasowe badania wyraznie pokazuja, ze ztozone funkcje biatek typu CAX
warunkuja prawidlowy rozwdj i wzrost roslin. Profil organowej ekspresji genow CAX
analizowano dotad gtownie u Arabidopsis thaliana, gdzie wykazano, ze wszystkie
geny tej rodziny ulegaja ekspresji na réznych etapach ontogenezy rosliny: w nasio-
nach, podczas kietkowania, na etapie siewek i dorostych roslin i w koncu, w organach
generatywnych. Wysoka ekspresje genu AtCAXI stwierdzono gldwnie w lisciach
oraz w pedach siewek i dorostych roslin, podczas gdy transkrypt genu AtCAX3 byt
obecny tylko w korzeniach. Z kolei gen VCAXI u Vigna radiata, ktory jest
homologiem genu AtCAXI1, ulegal ekspresji tylko w korzeniach roslin. Znaczna
ekspresj¢ wszystkich gendw CAX zaobserwowano natomiast w kwiatostanach
Arabidopsis. Pomimo iz profil ekspresji genéw A1CAX] i AtCAX3 nie pokrywa sig¢
u dorostych roslin, obydwa geny ulegaja rownoczesnej ekspresji podczas kietkowania
nasion i w trakcie wczesnego rozwoju siewek [3].

Jak juz wspomniano, biatka CAX naleza do licznej rodziny transporterow
wakuolarnych. Stosunkowo wysokie podobienistwo w sekwencji aminokwasowej
(40-75%) poszczegdlnych przedstawicieli tej rodziny moze sugerowac, ze antyportery
CAX pehia podobne funkcje. Ponadto, przy braku aktywnosci jednego z biatek tej
rodziny, pozostate antyportery CAX moga go funkcjonalnie zastepowaé [27].
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4. PRAKTYCZNY ASPEKT WYKORZYSTANIA WLASCIWOSCI
FIZJOLOGICZNYCH TRANSPORTEROW CAX

Dotychczas zidentyfikowane roslinne biatka CAX wystepuja przede wszystkim w
tonoplascie. Wakuola jako kompartyment spetniajacy role magazynu rozmaitych
substancji dzigki temu, ze ma w swojej blonie zaréwno antyportery CAX, jak i pompy
wapniowe, aktywnie uczestniczy w akumulacji wapnia. Genetyczne manipulacje
zmierzajace do zwigkszenia intensywnos$ci procesOw magazynowania wapnia w
wakuolach roslinnych moga doprowadzi¢ do uzyskania modyfikowanych roslin
uprawnych, stanowiacych bogate zrédlo tego pierwiastka w diecie cztowieka [27].

O zawartosci wapnia w organizmie czlowieka decyduje przede wszystkim jego
podaz z pozywieniem. Podstawowym zrédlem wapnia w przecigtnej diecie europej-
skiej 1 amerykanskiej (USA) jest mleko i jego przetwory. Ocenia sig, ze produkty
te dostarczaja blisko 80% tego sktadnika [22]. Produkty pochodzenia roslinnego sa
gorszym zrodlem tego pierwiastka ze wzgledu na obecnos¢ substancji utrudniajacych
jego wchlanianie. W celu podwyzszenia zawartosci wapnia przyswajalnego dla
cztowieka, a zarazem zminimalizowania jego niedoboru w diecie, niektdre rosliny
uprawne transformowano poprzez wprowadzenie skroconej formy genow CAKX,
pozbawionej domeny autoinhibitorowej (sCAX) [22,27]. Ekspresja genu sCAXI u
ziemniaka, pomidora i marchwi spowodowata wzrost zawartosci wapnia w jadalnych
czesciach roslin oraz podwyzszona sekwestracje tego pierwiastka w centralnej waku-
oli [24]. Transformacja marchwi i ziemniakéw nie powodowata redukcji plondw,
natomiast w przypadku pomidora zaobserwowano zaburzenia we wzroscie i w
rozwoju. Podobnych zaburzen nie obserwowano natomiast u transformowanych
innym genem typu CAX — CAX4 ro$lin pomidora, ktore takze akumulowaly znacznie
wigcej wapnia niz rosliny dzikie. Zaréwno u myszy, jak i u ludzi, ktorym podawano
transformowane rosliny, stwierdzono ponad 40% wzrost absorpcji wapnia [24,27].

Jak juz wczesniej wspomniano, transportery CAX moga wykazywaé stosunkowo
szeroka specyficznos¢ substratowa. Potencjalnie wigc nadekspresja tych biatek moze
wzbogacaé rosliny uprawne w inne skladniki odzywcze, bowiem posrednicza one w
transporcie Cu®’, Fe’, Mg”>", Mn>" i Zn>" [3,24]. Poza tym rosliny z podwyzszona
ekspresja genow CAX mozna wykorzysta¢ do usuwania metali ciezkich z zanie-
czyszczonej gleby. Stwierdzono bowiem, ze modyfikowane rosliny w rownym stopniu
moga akumulowa¢ kadm i wapn. Nadekspresja roznych CAX Arabidopsis u tytoniu
powodowata zwigkszong akumulacj¢ wielu metali w wakuolach tej rosliny. Stwierdzono,
ze bialka rzodkiewnika aktywnie transportowaty do wakuoli transformowanego tytoniu
metale cigzkie, takie jak Cd czy Mn [13,14]. Zatem bialka CAX moga by¢ wykorzystane
nie tylko do wzbogacania roslin uprawnych w niezbedne mikroelementy i Ca, ale rowniez
w procesie tzw. fitoremediacji, czyli oczyszczania gleb z metali cigzkich [27].

Wszystkie potencjalne manipulacje genetyczne, wykorzystujace geny tej rodziny,
powinny by¢ poprzedzone gruntownym poznaniem struktur i mechanizmow decydu-
jacych o specyficzno$ci substratowej i regulacji poszczegdlnych transporterow CAX
u roslin.
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