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Streszczenie: Roslinne wakuolarne H'-ATPazy (V-ATPazy) stanowig klase bialek blonowych, ktorych
podstawowa fizjologiczna funkcjq jest pompowanie protonow do wngtrza wakuoli przy udziale energii
pochodzacej z rozkladu ATP, a w konsekwencji generowanie sily protonomotorycznej i napgdzanie
proceséw transportu wtornego przez tonoplast. V-ATPazy naleza do filogenetycznie najstarszych 1
najbardziej skomplikowanych pod wzgledem struktury pomp protonowych. Zbudowane sg z podjedno-
stek zgrupowanych w dwa sektory: peryferyjny V , skladajacy si¢ z 8 podJednostekA H, odpow1ed21al-
ny za hydrolize ATP oraz blonowy Vi, w obrqble ktorego wyrdznia sie podjednostki a, ¢, ¢”, d i e,
uczestniczacy w transporcie protonow. Anahza genomu Arabidopsis thaliana (rzodkiewnika) wykazala,
7e 13 podjednostek V-ATPazy kodowane jest przez 28 genow I'HA, co sugeruje, ze poszczegolne
izoformy podjednostek 1 rozne kompleksy V-ATPazy moga funkcjonowaé¢ w okreslonych organach,
tkankach, w roznych warunkach fizjologicznych czy stanach rozwojowych. Aktywnos¢ roslinnych V-
ATPaz podlega regulacji zar6wno na poziomie genetycznym, jak i potranslacyjnym, w wyniku odwracal-
nej fosforylacji, modyfikacji oksydoredukcyjnych lub modyfikacji indukowanych zmianami w skladzie
lipidowym blony. W odpowiedzi na czynniki stresowe aktywnos¢ enzymu moze by¢ modulowana
zarowno na poziomie ekspresji poszczegolnych podjednostek, jak 1 zmian w strukturze, dlatego V-
ATPaze okresla sie czesto mianem ,.eko-enzymu”. Liczne badania potwierdzaja, ze V-ATPaza uczestni-
czy w adaptacji roslin do niekorzystnych warunkow srodowiskowych, takich jak: zasolenie, obecnosc¢
metali cigzkich czy niska temperatura.

Stowa kluczowe: V-ATPaza, pompa protonowa, podjednostki VHA.

Summary: Plant vacuolar H'-transporting ATPases (V-ATPases) are ATP-driven proton pumps, located
mainly in the vacuolar membrane, that generate proton motive force used to energize secondary active
transports operating at the tonoplast. V-ATPases are the oldest and most complicated proton pumps
found in plant cells. Enzyme subunits are divided into two major domains, the catalytic peripheral \
domain responsible for ATP hydrolysis and the membrane-integral v, domain responsible for H" translo-
cation. V , sector consists of eight subunits named A-H whereas V . complex is composed of a, ¢, ¢”, d, and
e subunits. In Arabidopsis thaliana, the 13 V-ATPase subunits are encoded by a total of 28 I/HA genes
suggesting the presence of individual subunit isoforms and different V-ATPase complexes specific to
plant organs, tissues or physiological and developmental stages. The activity of plant V-ATPases is
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subjected to regulation at both the transcriptional and posttranslational levels. Potential mechanisms of
biochemical regulation include reversible phosphorylation, redox regulation and modification induced by
changes in the lipid composition of membrane. It has been postulated that under environmental stress the
V-ATPase functions as a stress response enzyme, undergoing moderate changes in expression of subunits
and modulation of enzyme activity. Since it was involved in ecophysiological adaptations at the molecular
level, the V-ATPase was denominated an ,.eco-enzyme”. Numerous studies have confirmed an essential
role of the V-ATPase in plant tolerance to environmental stresses including salinity, heavy metals and low
temperature.

Key words: V-ATPase, proton pump, VHA subunits.

WPROWADZENIE

Pompy protonowe to wyspecjalizowana grupa enzymatycznych bialek blonowych,
ktore przy uzyciu energii pochodzacej z wigzan chemicznych katalizuja wektorowy
transport protondw, przyczyniajac si¢ do wytworzenia gradientu potencjalu elektro-
chemicznego H' przez blony. Gradient ten (sila protonomotoryczna, Auy)
wykorzystany jest nastgpnie jako zrodlo energii dla procesow transportu wtornego.
Do roslinnych pomp protonowych zaliczane sa plazmolemowe H'-ATPazy oraz
wakuolarne H'-ATPazy (V-ATPazy) i H'-pirofosfatazy (V-PPazy). Sposrod
wymienionych, V-ATPazy naleza do filogenetycznie najstarszych i najbardziej
skomplikowanych pod wzglgdem struktury [1].

V-ATPazy odkryto w blonie wakuolarnej (stad ich nazwa), pdzniej zidentyfikowane
zostaly w roznych endomembranach, we wszystkich organizmach eukariotycznych.
W komorkach zwierzgcych V-ATPazy funkcjonuja w blonach wielu organelli, m.in.
w endosomach, lizosomach, aparacie Golgiego 1 pecherzykach klatrynowych, pelniac
istotna rol¢ w procesach endocytozy, sekrecji czy fuzji pecherzykow. Poza tym
V-ATPazy moga wystgpowaé w blonie komorkowej niektoérych wyspecjalizowanych
komorek, np. w srodblonku naczyn krwionosnych, nerkowych kanalikach zbiorczych,
osteoklastach, makrofagach czy neutrofilach |2, 3].

Badania roslinnych V-ATPaz rozpoczgly si¢ okolo 30 lat temu, kiedy po raz
pierwszy wykazano aktywno$¢ pompowania protondw w wyizolowanych
pecherzykach mikrosomalnych. Pomimo ze od tego czasu obecnos¢ V-ATPaz
stwierdzona zostala w systemie endomembranowym roznych kompartymentow
komorek roslinnych, enzym ten wciaz postrzegany jest jako bialko charakterystyczne
dla blony wakuolarnej. Podejscie takie wynika z faktu, ze brak jak dotad dowodow
potwierdzajacych funkcjonowanie V-ATPaz jako pomp protonowych w innych
kompartymentach oprocz wakuoli. Obecnos¢ enzymu w innych endomembranach,
np. w retikulum endoplazmatycznym czy sieci trans aparatu Golgiego, wydaje si¢
by¢ zwiazana raczej z procesem laczenia podjednostek obu sektorow i transportu
zlozonej struktury enzymu do ostatecznego miejsca przeznaczenia, czyli blony
wakuolarnej (tonoplastu). Nadal jednak pozostaje otwarta kwestia, czy kompleks
V-ATPazy w tych kompartymentach jest funkcjonalnie aktywny i1 generuje gradient
protondw przez blong, czy tez utrzymywany jest w stanie nicaktywnym poprzez
nieznany dotad mechanizm [4].
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Pod wzglgdem budowy 1 mechanizmu dzialania V-ATPazy wykazuja wiele cech
wspolnych z F-ATPazami wystgpujacymi w mitochondriach 1 chloroplastach oraz
A-ATPazami archebakteryjnymi, co sugeruje, Ze bialka te maja wspolne pochodzenie,
mimo iz roznia si¢ funkcja. ATPazy typu F 1 A zwiazane sg z blonami
zaangazowanymi w przemiany energetyczne i w przeciwienstwie do V-ATPaz
dzialaja jako syntazy ATP, ktore wykorzystuja energi¢ zgromadzong w wygenero-
wanym wczesniej gradiencie jonowym przez blong do syntezy ATP [5].

STRUKTURA V-ATPazy

Roslinna V-ATPaza jest kompleksem zlozonym z kilkunastu podjednostek (ryc.
1A), zgrupowanych w dwa sektory: peryferyjny, katalityczny V , odpowiedzialny za
hydrolizg ATP 1 integralnic zwiazany z blona V , bezposrednio uczestniczacy w
transporcie protonow. Sektor V. zbudowany jest z 8 podjednostek (A, B, C, D, E,
F, G, H) o masach molekularnych 70-12 kDa. Natomiast w budowie sektora V|
wyroznia si¢ 5 podjednostek (a, ¢, ¢”, d, ¢)., o masach molekularnych 100-8 kDa.
W komorkach zwierzecych sektor blonowy V-ATPazy zawiera dodatkowo
podjednostke ¢' [2, 6, 7].

Pierwsze badania strukturalne enzymu przeprowadzone z uzyciem mikroskopu
clektronowego wykazaly, ze podjednostki scktora V| tworza strukture ead and
stalk [6]. Czgs¢ katalityczna stanowi heksamer skladajacy si¢ z ulozonych
naprzemian trzech podjednostek A (~70 kDa) i trzech podjednostek B (~55 kDa),
ktore tworza 6 miejsc wiazacych nukleotydy. Miejsca te zlokalizowane sg na
powierzchniach zetknigcia obu typdw podjednostek. Trzy z nich, w ktorych tworzeniu
w wigkszym stopniu uczestnicza reszty aminokwasowe podjednostek A, sa miejscami
katalitycznymi, w ktorych zachodzi hydroliza ATP. Pozostale trzy, zlokalizowane w
gléwnie na podjednostkach B, pelnia prawdopodobnie funkcje regulatorowa [2].
Region odpowiedzialny za polaczenie domen katalitycznych z sektorem blonowym
ma ogromne znaczenie dla sprz¢zenia transportu protondéw z hydroliza ATP i regulacji
aktywnosci enzymu. Najnowsze tréjwymiarowe analizy V-ATPazy potwierdzily, ze
pozostale clementy sektora V, zaangazowane sa w laczenie miejsc katalitycznych
z sektorem V. Oprocz podjednostek D (~29 kDa) 1 F (~14 kDa), ktore formuja
centralne polaczenie, istnicja trzy dodatkowe polaczenia peryferyjne migdzy
podjednostkami B a domena blonowa. Tworza je glownie podjednostki E (~26 kDa)
1 G (~12 kDa), z ktorych kazda obecna jest w trzech kopiach w jednej czasteczce
enzymu. Obok tych dwoch polipeptydow w tworzeniu peryferyjnych polaczen
uczestniczy podjednostka C (~42 kDa) laczaca si¢ z podjednostkami E dwoch
peryferyjnych polaczen oraz podjednostka H (~50 kDa), ktora wspoltworzy trzecie
z polaczen peryferyjnych. Mozna zatem przyja¢, ze struktura sektora V, zgodna
Jest ze stechiometria A,B,CDE.FG.H [8, 9, 10].

Centralnym elementem scktora blonowego V, sa podjednostki ¢ 1 ¢”, wysoce
hydrofobowe, homologiczne wzgledem siebie. Podjednostki ¢ (~16 kDa) maja 4
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RYCINA 1. Budowa i mechanizm dzialania

A EG V-ATPazy. A. Model strukturalny V-ATPazy:
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wakuola

transblonowe domeny, natomiast nieco wickszy polipeptyd ¢” (~18 kDa) zawiera 5
transblonowych helis. Podjednostki te tworza w blonie pierscien proteolipidowy, w
sklad ktorego wchodzi zazwyczaj jedna kopia ¢ oraz 5 kopii podjednostki ¢ (w
zwierzecych V-ATPazach wystgpuje dodatkowo jedna kopia podjednostki c').
Podjednostka d (~40 kDa), o naturze hydrofilowej, wiaze sig¢ silnie z cytoplazma-
tyczna powierzchnig pierscienia proteolipidowego 1 sluzy jako miejsce laczenia
podjednostek D 1 F z scktorem V. Podjednostka a (~100 kDa) jest transblonowym
bialkiem zbudowanym z 50 kDa cytoplazmatycznej domeny N-koncowej oraz 50
kDa hydrofobowej domeny C-koncowej, tworzacej 8—9 transblonowych helis. Razem
z podjednostkami proteolipidowymi uczestniczy ona w transporcie protonow. Poza
tym domena cytoplazmatyczna podjednostki a, razem z podjednostka H, bierze udzial
w formowaniu jednego z peryferyjnych polaczen V, z V . Podjednostka ¢ (~8 kDa),
tworzaca dwie transblonowe helisy, jest najmniejszym sposrod elementdéw struktu-
ralnych V-ATPazy o niesprecyzowanej jak dotad funkeji [2, 7, 11].
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Wyniki badan proteomicznych blony wakuolarnej, przeprowadzone w ostatnich
latach, byly ogromnym zaskoczeniem, bowiem w tonoplascie komorek roslinnych
nie stwierdzono obecnosci podjednostek ¢” 1 e. Oba polipeptydy zidentyfikowano
natomiast w retikulum endoplazmatycznym i/lub w aparacie Golgiego. Sugeruje to,
ze podjednostki ¢” i e nie sa elementami strukturalnymi funkcjonalnego kompleksu
V-ATPazy, a ich funkcja zwiazana jest raczej z procesem laczenia poszczegdlnych
podjednostek w ostateczny kompleks enzymatyczny i/lub kierowania go do miejsca
docelowego [4, 12].

MECHANIZM DZIAY.ANIA ENZYMU — MODEL ROTOR-STATOR

V-ATPaza funkcjonuje w blonie jako molekularny motor, w ktérym podjednostki
D i1 F razem z podjednostka d oraz pierscieniem proteolipidowym (c, ¢”) tworza
rotor, obracajacy si¢ wokol wlasnej osi. Natomiast podjednostki katalityczne (A 1
B) oraz podjednostki C, E, G, H i a, tworzace peryferyjne polaczenia, naleza do
elementéw nieruchomych, stanowiacych stator stabilizujacy struktur¢. Energia
chemiczna uwalniana w wyniku hydrolizy ATP w miejscach katalitycznych w
sektorze V| ulega transformacji w energi¢ mechaniczng (sprz¢zenie chemome-
chaniczne), czyli indukuje rotacje podjednostek D, F i d. a nastgpnie pierscienia
proteolipidowego. Ruch rotacyjny pierscienia wzglgdem nieruchomej czesci sektora
blonowego (podjednostka a) prowadzi, w konsekwencji, do pompowania protondéw
z cytoplazmy do wnetrza wakuoli [2, 13].

W przenoszeniu protondw przez blong uczestnicza bezposrednio podjednostki
proteolipidowe. Kazda z nich zawiera pojedyncza reszt¢ kwasu glutaminowego (Glu
w pozycji 137 w podjednostce ¢ 1 108 w podjednostce ¢”) z grupa karboksylowa,
ktora ulega protonacji 1 przytrzymuje proton podczas rotacji pierscienia. Podjednostka
a sektora V tworzy w blonie dwa kanaly, z ktorych jeden odpowiedzialny jest za
doprowadzenie protonow z cytoplazmy do grup karboksylowych na podjednostkach
¢ 1 ¢”, a drugi umozliwia ich uwalnianic do lumenu wakuolarnego po obrocie
pierscienia proteolipidowego (ryc. 1B). Wykazano, Ze reszta argininy w transblonowej
helisie 7 podjednostki a (Arg w pozycji 735) jest istotna dla aktywnosci transportu
protonéw przez blong. Reszta ta wchodzi w interakcje z uprotonowana grupa
karboksylowa podjednostek proteolipidowych, co stabilizuje grupe karboksylowa w
formie ujemnie naladowanej 1 powoduje uwolnienie protonu [2, 13].

Odkrycie na przelomie lat 80. 1 90. ubieglego stulecia specyficznych inhibitoréw
V-ATPazy mialo kluczowe znaczenie dla badan nad tym enzymem, gdyz umozliwilo
jego funkcjonalng identyfikacje w wielu wyspecjalizowanych komorkach i tkankach.
Opisano wowczas dwa podobne strukturalnie zwiazki, bafilomycyng i konkana-
mycyne, nalezace do antybiotykdéw z grupy makrolidowych, ktorych inhibitorowy
wplyw polega na hamowaniu rotacji pierscienia proteolipidowego, zatem migjscem
dzialania tych zwiazkow jest sektor blonowy V. Wyniki najnowszych badan wskazuja,
ze inhibitor przylacza si¢ do powierzchni pierscienia proteolipidowego pomigdzy 1 1
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2 transblonowa helisg jednej podjednostki ¢ a 4 transblonowa helisa sasiadujacej
podjednostki ¢. Wigzanie antybiotyku do podjednostek ¢ zachodzi prawdopodobnie
wowczas, gdy kontaktuja si¢ one z podjednostka a. Badacze sugeruja, ze podjednostka
a uczestniczy rowniez w tworzeniu miejsca wigzania. Do nowo zidentyfikowanych
inhibitorow V-ATPazy naleza archazolidy z grupy makrolaktonow wytwarzanych przez
miksobakteric oraz pochodne indolu. Podobnie jak w przypadku bafilomycyny i
konkanamycyny, miejscem interakcji tych inhibitorow sa transblonowe fragmenty
podjednostek ¢ sektora V,, co wskazuje na podobny mechanizm ich dzialania [14, 15].

W blokowaniu rotacji pierscienia proteolipidowego 1 tym samym hamowaniu
transportu protondw efektywne sg takze niespecyficzne inhibitory, wsrod nich DCCD
(N,N'-dicykloheksylokarbodiimid) i jego pochodne. DCCD kowalencyjnie modyfikuje
grupy karboksylowe reszt kwasu glutaminowego zaangazowane w przenoszenie
protonow w podjednostkach proteolipidowych c¢. Juz interakcja migdzy pojedyncza
podjednostka ¢ w kompleksie V-ATPazy a czasteczkag DCCD jest wystarczajaca,
by calkowicie zablokowa¢ aktywnos¢ enzymu. Taki mechanizm dzialania
potwierdza, ze enzym sekwencyjnie wykorzystuje kazda z podjednostek proteolipido-
wych w trakcie cyklu katalitycznego [6, 13].

GENETYCZNA REGULACJA V-ATPazy — IZOFORMY
PODJEDNOSTEK VHA

W celu ujednolicenia nomenklatury genow kodujacych poszczegdlne podjednostki
roslinnych V-ATPaz w 2002 roku zaproponowano, by identyfikowane geny nazywac
VHA-x, gdzie x oznacza literowy symbol podjednostki. Analiza genomu A. thaliana
wykazala, ze 13 podjednostek, tworzacych struktur¢ wakuolarnej ATPazy, kodowane
Jest przez 28 genow. Wigkszo$¢ podjednostek sektora V. koduja pojedyncze geny,
wyjatek stanowia podjednostki B, E 1 G, kazda majaca 3 izoformy. Natomiast wszystkie
podjednostki sektora V  kodowane sa przez co najmniej 2 geny. Zidentyfikowano 3
izogeny dla podjednostki a, 5 dla podjednostki ¢ oraz po 2 dla podjednostek ¢”, d i e.
Calkowita liczba zidentyfikowanych dotad gendéw kodujacych V-ATPaz¢ waha si¢ od
14 u Chlamydomonas reinchardtii (zawlotni) do 54 u Glycine max (soi) [4, 7].

Kompleksowa analiza wzoru ekspresji czterech podjednostek enzymu, VHA-B,
VHA-E, VHA-G i VHA-a, z ktorych kazda reprezentowana jest przez trzy izogeny
w genomie A. thaliana, potwierdzila, ze poziomy ekspresji poszczegdlnych izoform
w obrgbie podjednostek znacznie si¢ rdznig, sugerujac specyficzng regulacje w
obrgbie tkanek 1 organdéw rosliny juz w warunkach kontrolnych. Sposrdéd izoform
podjednostki E, VHA-E1 jest dominujaca w pedach, VHA-E3 w korzeniach, a
VHA-E2 w ziarnach pylku oraz kwiatach. Podobnie w obrebie izoform podjednostki
G, VHA-G1 i VHA-G2 wystgpuja w korzeniach 1 pedach w podobnej ilosci, podczas
gdy ekspresja VHA-G3 jest skrajnie niska w wigkszosci organow (wyjatek stanowia
kwiaty oraz ziarna pylku). VHA-B3 1 VHA-a3 sa najobficiej wystepujacymi
izoformami podjednostek B 1 a, zarowno w pedach jak i korzeniach, jednak wzor
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ekspresji izoform podjednostki a nie wykazuje specyficznosci organowej. Dwie
immunologicznie wyodrebnione izoformy podjednostki E u Pisum sativum (grochu)
takze wykazuja odmienna specyficznos¢ tkankowsa, a kompleksy V-ATPazy,
zawierajace w swej strukturze izoform¢ VHA-E1 badz VHA-E2, charakteryzuja
si¢ odmiennymi wlasciwosciami katalitycznymi. Analizy histochemiczne izoform
podjednostki ¢ u A. thaliana pokazaly, ze¢ VHA-cl 1 VHA-c2 podlegaja ekspresji
we wszystkich organach, natomiast poziom ekspresji VHA-c3 jest bardzo niski lub
niewykrywalny w wigkszosci organow u tej rosliny, poza silng ekspresja w
wierzcholkach wzrostu pedu i1 korzeni oraz w ziarnach pylku [1, 16, 17].

Wyniki analiz immunocytochemicznych sugeruja obecnos¢ izoform podjednostek V-ATPazy
specyficznych dla organelli komorkowych. Rozmieszczenie podjednostek VHA-a u A. thaliana
jest bardzo podobne jak w komérkach Saccharomyces cerevisiae (drozdzy): VHA-a2 1 VHA-
a3 zlokalizowano w tonoplascie, a VHA-al w strukturach Golgiego [1, 16].

Powszechnie uwaza si¢, ze izoformy VHA moga spelnia¢ odrebne funkcje w roslinach
1 rozne kompleksy V-ATPazy, tzw. izotypy, moga funkcjonowac¢ w rdéznych warunkach
fizjologicznych. Ekspresja izoform podjednostek V-ATPazy u 4. thaliana podlega regulacji
pod wplywem streséw abiotycznych. Wysoka temperatura i susza powoduja wyrazne
zmiany w poziomie transkryptow izoform podjednostek E, G 1 a zardwno w lisciach jak
1 w korzeniach. Natomiast stres solny 1 stres osmotyczny nie wplywaja istotnic na
ckspresj¢ podjednostek V-ATPazy, z wyjatkiem VHA-B2, ktérej poziom dwukrotnie
wzrasta. Stres solny w odmienny sposob modyfikuje ekspresje¢ dwoch izoform
podjednostki A zidentyfikowanych u Lycopersicum esculentum (pomidora). VHA-A1
Jjest obecna we wszystkich organach, wlaczajac korzenie, liscie, lodygi, kwiaty 1 owoce,
a jej 1los¢ w lisciach zwigksza si¢ dwukrotnie w odpowiedzi na zasolenie. VHA-A2
wystepuje wylacznie w korzeniach i w mniejszych ilosciach w dojrzalych owocach,
jednak jej ekspresja nie zmienia si¢ pod wplywem zasolenia [1, 16, 17].

Regulacja na poziomie transkrypcji genow jest waznym mechanizmem, ktory
umozliwia dostosowanie aktywnosci V-ATPazy zarowno do panujacych warunkow
srodowiskowych, jak 1 aktualnych potrzeb rozwojowych roslin. Wyniki badan sugeruja,
z¢ podjednostki kodowane przez kilka izogenow maja wigksza sklonno$¢ do zmian na
poziomie transkrypcji pod wpltywem dzialajacych czynnikow niz polipeptydy kodowane
przez pojedyncze geny. Mozna w zwiazku z tym wysuna¢ hipoteze, ze poszczegolne
izogeny danej podjednostki koduja izoformy, ktore charakteryzuja si¢ odrgbnymi cechami
lub ulegaja ekspresji tylko w okreslonych warunkach, badz tez izogeny te pozostaja
pod kontrola specyficznych promotorow, co w efekcie prowadzi do okreslonych reakcji
w odpowiedzi na okreslone warunki [18].

MECHANIZMY BIOCHEMICZNEJ REGULACJI
AKTYWNOSCI V-ATPazy

Aktywnos¢ V-ATPazy moze podlegac regulacii nie tylko na poziomie genow, ale
takze na etapie syntezy bialka, laczenia podjednostek w kompleksy, kierowania ich



524 K. KABALA

do kompartymentow czy potranslacyjnych modyfikacji. Poniewaz enzym jest
kompleksem kilkunastu podjednostek, z ktorych przynajmniej czg¢$¢ kodowana jest
przez wigcej niz jeden gen, jego regulacja wydaje si¢ by¢ bardzo skomplikowana i
trudna do analizy. W zwiazku z tym tez niewicle jak dotad wiadomo na temat
biochemicznej regulacji V-ATPaz u roslin.

Odwracalna regulacja oksydoredukcyjna — tworzenie mostkow
dwusiarczkowych

V-ATPazy wykazuja wrazliwos¢ na zwiazki sulthydrylowe, co potwierdza istotna
rolg reszt cysteiny w utrzymaniu funkcjonalnej konformacji enzymu. Jednym z
pierwszych zidentyfikowanych mechanizmow regulacji aktywnosci V-ATPazy byla
mozliwos¢ tworzenia mostkow dwusiarczkowych migdzy konserwatywnymi resztami
cysteiny w migjscach katalitycznych. Powstaniec wigzania -S-S- migdzy Cys254 a
Cys532 podjednostki A powoduje odwracalna inaktywacj¢ enzymu, a przez to
zahamowanie transportu protonow. ATP wiaze si¢ do migjsca katalitycznego 1 zachodzi
jego hydroliza, jednak produkty hydrolizy, czyli ADP 1 Pi, nic moga zosta¢ uwolnione.
Mostek dwusiarczkowy uniemozliwia zmiang konformacji miejsca katalitycznego z tzw.
zamknigte]” na ,otwarta”’. Redukcja wigzania -S-S- migdzy Cys254 a Cys532
wymaga udzialu dodatkowej reszty cysteiny w podjednostce A [2].

Na przykladzie lisci Hordeum vulgare (jeczmienia) wykazano, ze roslinna V-ATPaza
jest inaktywowana przez H, O (hamowanie hydrolizy ATP 1 transportu protonéw), a
reaktywacja enzymu zachod21 w obecnosci zredukowanego glutationu lub cysteiny.
Udowodniono, ze obserwowana modyfikacja aktywnosci V-ATPazy wynika z tworzenia
mostka dwusiarczkowego nie tylko w podjednostce A, ale takze w podjednostce E.
Zidentyfikowano dwie reszty cysteiny w podjednostce E, Cys134 1 Cys186 ktore sa wysoce
konserwatywne w roslinnych V-ATPazach, 1 brak ich u innych organlzmow eukariotycznych.
Tworzenie mostka dwusiarczkowego miedzy tymi resztami wydaje si¢ by¢ mechanizmem

regulatorowym specyficznym dla roslin [18].

Odwracalna fosforylacja

Procesy fosforylacji 1 defosforylacji, zachodzace przy udziale bialkowych kinaz 1
fosfataz, stanowia powszechny mechanizm potranslacyjnej modyfikacji aktywnosci
bialek roslinnych. Do bialek takich nalezy plazmolemowa H'-ATPaza, ktora
aktywowana jest w wyniku fosforylacji pojedynczej reszty treoniny i wiazania do
ni¢j regulatorowego bialka 14-3-3 [1].

Nieliczne dotad badania sugeruja, ze fosforylacja podjednostek wakuolarnej ATPazy
powoduje stymulacj¢ aktywnosci enzymu. Przykladem jest aktywacja V-ATPazy
skorelowana z fosforylacja podjednostki B obserwowana u Cucurbita pepo convar.
giromontiina (cukinii) 1 fosforylacja podjednostki A u Zea mays (kukurydzy). W
podjednostce A zidentyfikowano konserwatywna reszte seryny (Ser525) jako
potencjalne miegjsce fosforylacji. Wykazano takze, ze kinazy WNK (z ang. with no
lysine) wchodza w specyficzng interakcj¢ z podjednostkami C V-ATPazy [18, 19, 20].
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W scekwencji aminokwasowe] podjednostki A u H. vulgare zidentyfikowano
niedawno konserwatywna domeng, ktéra jest prawdopodobnie odpowiedzialna za
wiazanie bialka z rodziny 14-3-3 w sposob zalezny od fosforylacji. W fosforylacji
podjednostki A uczestnicza specyficzne kinazy, ktéorych poziom wzrasta po
traktowaniu roslin $wiatlem niebieskim. Krotkie traktowanie tym $wiatlem powoduje
rowniez 2-3-krotny wzrost aktywnosci hydrolitycznej V-ATPazy [20].

Modyfikacja przez lipidy

Oczyszczona V-ATPaza, pozbawiona otoczenia lipidowego, traci wigkszo$¢ swojej
aktywnosci. Dodanie fosfolipidow, np. fosfatydylocholiny, przywraca aktywnosé¢
enzymu (obserwuje si¢ jej okolo 50-krotny wzrost). Podobnego efektu nie
stwierdzono w obecnosci glikolipidéw, ktore hamuja indukowana przez fosfolipidy
aktywacj¢ V-ATPazy. Glikolipidy odpowiedzialne sa za hamowanie transportu
protonow przez tonoplast w warunkach niskiej temperatury, prawdopodobnie poprzez
indukowanie zmian konformacyjnych w kompleksie V-ATPazy [18, 21].Wyniki tych
badan sugeruja, ze zmiana skladu lipidowego tonoplastu moze modulowaé (stymu-
lowac¢ badz hamowa¢) aktywno$¢ wakuolarnej ATPazy.

Odwracalna dysocjacja sektorow V iV,

W komorkach S. cerevisiae 1 Insecta (owadow) wykazano, ze kompleks V-ATPazy
moze dysocjowac wskutek zmieniajacych si¢ warunkow zewngtrznych, uwalniajac sektor
V, od V, przy czym podjednostka C odlacza si¢ niezaleznie od pozostalych elementow
V.. Wolny sektor cytoplazmatyczny nie jest w stanie hydrolizowa¢ ATP, sektor blonowy
natomiast ni¢ przewodzi biernic protonow [2]. Proces ten jest odwracalny, sektory
ponownie moga si¢ ze soba laczy¢, co prowadzi do aktywacji enzymu.

W komorkach S. cerevisiae odwracalna dysocjacja kompleksu V-ATPazy
zwigzana jest z dostgpnoscia glukozy (zrodlo wegla). Kiedy srodowisko jest bogate
w glukozg, 60-70% scktorow V  polaczonych jest z V. Po jej wyczerpaniu tylko
15-20% V,, tworzy aktywne kompleksy z V. Nasuwa si¢ pytanie, w jakim celu
na terenic komorki utrzymywana jest pula wolnych nicaktywnych sektorow V. i
V. Postulowano kilka wyjasnien takiej regulacj: 1) jest to szybszy sposob na laczenie
podjednostek V-ATPazy 1 wzrost aktywnosci niz synteza nowego kompleksu,
i) cytoplazmatyczny kompleks V, moze spelnia¢ dodatkowe funkcje w komorce
niezalezne od V-ATPazy, iii) uwalnianic V, z blony daje mozliwos¢ wymiany
sektorow 1 tworzenia kompleksow V-ATPazy o nowych wlasciwosciach, np. w
zaleznosci od warunkéw srodowiskowych [22].

Roéwnie cickawa 1 wazna kwesta dotyczaca odwracalnej dysocjacji enzymu jest
pytanie, w jaki sposob dochodzi do wyciszenia aktywnosci ATPazowej w sektorze
V, 1 transportu protonéw w sektorze V. po ich rozlaczeniu. Wykazano, ze w
uwolnionym z blony sektorze V, podjednostka H zmieniajac swoje polozenie jest w
bliskim sasiedztwie podjednostki F. W ten sposéb elementy rotora lacza si¢ z
podjednostkami statora, uniemozliwiajac rotacj¢ 1 hamujac aktywnos¢. W mechaniz-
mie tym uczestniczy takze podjednostka C, ktorej odlaczenie od V| podezas dysocjacji
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kompleksu V-ATPazy stwarza mozliwo$¢ zmiany pozycji podjednostki H. Obecnosc
podjednostki C w kompleksie zapobiega kontaktowaniu si¢ podjednostki H z rotorem
[23, 24]. Podobna sytuacja ma migjsce w sektorze blonowym V. ktory przewodzi
protony tylko wowczas, kiedy wchodzi w interakcje z peryferyjnymi polaczeniami
tworzonymi przez podjednostki V. [10].

Dysocjacja 1 ponowne laczenie sektorow w kompleks V-ATPazy wydaja si¢ by¢
procesami kontrolowanymi niezaleznie od siebie. Hipotezg t¢ potwierdzaja badania,
w ktérych stwierdzono, ze pierwszy z procesdw wymaga obecnosci sieci mikrotubul,
drugi natomiast zalezy od kompleksu RAVE (regulator kwasowosci wakuoli 1
endosomoéw). Sugeruje si¢ ponadto istotna rol¢ podjednostki A w kontrolowaniu
procesu dysocjacji. W jej obregbie zidentyfikowano 90-aminokwasowa domeng o
wysoce konserwatywnej sekwencji, ktora jest unikalna dla V-ATPaz i nie wystepuje
w homologicznych podjednostkach beta F-ATPaz. Mutacje w tym regionie prowadza
do calkowitego hamowania procesu dysocjacji. Zmiany w opisanej domenie podjed-
nostki A moga zatem uczestniczy¢ w aktywacji zaleznej od glukozy dysocjacji enzymu
[2]. Nie potwierdzono jak dotad funkcjonowania podobnego mechanizmu regulacji
V-ATPaz w komorkach roslinnych.

Modyfikacja wspolczynnika sprzezenia

Na podstawie symetrii czg¢sci katalitycznej enzymu, zawierajacej po trzy
oddzialujace ze soba podjednostki A 1 B, oraz symetrii pier§cienia proteolipidowego,
zbudowanego z 6 podjednostek, z ktorych kazda zawiera jedno migjsce wigzania
H’, ustalono, ze wspolczynnik sprzezenia transportu protonow z hydroliza ATP dla
V-ATPazy wynosi 2 (2 transportowane H'/1 hydrolizowane ATP). Stechiometria
taka pozwala na generowanie gradientu pH przez blong wiclkosci 4,6 jednostki.
Pozniejsze badania przy uzyciu techniki patch clamp wykazaly, ze wspolczynnik
sprzezenia rowny jest 3,28 dla V-ATPazy funkcjonujacej w blonach wakuolarnych
Beta vulgaris (buraka czerwonego). Stwierdzono ponadto, ze warto$¢ wspolczynnika
nie jest stala 1 moze zmienia¢ si¢, dostosowujac si¢ do aktualnej roznicy pH po obu
stronach tonoplastu. Kiedy gradient pH migdzy wakuola a cytoplazma rosnie z 2,8
do 4.7, wspolczynnik sprzgzenia maleje z 3,28 do 1,75. U niektorych gatunkow roslin
pH soku wakuolarnego moze osiaga¢ wartosci skrajnie niskie, np. ponizej 1 u
Begonia (begonii) czy okolo 2.2 u Citrus limon (cytryny). W tych przypadkach
stosunek ilosci transportowanego H' do hydrolizowanego ATP wynosi okolo 1.
Podstawy mechanizmu nie sg znane, sugeruje si¢ jednak, zZe jest on zwigzany z
odwracalng dysocjacja sektora katalitycznego V, od blonowego V [18, 25].

ROLA V-ATPazy W ADAPTACJI ROSLIN DO STRESOW
ABIOTYCZNYCH

Wakuola stanowi unikalny kompartyment komoérek roslinnych, poniewaz w
otaczajacej ja blonie funkcjonuja dwie pompy protonowe, korzystajace z innych zrodel
energii chemicznej 1 znacznie rozniace si¢ struktura. Oprocz V-ATPazy, w tonoplascie
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wystepuje wakuolarna pirofosfataza (V-PPaza), zbudowana z pojedynczego polipep-
tydu, ktora przenosi protony do wnetrza wakuoli dzigki hydrolizie wigzan wysoko-
energetycznych obecnych w pirofosforanie. Generalnie uwaza si¢, ze wspoéldzialanie
obu enzymdéw umozliwia roslinom utrzymanie procesow transportu przez tonoplast
nie tylko w warunkach optymalnych dla rozwoju, ale takze w warunkach stresowych,
jednak powigzania funkcjonalne migdzy nimi nie zostaly dotad poznane [4, 25].

Wiele czynnikow srodowiskowych wplywa na funkcjonowanie V-ATPazy w
komorkach roslinnych. W odpowiedzi na dzialanie tych czynnikow enzym moze
modyfikowac aktywnos¢ zaréwno na poziomie ekspresji podjednostek, jak i zmian
w strukturze. Z tego powodu V-ATPazg roslin wyzszych okresla si¢ czgsto mianem
,.eko-enzymu™ [6, 18].

Stres solny

Najlepiej poznanym przykladem, potwierdzajacym udzial V-ATPazy w adaptacji
roslin do warunkow stresowych, jest modyfikacja enzymu pod wplywem zasolenia.

Rosliny poddane dzialaniu stresu solnego akumulujg szkodliwy nadmiar jonéw sodu
w wakuoli, w wyniku aktywacji napedzanego przez gradient protonow antyportera
Na'/H'. W przypadku halofitow, tj. roslin tolerujacych zasolone srodowisko, stwier-
dzono wyrazny wzrost aktywnosci wakuolarnej ATPazy skorelowany ze zwigksze-
niem liczby transkryptéw genow kodujacych poszczegdlne podjednostki enzymu
zarowno w lisciach, jak 1 korzeniach. Modelowa rosling w tych badaniach jest
Mesembryanthemum crystallinum (przypoludnik). Na jej przykladzie wykazano, ze
krotkotrwaly (8—24 godz.) stres solny powoduje wzrost poziomu mRNA dla
podjednostki ¢ odpowiedzialnej za transport protonow przez blong. Taka regulacja
moze stanowi¢ wczesng odpowiedz roslin na zasolenie. Natomiast po kilku
tygodniach ekspozycji roslin na NaCl, kiedy uruchamiane sa mechanizmy adaptacyjne,
dochodzi do skoordynowanej aktywacji transkrypcji podjednostek A, B, E. F, G i c,
a w konsekwencji do zwigkszenia liczby czasteczek enzymu 1 jego aktywnosci. W
przeciwienstwie do halofitow, wigkszos¢ glikofitow nie wykazuje podobnej regulacji
aktywnosci V-ATPazy pod wplywem zasolenia. Zatem zdolnos¢ do reagowania na
stres solny poprzez modyfikacje ekspresji genow kodujacych podjednostki V-ATPazy
wydaje si¢ by¢ podstawowym elementem warunkujacym tolerancj¢ roslin na
obecnos¢ soli w srodowisku [21].

W warunkach stresu solnego roslinne V-ATPazy podlegaja regulacji nie tylko na
poziomie transkrypcji, ale ekspresja podjednostek moze by¢ kontrolowana takze na
poziomie potranskrypeyjnym. U mchu 7ortula ruralis (pedziczek wiejski), wyko-
rzystywanego jako modelowy system do badan mechanizmoéow tolerancji roslin na
wysychanie, zaobserwowano wzrost poziomu transkryptu podjednostki ¢ w
odpowiedzi na zasolenie. Wykazano jednoczesnie, Ze mRNA podjednostki ¢ zwiazane
bylo gléwnie z frakcja polirybosomalna. Wyniki te sugeruja, ze w komorkach 7
ruralis funkcjonuje mechanizm potranskrypcyjnej kontroli genow V-ATPazy
uruchamiany pod wplywem zasolenia, ktory stanowi element konstytucyjnego systemu
ochronnego [18]. W korzeniach Cucumis sativus (ogoérka) wykazano, ze w
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aktywacji V-ATPazy, wywolanej obecnoscia NaCl w srodowisku, uczestniczy kinaza
zalezna od wapnia i1 kalmoduliny, wrazliwa na staurosporyn¢. Enzym ten prawdo-
podobnie jest stale obecny w komodrkach, wykazujac niski poziom aktywnosci. W
warunkach stresu solnego dochodzi do jego aktywacji, a nastepnie fosforylacji
V-ATPazy 1 w konsekwencji stymulacji aktywnosci transportu protondw przez
tonoplast [26].

Nowo poznanym aspektem regulacji aktywnosci V-ATPazy, potwierdzajacym jej
udzial w reakcjach roslin na stres solny, jest bezposrednia interakcja migdzy
regulatorowymi podjednostkami B enzymu a kinaza serynowo-treoninowa SOS?2,
ktorej efektem jest stymulacja transportu protonow przez tonoplast. Glowna funkcja
tej kinazy jest fosforylacja 1 w konsekwencji aktywacja plazmolemowego antyportera
Na'/H" (SOS1), odpowiedzialnego za usuwanie nadmiaru jonéw sodu z cytoplazmy
do apoplastu. Wykazano takze, ze kinaza SOS2 uczestniczy w aktywacji
antyporterow Na'/H" zlokalizowanych w tonoplascie, przenoszacych Na“ do wnetrza
wakuoli [27, 28].

W obliczu przedstawionych danych zaskakujace okazaly si¢ wyniki badan
prowadzonych na mutancie A. thaliana vha-a2 vha-a3, charakteryzujacym sig¢
brakiem obu izoform podjednostki a V-ATPazy obecnych w tonoplascie oraz
zahamowana aktywnoscia enzymu. Mutant ten nie wykazywal zadnych zaburzen
w akumulacji jonow sodu i dobrze tolerowal obecnos¢ soli w srodowisku, co
wskazuje, ze w przypadku A. thaliana aktywnosc tonoplastowej V-ATPazy nie jest
wymagana w tolerancji na zasolenie. Jednoczesnie wykazano, ze wrazliwos¢ na sol
u tego gatunku zwigzana jest z redukcja aktywnosci V-ATPazy zlokalizowanej w
sieci trans aparatu Golgiego [29].

Stres wywolany obecnoscia metali ciezkich

Poréwnanie gatunkéw roslin wrazliwych z tolerujacymi obecnos¢ metali cigzkich
wskazuje, Ze odpornos¢ na metale zwigzana jest zazwyczaj z aktywnoscia
dodatkowych bialek transportowych w blonach. W sekwestracji metali cigzkich w
wakuoli uczestniczg zarowno pierwotne, jak 1 wtorne aktywne systemy transportowe.
Do tonoplastowych transporterow pierwotnych, wykorzystujacych ATP jako zrédlo
energii, naleza bialka typu ABC (z ang. ATP-binding cassette transporters),
transportujace kompleksy metali z glutationem, np. AtMRP3 [30], oraz ATPazy typu
P .. reprezentowane przez AtHMAS3 [31]. Natomiast wsrod tonoplastowych
transporterow wtornych, wykorzystujacych gradient elektrochemiczny H', wyroznia
si¢ bialka CDF (z ang. Cation Diffusion Facilitators), wsrdd nich MTPI1, 1
transportery CAX (z ang. Cation Exchangers), przenoszace jony metali do wakuoli
na zasadzie antyportu z protonami. Aktywnos¢ tych bialek zalezy posrednio od
aktywnosci wakuolarnych pomp protonowych, czyli V-ATPazy i V-PPazy [32, 33,
34]. Mozna w zwigzku z tym zalozy¢, Ze ckspozycja roslin na metale cigzkie
wplywac bedzie, podobnie jak zasolenie, na funkcjonowanie V-ATPazy. Mimo to
niewiele informacji pojawilo si¢ dotad w literaturze na temat regulacji aktywnosci
tonoplastowych pomp protonowych pod wplywem metali cigzkich.
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Jednym z nielicznych dowodéw potwierdzajacych rolg V-ATPazy w transporcie
jonow metali do wakuoli byly wyniki badan z uzyciem bafilomycyny wskazujace,
ze u wrazliwej na metale ci¢zkie Silene vulgaris (lepnicy) transport cynku przez
tonoplast byl wyraznie hamowany w obecnosci inhibitora. Otrzymane dane jasno
wskazywaly, ze transport Zn do wakuoli u tego gatunku zalezy od gradientu protonow
generowanego przez wakuolarng ATPazg [21].

Przeprowadzona w ostatnich latach analiza aktywnosci V-ATPazy w korzeniach
C. sativus poddanych dzialaniu metali cigzkich wykazala, Ze poszczegdlne metale
w odmienny sposéb modyfikuja aktywnos¢ enzymu. Dla przykladu obecnos¢ miedzi
w srodowisku korzeni istotnie stymulowala aktywnos¢ hydrolityczng V-ATPazy oraz
katalizowany przez nia transport H', podczas gdy kadm, cynk i nikiel wyraznie
hamowaly obie aktywnosci enzymu. Obserwowane modyfikacje aktywnosci
V-ATPazy nie byly wynikiem zmian w ekspresji genow kodujacych podjednostkg A
1 ¢, ani w poziomie biatka podjednostek enzymu. Wydaje si¢ zatem, ze w warunkach
stresu indukowanego przez metale cigzkie funkcjonuja inne mechanizmy odpowie-
dzialne za regulacje aktywnosci enzymu, a jednym z nich moze by¢ zmiana skladu
lipidowego tonoplastu. Wyniki badan sugeruja, ze w korzeniach poddanych dzialaniu
miedzi wakuolarna ATPaza odpowiada za generowanic wysokiego gradientu
protonow przez tonoplast, ktory moze by¢ wykorzystywany przez wtorne transportery
usuwajace nadmiar jonow Cu?" do wakuoli. Natomiast w warunkach stresu
wywolanego przez Cd, Ni i1 Zn ograniczone funkcjonowanie V-ATPazy kompenso-
wane jest przez aktywnos$¢ V-PPazy, co ma istotne znaczenie dla zachowania funkcji
pelnionych przez wakuole, w tym dla procesow transportu wtornego przez blong
wakuolarng [35, 36].

Stres niskiej temperatury

Juz ponad 20 lat temu w granulach chromafinowych zaobserwowano, ze pod
wplywem niskiej temperatury kompleks V-ATPazy ulega nicodwracalnej dysocjacji
na scktory V 1 V. Indukowany niska temperaturag mechanizm inaktywacji enzymu
zostal szybko potwierdzony w komorkach roslinnych. Wykazano, ze konsekwencja
dysocjacji peryferyjnych podjednostek z blony jest czg¢sciowa degradacja kompleksu
V-ATPazy, a inhibicji enzymu towarzyszy zakwaszanie cytoplazmy. Porownanie
V-ATPaz roslin wrazliwych na niska temperature, np. Vigna radiata (fasola mung)
1 gatunkow odpornych, np. P. sativum, pozwolilo wyrdzni¢ dwa typy wakuolarnej
ATPazy: mung-bean-type, podlegajacy inaktywacji pod wplywem chlodu i pea-type,
niewrazliwy na niska temperaturg, nie ulegajacy dysocjacji [21].

Badania przeprowadzone na przykladzie Pennisetum glaucum (rosplenicy)
wykazaly, ze w warunkach stresu niskiej temperatury wakuolarna ATPaza moze
podlega¢ regulacji na poziomie transkrypcji genow. Ekspresja genu VHA-cI,
kodujacego blonowa podjednostke proteolipidowa, byla znaczaco stymulowana
zarowno pod wplywem zasolenia, jak 1 niskiej temperatury [37].

Generowanie gradientu protonow przez tonoplast odgrywa istotna rol¢ w adaptacji
roslin do niskiej temperatury. Wytworzona przez V-ATPaz¢ sila protonomotoryczna
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sluzy do napg¢dzania wtornych aktywnych antyporteréw, odpowiedzialnych na
przenoszenie do wakuoli cukrow: sacharozy, rafinozy 1 stachiozy. Zwiazki te chronia
blony 1 bialka przed uszkodzeniami oraz zabezpieczaja komorki roslinne przed
zamarzaniem. Indukowany przez niska temperaturg spadek aktywnosci V-ATPazy
1 zwigzane z nim ograniczenic w tworzeniu gradientu protonow moga negatywnic
wplywac¢ na akumulacj¢ cukrow w wakuoli 1 odpornos¢ roslin. U niektorych
gatunkow jednak inaktywacja V-ATPazy kompensowana jest przez stymulacjg
aktywnosci V-PPazy [21].

PODSUMOWANIE I PERSPEKTYWY

Przez dlugi czas wiedza dotyczaca funkcjonowania V-ATPaz w komoérkach
roslinnych koncentrowala si¢ na ich roli w generowaniu gradientu protondéw i
napg¢dzaniu proceséw wtdrnego transportu przez tonoplast. Badania ostatnich lat
pokazuja, ze bialka te stanowia istotny element transportu pgcherzykowego w
systemie sekrecyjnym 1 w endocytozie. Potwierdzono, ze aktywnos¢ V-ATPaz ma
istotne znaczenie dla utrzymania struktury 1 funkcji aparatu Golgiego. W komorkach
S. cerevisiae 1 pecherzykach synaptycznych Drosophila melanogaster (muszki
owocowej) podjednostki sektora V  uczestnicza w procesach fuzji blon. Podjednost-
ka a4 V-ATPazy ssakow natomiast moze dziala¢ jako sensor pH, bioracy udzial w
komunikacji migdzy wnetrzem endosomdéw a bialkami cytosolowymi [1, 4].
Wykorzystanie metod proteomiki ilosciowej pozwolilo wykaza¢ asocjacje tonoplasto-
wej V-ATPazy z enzymami glikolitycznymi aldolaza i enolaza, ktore prawdopodobnie
dostarczaja ATP do enzymu 1 bezposrednio stymuluja pompowanie protonow |[38].
Powyzsze dane jednoznacznie wskazuja na zwiazek V-ATPazy nie tylko z réznymi
procesami komorkowymi, ale takze ze szlakami metabolicznymi.

Poznanie nowych, dodatkowych funkcji podjednostek V-ATPazy, niezaleznych od
pompowania protonow, podkresla jeszcze bardziej kompleksowe dzialanie enzymu. Niezwykle
interesujacym odkryciem ostatnich lat byla identyfikacja podjednostki B (izoformy VHA-B1)
w kompleksie jadrowym heksokinazy u A. thaliana, co sugeruje role tego polipeptydu w
przekazywaniu sygnalu cukrowego [1, 39]. Pozostaje zatem cickawa kwestia do
rozstrzygnigeia w przyszlosci, czy inne podjednostki wakuolamej ATPazy pelnia w komoérkach
roslinnych réwnie zaskakujace, a dotad nieodkryte funkcje jak VHA-BI1.
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