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UDZIAL. KWASNYCH FOSFATAZ W GOSPODARCE
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ACID PHOSPHATASES ROLE IN PLANT CELLS PHOSPHATE
HOMEOSTASIS
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Streszczenie: Kwasne fosfatazy (EC 3.1.3.2) sg grupa enzymow katalizujacych hydroliz¢ zréznicowa-
nych estréw ortofosforanowych. Wystepuja powszechnie w komorkach roslinnych, a takze zwierze-
cych. Wsrod kwasnych fosfataz wyrézniamy kilka grup enzymow charakteryzujacych si¢ zréznicowana
specyficznoscia substratowq i lokalizacja komorkowa. Fosfatazy wykazujace wysoka specyficznosé
substratowq zostaly stosunkowo dobrze opisane i ich funkcja w procesach metabolicznych jest znana,
natomiast rola niespecyficznych kwasnych fosfataz nie zostata w pelni poznana. Ze wzgledu na lokali-
zacj¢ mozna wyrdznic¢ kwasne fosfatazy zewnatrzkomérkowe uczestniczace w pozyskiwaniu fosforanu
nieorganicznego — Pi z podloza oraz wewnatrzkomoérkowe biorace udziat w mobilizacji Pi z puli orga-
nicznych zwigzkow fosforu w komorkach roslin. Niespecyficzne kwasne fosfatazy uczestnicza w reak-
cji roslin na niedobdr fosforu, ale takze na deficyt wody, zasolenie, czy w odpowiedzi roslin na patogeny.
Purpurowe kwasne fosfatazy, zawierajace jony metali w centrum aktywnym, sa najlepiej poznane spo-
$réd niespecyficznych fosfataz. U roslin ze wzgledu na mas¢ molekularng wyr6zniamy dwie grupy tych
enzymow: mate (ok. 35 kDa) i duze (ok. 55 kDa) purpurowe kwasne fosfatazy. Pelnig one istotng rolg w
uwalnianiu Pi z trudno dostgpnych roslinom organicznych Zrddet oraz prawdopodobnie uczestnicza w
usuwaniu reaktywnych form tlenu w starzejacych si¢ lub poddanych stresowi tkankach. Szczegétowa
rola purpurowych fosfataz w komorkach roslinnych jest obecnie intensywnie badana. Fitazy sa wysoko
specyficznymi fosfatazami, ktore uczestnicza w hydrolizie trudno ulegajacego degradacji kwasu fityno-
wego (oraz jego soli). Enzymy te biora udziat w udostgpnianiu zapasowych form fosforu w kietkujacych
nasionach, ale takze moga by¢ wydzielane przez mikroorganizmy i niektére rosliny do podtoza. Prezen-
towana praca przedstawia najnowsze doniesienia oraz podsumowuje dotychczasowy stan wiedzy na
temat zroznicowanej roli kwasnych fosfataz, gldwnie ich udzialu w gospodarce fostoranowej roslin.

Stowa kluczowe: deficyt fosforu, fitazy, purpurowe kwasne fosfatazy, sekrecja.

Summary: Acid phosphatases (EC 3.1.3.2) are enzymes catalyzing the hydrolysis of different orthopho-
sphate esters. They are abundant among both plant and animal tissues. Acid phosphatases can be divided
into few groups of enzymes with differential substrate specifity and cellular localization. High substrate
specific acid phosphatases are relatively well described and their role in metabolic processes is well
known. On the other hand, role of nonspecific acid phosphatases is still not clear. Acid phosphatases can
be divided in terms of localization on extracellular (take part in Pi scavenging from soil) and intracellular
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(play role in Pi mobilization from internal organic phosphorus sources). Nonspecific acid phosphatases
take part in plant reaction not only on phosphorus deficiency but also water stress and pathogen defense.
Purple acid phosphatases are the largest group of nonspecific phosphatases containing metal ions in their
active site. Plant purple acid phosphatases can be distinguished into small (about 35 kDa) and large (about
55 kDa). They play a significant role not only in Pi releasing from unavailable, organic Pi sources but
probably also in reactive oxygen species scavenging during senescence or in stressed tissues. However
their role in plant metabolism is currently under investigation. In contrast, phytases are highly specific
phosphatases which hydrolyze phytic acid (and phytates). These enzymes hydrolyze storage forms of
phosphorus in seeds but they can also be secreted into the rhizosphere by microorganisms and some
plants. This review summarizes our current knowledge about diverse roles of acid phosphatases, especial-
ly their role in plant phosphorus nutrition.

Key words: purple acid phosphatases, phosphate deficiency, phytase, secretion.

WSTEP

Fosfatazy to grupa enzymow hydrolizujacych estry kwasu fosforowego (V),
odpowiedzialnych za uwalnianie fosforanu nieorganicznego (Pi) ze zwiazkow
organicznych [10, 42]. Fosfor jest niezbednym sktadnikiem wielu zwiazkoéw
organicznych, m.in. kwasow nukleinowych, fosforanow cukrow, ttuszczowcow
ztozonych i adenozynotrifosforanu, petni istotng role w procesach metabolicznych
w komorkach roslinnych, m.in. wplywa na przebieg i intensywnos¢ fotosyntezy i
oddychania, a takze petni funkcje regulatorowe, np. oddzialujac na ekspresje genow
[7, 69]. Dla prawidlowego funkcjonowania procesow metabolicznych w komorkach
roslinnych musi by¢ utrzymywane stale stezenie Pi w cytozolu. Fosforan nieorga-
niczny wystepuje w komorkach roslinnych gléwnie w postaci puli cytoplazmatycznej
i wakuolarnej. Pula wakuolarna stanowi rezerwuar Pi (od 80% do 95% calosci) i
stuzy do utrzymania metabolicznej puli cytoplazmatycznej na statym poziomie [7, 69].
Sprawne pobieranie i dystrybucja jonow fosforanowych pomiedzy komodrkami
roslinnymi, a takze organellami w obrgbie danej komodrki odbywa sige dzieki
réznorodnym blonowym transporterom Pi o zréznicowanym powinowactwie do
fosforanu, a takze dzigki aktywnosci fosfataz uwalniajacych Pi z organicznych
zwiazkéw fosforu [7, 12, 25, 29, 69].

Wyrdznia si¢ trzy podstawowe grupy fosfataz, ze wzgledu na liczbe wiazan
estrowych danego substratu: fosfomonoesterazy (hydrolazy monoestréw fosforano-
wych — EC 3.1.3), fosfodiesterazy (hydrolazy diestrow fosforanowych — EC 3.1.4)
oraz fosfotriesterazy (hydrolazy triestrow fosforanowych — EC 3.1.5 [1]. Zaréwno
fosfodiesterazy katalizujace reakcje uwalniania reszt fosforanowych z kwasow
nukleinowych, jak i fosfotriesterazy sa dosy¢ stabo poznane. W ostatnich latach wiele
uwagi poswiecono natomiast fosfomonoesterazom. Ze wzgledu na optimum pH
wsrod nich mozna wyr6zni¢: kwasne fosfomonoesterazy (kwasne fosfatazy, EC
3.1.3.2) wykazujace maksymalng aktywnos¢ przy pH 4-6 oraz alkaliczne
fosfomonoesterazy (alkaliczne fosfatazy, EC 3.1.3.1) optimum pH 8-10 [10, 42, 48].
Fosfatazy zasadowe generalnie wykazuja absolutng specyficznos$¢ substratowa (np.
cytozolowa fosfataza fruktozo-1,6-bisfosforanu czy sacharozo-6-fosforanu). Fosfata-
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zy kwasne sa bardziej zréznicowang grupa enzymow i mimo ze zwykle nie wykazuja
absolutnej specyficznosci substratowej, mozna wyrdzni¢ wsrdd nich dwie grupy enzymow.
Do pierwszej naleza niespecyficzne enzymy wykazujace niewielka specyficznos¢ lub
wecale niewykazujace specyficznoscei (ryc. 1). Enzymy z tej grupy pehnia istotng rolg w
uwalnianiu, transporcie i mobilizacji Pi. Drugg grupe tworza kwasne fosfatazy o wyrazne;j,
cho¢ nie absolutnej specyficznosei (np. fosfataza 3-fosfoglicerynianowa czy fosfo-
enolopirogronianowa) petniace réznorodne funkcje w metabolizmie komorkowym [10,
42].

W regulacji proceséw komodrkowych roslin uczestnicza specyficzne fosfatazy
biatkowe (EC 3.1.3.3, EC 3.1.3.16, EC 3.1.3.48), ktore katalizuja reakcje defosfory-
lacji bialek. Specyficzne biatkowe fosfatazy biora udzial w wielu procesach regulacyj-
nych oraz szlakach transdukcji sygnatéw [32, 59]. U roslin wyrdznia si¢ m.in.
serynowo-treoninowe fosfatazy biatkowe, takie jak: PP1 (ang. Protein Phosphatase
1), PP2A, PP2C oraz tyrozynowe fosfatazy biatkowe — PTP (ang. Protein Tyrosine
Phosphatase). Biatkowe fosfatazy Arabidopsis thaliana uczestnicza w regulacji
procesow, takich jak: transport auksyn czy przekazywanie sygnatow z udziatem
ABA [59]. Fosfatazy PP2A i PP2B moga takze uczestniczy¢ w szlakach transdukcji
sygnatéw wywotanych podaniem sacharozy, ktére prowadza do zmian ekspresji
gendéw odpowiedzialnych za metabolizm cukréw [9]. PTPazy odgrywaja wazna rolg
w adhezji komorek, reguluja aktywno$s¢ MAPK (ang. Mitogen Activated Protein
Kinase) (u roslin i zwierzat), ktore sa sktadnikami szlakow sygnatowych [32].

Hydrolize fosforanow moga przeprowadza¢ rowniez nieorganiczne pirofosfatazy
(EC 3.6.1.1), ktore rozktadajq pirofosforan (PPi) [1, 40]. PPi moze by¢ produkowany
w szeregu reakcji biochemicznych zachodzacych w komorkach roslinnych; jest on
takze dostarczany ro$linom uprawnym w postaci nawozoéw. Duze ilosci pirofosforanu
gromadzone sa na terenie cytozolu komorek, gdzie jest wykorzystywany jako
alternatywne zrodto energii w warunkach deficytu ATP [38, 40].

Kwasne fosfatazy sa bardzo zréznicowana grupa enzymdéw petnigcych wiele
réznorodnych funkcji w komorkach roslinnych. Pierwsze doniesienia dotyczace obecnosci
tych enzymdéw w komorkach roslinnych pojawily sig¢ juz w latach dwudziestych ubieglego
stulecia. Jednak w pelni poznana jest rola jedynie fosfataz wykazujacych waska
specyficzno$¢ substratowa. W ostatnich latach, dzigki rozwojowi technik biologii molekularnej,
na nowo podjeto intensywne badania zwlaszcza fosfataz niespecyficznych, petniacych wiele
funkeji w metabolizmie roslin. Niniejsze opracowanie ma na celu uporzadkowanie wiedzy
i przedstawienie najwazniejszych informacji dotyczacych kwasnych fosfataz (glownie
niespecyficznych).

WEASCIWOSCI I FUNKCJE KWASNYCH FOSFATAZ

Masa molekularna kwasnych fosfataz waha si¢ od 20 kDa (w nasionach traw)
do 240 kDa (w nasionach soi); $rednio wynosi ok. 50-70 kDa [10, 42]. Enzymy o
masie powyzej 70 kDa wykazuja budowe podjednostkowa, przy czym moga by¢
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homodimerami lub heterodimerami, a takze homotetramerami lub heterotetrametrami.
Wigkszos¢ kwasnych fosfataz to glikoproteiny o zrdznicowanej zawartosci reszt
cukrowych (do ok. 10% masy enzymu). Wilasciwosci kwasnych fosfataz (masa
czasteczkowa, optimum pH, Vmax, specyficznos$¢ substratowa) zostaly juz szcze-
gdtowo opisane [10, 42]. Enzymy te cechuja si¢ wysoka heterogennoscia uwarun-
kowana genetycznie badz nabyta dzigki modyfikacjom potranslacyjnym biatka.
Wystepuje wiele izoenzymow kwasnych fosfataz zarowno w tkankach roslinnych,
jak i zwierzecych. W tkankach A. thaliana zidentyfikowano kilka izoform kwasnych
fosfataz (pig¢ w pedzie i trzy w korzeniu), przy czym jedna z nich byta indukowana
w warunkach deficytu fosforu [55]. Niektore kwasne fosfatazy zawieraja w centrum
aktywnym jony metali (purpurowe fosfatazy).

Mechanizm dziatania fosfataz jest dobrze poznany. Reakcja polega na sekwen-
cyjnym uwalnianiu produktéw hydrolizy monoestrow fosforanowych. Jako pierwszy
uwalniany jest produkt alkoholowy, ktéry nie hamuje aktywnosci enzymu badz hamuje
go niekompetycyjnie. Koncowym produktem reakcji jest Pi, ktory hamuje kompety-
cyjnie enzym [42]. Aktywnos¢ kwasnych fosfataz moze by¢ stymulowana przez
niektére dwuwartosciowe kationy metali (Ni**, Ca®" czy Mg®'). W obecnosci jondw
metali ciezkich czy zwiazkdw, takich jak: arsenian, molibdenian, winian czy szczawian,
aktywnos¢ tych enzymow jest hamowana [42, 53].

Wsrdd kwasnych fosfataz wyrdzniamy enzymy niespecyficzne oraz wyspecjalizowane
(ryc. 1). Fosfatazy niespecyficzne uczestnicza w odzyskiwaniu fosforanu z wielu typdw estrow
kwasu ortofosforowego i ich rola jest stabo poznana. Natomiast rola fosfataz wys-
pecjalizowanych w regulacji szlakow metabolicznych zostala dobrze poznana i opisana.
Przyktadowo, w komorkach roslinnych fosfataza fosfoenolopirogronianowa (enzym
wakuolarny) razem z kinaza pirogronianowa bierze udziat w utrzymaniu ogolnej puli PEP
(ang. PhosphoEnoloPyruvate) i posrednio acetylo-CoA. Poziom fosfatazy PEP i
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RYCINA 1. Schemat przedstawiajacy przyjeta klasyfikacje fosfataz
FIGURE 1. Phosphatases classification
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ADP-zaleznej kinazy pirogronianowej ulega zmianom w zaleznosci od dostgpnosci fosforanu
nieorganicznego. W warunkach nadmiaru Pi poziom i aktywnos¢ fosfatazy PEP maleje, zas
wzrasta aktywnos$¢ i ilos$¢ kinazy pirogronianowej. Natomiast, w warunkach deficytu
fosforanu kinaza pirogronianowa jest eliminowana z komorek, a ilos¢ i aktywnos$¢ fosfatazy
PEP wzrasta [10]. Niskie optimum pH fosfatazy PEP (ok. pH 5,6) w zawiesinie komdrek
Brassica nigra sugeruje jej lokalizacj¢ na terenie wakuoli, skad moze uwalnia¢ Pi z PEP
niezaleznie od aktywnosci cytozolowej kinazy pirogronianowej [10]. W tkankach cebuli
zidentyfikowano fosfataze¢ PEP o wyzszym optimum pH (ok. 7). Istnienia tego typu fosfataz
PEP nie mozna tez wykluczy¢ takze u innych roslin wyzszych [52]. W fotooddychaniu istnieje
dodatkowy szlak powstawania seryny z kwasu 3-fosfoglicerynowego (3-PGA) przy udziale
fosfataz. Uruchomienie tego szlaku zachodzi prawdopodobnie podczas gwaltownego spadku
poziomu ATP, ADP i Pi. Rola specyficznych kwasnych fosfataz zostata szeroko oméwiona
w kilku artykutach [10, 42, 52].

Ze wzgledu na lokalizacje mozemy wyrézni¢ fosfatazy wewnatrzkomoérkowe,
ktore uczestnicza w remobilizacji Pi ze zrodet wewngtrznych oraz zewnatrz-
komorkowe (sekrecyjne), ktore uczestnicza w pozyskiwaniu Pi z podtoza (ryc.1 i
2). Fosfatazy wewnatrzkomorkowe znajduja sie zarowno w wegetatywnych, jak i
generatywnych organach roslin, gléwnie na terenie wakuoli. Enzymy te moga
uczestniczy¢ w mobilizacji magazynowanych w wakuoli organicznych fosforanow,
takich jak fityna [10, 42].

Wzmozona syntezg i wydzielanie fosfataz zewnatrzkomérkowych przez korzenie
obserwuje si¢ zwlaszcza w warunkach deficytu fosforu, zasolenia czy deficytu wody
[26, 49]. W warunkach deficytu fosforu obserwuje si¢ gwattowny wzrost ekspresji
genéw, nastepnie aktywnosci kwasnych fosfataz w przestrzeniach $ciany komor-
kowej korzenia i szybkie uwalnianie tych enzymoéw do podioza [18]. Wykazano
znaczacy wzrost aktywnosci kwasnych fosfataz na terenie ryzosfery, w odleglosci
ok. 3 mm (strefa wyczerpania Pi) od korzeni koniczyny i pszenicy [54]. Fosfatazy
wydzielane przez korzenie roslin do roztworu glebowego charakteryzuja sie wysoka
stabilnoscig w szerokim zakresie pH (4,0-7,6) i temperatury (22—48°C) [54, 55].
Sekrecyjne kwasne fosfatazy, podobnie jak wiele innych bialek sekrecyjnych, sa
glikozylowane, co chroni je przed proteolityczna degradacja oraz wplywa na ich
stabilnos¢ w szerokim zakresie pH [42, 55]. Wzmozona produkcje i sekrecj¢ kwas-
nych fosfataz z komoérek korzeni do podtoza obserwowano u wielu roslin m.in. roslin
uprawnych, takich jak: pomidor (Lycopersicon esculentum L.), tubin (Lupinus spp.),
soja (Glycine max L.), bawelna (Gossypium hirsutum L.) czy zboza: pszenica
(Triticum aestivum L.), kukurydza (Zea mays L.), ryz (Oryza sativa L.) i owies
(Avena sativa L.) (ryc. 2) [4, 8, 21, 54, 60, 61, 63]. Intensywnos¢ syntezy i sekrecji
kwasnych fosfataz jest rozna u réznych gatunkow, a nawet odmian roslin, np.
jeczmienia, kukurydzy, owsa czy pszenzyta [31, 63, 68]. Sposrod roslin uprawnych
najwyzsza aktywnos¢ sekrecyjnych kwasnych fosfataz udokumentowano u tubinu,
zwlaszcza w korzeniach proteidowych roslin rosnacych w warunkach niedoboru Pi
[61]. Sekrecja kwasnych fosfataz u roslin zyjacych w symbiozie z grzybami moze
by¢ aktywowana przez grzybowego partnera. Analiza ekspresji genu TpPAPI w
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tkankach Tagetes patula w symbiozie z Archaeospora leptoticha wykazata 8-
krotny wzrost poziomu transkryptu tego genu pod wplywem kolonizacji grzybem [11].

Badania z zastosowaniem mikromacierzy cDNA wykazaly wzrost ekspresji genow
kodujacych kwasne fosfatazy u kukurydzy, juz po 3 dniach wzrostu w warunkach
deficytu Pi. Podczas tego eksperymentu obserwowano wzmozong ekspresj¢ genow
az 28 réznych fosfataz [5]. W innych badaniach, prowadzonych na zawiesinach
komoérkowych A. thaliana okazato si¢, ze dwa geny o najwyzszej ekspresji w
warunkach deficytu Pi koduja kwasne fosfatazy [37].

Wyizolowanie i badania mutantéw roslin o zmienionej ekspresji kwasnych fosfataz
umozliwily poznanie roli tych enzymow. Scharakteryzowano mutanty A. thaliana z
obnizong produkcja fosfataz: pupl, pup3, pho3 [55, 56] oraz z podwyzszong ich
ekspresja — cps [55]. Mutanty pup (ang. phosphatase underproducer) charakte-
ryzuja si¢ obnizong sekrecja kwasnych fosfataz, ale poza tym wykazuja normalne
reakcje na deficyt fosforu [7, 12, 55, 56]. Z kolei mutant pho3 wykazuje nizsza
aktywnos$¢ kwasnych fosfataz w korzeniach zaréwno w warunkach optymalnego
zywienia fosforanowego, jak i w warunkach deficytu fosforu. Mutant p/o3 przejawia
cechy typowe dla roslin z deficytem fosforu, takie jak: obnizona zawartos¢ Pi w
tkankach (zwlaszcza w korzeniach), zahamowanie wzrostu pedu, gromadzenie
antocyjanéw oraz akumulacje skrobi w lisciach [55]. Wyselekcjonowano takze
mutanty cps (ang. constitutive phosphatase secretors) wykazujace silniejsza
indukcje aktywnosci kwasnych fosfataz w korzeniach w warunkach niedoboru Pi
niz rosliny kontrolne [55]. Mutanty te moga by¢ przydatne w badaniach mechani-
zmo6w decydujacych o sekrecji fosfataz, a takze innych odpowiedzi roslin na niedobdr
fosforu [7]. W ostatnich latach udato si¢ uzyska¢ transgeniczne rosliny wykazujace
nadekspresje kwasnych fosfataz (tab.1). Przykltadem takich roslin jest A. thaliana
z genem OsACPI pochodzacym z ryzu, u ktdrej obserwuje si¢ wzrost aktywnosci
tych enzyméw w porownaniu z roslinami kontrolnymi [21]. Uzyskano rowniez
transgeniczny ryz z nadekspresja genéw kodujacych sekrecyjng fosfataze (LASAP2)
pochodzaca z tubinu [17]. Nadekspresja gendw kodujacych kwasne fosfatazy moze
prowadzi¢ do zwigkszenia uwalniania Pi ze zrodel organicznych, ktére normalnie
sa stabo dostepne dla roslin.

Niespecyficzne kwasne fosfatazy, oprocz udzialu w gospodarce fosforanowej
ro$lin, moga uczestniczy¢ rowniez w odpowiedzi na stres biotyczny. U fasoli wsrod
gendw, ktorych zwigkszona ekspresje obserwowano podczas reakcji nadwrazliwosci
(HR), zidentyfikowano gen Hra2§ (ang. Hypersensitive reaction associated), ktory
najprawdopodobniej koduje kwasng fosfataze [22]. Wykazano zwiekszona ekspresje
tego genu w tkankach fasoli w odpowiedzi na obecnos¢ bakterii Pseudomonas
syringae pv. tabaci wywotujacych HR. Udzial kwasnych fosfataz w reakcjach
odpornosci na choroby wykazano takze u innych roslin. W tkankach jeczmienia
obserwowano zwigkszenie ilosci transkryptu genu kwasnej fosfatazy podczas reakcji
systemicznej odpornosci na maczniaka prawdziwego (Blumeria graminis) wywolanej
podaniem pochodnych kwasu salicylowego [22]. Podobnie, obserwowano wzrost
aktywnosci kwasnych fosfataz w tkankach tytoniu po inokulacji bakteriami wywolu-
jacymi HR [22]. Kwasne fosfatazy moga réwniez pelni¢ funkcje ochronng przeciw
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TABELA 1. Rosliny transgeniczne z nadekspresja genow kodujacych niespecyficzne kwasne
fosfatazy
TABLE 1. Transgenic plants with overexpression of nonspecific acid phosphatases genes

Organizm Gen Pochodzenie genu Wzrost Literatura
ekspresji

Arabidopsis. thaliana|MtPAP 1 Medicago truncatula |4,6-9,9 [65]

Oryza sativa LASAP2 Lupinus albus 18 [17]

A. thaliana OsACP1 0. sativa — [21]*

Trifolium repens MitPAPI M. truncatula 1,40-3,1 [34]

* W pracy nie podano wartosci liczbowych

owadom, tak jak jedno z wegetatywnych bialek zapasowych VSP2 (ang. Vegetative
Storage Proteins) w tkankach A. thaliana indukowane m.in. w warunkach deficytu
fosforu i ataku insektow [30].

PURPUROWE KWASNE FOSFATAZY

Sposrod niespecyficznych kwasnych fosfataz do tej pory najlepiej poznane sa
purpurowe kwasne fosfatazy — PAP (ang. Purple Acid Phosphatases). Zawieraja
one jony metali w centrum aktywnym i wykazuja w roztworze zabarwienie od
rézowego (enzym w formie aktywnej) po purpurowe (enzym nieaktywny). Enzymy
te swoje zabarwienie w roztworze wodnym zawdzieczajg transferowi fadunkow
pomiedzy chromoforowym jonem zelaza (Fe (III)) i reszta tyrozynowa [28, 43]. Sa
to enzymy niespecyficzne, katalizujace uwolnienie Pi z roznorodnych zwiazkéw
organicznych w zakresie pH od 4 do 7 [50]. Analiza porownawcza struktury PAP
wykazata konserwatywne sekwencje (DXG/GDXXY/GNH(D/E)/VXXH/GHXH) i
motywy strukturalne zaréwno wsrod ssakéw, jak i roslin i innych eukariontow [28].
Potencjalne sekwencje kodujace PAP zostaty zidentyfikowane takze u bakterii, jednak
dotad informacje na ich temat sa niepelne. Motyw strukturalny, konserwatywny
wsrod wszystkich metalo-fosfomonoesteraz, to fafa harmonijka. Pomimo dosé¢
konserwatywnej struktury, jak i sekwencji, PAP pochodzace z réznych gatunkow
(a nawet z tego samego gatunku) mogg si¢ znacznie rdézni¢ migdzy sobg. Enzymy
wystepujace w komodrkach ssakow i bakterii w centrach aktywnych zawieraja
koordynacyjnie zwigzane dwa jony zelaza Fe(Ill)-Fe(Il) [28, 43, 51]. Rola PAP u
ssakow jest stosunkowo dobrze poznana. Uczestnicza one w transporcie zelaza,
resorpcji kosci, reakcjach odpornosciowych, a takze w niektérych reakcjach redoks,
czy generacji RFT w sposob podobny do reakcji Fentona u roslin [28, 43].

U roslin w centrum aktywnym drugi jon zelaza moze by¢ zastapiony jonem cynku
Fe(III)-Zn(II) (KBPAP z fasoli, czy PAP soi, jedna z PAP u batata) [ub manganu
Fe(Il)-Mn(II) (jedna z PAP u batata) [28, 51]. Ostatnio wykazano, ze trzecia
izoforma PAP u batata, podobnie jak u zwierzat, moze zawieraé dwa jony zelaza
w centrum aktywnym [62].

Wszystkie znane purpurowe fosfatazy, podobnie jak wiekszos¢ biatek sekrecyj-
nych, sg glikoproteinami wykazujacymi wysoka konserwatywnos¢ i zrdznicowane
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rozmieszczenie miejsc glikozylacji (reszta cukrowa potaczona jest z biatkiem reszta
asparaginowg — N-glikozylacja) [43]. Znaczenie N-glikozylacji w stabilnosci
purpurowych fosfataz wykazano stosujac ekspresj¢ roslinnych genéw PAP z Lupinus
luteus (Lu_AP) i Phaseolus vulgaris (Ph_AP) w tkankach owadow. Wykazano,
ze enzymy te rdéznia si¢ pod wzgledem konserwatywnosci. Ph_ AP nalezy do
konserwatywnej grupy glikoprotein (wymaga zajecia wszystkich miejsc glikozylacji
aby enzym mogt by¢ wydzielany i aktywny). Lu_AP, z kolei zachowuje swoja funkcje
mimo braku obsadzenia niektorych miejsc glikozylacji [44].

U roslin, na podstawie masy molekularnej, wyrdzniono 2 grupy PAP: pierwsza z
nich stanowia monomery o masie molekularnej ok. 35 kDa, tzw. male PAP
(stosunkowo niedawno zidentyfikowane u roslin) [28, 43]. Druga rodzing stanowia
tzw. duze PAP — homodimery ok. 55 kDa, homologiczne raczej do PAP grzybowych
czy mykobakteryjnych (ryc. 3) [62]. Mate purpurowe fosfatazy roslin majq tylko
jedna domeng i sa strukturalnie zblizone do PAP u ssakow. Sposrod matych PAP
najlepiej poznano do tej pory AtACP5 A. thaliana [45]. AtACPS5 jest fosfataza
sekrecyjna i podobnie jak PAP u ssakow, wykazuje aktywnosé peroksydazowa. Jej
produkcja jest indukowana w warunkach deficytu fosforu i stresu oksydacyjnego
[45]. W rodzinie duzych PAP mozna wyrézni¢ dwie podrodziny roznigce sig
sposobem potaczenia podjednostek: mostkiem disiarczkowym lub wigzaniem
niekowalencyjnym (ryc. 3) [43]. W strukturze duzych purpurowych fosfataz

Roslinne purpurowe
kwasne fosfatazy

|
| |

mate PAP duze PAP
[
_ _ | |
— rzodkiewnik Podjednostki Brak mostka
potaczone disiarczkowego
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disiarczkowym podjednostkami

— fasola — ryz

—  bataty —  cebula
RYCINA 3. Klasyfikacja purpurowych
kwasnych fosfataz roslinnych

FIGURE 3. Plant purple acid phosphatases AP2 AP1
classification —  tubinu 1

tubinu
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ros$linnych mozemy wyrézni¢ dwie domeny. Domena N-koncowa nie pelni funkcji
katalitycznych i jest zbudowana z dwoch f-harmonijek (strukturalnie zblizona do
domeny typu IIl zwierzecego biatka fibronektyny). Z kolei domena C-koncowa
stanowi centrum katalityczne enzymu, poniewaz ma centrum metalowe. Sktada si¢
z fragmentow zawierajacych dwa motywy Safa [28]. Sposrod duzych purpurowych
fosfataz roslinnych najlepiej poznano dotad KBPAP (ang. Kidney Bean PAP)
wyodrebniona z Phaseolus vulgaris [50, 57].

Olczak i wsp. opisali nowa grupe metalofosfataz PPD (PPD1-PPD5) (ang.
diphosphate nucleoside-specific phosphohydrolase) w tkankach tubinu zdéltego
[43]. Purpurowe fosfatazy z tej grupy sa najprawdopodobniej homopolimerami o
masie molekularnej ok. 75 kDa — znacznie wyzszej niz typowe dla rodziny duzych
PAP. W poréwnaniu z matymi i duzymi PAP, PPD maja dodatkowa sekwencj¢ na
N koncu (ok. 150 reszt aminokwasowych). Analizujac sekwencj¢ genomu A.
thaliana wskazano istnienie kilku gendéw kodujacych podobne biatka [43].

Purpurowe fosfatazy u roslin wyzszych najczesciej kodowane sa przez kilka gendw.
Opisano cztery geny kodujace PAP w tkankach batatow [62]. W genomie A. thaliana
zlokalizowano az 29 genow kodujacych purpurowe fosfatazy [28]. Scharakteryzowano
7 z nich (AtPAP7-AtPAP13) klonujac ich sekwencj¢ ¢cDNA, oraz zbadano ich reakcje
na deficyt fosforu. Wykazano, ze AtPAP7 i AtPAP8 maja niewielka mas¢ molekularna,
z kolei AtPAP9—AtPAP13 podobne sa do duzych PAP z fasoli. W warunkach deficytu
fosforu obserwowano wzrost ekspresji transkryptow AtPAP11 i AtPAP12, przy czym
deficyt fosforu nie wptynal na ekspresje pozostatych pigciu PAP [28]. Z kolei badania
z uzyciem mikromacierzy cDNA wykazaly wzrost ekspresji 11 sposrdd 27 badanych
PAP u A. thaliana w warunkach deficytu fosforu [35]. Porownano poziom ekspresji
28 gendéw kodujacych PAP w roznych organach A. thaliana [67]. Okazato sig, ze
ekspresja poszczegdlnych genow jest rozna w organach wegetatywnych, natomiast
wszystkie z nich ulegaja ekspresji w kwiatach [67].

Purpurowe fosfatazy roslin wyzszych sa przedmiotem zainteresowan badaczy ze
wzgledu na ich wlasciwosci hydrolityczne, ktére moga pomaga¢ w uwalnianiu Pi z
organicznych, trudno dostgpnych roslinom zrodet. Wykazano, ze dwie PAP
(sekrecyjna i zwigzana z btong komérkowa) z L. albus sa silnie indukowane podczas
deficytu fosforu. Indukcja i sekrecja PAP w tkankach tubinu byla zwiazana wylacznie
z rejonami proteidowymi glodzonych korzeni [60, 61]. Wewnatrzkomdrkowe PAP
zlokalizowane na terenie wakuoli (np. AtPAP26 u A. thaliana) moga uczestniczy¢
w rozkladzie réznorodnych, wakuolarnych metabolitow w warunkach niedoboru
fosforu [58]. Moga one rowniez bra¢ udzial w pozyskiwaniu fosforanéw z PEP
(fosfoenolopirogronian) w warunkach niedoboru fosforu [10], jednak wymagatoby
to transportu PEP do wakuoli, a pirogronianu z wakuoli, ktorego istnienia do tej pory
u roslin nie stwierdzono [28].

Z kolei PPDI, obecna w tkankach lubinu zéttego, moze uczestniczy¢ w regulacji
zawartosci difosfonukleotydow i pirofosforanu w tkankach roslin [43]. Dodanie Pi
albo Phi (H,PO,") do glodzonej zawiesiny komoérek pomidora powoduje zaréwno
spadek aktywnosci wewnatrzkomorkowych jak i sekrecyjnych izoform PAP, jak i
catkowita degradacje biatka PAP sekrecyjnych oraz istotne obnizenie poziomu biatka
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PAP wewnatrzkomorkowej. Skorelowane jest to z synteza de novo dwodch
serynowych proteaz zewnatrzkomoérkowych, ktdre uczestnicza w degradacji biatek
sekrecyjnych PAP [4].

Niektore PAP dodatkowo pelnia rolg w pozyskiwaniu fosforandw z fityny, jednego
z gléwnych roslinnych materialow zapasowych bogatych w fosfor. Transgeniczne
ros$liny A. thaliana zawierajace gen purpurowej fosfatazy (MtPAP1) z M. trun-
catula wykazywaty nawet 10-krotny wzrost aktywnosci kwasnych fosfataz w
apoplascie korzeni w porownaniu z roslinami kontrolnymi (tab.1). Poza tym u tych
ro$lin obserwowano ponad dwukrotny przyrost biomasy, a takze zawartosci fosforu
calkowitego, kiedy jedynym zrédlem fosforu w podlozu bylta fityna [65]. Stwierdzono,
ze podczas kietkowania, PAP-fitaza wyizolowana z liscieni soi hydrolizuje fityne z
duza wydajnoscia [19]. Homologiczne do fitaz sekwencje zostaly réwniez zlokali-
zowane w genomie A. thaliana [28]. Poniewaz wigkszos¢ enzymdw wykazujacych
aktywno$¢ fitaz nie jest zwigzana z rodzing purpurowych fosfataz, zostang one
opisane w kolejnym podrozdziale.

Purpurowe fosfatazy biorg udziat nie tylko w regulacji gospodarki fosforanowe;j,
ale takze w metabolizmie ROS (Reactive Oxygen Species) w starzejacych si¢ badz
poddanych stresom tkankach roslinnych (np. AtACPS A. thaliana). Rolg PAP w
usuwaniu ROS potwierdzaja badania przeprowadzone na A. thaliana, w ktérych
wykazano, ze AtPAP15 moze modulowaé poziom askorbinianu kontrolujac ilo$¢
mioinozytolu (prekursora biosyntezy askorbinianu u roslin) [66]. AtPAP15 wykazuje
réwniez podobienstwo w sekwencji aminokwasow do fitazy z soi (GmPHY), a takze
wysoka aktywnos$¢ wobec fityny [66]. Zidentyfikowano u soi gen GmPAP3 kodujacy
najprawdopodobniej purpurowa fosfataze, zlokalizowana na terenie mitochondrium
[26]. Wzrost ekspresji tego genu zarowno w pedach, jak i korzeniach obserwowano
w warunkach stresu solnego i oksydacyjnego, ale nie w warunkach deficytu fosforu
(w przeciwienstwie do pozostatych PAP soi). Z kolei w kulturach komdrkowych
tytoniu obserwowano wzrost ekspresji dwoch PAP podczas regeneracji Sciany
komdrkowej w protoplastach, co $wiadczy o tym, ze moga one uczestniczyé w
tworzeniu mikrofibrylli celulozowych [66]. Obecno$¢ dwdch jondw metali w kazdej
z podjednostek purpurowych fosfataz, a takze powszechnos¢ wystepowania tych
enzymow w tkankach roslinnych sugeruje rowniez ich udzial w transporcie i
magazynowaniu zelaza, cynku i manganu. Pomimo licznych badan rola PAP nie
zostata do konca wyjasniona.

FITAZY

Fitazy sg fosfatazami o wysokiej specyficznosci substratowej, ktore hydrolizuja
kwas fitynowy — IP6 (heksafosforan inozytolu) uwalniajac Pi [3, 24, 36]. W ciagu
ostatniej dekady liczba enzymow opisywanych jako fitazy, albo enzymy rozkladajace
fityng znacznie wzrosla. Enzymy te r6znig si¢ optimum pH, struktura i mechanizmem
uwalniania reszt fosforanowych. Wyrézni¢ mozna kwasne enzymy degradujace fityne
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(o optimum pH ok. 5) oraz zasadowe (maksymalna aktywnosé¢ przy pH 8).
Wigkszos¢ do tej pory scharakteryzowanych enzymdéw ma optimum pH w zakresie
pH 4,5-6 i nalezy do grupy kwasnych enzymdéw degradujacych fityne [23, 24, 36].
Ze wzgledu na réznice w mechanizmie uwalniania Pi, fitazy mozna podzieli¢ na trzy
grupy: histydynowe kwasne fosfatazy (HAP), B-propeller fitazy (BPP) do tej pory
wyizolowane u kilku gatunkéw bakterii oraz purpurowe fosfatazy (PAP) [3, 36].
Ze wzgledu na mechanizm dzialania mozna wyroéznic: 3-fitazy (EC.3.1.3.8), 6-fitazy
(EC.3.1.3.26) i ostatnio takze 5-fitazy (EC.3.1.3.72) [23], przy czym 3-fitazy i
6-fitazy naleza do HAP fitaz. Wigkszos¢ bakteryjnych, grzybowych i roslinnych fitaz
nalezy do grupy HAP. Przedstawiciele tej klasy maja konserwatywny motyw
RHGXRXP w centrum aktywnym, unikalny dla tej klasy enzymow [36]. Wiekszos¢
fitaz to monomery o masie molekularnej od 38 do 100 kDa [3, 24]. Niektdre roslinne
enzymy degradujace fityne, m.in. wyizolowane z korzeni pomidora i kukurydzy czy
z nasion kukurydzy i soi sa homodimerami. Bialka bakteryjnych fitaz, a takze
niektorych roslinnych enzymow degradujacych fityne sa glikozylowane [24].

Enzymy degradujace fityng wystepuja zaréwno u roslin i mikroorganizmoéw, ale
takze w niektorych tkankach zwierzecych. Wigkszo$¢ mikroorganizmow produkuje
tylko fitazy wewnatrzkomorkowe, jedynie nieliczne wydzielaja fitazy do srodowiska
(Aspergillus niger czy bakterie z rodzaju: Enterobacter i Bacillus) [24, 39]. Jednak
dzieki mikroorganizmom wydzielajacym fitazy do podloza fosforan zawarty w fitynie
moze by¢ dostepny dla roslin [39].

Enzymy degradujace fityne wystepuja gtownie w nasionach i pytku roslin
wyzszych, takich jak: zboza, rosliny straczkowe i oleiste. Najwyzsza aktywnos¢ fitaz
obserwowano u zbdz (ryzu, pszenzyta, pszenicy i jeczmienia), gryki, czy szarlatu,
natomiast aktywno$¢ tych enzymow u roslin straczkowych czy oleistych jest okoto
10-krotnie nizsza [24]. Enzymy te pelnig istotng funkcje w kielkowaniu nasion
uwalniajac z fityny fosfor, wapn, magnez i mioinozytol niezbedne do prawidtowego
wzrostu i rozwoju roslin [46]. Fityna jest silnym chelatorem kationow metali (gtdwnie
Mg*", Ca*" czy Zn*" oraz K") i uczestniczy w ich magazynowaniu [3, 41]. Enzymy
degradujace fityne wykazuja maksymalng aktywnos¢ przy pH okoto 5, natomiast u
ros$lin straczkowych wystepuje dodatkowe optimum pH okoto 8 [24]. W ziarniakach
zb6z aktywnos¢ fitaz jest zwigzana gldwnie z warstwa aleuronowa, z kolei u roslin
straczkowych najwyzsza aktywnos¢ tych enzymdéw obserwowano w liscieniach.
Badania wykazaly istnienie u danego gatunku rosliny kilku izoform fitaz, ktérych
aktywnos¢ moze by¢ regulowana przez wiele czynnikow. Aktywnos¢ fitaz podczas
kietkowania moze by¢ regulowana przez gibereliny i fosforan (obecnosé Pi hamuje
aktywno$¢ fitazy réwniez na poziomie transkrypcji) [24]. W nasionach i pytku
wystepuja zarowno konstytutywne fitazy, jak takze fitazy aktywowane podczas
kietkowania. Pomimo iz wzrost aktywnosci tych enzymow podczas kietkowania byt
obserwowany w wielu roslinach, to jednak mechanizm prowadzacy do wzrostu ich
aktywnosci nie zostal w petni wyjasniony. Niektore badania wskazuja, ze fitazy sa
syntetyzowane na bazie zapasowego mRNA (ang. long-lived mRNA), inne, ze
poprzez syntez¢ de novo badz aktywacje juz istniejacych enzymow [24].
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Fitazy moga uczestniczy¢ w udostepnianiu Pi z podioza roslinom, gdyz ich niewielka
aktywnos$¢ zaobserwowano w korzeniach. Badania prowadzone na tytoniu wykazaly, ze
przyswajalnos¢ Pi zwiazanego w fitynie w duzej mierze zalezy od formy fityny. Rosliny
nie byly zdolne do korzystania z fityny zaabsorbowanej na piasku, chyba ze byla ona
podawana w postaci soli fitynianu wapnia i magnezu [33]. Liczne badania wskazuja, ze
fityna jest stabo degradowana przez rosliny [3, 46]. Podj¢to proby uzyskania roslin
transgenicznych z nadekspresja genow kodujacych fitazy, ktore bylyby zdolne do lepszego
wykorzystania fityny w podtozu (tab. 2). Stosuje si¢ glownie nadekspresje genow fitaz z
A. niger [6, 13—15, 46]. Wprowadzenie konstruktu genu fitazy i genu kodujacego biatkowa
sekwencje sygnalng ekstensyny z marchwi ex:.phyA do rzodkiewnika spowodowalo ok.
20-krotny wzrost aktywnosci fitaz w korzeniach. U roslin transgenicznych obserwowano
rowniez sekrecje fitaz do podloza, podczas gdy rosliny kontrolne nie wydzielaly fitaz [47].
Transgeniczne rosliny soi zawierajace gen fitazy (appA) z E. coli wykazywaly wysoka
aktywnos$¢ cytoplazmatycznych fitaz, spadek zawartosci fityny w nasionach o 90% w
poréwnaniu z kontrola, a takze zwigkszenie ilosci Pi [2]. Jednym z nielicznych przyktadow
roslin transgenicznych z genem fitazy pochodzenia roslinnego jest A. thaliana z genem
MtPHY1 (z M. truncatula) (tab. 2). Transgeniczne rosliny A. thaliana wydzielaly fitazy
do podloza, przy czym aktywnos¢ tych enzymdw byla kilkunastokrotnie wyzsza niz u roslin
kontrolnych. Zwigkszenie aktywnosci fitaz poprawialo wzrost roslin transgenicznych i
gospodarke fosforanowa, gdy jedynym zrodiem fosforu w podiozu byta fityna [64]. Podobny
efekt uzyskano poprzez inokulacje korzeni tytoniu transgeniczna linia Bacillus mucilaginosus
o wysokiej sekrecji 1 aktywnosci fitaz [27].

Duze zainteresowanie fitazami w ostatnich latach wynika gléwnie z mozliwosci ich
wykorzystania do redukcji zawartosci fityny w paszach dla zwierzat, a takze w
pozywieniu dla ludzi. Fitazy stosowane jako dodatek do pasz wptywaja na wzrost ich
jakosci poprzez uwalnianie Pi, ktory jest wykorzystywany przez zwierzgta, co rowniez
prowadzi do ograniczania poziomu zanieczyszczenia srodowiska fosforanami [24].

TABELA 2. Rosliny transgeniczne z nadekspresja gendw kodujacych fitazy
TABLE 2. Transgenic plants with overexpression of phytase genes

Organizm Gen Pochodzenie genu Wzrost Literatura
ekspresji
Oryza sativa pModF  |Schwanniomyces occidentalis|100 [16]
Glycine max phyA Aspergillus awamori 2.5 [13]
Arabidopsis thaliana ex.::phyd |Aspergillus. niger 20 [47]
Trifolium subterraneum phyA A. niger 1,3-3,6  |[14]
Zea mays phyA2 A. niger 50 [6]
Nicotiana tabacum ex::phyAd |A. niger — [15]*
0. sativa appA Escherichia coli 46-60 [20]
0. sativa SrPf6 Selenomonas ruminantium
G. max appA E. coli — 2]*
A. thaliana MtPHY] |Medicago truncatula 12,3-16,2 ([66]
Trifolium repens MtPHY1 |M. truncatula 1,8-3,7 [34]

* W pracy nie podano wartosci liczbowych
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PODSUMOWANIE

Kwasne fosfatazy sg roznorodna grupa enzymow katalizujacych reakcje uwol-
nienia reszty fosforanowej ze zwiazkdéw organicznych. Petnia istotna rolg w gospo-
darce fosforanowej roslin, nie mozna takze wykluczy¢ ich udzialu w odpowiedzi na
czynniki stresowe, takie jak: zasolenie czy deficyt wody. Ogromna réznorodnosé
biochemiczna i strukturalna kwasnych fosfataz wskazuje na to, iz moga one petnié
roznorodne, dotad nieznane funkcje, ktérych poznanie moze w istotny sposob
wplyna¢ na nasze rozumienie waznych proceséw biologicznych roslin.
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