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POMPY PROTONOWE PLAZMALEMMY I TONOPLASTU

Proton pumps in plasma mebrane and tonoplast

Grazyna KLOBUS

Summary. Proton pumps, a specific group of membrane enzymes are involved in the transduction of energy in cells. They
used the energy released during a hydrolysis of chemical bonds to the vectorial proton transport across membranes and
generate an electrochemical proton gradient. H' gradient established by pumps is then used as a driving force for nutrient
transport in cell. In last decade the proton pumps of plant membranes were intensively studied at the biochemical and
molecular level. Achievements of these study and current ideas concemning the regulation of both plasma membrane
(H*-ATPase) and tonoplast (V-ATPase and PPjase) proton pumps are presented.
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Pompy protonowe sa specyficzna grupa
enzymatycznych biatek blonowych, odgrywaja-
ca zasadnicza role w transdukcji energii. Wyko-
rzystujgc energi¢ wiazan chemicznych pompy
protonowe katalizujag wektorowy transport pro-
tonow, w wyniku czego w blonach komérko-
wych wytwarzany jest gradient potencjatu ele-
ktrochemicznego. Gradient ten moze by¢ naste-
pnie wykorzystywany jako zrédlo energii dla
substancji odzywczych w komérce.

POMPY PROTONOWE PLAZMALEMMY

H' - ATPAzA

a) Funkcjonowanie H — ATPazy plazmalem-
mowe;j.

Zasadnicza, jesli nie jedyng pompa protono-
w3 plazmalemmy jest H*-ATPaza. Nalezy ona
do grupy P-ATPaz transportowych, zwanych
takze EjE2-ATPazami. Oprécz roslinnych, pla-
zmalemmowych H*-ATPaz naleza tutaj takze

H*-ATPazy komoérek grzybéw oraz, zalezne od
kationéw ATPazy wystepujace w blonach ko-
morek zwierzgcych (tzw. ,pompy jonowe”,
Ca*-ATPaza, Na*/K+*ATPaza). Do wektorowe-
go transportu protonéw z cytoplazmy przez pla-
zmalemme, na zewnatrz komérki H*-ATPazy
wykorzystuja energi¢ uwalniana podczas kon-
trolowanej hydrolizy ATP. W konsekwencji
wigc, H*-ATPazy przetwarzaja energi¢ wiaza-
nia chemicznego, uwalniang podczas hydrolizy
ATP, w potencjalng energi¢, zmagazynowana
jako gradient potencjatu elektrochemicznego
plazmalemmy, na ktéry sktadaja sig réznice stg-
zenia jonéw wodorowych oraz réznice potencja-
tu elektrycznego.

b) Kataliza enzymatyczna Hydroliza ATP
katalizowana przez H*-ATPazy oraz przez po-
zostate P-ATPazy transportowe przebiega wg
schematu (1). Schemat reakcji jest uproszczony
i obejmuje tylko te etapy, ktére pozwalaja wy-
jasni¢ péwiazania pomiedzy hydroliza ATP a
transportem H* przez plazmalemme. Najogol-
niej, koficowa grupa fosforanowa ATP jest naj-
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pierw przenoszona na reszt¢ aspartylowa ATPa-
zy (E) tworzac tzw. ufosforylowany enzym
(EP), z ktérego, po przylaczeniu H20, uwalnia-
ny jest nieorganiczny foforan (Pj):

ATP+E — ADP + EP
EP+H20 —» E+P; (1)

Dla hydrolizy ATP katalizowanej przez ro-
§linne ATPazy plazmalemmowe znamienne jest
tworzenie dwoch form fosfoenzymu: EP i E2P.
Dos$wiadczalnie udowodniono, ze powstawanie
fosfoenzymu stymulowane jest niskim pH. Na
tej podstawie zasugerowano, ze przylaczenie re-
szty fosforanowej do biatka enzymatycznego
wymaga jednoczesnego zwijzania protonu
przez ATPazg¢. Kolejnos¢ reakcji przylaczania
reszty fosforanowej i protonu do enzymu nie jest
ostatecznie ustalona. W wyniku tej reakcji po-
wstaje potr6jny kompleks H*-EjATP, ktéry po
fosforylacji biatka enzymatycznego, zachodza-
cej tylko w obecnosci jon6w Mg?* [18], daje fo-
sfoenzym (EiP) oraz ADP. Znamienne, ze for-
ma E| P fosfoenzymu moze reagowac z ADP od-
twarzajac ATP, ale nie moze ulega¢ hydrolizie.
Hydroliza nieorganicznego fosforanu z fosfoen-
zymu mozliwa jest dopiero po przejsciu E1P w
forme EaP. Przejscie formy pierwszej fosfoen-
zymu w forme¢ druga polega jedynie na zmia-
nach konformacyjnych biatka enzymatycznego i
nie wymaga przesunigcia grupy fosforanowej na
nowe miejsce akceptorowe [20]. Zmiany kon-
formacyjne w obregbie fosfoenzymu powoduja
jednoczesne przesunigcie zwiazanego wczesniej
protonu ze strony cytoplazmatycznej na zewne-
trzng strong plazmalemmy. Przypuszcza sig, ze
uwalnianie H* z E2P mozliwe jest dzigki slabe-
mu powinowactwu tej formy fosfoenzymu do
protonéw. Rézne powinowactwo E|P (wysokie)
i EoP (niskie) do protonéw pozwala wyjasni¢
translokacje protonéw z cytoplazmy o pH bli-
skim obojetnemu do Srodowiska o pH nizszym.
Wraz z uwalnianiem protonu nastepuje hydro-
lityczne odlaczenie reszty fosforanowej fosfo-
enzymu. Réwniez w tym wypadku nie jest jasne,
czy uwolnienie protonu poprzedza hydroliz¢
E2P, czy tez defosforylacja enzymu warunkuje
odlaczanie H* od ATPazy. O ile fosforylacja

formy pierwszej enzymu wymaga obecnosci jo-
néw magnezowych, o tyle zmiany konformacyj-
ne biatka ATPazy warunkujace przejscie E{P w
E2P oraz reakcja defosforylacji sa specyficznie
zalezne od jonéw potasowych [21, 36]. Ostat-
nim etapem cyklu katalityczno-transportowego
ATPazy jest przejScie formy drugiej enzymu
(E2) w forme pierwsza (E1). Nie jest wykluczo-
ne, ze zmiany konfiguracji biatka enzymatycz-
nego zwiazane z tym przej$ciem indukowane sa
przylaczeniem ATP do enzymu. Mechanizm re-
akcji hydrolizy ATP przez roslinne H*-ATPazy
jest podobny do reakcji typu Post-Alberts wia-
Sciwych dla transportowych P-ATPaz komdérek
zwierzgeych [63].

¢) Struktura H*-ATPazy plazmalemmowej
H*-ATPazy plazmalemmowe izolowane z
réznych tkanek ro§linnych sa monomerami o
masie 100 KDa [1, 17, 60, 77, 88]. Podczas hy-
drolizy z {y’P}JATP plazmalemmowa H*-
ATPaza tworzy ufosforylowane produkty, co
jest cecha wspdlng dla ATPaz typu E|E2 [17,
76]. Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym,
w obecnoéci siarczanu dodecylu sodu (SDS)
wykazata, ze masa ufosforylowanych produ-
ktéw wynosi 100 KDa. Tak wigc polipeptyd o
masie 100 KDa stanowi jednostke katalityczng i
jest jedyna podjednostka roslinnych H*-ATPaz
[23]. Jednakze w natywnych btonach H*-ATPa-
za tworzy najprawdopodobniej dimery. Do-
wiodly tego analizy tzw. inaktywacji promienio-
tworczej natywnych pecherzykéw plazmalem-
my owsa i kukurydzy, na podstawie ktérych
okreslono mas¢ ATPaz zwiazanych z blonami
na okoto 225-228 KDa [19, 31]. Klonowanie i
sekwencjonowanie genéw kodujacych roslinne
H*-ATPazy pozwolilto ustali¢ sktad aminokwa-
sowy biatka enzymatycznego (doktadne infor-
macje patrz 78 i 80 oraz prace tam cytowane).
Znamienne, ze przy stosunkowo niskiej, ogélnej
homologii z biatkami pozostalych P-ATPaz
transportowych, odcinki katalityczne wszy-
stkich enzymoéw nalezacych do tej grupy sa wy-
soce konserwatywne [78]. Analiza sekwencji
aminokwasowej w potaczeniu z tzw. analizg hy-
drofatylowa, tzn. przestrzenna aranzacja larcu-
cha aminokwasowego w blonie, ustalona na
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(1) — (V) — konserwatywne fragmenty tancucha polipeptydowego H'-ATPazy

Ryc. 1. Topografia podjednostek katalitycznych H* ATPazy w plazmalemmie. Numerami I do VI zaznaczono konserwatyw-

ne fragmenty taficucha polipeptydowego H'-ATPazy.

Fig. 1. Proposed structure of H'-ATPase functional domains in plasma membrane. The conservative fragments of H*-ATPa-

se polypeptide chain were marked (I to IV).

podstawie hydrofilnych i hydrofobowych wia-
$ciwosci aminokwaséw, pozwolila na okresle-
nie topologii podjednostek katalitycznych H*-
ATPazy [13, 39, 78]. Podobnie do innych ATP-
az transportowych, taricuch polipeptydowy ro-
§linnej plazmalemmowej H*-ATPazy tworzy 8
do 10-ciu transbtonowych helis (rys. 1). Koniec
faficucha z wolna grupa aminowa znajduje sig¢
po stronie cytoplazmatycznej blony. Koniec z
wolng grupa karboksylowa zdaniem jednych
[78] znajduje si¢ po stronie zewnetrznej plazma-
lemmy, zdaniem innych [13,39] — po stronie
cytoplazmatycznej. Polozenie C — korica poli-
peptydowego laficucha H*-ATPazy determinuje
ilo§¢ tworzonych pentli (8 lub 10). Narys.' 1 ko-
niec z wolng grupa karboksylowa umieszczono
po stronie cytoplazmatycznej blony. Jest to ana-

logia do komoérek grzybow, gdzie koniec tancu-
cha z wolng grupa karboksylowa znajduje si¢ po
stronie cytoplazmatycznej btony, czego dowiod-
ly badania przeprowadzone z uzyciem specyfi-
cznych przeciwciet dla tego fragmentu faricucha
polipeptydowego [56] oraz wyniki ograniczone;j
proteolizy [40, 56]. Wigkszo$¢ hydrofilnych
fragmentéw H*-ATPazy wysunieta jest z blony
po stronie cytoplazmatycznej. Ta czes$¢ enzymu
odpowiada za katalize skalarnej hydrolizy ATP i
obejmuje fragment N — koricowy tancucha, ob-
szar fosfatazowy, transdukcyjny, kinazowy oraz
fragment faricucha z wolng grupa karboksylowa.
W cytoplazmatycznej, hydrofilnej czesci ATP-
azy znajduja si¢ konserwatywne fragmenty lani-
cucha, zaznaczone narys. 1 nrIdo VI, identycz-
ne dla wszystkich P-ATPaz. Rala fragmentu z
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Ryc. 2 A. Transport H' katalizowany przez H* -ATPazg zwiazang z plazmalemma.

Ei, Ez - formy konformacyjne H+-A'I_'Pazy réznigce si¢ wlasciwosciami transportowymi i katalitycznymi, F - podjedno-

stka fosfatazowa H*-ATPazy, K - podjednostka kinazowa H*-ATPazy,

- konserwatywny fragment Il podjednostki

transdukcyjnej H*-ATPazy tworzgcy posrednie formy fosfoenzymu, 1 i 2 - formy nieaktywne podjednostek H*-ATPazy, I

i I - formy aktywne podjednostek H*-ATPpazy.

Fig. 2 A. Proposed schemes for H" transport catalyzed by the plasma membrane-bound ATPase.

E1, Ez — conformation forms of H'-ATPase with different transport and catalytic properties, F — phosphatase domains, K -

kinase domains,

— conservative fragment of transduction domains forming the phosphorylated intermediate, 1, 2, I, II

- active and inactive confirmations of enzyme domains, respectively.

wolna grupa aminowg oraz fragmentu z wolng
grupa karboksylowa nie jest wyjasniona. Pra-
wdopodobnie s one istotne dla utrzymania wia-
$ciwej struktury biatka ale nie uczestnicza w ka-
talizie enzymatycznej.

Obszar kinazowy enzymu katalizuje wiaza-
nie ATP do H*-ATPazy i tworzenie fosfoenzy-
mu. Miejsca IV, Vi VI, poprzez reszty asparagi-
nianowe, lacza sie z adenina czasteczki ATP.
Miejsce VI, poprzez druga reszte asparaginiano-
wa, przy udziale Mg2+ oraz poprzez resztg lizy-
nowa, wigze grupy fosforanowe ATP. Ponadto, y-
fosforanowa grupa ATP przyfaczana jest do frag-
mentu I1I obszaru kinazowego. Opisany model po-
dobny jest do struktury miejsc wiazacych ATP in-
nych ennzyméw, takich jak kinaza fosfoglice-
rynianowa [5] czy fosfofruktokinaza [33].

Kolejny obszar enzymu, tzw. transdukcyjny,
odpowiada najprawdopodobniej za sprzg¢zenie
hydrolizy ATP z transportem protonéw. W ko-
morkach drozdzy mutageneza reszty asparagi-

nianowej miejsca II obszaru transdukcyjnego
uniemozliwia zaréwno fosforylacj¢ enzymu jak
i transport kationéw [64]. Ostatni, hydrofilny
obszar ATPazy, tzw. fosfatazowy odpowiada za
hydrolityczna  defosforylacje¢ fosfoenzymu.
Konserwatywny fragment podjednostki fosfata-
zowej stanowi miejsce 1. Szes$¢ pierwszych petli
plazmalemmowej H*-ATPazy jest zangazowa-
na w transport protonéw. Tworza one tzw. kanal
kationowy. W tej czesci enzymu stwierdzono
obecnosc czterech polarnych reszt aminokwaso-
wych, ktére moga bezposrednio uczestniczy¢ w
przekazywaniu H*. Sa to asparagina helisy 2,
asparaginian helisy 6 (transbtonowe), zewnetrz-
ny asparaginian helisy 2 i cytoplazmatyczna ar-
ginina w helisie 5.

d) Model transportu protonéw przy udziale H'-

ATP-azy. '
Transport protonéw przez biatko H*-ATPa-

zy wyjasniaja dwa rézne modele (ryc. 2). Pier-
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Ryc. 2 B.a, b, cid - kolejne stany energetyczne powierzchniowych aminokwaséw transblonowych odcinkéw H*-ATPazy
stanowiacych faricuch transportujacy protony, wywotane zmianami konformacyjnymi (fosforylacja — defosforylacja) enzy-

mu.

Fig. 2 B. a, b, ¢ and d - subsequent energetic status of periferic amino acids of transmembrane H*-ATPase fragments invol-

ved in the proton-transporting chain.

wszy, zaproponowany przez Serrano [77] zakta-
da, ze H*-ATPazy wystepujace w dwdch kon-
formacjach (E1 i E2) réznia si¢ wlasciwosciami
transportowymi i katalitycznymi (ryc. 2 A). W
pierwszaj konformacji (E1) enzym wykazuje
aktywnos$¢ kinazowa a jego miejsce transporto-
we, charakteryzujace si¢ duzym powinowac-
twem do proton6w jest otwarte po stronie cyto-
plazmatycznej (ryc. 2 A a). Przylaczanie H* do
enzymu umozliwia przylaczenie czasteczki
ATP i indukuje aktywno$¢ kinazowa (ryc. 2 A
b). W konsekwencji reszta fosforanowa z ATP
przenoszona jest na podjednostke kinazowa
tworzac fosfoenzym (ryc. 2 A c¢). Uwalnianie
ADP z czasteczki E| wywotluje zmiany konfor-
macyjne biatka enzymatycznego i jego przejécie
w forme E2 (ryc. 2 A d). Jednoczes$nie miejsce
transportowe otwiera si¢ na zewnatrz. Zmienia
sie jego powinowactwo do protonéw, skutkiem
czego moga by¢ one uwalniane po stronie zew-
netrznej plazmalemmy (ryc. 2 A e). Po dysocja-
cji protonu ATPaza uzyskuje aktywnos¢ hydro-
lityczng, co umozliwia odtaczenie reszty fosfo-
ranowej z fosfoenzymu (ryc. 2 A f). Powyzszy

model zaklada przenoszenie reszty fosforanowej
z podjednostki kinazowej na fosfatazowa. Rolg
przekaZnika spelnia tu reszta asparaginianowa
fragmentu I1. Jej asocjacja z podjednostka kina-
zowa badZ fosfatazowa, potaczona z przemiesz-
czaniem reszty fosforanowej, zapoczatkowuje
zmiany konformacyjne biatka enzymatycznego.

Drugi model transportu protonéw przez H*-
ATPazy zaproponowat Briskin i Hanson [23] w
oparciu o koncepcje Copeland i Chan [27] oraz
Nagle i Tristan-Nagle [61] tzw. telegrafu proto-
nowego (proton wires) Zaklada ona szybkie
przekazywanie protonéw przez taricuch wiazacy
H* utworzony na powierzchni transmembrano-
wych tadcuchéw H*ATPazy przez reszty ami-
nokwasowe, ktérych grupy funkcyjne sa akcep-
torami i donorami protonéw. Te aminokwasy to
treonina, kwas asparaginowy, kwas glutamino-
wy, lizyna, arginina, tyrozyna i histydyna [27].
Przekazywanie protonéw wzdtuz faricucha pota-
czone jest ze zmianami konformacyjnymi ATP-
azy, wynikajacymi z fosforylacji i defosforylacji
enzymu [22]. Model telegrafu protonowego
przedstawia rys. 2 B. W stanie spoczynkowym
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biatek transportujacych, protony znajduja si¢ po
lewej stronie mostkéw wodorowych (ryc. 2 B a).
Zmiany konformacyjne enzymu wystepujace
podczs cyklu katalitycznego (ryc. 2 B b) powo-
duja zmiany stanu energetycznego laficucha co
umozliwia odwrécenie mostkéw wodorowych
(ryc. 2 B ¢); teraz protony znajduja si¢ po stronie
prawej wiazania wodorowego. Relaksacja cate-
go uktadu, zwiazana z defosforylacja fosfoenzy-
mu, powoduje przesunigcie protonéw o jedno
wigzanie (ryc. 2 B d).

OKSYDOREDUKTAZY ZWIAZANE
7 PLAZMALEMMA

Szereg danych literaturowych sugeruje, ze
H*-ATPaza nie jest jedynym enzymem zwigza-
nym z plazmalemma odpowiadajacym za trans-
port protnéw. Swiadczy o tym brak Scistej zalez-
nosci pomiedzy poziomem ATP a aktywnoscia
elektrogennych pomp protonowych, oznaczana
jako zmiany potencjatu membranowego oraz se-
krecja protonéw [49]. Ponadto do$wiadczenia
przeprowadzone na catych korzeniach oraz za-
wiesinach komérek [11, 28, 33, 34, 48, 57] do-
wiodty, ze redukcji egzogennych utleniaczy to-
warzyszy spadek pH apoplastu, depolaryzacja
bton oraz spadek stezenia réwnowaznikéw re-
doks wewnatrz komoérki. Jednocze$nie w pla-
zmalemmie komdérek roslinych stwierdzono
obecno$é cytochromu b [2, 3, 44, 86, 87], flawin
[6, 66, 74] oraz chinon6w typu witamina K3 [S1,
52] mogacych stanowi¢ elementy faricucha
transportujacego elektrony. Powyzsze dane su-
gerowaly udzial plazmalemmowych systeméw
redox w transporcie elektronéw i protonow
przez blony.

W ro§linnych blonach plazmatycznych zi-
dentyfikowano przynajmniej dwa typy oksydo-
reduktaz. Sa to oksydoreduktaza konstytucyjna,
zwana takze standartowa, katalizujaca redukcje
oksydantéw na powierzchi komérki [29, 59]
oraz tzw. turbo-reduktaza odpowiedzialna za re-
dukcje chelatéw zelazowych [9, 25]. Ponadto,
pewne dane sugeruja réwniez udzial plazma-
lemmowej reduktazy azotanowej w transporcie
elektron6w przez blony plazmatyczne [41, 45].

a) Oksydoreduktaza konstytucyjna

Aktywnos¢ oksydoreduktazy konstytucyjnej
zalezy od NADH. Dawcy elektronéw dla tego
enzymu moze by¢ takze NADPH, jakkolwiek
aktywno$¢ oznaczana w obecnosci fosforanu
nukleotydu pirydynowego jest znacznie nizsza
[7, 10, 45, 58]. Utlenianiu wewnatrzkomor-
kowego NADH towarzyszy redukcja egzogen-
nych utleniaczy, ktérych potencjat redoks jest
wyzszy od 0. Generalnie, im wyzszy jest poten-
cjat redoks zwiazku akceptorowego, tym wy-
zsza jest oznaczana wobec niego aktywnoSc
oksydoredukcyjna [74]. Najefektywniejszym
akceptorem elektronéw jest zelazicyjanek, jak-
kolwiek oksydoreduktaza konstytucyjna moze
takze redukowaé durochinon, 2,6-dichloro-
fenolindofenol (DCIP) czy cytochrom c [3; 6,
10, 71, 74).

Ryc. 3 a przedstawia schematycznie reakcje
katalizowana przez plazmalemmowe oksydore-
duktazy konstytucyjne. Wzrost pH Srodowiska
zewnetrznego towarzyszacy utlenianiu zelazicy-
janku (HCFell) przez tkanki i zawiesiny komor-
kowe, oraz fakt, ze Zelazicyjanek czesciowo ni-
welowal hamujace dziatanie dicykloheksylo-
karbodiimidu (DCCD) na transport protonéw
zalezny od ATP [14, 62] sugerowal, ze oksy-
doreduktaza transportuje zaréwno elektrony jak
i protony przez btony komérkowe (ryc. 3 b).
Jednak z drugiej strony, redukcja zelazicyjanku
wywotywata silna (50 do 100 mV) depolaryza-
cje blon, co z kolei wskazywalo, ze przez pla-
zmalemme transportowane sa jedynie elektrony
(ryc. 3 ¢). Wg Marre i wsp. [57] transportowi e’
na zewnnatrz komorki, katalizowanemu przez
oksydoreduktazy towarzyszy uwalnianie proto-
nu w cytoplazmie. Swiadczyt o tym fakt, iz réw-
nolegle z redukcja egzogennego Zzelazicyjanku,
obok zakwaszania Srodowiska zewnetrznego,
spadato takze pH wewnatrzkomérkowe. Podob-
ne wyniki uzyskali Ullrich i Guern [82] dla Lem-
na gibba oraz Rubinstein i wsp. [73] dla proto-
plastéw izolowanych z komérek mezofilu owsa.
Jak wiadomo, zaréwno niskie pH cytoplazmy
jak i depolaryzacja btony aktywuja H*-ATPazy
[37, 38, 70, 72]. Te z kolei katalizujac transport
protonéw na zewnatrz komoérki obnizaja pH $ro-
dowiska (ryc. 4).
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Ryc. 3. Hipotetyczny udzial konstytucyjnej oksydoreduktazy zwiazanej z plazmalemma w transporcie elektronéw i proto-
néw. a Schemat reakcji katalizowanej przez plazmalemmowe oksydoreduktazy konstytucyjne. b Model przedstawiajacy jed-
noczesny transport elektronéw (e’) i protonéw (H*) katalizowany przez enzym. ¢ Model przedstawiajacy udziat
oksydoreduktazy w transporcie samych elektronéw przez plazmalemme.Dokladny opis przedstawionych schematéw w tek-

Scie.

Fig. 3. Proposed role of the plasma membrane constitutive oxidoreductase in electron and proton transport. a The reaction
catalyzed by plasma membrane-bound constitutive oxidoreductase; b Scheme for the simultaneous transport of electrons and
protons; ¢ Schemes for the transport of electrons only. Details in the text.

Potwierdzenie hipotezy Marre i wsp. [57]
uzyskano w do§wiadczeniach przeprowadzo-
nych na izolowanych pecherzykach plazmalem-
my o wlasciwej badZ odwréconej orientacji

plazmalemma
apoplast

Fe?t
L e~<

Felt

cytoplazma

oksydoreduktaza

I ATP

aktywacja ~ -

ADP

H*—ATPaza p=» H*

Ryc. 4. Model wsp6ldziatania konstytucyjnej oksydoredu-
ktazy z H'-ATPaza w transporcie protonéw przez plazma-
lemme.

Fig. 4. Model for the cooperation of oxidoreductase activity
and H*-ATPase in transmembrane proton transport.

[15,46]. Pecherzyki o wihasciwej orientacji za-
wierajace wewnatrz etanol, dehydrogenaze al-
koholowa i NAD?, a wiec system zapewniajacy
stata produkcj¢ NADH, byly zdolne do redukcji
zelazicyjanku [12]. Z kolei pecherzyki plazma-
lemmy o odwrdconej orientacji zaopatrzone w
zelazicyjanek utlenialy egzogenny NADH [46].
Powyzsze wyniki sugeruja, ze oksydoreduktaza
katalizujaca ten proces jest enzymem transmem-
branowym a jej centra aktywne dla NADH i
HCFelll znajduja si¢ odpowiednio po wewng-
trznej (cytoplazmatycznej) i zewnetrznej (apo-
plastycznej) stronie blony. Réwniez badania
Askerlund i Larsson [4] wskazywaly, iz oksy-
doreduktaza odpowiada za transport €, jakkol-
wiek stanowi on tylko okoto 10% ogélnej ilosci
elektronéw transportowanych przez btony pla-
zmatyczne. W doswiadczeniach Askerlund i
Larsson [4] zelazicyjanek nie byl efektywnym
akceptorem elektron6w. Transport elektronéw z
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NADH znajdujacego si¢ wewnatrz pecherzy-
kéw obserwowano je§li zamiast HCFelll do
mieszaniny inkubacyjnej wprowadzono dichlo-
rofenoloindofenol (DCIP). Jest to silny utle-
niacz, ktérego cze$¢ akceptorowa ma charakter
hydrofobowy. Moze wigc ona czg§ciowo pene-
trowaé blong i wylapywac elektrony latwiej niz
hydrofilny zelazicyjanek. Ponadto, autorzy nie
wykluczaja, ze podczas preparacji plazmalem-
my nastapita dysocjacja peryferycznych biatek,
ktére posrednicza w przekazywaniu elektronéw
po apoplastycznej stronie plazmalemmy na hy-
drofilne akceptory, takie jak zelazicyjanek. Re-
asumujac, oksydoreduktaza plazmalemmowa
najprawdopodobniej katalizuje transport e
przez blony oraz, jakkolwiek nie uczestniczy
bezposrednio w transbtonowym przeptywie pro-
tonéw, to jednak posrednio, porzez modulacje
aktywnosci pompy protonowej zaleznej od ATP
- wplywa na ten proces.

b) ,,Turbo — reduktaza”

Réwniez drugi system oksydoredukcyjny
zwiazany z plazmalemma, tzw. turbo-reduktaza
nie wydaje si¢ by¢ bezposrednio zaangazowana
w transport protonéw przez bone. Turbo-redu-
ktaza odpowiada za redukcje Fe**-chlatéw o po-
tencjale redoks nizszym od 0 i jest drastycznie
aktywowana w warunkach deficytu zelazowego

plazmalemma

cytoplazma rizosfera
Fea+ (3) "
- Fe}.
NAD(P)H‘H} [Spa— )]
NAD(P) :
———— H*'/ Fe(OH),
| ATP t
! (4) + S
Le aktywacja == H —ATPaza b= -
ADP |

Ryc. 5. Redukcja i transport zelaza katalizowana przez pla-
zmalemmowy system ,,turbo”.

Dokladny opis poszczegdlnych reakcji (1), (2), (3) i (4)
katalizowanych przez ,turbo-reduktaze” przedstawiono w
tekscie.

Fig. 5. Reduction and transport of ferric catalyzed by ,tur-
bo” system. Details for the reactions (I, 2, 3 and 4) in the
text.

[9]. Objawia si¢ to wzrostem redukcji chelatéw
zelazowych i w konsekwencji stymulacja pobie-
rania Fe przez ro§liny. Dawca elektronéw w re-
akcji redukcji Fe-chelatéw sa endogenne zredu-
kowane nukleotydy pirydynowe [NAD(P)H2]
(ryc. 5). Elektrony pochodzace z reakcji (1), po-
przez system turbo uwalniane sa do Srodowiska
gdzie redukuja Fe-chelaty (2). Zelazichelaty sa
nastepnie transportowane do cytoplazmy po-
przez kanaly dla jonéw dwuwarto$ciowych (3).
Protony uwalniane podczs utleniania nukleoty-
déw w reakcji (1) obnizaja pH cytoplazmy. Spa-
dek pH stymuluje z kolei aktywno$¢ H*-ATPa-
zy powodujac wzmozony transport protonéw na
zewnatrz komorki (4). W konsekwencji docho-
dzi do zakwaszania gleby. W tych warunkach,
Fe3* ze stabo rozpuszczalnych wodorotlenkéw
powstajacych w dobrze natlenionych glebach,
jest wychwytywany przez zwiazki chelatowe
(5), ktére stanowia substrat reduktazy ,turbo”.

POMPY PROTONOWE TONOPLASTU

W tonoplascie komérek roslinnych funkcjo-
nuja dwie pompy protonowe: wakuolarna H*-
ATPaza oraz H*-PPjaza [67].

TONOPLASTOWA H'-ATPAzA

Wakuolarna H*-ATPaza nalezy do typu V-
ATPaz. Do tej samej grupy naleza ATPazy reti-
kulum endoplazmatycznego i pecherzykow
Goldiego [82] komérek roslinnych i zwierze-
cych. V-ATPazy sa niewrazliwe na dzialanie in-
hibitoréw P-ATPaz transportowych (wanadan)
oraz inhibitoréw F-ATPaz (azydek i oligomycy-
na). Specyficznym inhibitorem ATPaz wakuo-
larnych jest bafiliomycyna [15]. Ward i Sze [85]
wykazali, ze jedna czasteczka bafiliomycyny
powoduje catkowita inhibicje jednej czasteczki
ATPazy. Miejsca odziatlywania inhibitora z en-
zymem, ani mechanizm dziatania nie sa wyjas-
none. Aktywno$¢ V-ATPaz jest rowniez mody-
fikowana przez aniony. I tak azotany specyficz-
nie hamuja aktywno$¢ enzymu. Dzialanie ni-
skich stezeri NO3™ (1-10mM) jest pseudokom-
petycyjne i ma charakter odwracalny. Wyzsze
stezenia azotanéw (250-500 mM) powoduja na-
tomiast dysocjacje kompleksu ATPazy [69]. Z
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kolei chlorki sa specyficznymi aktywatorami
ATPaz tonoplastowych. Randall i Sze [65] suge-
ruja, ze endogenne chlorki i azotany wspélza-
wodnicza o miejsce wigzania anionu i w ten spo-
s6b moduluja pompowanie protonéw do wakuo-
li w warunkach in vivo. Roslinne V-ATPazy sa
duzymi biatkami ztozonymi z 7 do 10 podjedno-
stek, podobnie jak ATPazy tej grupy wystepuja-
ce w bionach endoplazmatycznych komérek
grzybéw i zwierzat. Trzy najwigksze polipepty-
dy (ryc. 6): 67-70, 55-60 i 16—17 kDa, poczat-

cytoplazma

tonoplast

wakuola

f
H+

Ryc. 6. Struktura tonoplastowej H'-ATPazy. Liczby okre-
§laja masy czasteczkowe (kDa)poszczegélnych polipepty-
déw budujacych ATPaze tonoplastowa.

Fig. 6. Tonoplast H*-ATPase structure. The values on figure
represent the molecular masses (kDa) of ATPase polypepti-
de chains.

kowo identyfikowane jako podjednostki sa po-
wszechne dla wszystkich ATPaz typu V. Zasto-
sowanie znakowanych analogéw ATP (7chloro
4 nitrobenzo-2-oksy 1,3 diazolu oraz 3-O-(4ben-
zylo)-benzyladenozyno 5’- trifosforanu) do-
wiodlo, ze polipeptydy 70 i 60 kDa zawieraja
miejsca wigzace nukleotydy [84]. Miejsce wia-
zace nukleotydy na polipeptydzie 70 kDa stano-
wi centrum aktywne enzymu i odpowiada za hy-
drolize ATP [81]. Sekwencja aminokwasowa te-
go miejsca ma charakter konserwatywny [16,
89] i wykazuje duza homologi¢ z sekwencja od-
powiedzialna za wiazania ATP podjednostki B
F1-ATPazy, co potwierdza jego rolg¢ w katalizie
enzymatycznej [35]. Takze polipeptyd 60 kDa

zawiera miejsce wiazace nukleotydy. Najpra-
wdopodobniej spetnia on rolg regulatorowa
[81]. Polipeptydy 70 i 60 kDa maja charakter
hydrofinly i wystaja z tonoplastu po stronie
cytoplazmatycznej, tworzac tzw. sektor peryfe-
ryczny (ryc. 6). W skiad tego sektora wchoda
réwniez hydrofilne mniejsze podjednostki V-
ATPazy. W przypadku owsa sa to polipeptydy o
ciezarach 44, 42, 36 1 29 kDa [85]. Pig¢ polipep-
tydéw sektora peryferycznego enzymu, w obe-
cnosci substancji chaotropowych, takich jak KJ
latwo odtacza si¢ od tonoplastu jako jedna duza
podjednostka o cigzarze 540 kDa [47, 68, 85].
Polipeptyd 42 kDa nie jest skladowa tej podjed-
nostki, ale réwniez tatwo dysocjuje z blony w
obecnosci KCl [84]. Sektor peryferyczny V-ATP-
azy przypomina w obrazie mikroskopowym
strukture syntetyzujacej F1F2 ATPazy mitochon-
driéw i chloroplastéw. Kopie polipeptydéw 70 i
60 kDa tworza tzw. giéwke a pozostate polipep-
tydy tzw. trzonek.

Oprécz hydrofilnego sektora peryferyczne-
go, V-ATPazy zawieraja hydrofobowy sektor
integralny. Tworza go polipeptydy transblono-
we, sposrod ktorych jeden, o cigzarze 16 kDa,
jest powszechny dla wszystkich roslinnych i
zwierzecych ATPaz typu V. Polipeptyd ten wy-
stepuje w 6-ciu kopiach [43]. Ze wzgledu na
swoje wlasciwosci (rozpuszczalno$¢ w miesza-
ninie chloroformu i metanolu) klasyfikowany
jest jako proteolipid [69]. Kazdy polipeptyd 16
kDa zawiera cztery fragmenty transblonowe, z
ktérych jeden (IV) ma charakter wysoce konser-
watywny. Przypuszcza sig¢, Zze konserwatywny
odcinek IV polipeptydu 16 kDa odpowiada za
transport H*. Swiadczy o tym wiazanie DCCD
przez resztg¢ glutaminowa odcinka IV, hamujace
catkowicie transport protonéw. W przeciwien-
stwie do polipeptydéw 70, 60 i 16 kDa, rola po-
zostalych taficuchéw V-ATpazy pozostaje nie-
wyjasniona. Przypuszcza sig, ze odpowiadaja
one za przylaczanie peryferycznego sektora en-
zymu do blon tonoplastu ale nie wyklucza si¢
takze ich regulatorowego charakteru.

b) Pirofosfatazy tonoplastowe
Drugg pompg protonowa tonoplastu stano-
wia nieorganiczne pirofosfatazy (H*-PPjazy).
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Katalizujg one z jednej strony hydrolize nie-
ogranicznego pirofosforanu, z drugiej elektro-
genny transport protonéw z cytoplazmy do wa-
kuoli (ryc. 7). Jakkolwiek obecno$¢ nieorgani-

tonoplast

PP /‘\
+
PRy —aza —> H
Zr \_/
cytoplazma wakuola

Ryc. 7. Pompa protonowa zalezna od tonoplastowych H*-pi-
rofosfataz.

Fig. 7. H*-pyrophosphatese dependent proton pump in the
tonoplast.

cznych pirofosfataz w btonach mikrosomalnych
izolowanych z tkanek roélinnych odkryto juz w
potowie lat 70-tych [43], to jednak ich udzial w
transporcie protonéw przez blony tonoplastu
udowodniono dopiero 10 lat pézniej [8, 26]. W
ostatnim czasie pojawito si¢ kilka prac po§wie-
conych izolacji i charakterystyce tonoplasto-
wych H*-PPjaz ro§linnych. I tak wyizolowano
tonplastowa H*-PPjaze z tkanek fasoli [53] oraz
buraka cukrowego [25, 75]. Okazalo si¢, ze w
przeciwiefistwie do tonoplastowej H*-ATPazy,
nieorganiczna pirofosfataza tonoplastu zawiera
tylko jeden polipeptyd o masie czasteczkowej
73 kDa [55]. Nie jest jeszcze ustalona sekwencja
aminokwasowa polipeptydu ani jego przestrzen-
na konfiguracja. Wiadomo jednak, ze centrum
aktywne enzymu, odpowiedzialne za hydrolize
pirofosforanu znajduje si¢ po stronie cytopla-
zmatycznej blony [55]. Przylaczany jest tu kom-
pleks Mg-PzO’fz' bedacy substratem. Tak wigc
nieorganiczny pirofosforan nie jest hydrolizo-
wany przy braku jonéw magnezowych w $rodo-
wisku. Jony Mg?* konieczne sa réwniez dla
utrzymania wlasciwej struktury biatka enzy-
matycznego, bowiem jak wykazano aktywnos¢
tonoplastowej PPjazy zalezy od stgzenia wol-
nych jonéw magnezowych. Ponadto Mg:”+ prze-
ciwdziata termicznej i proteolitycznej inaktywa-

cji enzymu [55]. Wydaje si¢ wigc, ze kompleks
PPiazy i Mg?* moze by¢ stabilna, aktywna for-
ma enzymu. Tonoplastowe pirofosfatazy sa
aktywowane réwniez przez jony potasu. Jednak-
ze K* stymuluje pompe protonowa zalezna od
pirofosforanu tylko wtedy, gdy znajduje si¢ po
cytoplazmatycznej stronie tonoplastu [30], co
sugeruje udzial enzymu w antyportowym trans-
porcie potasu przez tonoplast. Z kolei wapn jest
silnym inhibitorem wakuolarnych H*pirofosfa-
taz. Hamujace dziatanie Ca?* jest natychmiasto-
we i odwracalne, i wynika najprawdopodobniej
z wiazania substratu w nieaktywny pirofosforan
wapnia [55].

Mechanim katalizy enzymatycznej oraz
sprzezenie hydrolizy pirofosforanu z transpo-
rtem protonéw nie sa poznane i wymagaja dats-
zy¢h badan. Tonoplastowe pompy protonowe —
V-ATPaza oraz H*-PPjaza wykorzystujac rzne
#rédta energii dla transportu H* z cytoplazmy
do wakuoli, wytwarzaja gradient potencjatu ele-
ktrochemicznego, ktéry jest wykorzystywany
jako sita motoryczna dla wtérnego transportu
kationéw, anionéw oraz zwiazkéw organicz-
nych.
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