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Streszczenie: Stê¿enie jonów wodorowych jest wielokrotnie wy¿sze na zewn¹trz komórki ni¿ w jej
wnêtrzu. Ta ró¿nica utrzymywana jest dziêki obecno�ci w plazmolemie pierwotnych pomp protono-
wych (H+), które sprzêgaj¹ transport protonów z procesem uwalniania energii. �ród³em energii jest
hydroliza ATP i dlatego bia³ka te traktowane s¹ jako enzymy maj¹ce w³a�ciwo�ci ATP-az. Pompa proto-
nowa wykorzystuje ATP jako substrat i wyrzuca H+ z komórki, a to powoduje ich asymetryczne
rozmieszczenie i  powstanie gradientu elektrochemicznego, który wykorzystywany jest w wielu proce-
sach fizjologicznych m.in. we wzro�cie komórek,  osmoregulacji i transporcie substancji do wnêtrza
komórki.  W ci¹gu ostatnich 15 lat po�wiêcono wiele uwagi zagadnieniom zwi¹zanym z regulacj¹ potrans-
lacyjn¹ H+ATP-az przez ró¿ne bod�ce egzo- i endogenne o charakterze chemicznym (hormony, NaCl) i
fizycznym (temperatura, uszkodzenia mechaniczne). A dynamiczny rozwój badañ w dziedzinie biologii
molekularnej pozwoli³ na odkrycie wielu nowych informacji na temat ich genetyki. H+ATP-aza jest
kodowana przez z³o¿on¹ rodzinê genów sklasyfikowanych w 5 podrodzinach, z których dwie ( I i II)
ulegaj¹ ekspresji w wielu organach i tkankach, a trzy pozosta³e tylko w okre�lonych warunkach, np. w
niektórych stadiach rozwoju ro�lin. Z uwagi na kluczow¹ rolê pomp protonowych w utrzymaniu wielu
procesów fizjologicznych w komórce, niezbêdna jest ich precyzyjna regulacja na poziomie transkrypcyj-
nym i posttranslacyjnym, ale mechanizmy tej regulacji nie s¹ do koñca poznane. Niniejszy artyku³ jest
prób¹ syntezy wiedzy o obu poziomach kontroli i funkcjonowaniu plazmolemowych pomp protono-
wych w komórkach ro�linnych.

S³owa kluczowe: H+ATP-aza, plazmolema, izoformy, ekspresja genów, regulacja.

Summary: The extracellular concentration of protons is much higher than intracellular its level. Responsi-
ble for generation and maintaining this difference is the proton pump (H+) present in the outer cell
membrane. A proton pump uses ATP as a substrate and expels H+ from the cell; consequently, the ions are
asymmetrically located and the electrochemical gradient appears, which is used in many physiological
processes such as cellular growth, osmoregulation and transport of substances into the cell. During the last
15 years much attention was drawn to the issues related to post-translational regulation of H+ATPases by
different exogenic and endogenic stimuli of chemical nature (hormones, NaCl) and physical nature (tempe-
rature, mechanical damage). A dynamic development of research in the field of molecular biology allowed
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to learn much more about their genetics. H+ATPase is encoded by a complex family of genes classified into
5 subfamilies, two of which (I and II) are widely expressed in many organs and tissues, whereas remaining
three only in specified conditions such as some stages of plant development. Taking into account a key
role of proton pumps in maintaining many physiological processes in the cell, their precise regulation at
the transcriptional and post-translation levels is indispensable; however, the mechanisms of such regula-
tion are not fully known. This article is an attempt to synthesise the knowledge regarding both levels of
control as well as functions of plasmalemma proton pumps in plant cells physiology.

Key words: H+ATPase, plasma membrane, isoforms, gene expression, regulation.

WSTÊP

O ile w komórkach zwierz¹t za utrzymanie gradientu elektrochemicznego b³ony
komórkowej jest odpowiedzialna Na+-K+ATP-aza, o tyle w komórkach zarówno ro�lin,
jak i bakterii i grzybów (w tym dro¿d¿y) gradient ten jest tworzony zazwyczaj przez
H+ATP-azê, nale¿¹c¹ do rodziny pierwotnych transporterów typu P [57,59]. Wykorzy-
stuj¹c energiê z hydrolizy trifosforanu adenozyny (ATP) pompa protonowa prowadzi
do jednokierunkowej translokacji H+  na zewn¹trz  komórki. Takie przemieszczenie
jonów wodorowych powoduje ich asymetryczne rozmieszczenie i generuje gradient
elektrochemiczny, który jest wykorzystywany w komórce w podstawowych procesach
fizjologicznych, takich jak: regulacja wewn¹trzkomórkowego pH, utrzymanie turgoru i
zwi¹zane z nim procesy (otwieranie aparatów szparkowych, ruchy organów), kie³kowa-
nie (szczególnie w fazie imbibicji), �kwa�ny� wzrost komórek oraz transport sk³adników
od¿ywczych w drodze symportu i antyportu [4, 5, 17, 49]. H+ATP-aza uczestniczy
ponadto w adaptacjach do warunków stresowych, pojawiaj¹cych siê podczas ca³ego
¿ycia ro�liny (zasolenie, uszkodzenia mechaniczne, atak patogenów, wysoka i niska
temperatura, stres zwi¹zany z niedoborem sk³adników mineralnych w �rodowisku)
[35, 40, 52, 65, 72].

RYCINA 1. Struktura plazmolemowej pompy protonowej wystêpuj¹cej w komórkach ro�innych (wg
Portillo [2000] zmodyfikowane)
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Ro�linna H+ATP-aza jest bia³kiem monomerycznym o masie cz¹steczkowej ok. 100
kDa, którego sk³ad aminokwasowy zosta³ okre�lony na podstawie poznanych sekwencji
nukleotydowych genów koduj¹cych ten enzym. Stosuj¹c badania krystalograficzne
ujawniono, ¿e strukturê bia³ka pompy protonowej stanowi ³añcuch polipeptydowy, którego
10�12 fragmentów w formie α-helis przenika przez plazmolemê, a rozbudowana czê�æ
hydrofilowa z du¿¹ i ma³¹ pêtl¹ znajduje siê po stronie cytoplazmatycznej [49, 68].
Du¿a pêtla cytoplazmatyczna zawiera  miejsce wi¹zania i hydrolizowania ATP, a ma³a
stanowi miejsce sprzê¿enia pomiêdzy transportem protonów a domen¹ hydrolityczn¹.
Koniec ³añcucha C i N równie¿ znajduj¹ siê po stronie cytoplazmatycznej (ryc. 1).
Terminalny fragment ³añcucha stanowi region autoinhibitorowy bia³ka, który poprzez
interakcjê z regionem katalitycznym, zas³aniaj¹c miejsce wi¹zania ATP i kana³ protonowy,
prowadzi do inaktywacji pompy protonowej.

Aktywno�æ H+ATP-azy jest hamowana przez ortowanadan, który jest inhibitorem
kompetencyjnym ATP-az typu P, poniewa¿ ³¹czy siê z ufosforylowan¹ form¹ enzymu
i blokuje jego aktywno�æ. Podobne dzia³anie inhibitorowe wykazuj¹ dietylostilbesterol,
dicykloheksylokarbodiimid  i erytrozyna B [ 45].

Z uwagi na udzia³ w podstawowych procesach metabolicznych tego enzymu
okre�lanego przez badaczy anglosaskich jako �master� podlega on bardzo czu³ej regulacji
na poziomie transkrypcyjnym i posttranslacyjnym. Obydwa poziomy kontroli s¹ obiektem
nieustannych badañ, które maj¹ przybli¿yæ mechanizmy dzia³ania pomp protonowych
w komórkach ro�linnych.

REGULACJA EKSPRESJI GENÓW PLAZMOLEMOWEJ
POMPY PROTONOWEJ

Ro�linna H+ATP-aza jest kodowana przez z³o¿on¹ rodzinê genów (rodzina multige-
nowa). Jakkolwiek funkcje fizjologiczne wielu izoform H+ATPazy nie s¹ jeszcze
wyja�nione, to jednak powszechnie uwa¿a siê, i¿ odpowiadaj¹ one za utrzymanie
prawid³owego, podstawowego metabolizmu komórkowego (ang. housekeeping
enzymes). Multigenowe rodziny jednostek dziedziczenia z indywidualnymi promotorami
umo¿liwiaj¹ ró¿n¹ ekspresjê ka¿dej izoformy H+ATP-azy w zale¿no�ci od funkcji,
miejsca wystêpowania, stanu fizjologicznego i stadium rozwojowego komórki ro�linnej
[2, 3]. Ró¿norodny poziom ekspresji genów koduj¹cych H+ATP-azê mo¿e byæ regulowa-
ny zarówno przez sygna³y �rodowiska, jak i hormony. Byæ mo¿e wiêc takie bogactwo
genów umo¿liwia indywidualne dopasowanie enzymu do ka¿dego typu komórki lub/i
do funkcji, jakie ma w niej pe³niæ pompa protonowa. Szczegó³owe przeszukiwanie
cDNA i bibliotek genomowych pozwoli³o na dok³adn¹ identyfikacjê nastêpuj¹cych
genów plazmolemowej pompy protonowej (tab. 1) Wszystkie zidentyfikowane geny
plazmolemowej pompy protonowej zosta³y sklasyfikowane w 5 podrodzin (I, II, III, IV,
V) na podstawie filogenetycznych podobieñstw i analiz porównawczych sekwencji
nukleotydowych [2]. Geny, których ekspresja zachodzi na wysokim poziomie w wielu
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organach, bez wzglêdu na miejsce wystêpowania, stan fizjologiczny i rozwojowy komórki
ro�linnej, zaliczono do I  i II podrodziny. Natomiast geny, których ekspresja jest tkankowo
specyficzna, czy te¿ ograniczona do okre�lonego stadium rozwoju b¹d� indukowana
okre�lonymi bod�cami  endogennymi (czynniki transkrypcyjne, hormony) lub egzogen-
nymi (stres solny, uszkodzenia mechaniczne) zosta³y przyporz¹dkowane trzem
pozosta³ym podrodzinom (III, IV, V). Genowa kompozycja (wzór u³o¿enia intronów) i
analiza ekspresji ró¿ni siê miêdzy gatunkami ro�lin w obrêbie tych piêciu podrodzin.
Ponadto heterologiczna ekspresja w komórkach Saccharomyces cerevisiae ujawni³a,
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¿e ró¿ne izoformy nale¿¹ce do jednej podrodziny maj¹ odmienne w³a�ciwo�ci bioche-
miczne i regulatorowe, ale mog¹ wspó³istnieæ w jednym typie komórek. I tak, produkty
genów AHA1, 2 nale¿¹ce do II podrodziny wykazuj¹ ró¿nice w parametrach Km i V
max, ale maj¹ zbli¿one powinowactwo do ATP i wanadanu, podczas gdy podobne do
nich w 88% bia³ko kodowane przez geny AHA3, charakteryzuje siê ni¿szym
powinowactwem do obu tych substancji [2].

Biochemiczna charakterystyka izoform PMA2 i PMA4 (II podrodzina), które ulegaj¹
ekspresji w komórkach dro¿d¿y, ujawni³a znaczne ró¿nice w optimum pH, a tak¿e
ró¿n¹ wra¿liwo�æ na lizofosfatydylocholinê [32]. PMA4 wykazywa³ wy¿sz¹ aktywno�æ
przy niskim pH. Hipotetyczne wyja�nienie tego zjawiska opiera siê na mniejszej kontroli
PMA4 przez domenê autoinhibitorow¹, ni¿ ma to miejsce dla PMA2, co przyczynia siê
do wy¿szej aktywno�ci w wypompowywaniu H+. Pojedynczo regulowane enzymy,
które wykazuj¹ odmienne w³a�ciwo�ci kinetyczne, mog¹ ³atwiej przystosowaæ komórki
do zmiennych warunków �rodowiska.

Wysoka ekspresja PMA1, 2 i 3, zachodz¹ca tylko w komórkach szparkowych i w kwiatach
[48, 58], wydaje siê byæ uwarunkowana wiekiem i czynnikami zewnêtrznymi. W komórkach
szparkowych Nicotiana plumbaginifolia podczas optymalnych warunków wzrostu ekspresja
genu PMA1 jest czêsto niewykrywalna, natomiast gdy m³ode li�cie zostan¹ zanurzone na
kilka godzin w wodzie lub w po¿ywce o bogatym sk³adzie mineralnym, poziom ekspresji tego
genu gwa³townie ro�nie [45]. Wysoki poziom transkryptu tych trzech izoform w kwiatach
mo¿na z kolei t³umaczyæ specyfik¹ organu, bowiem w trakcie rozwoju kwiatów wzrasta
zapotrzebowanie na metabolity, czerpane przecie¿ z innych tkanek w drodze wtórnego,
aktywnego transportu z udzia³em H+ATP-azy.

Jeden z genów tytoniowych (PMA6) charakteryzowa³ siê podwy¿szon¹ ekspresj¹
w warunkach stresu mechanicznego, sugeruj¹c udzia³ tej izoformy w tkankach
nara¿onych na uszkodzenie mechaniczne [55]. Udowodniono tak¿e, ¿e ekspresja genów
pompy protonowej by³a wy¿sza podczas stresu solnego [51]. NaCl indukowa³ wzrost
mRNA H+ATP-azy zarówno u glikofitów (podczas stresu solnego w korzeniach
Nicotiana plumbaginifolia aktywowana jest ekspresja genów PMA2, pma4, pma5),
jak i u halofitów [51, 58]. U tych ostatnich podwy¿szony poziom mRNA i synteza de
novo H+ATP-azy mo¿e stanowiæ mechanizm adaptacyjny i decydowaæ o tolerancji tej
grupy ro�lin na zasolenie.

Scharakteryzowano tak¿e jedn¹ z izoform plazmolemowych pomp protonowych,
która mo¿e odgrywaæ rolê w odpowiedzi pomidorów na stres solny. Obserwowano
akumulacjê transkryptu LHA8 w li�ciach i w korzeniach, po ekspozycji ro�lin na NaCl.
Indukcja ta wydawa³a siê byæ specyficznie wywo³ywana raczej przez komponent jonowy,
a nie stres osmotyczny, poniewa¿ zast¹pienie soli polietylenoglikolem nie wp³ywa³o na
poziom ekspresji tego genu [31]. Transport Na+ i Cl� przez b³ony jest zale¿ny od gradientu
elektrochemicznego wytworzonego przez pompê protonow¹. W ten sposób regulacja
ekspresji genów koduj¹cych H+ATP-azy i kontrola jej aktywno�ci na poziomie bia³ka
mo¿e stanowiæ wa¿ny element komórkowy, warunkuj¹cy tolerancjê na zasolenie. Ta
tolerancja wydaje siê byæ zwi¹zana z gatunkiem ro�lin, a nawet z indywidualnymi
cechami  odmianowymi  w  obrêbie tego samego gatunku. Badano dwie odmiany
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pszenicy YJ24 i LH20 ró¿ni¹ce siê miêdzy sob¹ wra¿liwo�ci¹ na traktowanie NaCl.
Przy 150 mM NaCl zauwa¿ono du¿o silniejsze zahamowanie wzrostu odmiany YJ24
ni¿ odmiany LH20. W dodatku, w odpowiedzi na dzia³anie soli zanotowano wy¿szy
stopieñ przepuszczalno�ci b³on komórkowych u odmiany YJ24 w porównaniu z LH20.
Analiza peroksydacji lipidów w pêcherzykach plazmolemowych wskazywa³a, ¿e
traktowanie chlorkiem sodu powoduje znacznie wiêksze uszkodzenia lipidów w b³onach
odmiany YJ24 ni¿ u LH20. Z kolei analizy Western-blot ujawni³y mniejsz¹ ilo�æ bia³ka
H+ATP-azy w korzeniach YJ24 eksponowanych przez 72 h na 100 mM NaCl, co
mog³o byæ efektem degradacji bia³ka enzymatycznego lub zahamowania jego syntezy.
Natomiast wzrost aktywno�ci tego enzymu w korzeniach LH20 móg³ byæ zwi¹zany ze
zmian¹ w ekspresji genów koduj¹cych ten enzym podczas stresu solnego [77].

Sklonowano równie¿ inne geny koduj¹ce plazmolemow¹ pompê protonow¹ u pomidora
(Lycopersicon esculentum L.) (tab. 1). Analizy Northern-blot wykaza³y, ¿e transkrypty
LHA1, LHA2, LHA4 by³y widoczne we wszystkich badanych organach (korzenie,
³odygi, li�cienie, li�cie, zielone i dojrza³e, czerwone owoce), jednak ich ilo�æ ró¿ni³a siê
w zale¿no�ci od rodzaju tkanki. I tak, najwy¿szy poziom transkryptu LHA1 znajdowano
w dojrza³ych owocach, a najni¿szy w korzeniach. Ekspresja LHA2 w przewa¿aj¹cej
czê�ci dotyczy³a li�cieni i li�ci i by³a prawie niewykrywalna w ³odygach i korzeniach.
W przeciwieñstwie do LHA2, mRNA LHA4 by³ obecny g³ównie w korzeniach [19,
20]. Natomiast analizy izoform LHA3, 5, 6, 7 ujawni³y, ¿e izoformy te s¹ bardzo s³abo
wykrywalne, co hipotetycznie mo¿e byæ zwi¹zane z regulowaniem ich przez do tej
pory niezidentyfikowane czynniki �rodowiska b¹d� bod�ce endogenne [20]. Interesuj¹ce
s¹ równie¿ wyniki eksperymentów genetycznych dotycz¹ce wp³ywu �wiat³a i cukrów
na ekspresjê genu LHA4. Ilo�æ transkryptu by³a 2,5-krotnie wy¿sza w hypokotylach
ro�lin uprawianych w ciemno�ci w porównaniu z  ro�linami poddanymi optymalnemu
o�wietleniu. Poza tym akumulacja mRNA LHA2 i LHA4 by³a indukowana po dodaniu
do po¿ywek 100 mM cukrów (glukozy, fruktozy i sacharozy) i ta indukcja wydawa³a
siê byæ uzale¿niona od pobierania i metabolizmu wêglowodanów, poniewa¿ mannitol i
3-O-metyloglukoza nie zmienia³y kumulacji transkryptu tych trzech genów. Mo¿na,
wiêc przyj¹æ, ¿e w aktywacji genów przez �wiat³o po�rednicz¹ cukry [46].

Z kolei badania na korzeniach pomidora, ¿yj¹cych w symbiozie z grzybem Glomus
mosseae, wykaza³y, ¿e o aktywno�ci plazmolemowych pomp protonowych decyduje
obecno�æ partnera grzybowego. W korzeniach pomidorów zainfekowanych grzybem
obserwowano spadek ekspresji genu LHA1, natomiast wzrost poziomu mRNA genu
LHA2. Nie zanotowano natomiast ¿adnych zmian w poziomie ekspresji genu LHA4.
Selektywn¹ indukcjê LHA2 mo¿na t³umaczyæ tym, ¿e bia³ko LHA2 odpowiada
prawdopodobnie za generowanie gradientu potencja³u elektrochemicznego w b³onach
przylegaj¹cych do strzêpek grzyba, co jest niezbêdne dla aktywnego transportu
fosforanów (symport H+/fosforan) do symbiotycznej przestrzeni komórek kortykalnych
korzeni [22]. Symbioza mikoryzowa zmienia³a równie¿ wzór ekspresji jednej z izoform
genu u Glomus mosseae (GmPMA5), która osi¹ga³a 12-krotnie wy¿szy poziom w
trakcie kontaktu z gospodarzem ro�linnym [62]. Analiza bia³ek b³onowych metod¹
Western-blot, z u¿yciem przeciwcia³ skierowanych przeciwko H+ATP-azie Arabidopsis
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thaliana ujawni³a, ¿e w komórkach korzeni ¿yj¹cych w uk³adzie symbiotycznym ilo�æ
tego bia³ka by³a wiêksza. W dodatku pêcherzyki b³onowe izolowane z korzeni mikoryzowych
wykazywa³y wy¿sz¹ aktywno�æ H+ATP-azy wra¿liwej na wanadan ni¿ b³ony pochodz¹ce z
ro�lin niezwi¹zanych z komponentem grzybowym. Niektórzy autorzy sugeruj¹ jednak, ¿e
mikoryza mo¿e regulowaæ aktywno�æ H+ATP-azy tak¿e poprzez lepsze sprzê¿enie transportu
protonów z hydroliz¹ ATP. Obserwowano bowiem, ¿e mikoryza indukowa³a prawie 2-krotny
wzrost w tempie pompowania H+ bez istotnych zmian w szybko�ci hydrolizy ATP. Nie
wyja�niono do tej pory mechanizmu tego zjawiska [8].

Zosta³o równie¿ udowodnione, ¿e aktywacja i hamowanie H+ATP-azy w kulturach
komórkowych pomidora w drodze transkrypcyjnej i potranslacyjnej mo¿e byæ skutkiem
reakcji ro�lin na infekcje przez patogenów czy zranienia [69]. Podobne wyniki
otrzymano z do�wiadczeñ na buraku cukrowym, wykazano bowiem, ¿e zmiany
aktywno�ci plazmolemowej pompy protonowej zachodz¹ na poziomie genu i gotowego
bia³kowego produktu w trakcie stresu mechanicznego [52].

Badania molekularne na ró¿nych gatunkach ro�lin ilustrowa³y zmiany w poziomach
mRNA w zale¿no�ci od warunków zewnêtrznych. Obserwowano zwiêkszony poziom
transkryptów w odpowiedzi na traktowanie auksyn¹ [33, 34, 38], niski potencja³ wodny
[10] i niskie pH [14]. Do�æ dok³adnie opisano wp³yw niskiego zewn¹trzkomórkowego pH
na wzrost poziomu ekspresji genów u dwóch gatunków glonów Dunaliella acidifolia i D.
salina. W obu przypadkach niskie warto�ci pH prowadzi³y do nadekspresji genów
koduj¹cych plazmolemowe pompy protonowe, przy czym odpowied� kwasolubnego glonu
D. acidifolia wydaje siê konstytutywna, natomiast u D. salina ma  charakter  indukcyjny.
Wysoki  wzrost  poziomu  ekspresji  genu koduj¹cego H+ATP-azê u D. salina wystêpowa³
po 12 godzinach od przeniesienia tych glonów z pH = 9,0 (warunki kontrolne) do pH = 7,0
[74]. Pompa protonowa w komórkach bakterii kwa�nolubnych Oenococcus oeni by³a
równie¿ indukowana niskim pH, a jej aktywacja, jak wykazano, mog³a odbywaæ siê na
poziomie genetycznym, poniewa¿ komórki bakterii, które ros³y przy niskim odczynie (pH =
3,5), mia³y wy¿sz¹ zawarto�æ mRNA koduj¹cego plazmolemow¹ H+ATP-azê [24]. Jednak
podobne badania przeprowadzone na plazmole-mowej pompie protonowej z korzeni
s³onecznika nie ujawni³y ró¿nic w aktywno�ci i ilo�ci enzymu podczas zakwaszania czy
alkalizacji �rodowiska zewnêtrznego [63].

Tak¿e przej�ciowe spadki temperatur (6�10oC) uruchamiaj¹ procesy prowadz¹ce
do aktywacji ATP-az. Pocz¹tkowy wzrost aktywno�ci H+ ATP-azy w korzeniach ogórka
jest odwracalny i stopniowo zmniejsza siê w trakcie przed³u¿ania czasu dzia³ania niskiej
temperatury, co jest skorelowane z obni¿an¹ ekspresj¹ genu koduj¹cego to markerowe
bia³ko plazmolemy [1]. W odpowiedzi na nisk¹ temperaturê nastêpuje zwiêkszona
ekspresja genów koduj¹cych kinazy zale¿ne od jonów wapnia [43], otwieranie kana³ów
wapniowych i wzrost stê¿enia kwasu abscysynowego, a to najprawdopodobniej prowadzi
do aktywacji plazmolemowych pomp protonowych.

Wysok¹ ekspresjê genu NaPHA3 koduj¹cego pompê protonow¹ u Nepenthes alata
stwierdzono równie¿ w warunkach niskiego pH w wyspecjalizowanych organach ro�lin
owado¿ernych, np. w dzbankach. Z jednej strony niskie pH jest wymagane do aktywacji
enzymów proteolitycznych, a z drugiej  mo¿e aktywowaæ H+ATP-azê, która generuj¹c gradient
elektrochemiczny napêdza pobieranie sk³adników od¿ywczych z trawionych owadów [36].
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Modyfikacje aktywno�ci ro�linnych pomp plazmolemowych na poziomie transkryp-
cyjnym mog¹ byæ wywo³ywane tak¿e przez dostêpno�æ okre�lonych sk³adników
mineralnych. Analiza RT-PCR  wykaza³a, ¿e azotany ju¿ po trzech godzinach stymuluj¹
ekspresjê genów MHA3 i MHA4 w korzeniach kukurydzy, chocia¿ odpowied� by³a
ró¿na w tych obu przypadkach. Ilo�æ transkryptu MHA3 wzglêdem kontroli wewnêtrznej
(tubuliny) by³a wy¿sza o 50�70%, natomiast w przypadku MHA4 � 120% w porównaniu
z kontrol¹ [66]. Okaza³o siê równie¿, ¿e obecno�æ azotu w po¿ywce istotnie wp³ywa
na plazmolemow¹ pompê protonow¹ w korzeniach ogórka, a to w jaki sposób zmienia³a
siê jej aktywno�æ, zale¿a³o od formy zwi¹zku azotowego. I tak, obecno�æ azotanów w
po¿ywce wyra�nie stymulowa³a aktywno�æ hydrolityczn¹ i transporterow¹ pompy,
podczas gdy jony amonowe hamowa³y obie aktywno�ci (dane niepublikowane).
Udowodniono, ¿e dzia³anie azotanów i jonów amonowych na aktywno�æ plazmolemowej
pompy protonowej obejmowa³o zarówno poziom genetyczny, jak i ró¿norakie modyfi-
kacje potranslacyjne. Najnowsze badania [65] dowiod³y, ¿e niedobór ¿elaza mo¿e tak¿e
powodowaæ wzrost transkryptu jednej z  izoform CsHA1 wystêpuj¹cej tylko w
korzeniach Cucumis sativus nawet o 160% w porównaniu z ro�linami kontrolnymi,
którym podawano Fe. Natomiast druga znaleziona izoforma CsHA2 nie by³a wra¿liwa
na ten mikroelement, a jej obecno�æ wykryto zarówno w korzeniach, jak i li�ciach
ogórka. Nale¿y przy tym zaznaczyæ, ¿e obydwie izoformy CsHA1 i CsHA2 nale¿¹ do
tej samej II podrodziny.

POTRANSLACYJNE MODYFIKACJE PLAZMOLEMOWEJ
POMPY  PROTONOWEJ

Szereg  czynników �rodowiskowych reguluje katalityczn¹ aktywno�æ ro�linnej
H+ATP-azy na poziomie potranslacyjnym, poprzez modyfikacje struktury bia³ka. Wiado-
mo, ¿e koniec karboksylowy, tzw. C-koniec jest domen¹ regulatorow¹ i pe³ni rolê
autoinhibitorow¹. Od³¹czenie koñca C (trawienie trypsyn¹), czy zmiany genetyczne
(punktowe mutacje i delecje) zmieniaj¹ce  sk³ad aminokwasowy ³añcucha oraz inne
modyfikacje, takie jak: fosforylacja wybranych reszt aminokwasowych Thr 947, Thr
948 przez specyficzne grupy kinaz (kinazy PKC oraz kinazy bia³kowe CDPK-zale¿ne
od jonów wapnia  i  kalmoduliny), a tak¿e przy³¹czenie aktywatorów typu fuzikokcyna,
bia³ko 14-3-3 do C koñca pozwalaj¹ na przyjêcie przez enzym aktywnej konformacji
(ryc. 1). Nie wyja�niono natomiast jeszcze, jakie funkcje pe³ni³by koniec z woln¹ grup¹
aminokwasow¹ (N-koniec) [25, 42, 56, 57, 61, 71].

Eksperymenty, w których zastosowano proteazy (trypsynê) i usuniêto fragment
C koñca, wykaza³y, ¿e aktywno�æ enzymu wzros³a [56]. Wykazano tak¿e, ¿e mutacje
punktowe w regionie fragmentu C aktywuj¹ dzia³alno�æ H+ATP-azy. Mutacje te
powoduj¹ identyczny efekt na koñcu N enzymu. O tym, ¿e region C pe³ni funkcje
regulatorowe, przekonano siê, gdy zbadano kinetykê ro�linnego enzymu, którego eks-
presja zachodzi³a w komórkach dro¿d¿y. Dowiedziono, ¿e wszystkie mutanty, które
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mia³y skrócony koniec C, wykazywa³y wiêksz¹ wra¿liwo�æ na wanadan i charakteryzo-
wa³y siê wy¿sz¹ aktywno�ci¹ enzymatyczn¹ w porównaniu z ro�linami kontrolnymi z
normaln¹ d³ugo�ci¹ koñca wêglowego [61].

Jak ujawniono, przynajmniej jedna z reszt serynowych lub treoninowych domeny
autoinhibitorowej ulega odwracalnej fosforylacji. Fosforylacja aminokwasów koñca C
³añcucha polipeptydowego powoduje wzrost aktywno�ci enzymu, wiêc zasadnicza
modyfikacja potranslacyjna plazmolemowej H+ATP-azy u ro�lin i grzybów polega na
fosforylacji bia³ka enzymatycznego. Obecnie wiadomo, ¿e fosforylacja bia³ka jest
niezbêdna dla jego aktywacji. W procesie fosforylacji mog¹ uczestniczyæ kinazy serynowo
/treoninowe (nale¿¹ce do kinaz typy PKC) oraz kinazy bia³kowe (CDPK) zale¿ne od
jonów wapnia i kalmoduliny [42,64]. Zastosowanie inhibitorów kinazy bia³kowej zale¿nej
od Ca2+ powodowa³o zahamowanie transportu H+  [15, 27, 75]. Odmienne wyniki
uzyskano  z badañ korzeni buraka czerwonego, w których udowodniono, ¿e zale¿na od
jonów wapnia fosforylacja H+ATP-azy hamuje jej aktywno�æ enzymatyczn¹. Inhibicja
ta by³a odwracalna po traktowaniu alkaliczn¹ fosfataz¹ [39].

Dodatkowo przy³¹czenie bia³ka 14-3-3 do ufosforylowanej reszty aminokwasowej na
C koñcu powodowa³o przej�cie enzymu ze stanu niskiej do wysokiej aktywno�ci. Do
przy³¹czenia bia³ka 14-3-3 wymagana jest jedynie fosforylacja pompy protonowej. Po
przy³¹czeniu do ufosforylowanej reszty seryny b¹d� treoniny bia³ko 14-3-3 powoduje
odsuniêcie odcinka autoinhibitorowego od domeny katalitycznej [13, 71]. Bia³ka 14-3-3
s¹ klas¹ bia³ek obecnych we wszystkich organizmach eukariotycznych  i funkcjonuj¹
jako aktywatory wielu kluczowych enzymów metabolizmu wêglowego i azotowego w
komórce [13, 41].

Ro�linna H+ATP-aza jest równie¿ stymulowana przez toksyny grzybowe m.in.
fuzikokcynê, produkowan¹ przez grzyba Fusicoccum amygdali. Toksyna ta prawdo-
podobnie dzia³a na koñcu C aktywuj¹c nieaktywny enzym, a nie indukuj¹c jego syntezy
de novo. Fuzikokcyna promuje wi¹zanie bia³ka 14-3-3 do ufosforylowanego koñca
wêglowego. Najpierw wi¹¿ê siê z 14-3-3, a potem kompleks ten wi¹¿e siê z ufosforylo-
wan¹ domen¹ autoinhibitorow¹, ods³aniaj¹c domenê katalityczn¹ i stabilizuj¹c aktywn¹
konformacjê enzymu [53]. Stwierdzono, ¿e ro�linny receptor fuzikokcyny nale¿y do
rodziny bia³ek 14-3-3. Zwi¹zany z b³on¹ receptor wi¹¿e fuzikokcynê i kompleks ten
aktywuje H+ATP-azê. Przypuszcza siê, ¿e zmiany metaboliczne wywo³ane przez fuzi-
kokcynê mog¹ przebiegaæ przez swoiste reakcje fosforylacji, anga¿uj¹c kinazy bia³kowe.
Bia³ko 14-3-3 pe³ni, wiêc nie tylko funkcjê receptora dla fuzikokcyny, ale reguluje równie¿
kinazy bia³kowe specyficzne dla H+ATP-azy [54]. Siryngomycyna � toksyna z grzyba
Pseudomonas syringae stymulowa³a tak¿e aktywno�æ plazmolemowej H+ATP-azy
w pêcherzykach izolowanych z ³odyg ry¿u, ale ten efekt by³ niwelowany przez dodanie
Brij 58, a to sugerowa³oby, ¿e siryngomycyna odwraca pêcherzyki i czyni je ³atwiej
dostêpnymi dla ATP [6]. Inna toksyna � betikolina, produkowana przez patogeniczne
grzyby Cerospora beticola hamuje aktywno�æ H+ATP-azy wi¹¿¹c jony Mg2+, a te
wymagane s¹ do katalizowania reakcji hydrolizy ATP przez enzym [26].

Najnowsze prace przedstawiaj¹ nowo zidentyfikowane na poziomie cDNA i wstêpnie
scharakteryzowane bia³ko PPI1, które oddzia³uje z C koñcem H+ATP-azy powoduj¹c
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przej�cie ze stanu niskiej do wysokiej aktywno�ci. Stymulacja ta ma charakter
synergistyczny, bowiem zachodzi równie¿ po wcze�niejszym traktowaniu bia³ka
enzymatycznego fuzikokcyn¹, a tak¿e po usuniêciu regionu C, dowodz¹c, ¿e PPI1
mo¿e wchodziæ w interakcje tak¿e powy¿ej C-koñca [47].

Aktywno�æ H+ATP-azy jest równie¿ regulowana przez lizofosfolipidy, które s¹
naturalnymi detergentami wytwarzanymi w wyniku dzia³ania fosfolipazy i rozk³adu
fosfolipidów b³onowych. Lizofosfolipidy (lizofosfocholina) 2�3-krotnie zwiêkszaj¹
aktywno�æ H+ATP-azy. Aktywacja enzymu mo¿e wynikaæ z bezpo�redniego oddzia³y-
wania lizofosfolipidu na bia³ko i ze zmian konformacyjnych, które prowadz¹ do
ods³oniêcia centrum aktywnego. Lizofosfocholina podnosi³a stopieñ hydrolizy ATP i
transport H+, jednak¿e wzrost transportu protonów nie wynika³ z jej w³a�ciwo�ci
detergentowych, poniewa¿ nie zwiêksza³a ona przepuszczalno�ci b³ony i pasywnego
przep³ywu H+ [32,57]. Niektórzy badacze uwa¿aj¹, ¿e cholesterol i stigmasterol stymuluj¹
aktywno�æ pompy protonowej, podczas gdy inne sterole dzia³aj¹ jak inhibitory [45].

Udowodniono, ¿e wiele �rodowiskowych czynników reguluje aktywno�æ H+ATP-azy
nie tylko poprzez zmienion¹ ekspresjê genów, ale tak¿e w drodze modyfikacji
potranslacyjnych. Modulacje te obejmuj¹ bezpo�rednio zmiany w samej cz¹steczce bia³ka
H+ATP-azy oraz mog¹ byæ zwi¹zane ze zmianami sk³adu frakcji lipidowej b³ony, co
po�rednio równie¿ mo¿e regulowaæ aktywno�æ enzymu. I tak, �wiat³o niebieskie, [18, 79]
uszkodzenia tkanek (patogeny)  [23, 73, 78, 80], niskie pH [11, 21, 37, 76], zasolenie [9,
35,  70], niedobór ¿elaza [65] i fosforu [60] oraz  obecno�æ kwasów humusowych [12]
aktywuj¹ H+ATPazê poprzez indukcjê fosforylacji specyficznych reszt aminokwasowych
w obrêbie domeny autoinhibitorowej. Do�æ dok³adnie poznano �cie¿kê transdukcji sygna³u
prowadz¹c¹ do aktywacji pompy protonowej w warunkach stresu solnego u rzodkiewnika.
Badania nad mutantami tych ro�lin wykaza³y, ¿e podwy¿szone stê¿enie chlorku sodu
aktywuje gen SOS2 koduj¹cy bia³ko wi¹¿¹ce wapñ i gen SOS3 koduj¹cy kinazê bia³kow¹.
Kompleks SOS2/SOS3 prawdopodobnie podwy¿sza aktywno�æ H+ATP-azy w drodze
fosforylacji, a  wytworzona si³a protonomotoryczna jest wykorzystywana do napêdzania
funkcjonuj¹cego w plazmolemie antyportera Na+/H+ [35, 70].

Wzrost aktywno�ci enzymu poprzez jego zmiany ilo�ciowe mo¿e byæ wywo³ywany
przez auksyny. H+ATP-aza jest syntetyzowana w retikulum endoplazmatycznym i stamt¹d
w wyniku egzocytozy jest wydzielana do cytoplazmy, a auksyny zwiêkszaj¹ sekrecyjny
przep³yw pêcherzyków z siateczki �ródplazmatycznej i ich fuzjê z plazmolem¹ [28].

 PODSUMOWANIE

W wielu ro�linach i mikroorganizmach  transport protonów zale¿ny od ATP zwi¹zany
jest g³ównie z regulacj¹ równowagi jonowej i kojarzy siê z pomp¹ protonow¹, której
dzia³anie jest podobne do pompy sodowo-potasowej wystêpuj¹cej w organizmach
zwierzêcych.

Powszechnie wiadomo, ¿e H+ATP-azy, z uwagi na istotny udzia³ w podstawowych
procesach fizjologicznych podlegaj¹ bardzo czu³ej regulacji, pozwalaj¹cej na adaptacjê
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komórek do zmiennych warunków �rodowiska. Z danych literaturowych wynika, ¿e
czynniki, takie jak: zasolenie pod³o¿a, stosunki wodne, warunki �wietlne czy hormony
ro�linne, determinuj¹ aktywno�æ enzymu. Niezale¿nie czy regulacja aktywno�ci enzymu
dotyczy poziomu ekspresji genu, czy modyfikacji potranslacyjnych gotowego produktu
bia³kowego musi ona odbywaæ siê bez zak³óceñ na wszystkich jej poziomach, aby
zapewniæ optymalne funkcjonowanie H+ATP-azy w komórkach ro�linnych.
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