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Proponowana rozprawa habilitacyjna stanowi jednotematyczny cykl pieciu
prac oryginalnych poswieconych badaniom regulacji aktywnosci dwoch
tonoplastowych pomp protonowych w warunkach stresu wywotanego obecnos$cig
metali ciezkich w srodowisku.

Pompy protonowe to wyspecjalizowana grupa enzymatycznych Dbiatek
btonowych, ktére przy uzyciu energii pochodzacej z hydrolizy wysokoenergetycznych
wigzan fosforanowych katalizujg wektorowy transport protonéw, przyczyniajgc sie do
wytworzenia gradientu potencjatu elektrochemicznego H* przez btony. Do roslinnych
pomp protonowych zaliczane sg plazmolemowe H'-ATPazy oraz wakuolarne H*-
ATPazy (V-ATPazy) i H*-pirofosfatazy (V-PPazy).

Wakuolarne pompy protonowe transportujg H* z cytozolu do lumenu
wakuolarnego, generujgc gradient protonéw w poprzek tonoplastu. Dzieki temu

mozliwe jest napedzanie proceséw akumulacji wielu jonéw (np. K*, Ca?*, Na*, NOg,



PO,*) i metabolitéw (np. cukry) wewnatrz wakuoli, za posrednictwem aktywnych
antyporterow. Oba biatka zaangazowane sg wiec nie tylko w regulacje
wewnagtrzkomorkowego pH, ale réwniez w procesy generowania turgoru,
osmoregulacji czy zaleznej od Ca?* transdukcji sygnatu. Biorg udziat w
magazynowaniu puli zapasowej jonow, ktéra uwalniana jest do cytoplazmy w
warunkach ich niedoboru w srodowisku. Uczestniczg w deponowaniu w wakuoli
zwigzkow toksycznych, przez co zaangazowane sg w mechanizmy detoksykacyjne i
adaptacyjne, uruchamiane w komérkach roslinnych w odpowiedzi na dziatanie
streséw abiotycznych.

Wakuolarne pompy protonowe istotnie roznig sie strukturg. Roslinna V-ATPaza
jest kompleksem ztozonym z 13 podjednostek, zgrupowanych w dwa sektory:
peryferyjny, katalityczny Vi, odpowiedzialny za hydrolize ATP i integralnie zwigzany z
btong Vo, bezposrednio uczestniczgcy w transporcie protonéw. Sektor Vi zbudowany
jest z 8 podjednostek (A, B, C, D, E, F, G, H), natomiast w budowie sektora Vg
wyroznia sie 5 podjednostek (a, c, ¢”, d, e). Czes$¢ katalityczng enzymu stanowi
heksamer sktadajgcy sie z utozonych na przemian trzech podjednostek A i trzech
podjednostek B, tworzgcych 3 miejsca, w ktérych zachodzi hydroliza ATP. Region
odpowiedzialny za potaczenie domen katalitycznych z sektorem btonowym ma
ogromne znaczenie dla sprzezenia transportu protonéw z hydrolizg ATP i regulaciji
aktywnosci enzymu. Najnowsze trojwymiarowe analizy V-ATPazy potwierdzity, ze
oprocz podjednostki D i F, ktére formujg centralne potgczenie, istniejg trzy dodatkowe
potagczenia peryferyjne miedzy podjednostkami B a domeng btonowg. Tworzg je
gtéwnie podjednostki E i G, z ktérych kazda obecna jest w trzech kopiach w jednej
czasteczce enzymu oraz podjednostka C i H. Mozna zatem przyjg¢, ze struktura
sektora V; zgodna jest ze stechiometrig A3BsCDE3FG3H. Centralnym elementem
sektora btonowego V, sg podjednostki ¢ i ¢’, wysoce hydrofobowe, homologiczne
wzgledem siebie, ktore bezposrednio uczestniczg W przenoszeniu protonow przez
btone. Podjednostki te tworzg w bfonie pierscien proteolipidowy. Kazda z nich
zawiera pojedynczg reszte kwasu glutaminowego z grupg karboksylowg, ktéra ulega
protonacji podczas cyklu katalitycznego. Podjednostka a, bedgca transbtonowym
biatkiem zbudowanym 2z dtugiej cytoplazmatycznej domeny N-koncowej oraz
hydrofobowej domeny C-kohcowej, wspotuczestniczy w transporcie protonow.
Zaskakujgce okazaty sie wyniki badan proteomicznych btony wakuolarnej

przeprowadzone w ostatnich latach. Wykazaty bowiem, ze w tonoplascie komorek



roslinnych brak podjednostek c” i e. Oba polipeptydy zidentyfikowano natomiast w
retikulum endoplazmatycznym i/lub w aparacie Golgiego. Sugeruje to, ze
podjednostki c” i e nie sg elementami strukturalnymi funkcjonalnego kompleksu V-
ATPazy, a ich funkcja zwigzana jest raczej z procesem tgczenia poszczegdlnych
podjednostek w ostateczny kompleks enzymatyczny lub kierowania go do miejsca
przeznaczenia.

W przeciwienstwie do wielopodjednostkowej V-ATPazy, V-PPaza zbudowana
jest z pojedynczego polipeptydu, ktéry tworzy 14-17 hydrofobowych transbtonowych
domen i wykazuje trzy wysoce konserwatywne fragmenty: CS1 w obrebie domeny
katalitycznej odpowiedzialnej za hydrolize nieorganicznego pirofosforanu (PP;), CS2 i
CS3 w czesci C-koncowej. Rosliny posiadajg dwa filogenetycznie odrebne typy H*-
PPaz. Enzymy typu | wymagajg obecnosci jonéw potasu do aktywnosci i sg mato
wrazliwe na jony wapnia. Natomiast aktywnos¢ H*-PPaz typu Il nie zalezy od K*, ale
wykazuje wysokg wrazliwo$é na hamowanie przez Ca®'. Najnowsze badania
potwierdzity, ze enzymy typu Il nie sg zwigzane z tonoplastem, lecz funkcjonujg jako
pompy protonowe w aparacie Golgiego i zwigzanych z nim pecherzykach.

Ze wzgledu na obecnos¢ i funkcjonowanie dwoéch pomp protonowych,
wykorzystujgcych odmienne zrddta energii chemicznej, wakuola stanowi unikalny
kompartyment komoérek roslinnych. Generalnie uwaza sie, ze wspétdziatanie obu
enzymow umozliwia roslinom utrzymanie procesow transportu przez tonoplast nie
tylko w warunkach optymalnych dla rozwoju, ale takze w warunkach stresowych,
jednak powigzania funkcjonalne miedzy nimi nie zostaty dotad poznane. V-PPaza
uwazana jest za dominujgcg pompe protonowg w mtodych, intensywnie dzielgcych
sie komérkach, gdzie PP; powstaje jako produkt uboczny wielu reakcji biosyntezy
(DNA i RNA, wielocukréw, lipidow). W trakcie rozwoju i réznicowania sie komoérek
obserwuje sie spadek ilosci biatka V-PPazy, w poréwnaniu do V-ATPazy, ktérej
poziom wydaje sie by¢ staly. W konsekwencji V-ATPaza staje sie gtéwng pompg
protonowg btony wakuolarnej w komorkach dojrzatych tkanek rosliny. Wakuolarna
pirofosfataza moze jednak stanowi¢ alternatywng pompe protonowg btony
wakuolarnej w warunkach stresowych, kiedy dochodzi do zaburzenia fosforylaciji
oksydacyjnej. Wéwczas znacznie obnizajg sie komorkowe poziomy ATP, natomiast
ilo§¢ pirofosforanu sie nie zmienia. Z sytuacjg takg mamy do czynienia podczas

niedotlenienia, dziatania niskiej temperatury czy niedoboru fosforu. Dowiedziono, ze



to gtownie H'-PPaza jest w tych warunkach odpowiedzialna za generowanie i
utrzymanie gradientu protonéw przez tonoplast.

Liczne badania potwierdzity, ze wiele sposrod czynnikow Srodowiskowych
wptywa na funkcjonowanie V-ATPazy w komorkach roslinnych. W odpowiedzi na
dziatanie tych czynnikow enzym moze modyfikowa¢ aktywnos¢ zaréwno na poziomie
ekspresji podjednostek jak i zmian w strukturze. Z tego powodu V-ATPaze roslin
wyzszych okresla sie czesto mianem ,eko-enzymu”. Najlepiej poznanym przyktadem
udziatu tonoplastowych pomp protonowych w adaptacji roslin do warunkow
stresowych jest modyfikacja V-ATPazy pod wptywem zasolenia. Rosliny poddane
dziataniu stresu solnego akumulujg znaczne ilosci jonbw sodu w lumenie
wakuolarnym, w wyniku aktywacji napedzanego przez gradient protonéw i pompy
protonowe antyportera Na'/H*. W przypadku dobrze tolerujgcych zasolone
Srodowisko halofitdw stwierdzono wyrazny wzrost aktywnosci wakuolarnej ATPazy,
skorelowany ze zwiekszeniem ilosci transkryptow gendw kodujgcych poszczegdlne
podjednostki enzymu.

Pomimo, ze rola tonoplastowych pomp protonowych w przystosowaniu roslin do
stresow $Srodowiskowych jest dobrze udokumentowana w przypadku zasolenia,
niedotlenienia czy stresu niskiej temperatury, funkcjonalna i molekularna
charakterystyka obu enzyméw w roslinach poddanych dziataniu metali ciezkich byta
do niedawna mato poznana. Poréwnanie gatunkow roslin wrazliwych z tolerujgcymi
obecnos¢ metali ciezkich wskazuje, ze odpornos¢ na metale zwigzana jest zazwyczaj
z aktywnoscig biatek transportowych w btonach. W sekwestracji metali ciezkich w
wakuoli mogg uczestniczy¢ zaréwno pierwotne jak i wtérne aktywne systemy
transportowe. Do tonoplastowych transporteréw pierwotnych, wykorzystujgcych ATP
jako zrédto energii, nalezg biatka typu ABC, transportujgce kompleksy metali z
glutationem, np. AtMRP3, oraz ATPazy typu Pig, reprezentowane przez AtHMAS.
Natomiast wsrod tonoplastowych transporteréw wtornych, wykorzystujgcych gradient
elektrochemiczny H*, wyrdznia sie biatka CDF, wéréd nich MTP1, i transportery CAX,
przenoszgce jony metali do wakuoli na zasadzie antyportu z protonami. Aktywnos¢
tych biatek zalezy w duzej mierze od aktywnosci wakuolarnych pomp protonowych.
Mozna byto zatem przypuszczac, ze ekspozycja roslin na metale ciezkie, podobnie
jak zasolenie, bedzie stymulowa¢ V-ATPaze i/lub V-PPaze w celu generowania
wyzszego gradientu protonow, wykorzystywanego nastepnie przez wtérne

transportery do odktadania szkodliwego nadmiaru jonow metali wewnatrz wakuoli i



detoksykacji cytoplazmy. Co wiecej, wzrost aktywnosci V-PPazy w warunkach, kiedy
jony metali spowodujg zaburzenia oddychania i spadek poziom ATP w komorkach,
moze kompensowac obnizong aktywnos$¢ V-ATPazy. Z drugiej strony jednak, pompy
protonowe jak inne biatka btonowe narazone sg na szkodliwe dziatanie metali
ciezkich. Metale mogg zaburza¢ drugorzedowg strukture biatek poprzez reakcje z
grupami sulfhydrylowymi. Generujgc wolne rodniki i reaktywne formy tlenu
zwiekszajg stopien peroksydacji lipiddw w btonach i wywotujg stres oksydacyjny.
Zdolne sg takze modyfikowac sktad lipidowy bton, powodujgc ilosciowe i jakos$ciowe
zmiany w btonach, a przez to wptywac na ich strukture i przepuszczalnoscé.

W zwigzku z powyzszym zaplanowano badania, ktérych celem byto poznanie
mechanizméw odpowiedzialnych za regulacje aktywnosci V-ATPazy i V-PPazy w
korzeniach ogoérka w warunkach stresowych wywotanych obecnoscig Cd, Cu, Zn i Ni.
Zatozono, ze w wyniku zaplanowanych analiz uda sie okresli¢, czy badane pompy
protonowe podlegajg negatywnemu oddziatywaniu ze strony jonéw metali ciezkich,
czy tez przeciwnie — ich modyfikacje mogg by¢ zwigzane z odpowiedzig roslin na
zaistniate warunki stresowe. Na podstawie badan planowano oceni¢ udziat kazdego
z enzymow w reakcjach obronnych uruchamianych w korzeniach roslin poddanych
dziataniu réznych metali ciezkich. Prezentowane badania stanowig uzupetnienie i
poszerzenie dotychczasowej wiedzy na temat roli tonoplastowych pomp protonowych
w adaptaciji roslin do streséw abiotycznych.

Pierwsza z przedstawionego do oceny cyklu prac (Kabafa et al., 2008, J Plant
Physiol 165:278-288) zawiera wyniki wstepnych badan nad wptywem metali ciezkich
na V-ATPaze. Powstata w ramach projektu badawczego KBN nr 3P04C 034 24
(2003-2006). Celem pracy byta analiza poréwnawcza aktywnosci dwoch typow
roslinnych H*-ATPaz, charakteryzujgcych sie odmienng strukturg i lokalizacjg na
terenie komorki, wakuolarnej ATPazy (typu V) i plazmolemowej ATPazy (typu P), w
warunkach stresu wywotanego obecnoscig Cd, Cu i Ni. Byly to pierwsze w literaturze
dane na temat funkcjonowania roslinnej V-ATPazy w warunkach stresu zwigzanego z
obecnoscig metali ciezkich w $rodowisku. Dotychczasowe, nieliczne raporty
koncentrowaty sie na plazmolemowej pompie protonowej komérek roslinnych i V-
ATPazie komorek zwierzecych. Siewki ogorka poddano tagodnym warunkom
stresowym, tzn. rosliny traktowano 10 uM stezeniem metali przez 2 godziny.
Analizowano zaréwno aktywnosci hydrolityczne obu enzymow, jak i katalizowany

przez nie transport protonow. Wykazano, ze obie pompy protonowe istotnie réznig



sie wrazliwoscig na badane metale ciezkie. Aktywnosci plazmolemowej H*-ATPazy
byty wyraznie hamowane przez kadm i miedz, podczas gdy aktywnosci wakuolarne;j
H*-ATPazy nie podlegaty wptywowi tych metali. Uzyskane wyniki sugerowaty, ze w
warunkach tagodnego stresu metali ciezkich enzym wakuolarny zdolny jest
generowac gradient elektrochemiczny protonow przez tonoplast na takim samym
poziomie, jak w warunkach optymalnych dla roslin. Obie pompy protonowe
eksponujg miejsca katalityczne, odpowiedzialne za hydrolize ATP, od
cytoplazmatycznej strony btony. Zatem tylko pula jondw metalu, ktére dostaty sie do
wnetrza komorki, moze dziata¢ jako czynnik inhibitorowy. Plazmolema jednak jest
pierwszg strukturg komorki roslinnej, ktéra narazona jest na dziatanie metali ciezkich
i efekt ich dziatania moze byC obserwowany szybciej niz w przypadku btony
wakuolarnej.

W zwigzku z tym kolejne analizy przeprowadzono na siewkach ogérka, ktore
poddane zostaty z jednej strony dtuzszemu dziataniu stresu, tzn. rosliny traktowano
metalami przez 24 godziny, a z drugiej strony silniejszemu dziataniu czynnika
stresowego, tzn. rosliny hodowano w obecnoéci zarébwno 10 puM jak i 100 pM
stezenia metali. Badania zostaly poszerzone o analize drugiej wakuolarnej pompy
protonowej, V-PPazy. Do tej pory brak byto w literaturze informacji na temat
funkcjonowania V-PPazy w takich warunkach stresowych. Badania realizowano w
ramach projektu MNiSW nr N303 112 32/3841 (2007-2009). Efektem prowadzonych
badan sg dwie publikacje. Pierwsza z nich (Kabafa et al., 2010, J Plant Physiol
167:1328-1335) dotyczy regulacji aktywnosci tonoplastowych pomp protonowych w
odpowiedzi na obecnos¢ kadmu i miedzi. Celem pracy byto wyjasnienie mechanizmu
dziatania dwéch metali, o réznym znaczeniu dla roslin, na V-ATPaze i V-PPaze.
Miedz jako mikroelement wymagana jest do prawidtowego wzrostu i rozwoju roslin,
natomiast kadm nie petni istotnych funkcji w roslinach wyzszych i stanowi potencjalny
inhibitor ich wzrostu. Wykazano odmienny wptyw obu metali na funkcjonowanie
tonoplastowych pomp protonowych. Aktywnosci V-ATPazy zwiekszaty sie wyraznie
pod wptywem ekspozycji roslin na miedz, natomiast byty hamowane w obecnosci
kadmu. Aktywnosci V-PPazy byly modyfikowane w znacznie mniejszym stopniu:
aktywnos¢ hydrolityczna enzymu nie zmieniata sie istotnie pod wpltywem metali
ciezkich, natomiast katalizowany przez enzym transport protonbw zmniejszat sie w
wyniku traktowania roslin jonami Cd. W ramach prowadzonych badan

zidentyfikowano konserwatywne fragmenty genéw podjednostek A i ¢ V-ATPazy oraz



genu V-PPazy (bez rozrozniania izoform tych podjednostek). Analiza ekspresji
wybranych gendw metodg potilosciowego RT-PCR oraz analiza western blot z
uzyciem specyficznych przeciwciat skierowanych przeciwko holoenzymowi V-ATPazy
(otrzymanymi dzieki uprzejmosci dr Elke Fischer-Schliebs z Uniwersytetu w
Darmstadt) pokazaty, ze traktowanie siewek ogorka kadmem i miedzig nie wptywato
istotnie na poziom transkryptu podjednostki A i ¢ V-ATPazy oraz V-PPazy jak
rbwniez na poziom biatka podjednostek A, B i C V-ATPazy we frakcjach
tonoplastowych izolowanych z korzeni. Sugerowato to, ze obserwowane pod
wptywem metali ciezkich modyfikacje aktywnosci obu enzymoéw nie wynikaty ze
zmian na poziomie genetycznym i na poziomie biatka. Nie mozna jednak byto
wykluczy¢ mozliwosci, ze inne, nieanalizowane podjednostki Ilub izoformy obu
enzymow bedg w tych warunkach modyfikowane. Jednym 2z potencjalnych
potranslacyjnych mechanizméw regulujgcych dziatanie V-ATPazy jest odwracalna
fosforylacja podjednostek. Wykorzystujgc przeciwciata przeciwko fosfoserynie i
fosfotreoninie wykazano z duzym prawdopodobienstwem, ze fosforylacji ulega
regulatorowa podjednostka B enzymu. Stopien jej fosforylacji jednak nie zmieniat sie
w stresowanych roslinach, wskazujgc, ze mechanizm regulacji aktywnosci V-ATPazy
w warunkach stresu wywotanego obecnoscig Cd i Cu nie jest zwigzany ze zmiang
stanu ufosforylowania podjednostek. Przypuszczano, ze réznice w oddziatywaniu
kadmu i miedzi na btonowe biatka mogg wynika¢ z odmiennych wiasciwosci
chemicznych obu jonéw. Cu, w przeciwienstwie do Cd, uczestniczy w przemianach
oksydacyjno-redukcyjnych. Stwierdzono wyrazny wzrost peroksydacji lipidéw w
tonoplascie izolowanym z korzeni siewek traktowanych miedzig. Poniewaz otoczenie
lipidowe, a w szczegolnosci stosunek fosfolipidow do glikolipiddw, ma istotne
znaczenie dla funkcjonowania wakuolarnej ATPazy, mozna przypuszczac, ze zmiany
aktywnosci enzymu obserwowane pod wptywem miedzi sg przynajmniej czesciowo
zwigzane ze zmianami sktadu lipidowego btony wakuolarnej. Uzyskane wyniki jasno
wskazywaty, ze w wyniku stymulacji V-ATPazy wyzszy gradient protonéw (a zatem
sita napedzajgca wtorne transportery) generowany jest przez tonoplast w warunkach
stresu zwigzanego z obecnoscig miedzi w srodowisku, sugerujgc istotng role tej
pompy protonowej w reakcjach obronnych uruchamianych przez siewki ogorka w
odpowiedzi na nadmiar jonéw Cu®" naptywajgcych do komérek. Nie wyjasniono
mechanizmu regulacji kompleksu V-ATPazy pod wptywem jonéw miedzi, wykluczono

jednak mozliwos¢ jego modyfikacji poprzez proces odwracalnej fosforylaciji.



Nastepna praca (Kabafa i Janicka-Russak, 2011, Plant Sci 180:531-539)
podsumowuje cze$¢ badan poswiecong funkcjonowaniu wakuolarnych pomp
protonowych w warunkach stresowych wywofanych obecnoscig cynku i niklu. Oba
jony nalezg do mikroelementéw i praktycznie nie roznig sie wiasciwosciami
chemicznymi i fizycznymi. Weditug O6wczesnej wiedzy byfa to pierwsza publikacja
poruszajgca temat regulacji roslinnych pomp protonowych przez nadmiar cynku w
Srodowisku. Stwierdzono po raz kolejny, ze V-ATPaza i V-PPaza w odmienny sposob
reagujg na obecnos¢ czynnika stresowego. Zarowno zalezny od ATP transport
protonéw jak i hydroliza ATP, katalizowane przez V-ATPaze, byty hamowane w
korzeniach roslin eksponowanych na Zn i Ni. Natomiast aktywnosci V-PPazy byty
stymulowane w wyniku traktowania siewek niskimi stezeniami obu metali. Wyzsze
stezenia Zn i Ni nie wptywaty istotnie na aktywnos¢ hydrolityczng enzymu, lecz
obnizaty zalezny od PPi transport H*, jednak w znacznie mniejszym stopniu niz
transport napedzany przez ATP. Dodatkowo przeanalizowano kinetyke reakciji
hydrolitycznych katalizowanych przez oba enzymy w korzeniach roslin kontrolnych i
stresowanych. Wykazano, ze powinowactwo V-ATPazy do substratu (ATP) byto
podobne w siewkach nietraktowanych i traktowanych metalami, z wyjgtkiem roslin
poddanych dziataniu wysokiego stezenia cynku, ktére wyraznie obnizato warto$¢ K.
Nie stwierdzono natomiast wptywu metali ciezkich na szybkos¢ reakcji katalizowanej
przez V-PPaze. Poziom ATP w korzeniach nie zmieniat sie istotnie pod wptywem Zn i
Ni, co pozwalato przypuszczaé, ze badane metale nie generowaly stresu
energetycznego w komoérkach, a V-ATPaza miata nieograniczony dostep do
substratu w warunkach in vivo. Zawartos¢ pirofosforanu natomiast byta wyraznie
obnizana w tkankach poddanych silnemu dziataniu obu metali. Kiedy jony Zn** i Ni**
wprowadzano bezposrednio do mieszaniny reakcyjnej obu enzymoéw,
zaobserwowano ich podobny efekt. Niskie stezenia metali nie wptywaly istotnie, a
wyzsze stezenia wyraznie obnizaty aktywnosci zarobwno V-ATPazy jak i V-PPazy.
Uzyskane wyniki sugerowaty, ze cynk i nikiel mogg bezposrednio w podobny sposéb
negatywnie oddziatywa¢ na biatka btonowe i/lub btone wakuolarng, oraz ze rézne
mechanizmy odpowiedzialne sg za dziatanie metali w warunkach podawania ich
roslinom in vivo i in vitro. Analiza ekspresji wybranych genéw oraz analiza z uzyciem
przeciwciat specyficznych dla V-ATPazy oraz V-PPazy nie wykazaty wptywu
badanych metali na poziom mRNA podjednostki A i ¢ V-ATPazy oraz V-PPazy ani na

poziom biatka obu enzymoéw. Wyniki badan wskazywaty, ze w warunkach stresu



zwigzanego z obecnoscig cynku i niklu w srodowisku V-PPaza jest pompg protonowg
odpowiedzialng za utrzymanie gradientu protondéw przez tonoplast i napedzanie
procesow akumulacji jonéw wewngtrz wakuoli.

Dotychczasowe badania koncentrowaty sie na analizie funkcjonowania
tonoplastowych pomp protonowych w warunkach krétkotrwatego stresu, zwigzanego
z wczesnymi etapach odpowiedzi roslin na stres. Celem kolejnych doswiadczen byto
sprawdzenie, czy zmiany aktywnosci tonoplastowych pomp protonowych,
obserwowane po 24-godzinnej ekspozycji roslin na metale, utrzymujg sie na
podobnym poziomie w siewkach traktowanych metalami przez dtuzszy okres czasu,
kiedy uruchamiane sg w roslinach mechanizmy adaptacyjne. Zbadano zatem efekt
kadmu i miedzi na V-ATPaze i V-PPaze w korzeniach roslin hodowanych na
pozywkach z dodatkiem 10 yM metali przez 6 dni oraz roslin, ktére po 3 dniach
wzrostu w warunkach stresowych przenoszono do warunkéw kontrolnych na kolejne
3 dni. Wyniki zostaty zawarte w czwartej publikacji prezentowanego cyklu prac
(Kabata et al., 2013, Physiol Plant 147:207-217). Wykazano, podobnie jak w
przypadku 24-godzinnego traktowania, ze obecnos¢ kadmu w $rodowisku korzeni
hamowata aktywnosci obu tonoplastowych pomp protonowych, jednak hamowanie to
byto znacznie wyrazniejsze, zwtaszcza w przypadku katalizowanego przez V-ATPaze
transportu protonéw. W konsekwencji, w warunkach stresu wywotanego przez jony
Cd nizszy gradient protonéw generowany jest przez tonoplast. Diuzsza ekspozycja
roslin na miedz powodowata, oprécz stymulacji V-ATPazy, wzrost aktywnosci V-
PPazy, co w efekcie prowadzito do wytworzenia znacznie wyzszego gradientu
protonéw przez btone wakuolarng. Stymulujgcy wptyw miedzi na pompy protonowe,
wywotany obecnoscig jonéw Cu w pozywce, byt niwelowany, gdy stresowane rosliny
przenoszono do warunkow kontrolnych. Natomiast inhibitorowy efekt jonéw Cd
utrzymywat sie takze po usunieciu metalu ze sSrodowiska. Wyniki potwierdzity
jednoznacznie odmienny sposob dziatania obu metali na enzymy tonoplastowe.
Jednym z mechanizméw regulujgcych aktywnos¢ tonoplastowych pomp
protonowych, szczegdlnie V-ATPazy, jest zmiana wspoiczynnika sprzezenia
transportu H* z hydrolizg substratu. W przypadku V-ATPazy wykazano, ze w
obecnosci kadmu dochodzi do rozprzezenia transportu protonéw z hydrolizg ATP, a
w obecnosci miedzi efektywno$¢ sprzezenia przeptywu protonéw z hydrolizg ATP
rosnie i wartos¢ wspotczynnika zwieksza sie. Badane metale nie wptywaty natomiast

na poziom wspotczynnika H*/PP; wyznaczonego dla V-PPazy. Poniewaz efekt jonow



metali mégt wynikaé z ich bezposredniego oddziatywania na biatka btonowe,
przeprowadzono dwa typy eksperymentow, w ktérych jony Cu i Cd podawano in vitro.
30-minutowa preinkubacja frakcji tonoplastowej z jonami miedzi powodowata
wyrazny wzrost aktywnosci zaréwno V-ATPazy jak i V-PPazy, natomiast
pretraktowanie jonami kadmu nie wptywato na aktywnosci obu enzymow. W wyniku
dodania jonow metali do mieszaniny reakcyjnej zaobserwowano hamowanie V-
ATPazy i V-PPazy zaréwno pod wptywem Cu jak i Cd, podobnie jak wczesniej
wykazano dla Zn i Ni. Otrzymane wyniki wskazywaty, ze jony miedzi mogg
stymulowaé tonoplastowe pompy protonowe bezposrednio w przeciwienstwie do
jonéw kadmu, ktorych efekt inhibitorowy nie jest wynikiem bezposredniego
oddziatywania z biatkami enzymatycznymi. Oba metale mogg jednak hamowac
aktywnoséci V-ATPazy i V-PPazy posrednio, prawdopodobnie poprzez tworzenie
kompleksow z ATP i PP;, a przez to zmniejszanie dostepnosci substratow do reakciji
hydrolizy. Pompy tonoplastowe posiadajg reszty cysteiny z grupami -SH wrazliwymi
na reagenty sulfhydrylowe, a aktywno$¢ ich moze byé modyfikowana w wyniku
odwracalnej oksydaciji/redukcji poprzez tworzenie mostkow dwusiarczkowych
(inaktywacja/reaktywacja). Na przyktadzie korzeni ogérka wykazano wiekszg
wrazliwos¢ V-ATPazy w poréwnaniu z V-PPazg na warunki utleniajgce. Pomimo ze
metale ciezkie mogg wigzac sie do grup -SH biatek, jak rowniez wptywac¢ na stan
redoks puli glutationu w komérkach roslinnych, w pracy stwierdzono, ze indukowane
obecnoscig Cu i Cd zmiany aktywnosci wakuolarnych enzyméw nie byty wynikiem
odwracalnych oksydacyjno-redukcyjnych modulacji tych biatek. Na podstawie
uzyskanych wynikéw mozna byto stwierdzi¢, ze w warunkach dtugotrwatego stresu
wynikajgcego z obecnosci jondw miedzi w Srodowisku obie wakuolarne pompy
protonowe zaangazowane sg w generowanie wysokiego gradientu protonow przez
tonoplast, a w zwigzku z tym w detoksykacje cytoplazmy. Potwierdzono, ze
obserwowana stymulacja aktywnosci obu enzyméw wynikata, przynajmniej
czesciowo, z bezposredniego korzystnego oddziatywania jonéw Cu?" na badane
biatka btonowe.

Opublikowanie petnej sekwencji genomowego DNA Cucumis sativus i
udostepnienie jej on-line w formie kontigow przez zespoty naukowcéw chinskich
(Huang et al. 2009) i polskich (Wéoycicki et al. 2011) stworzyto mozliwosé
zidentyfikowania in silico wszystkich izoform genéw kodujgcych tonoplastowe pompy

protonowe u tego gatunku. Genom ogoérka zostat przeszukany wykorzystujgc



dostepne w bazie NCBI sekwencje nukleotydowe i aminokwasowe 3 gendw
kodujgcych V-PPaze i 28 genow kodujgcych podjednostki V-ATPazy u Arabidopsis.
Stwierdzono, ze 13 podjednostek V-ATPazy kodowanych jest przez 20 genow w
genomie Cucumis sativus. Niemal wszystkie podjednostki sektora peryferyjnego Vi
(A, B, C, D, E, F, H) kodowane sg przez pojedyncze geny, z wyjatkiem podjednostki
G (2 izogeny). W obrebie podjednostek sektora V, stwierdzono 3 izogeny dla
podjednostki a, 3 dla podjednostki ¢ (ktéore nazwano CsVHA-c1, CsVHA-c2, CsVHA-
c3), 2 dla c”, 2 dla podjednostki e i jeden dla podjednostki d. Ponadto w genomie
ogorka zidentyfikowano 3 geny dla V-PPazy, dwa kodujgce PPaze typu | (ktore
nazwano CsVHP1;1 i CsVHP1;2) i jeden kodujgcy PPaze typu Il. Szczegotowa
analiza sekwencji zidentyfikowanych genéw VHA-c i VHP1 sugeruje z duzym
prawdopodobienstwem, ze CsVHA-c3 oraz CsVHP1,2 sg izoformami, ktérych poziom
ekspresji oznaczano we wczesniejszych pracach. Istnienie izoform podjednostek V-
ATPazy oraz PPazy u ogorka pozwalato przypuszczaé, iz geny kodujgce
poszczegolne izoenzymy mogg podlega¢ odmiennej regulacji, a kodowane przez nie
biatka petni¢ specyficzne funkcje u tego gatunku. Wyniki analizy otrzymanych
sekwencji zostaty zamieszczone w piatej publikacji (Kabafa et al., 2013, Physiol
Plant, doi:10.1111/ppl.12064), ktérej nadrzednym celem byto wyjasnienie roli
poszczegolnych izoform podjednostki ¢ V-ATPazy i izoform V-PPazy typu | podczas
rozwoju roslin i w odpowiedzi na obecnos¢ metali ciezkich w srodowisku.
Stwierdzono, ze wszystkie sposréd analizowanych genéw CsVHA-c i CsVHP1
ulegajg transkrypcji zarbwno w organach wegetatywnych jak i generatywnych
ogorka. Wsréd nich CsVHA-cl i CsVHA-c2 wykazaty podobny profil ekspresiji
organowej, a najwyzszy ich poziom odnotowano w precikach i w starszych lisciach,
co sugeruje role w procesach zwigzanych z rozwojem pytku i magazynujgca funkcjg
wakuoli. CsVHP1;1 ulegat ekspresji gtdbwnie w korzeniach, zarobwno mtodych jak i
starszych roslin, oraz w kwiatach zenskich, szczegolnie w okwiecie. Mozna zatem
przypuszczaé, ze izoforma ta petni istotng role w rozwoju korzeni, a takze podczas
kwitnienia. Natomiast transkrypcja CsVHA-c3 i CsVHP1;2 utrzymywata sie na statym
poziomie we wszystkich badanych organach zaréwno w mitodych siewkach jak i
dorostych roslinach. W nawigzaniu do wczesniejszych prac, ekspresje
zidentyfikowanych gendéw analizowano technikg real time PCR w korzeniach roslin
poddanych dziataniu kadmu, miedzi, cynku i niklu. Stwierdzono, ze poszczegodlne

izoformy sg w odmiennym sposob regulowane przez metale ciezkie na poziomie



transkrypcji. Najistotniejsze zmiany w poziomie transkryptow zaobserwowano w
wyniku 24-godzinnej ekspozycji roslin na metale. Geny CsVHA-cl i CsVHP1;1
ulegaty wzmozonej ekspresji pod wptywem miedzi i niklu. Poziom mRNA genu
CsVHA-c3 zwiekszat sie wyraznie tylko w obecnosci niklu, natomiast ekspresja
CsVHA-c2 byfa indukowana przez wszystkie metale, jednak najwyrazniej przez
miedz. llos¢ CsVHP1;2 utrzymywata sie na wzglednie statym poziomie we wszystkich
analizowanych warunkach, ale wykazata tendencje do zwiekszania sie pod wptywem
miedzi i cynku. Otrzymane wyniki sktonity do weryfikacji wnioskéw sformutowanych
we wczesniejszych pracach odnosnie transkrypcyjnej regulacji aktywnosci
tonoplastowych pomp protonowych w warunkach stresu wynikajgcego z obecnosci
metali ciezkich. Stwierdzono bowiem skoordynowang indukcje ekspresji gendéw
CsVHA-cl i CsVHA-c2 kodujgcych podjednostke ¢ V-ATPazy oraz genu CsVHP1;1
kodujgcego V-PPaze w korzeniach ogoérka poddanych dziataniu miedzi, co moze
przynajmniej czesciowo odpowiadaé za obserwowang wczedniej stymulacje
aktywnosci obu enzyméw przez Cu. W przypadku pozostatych metali ciezkich zmiany
ekspresji badanych gendéw nie byly skorelowane ze zmianami aktywnosci V-ATPazy i
V-PPazy, na przyktad wzrost poziomu CsVHA-c3 pod wptywem niklu. Wydaje sie
zatem, ze niektore izoformy mogg petni¢ dodatkowe funkcje w roslinach, niezalezne
od pompowania protonéw. Powyzsze wyniki wskazujg, ze geny CsVHA-c1, CsVHA-
c2 and CsVHP1;1 stanowig istotny element mechanizméw zaangazowanych w
adaptacje siewek ogorka do stresu zwigzanego z obecnoscig jonow miedzi w
srodowisku. Mogg one w przysziosci znalez¢ zastosowanie w tworzeniu odmian

ogorka odpornych na obecnos¢ metali ciezkich w srodowisku.

Za najwazniejsze osiggniecia prezentowanych badan uwazam:

1. Stwierdzenie, ze V-ATPaza i V-PPaza w odmienny sposob reagujg na obecnos¢
miedzi, kadmu, cynku i niklu w srodowisku.

2. Zidentyfikowanie wszystkich izoform genéw kodujgcych obie tonoplastowe pompy
protonowe w genomie ogorka.

3. Wykazanie, po raz pierwszy w literaturze, ze poszczegdlne geny kodujgce
tonoplastowe pompy protonowe podlegajg odmiennej regulacji na poziomie

transkrypcyjnym w roslinach traktowanych metalami ciezkimi.



4. Poznanie mechanizmow odpowiedzialnych za stymulacje aktywnosci V-ATPazy i
V-PPazy w korzeniach ogorka w warunkach stresowych wywotanych obecnoscig
jonow miedzi. Nalezg do nich:
- bezpos$rednie oddziatywanie Cu?* z enzymami blonowymi
- wzmozona peroksydacja lipidéow w tonoplascie i prawdopodobnie zmiany sktadu
lipidowego btony
- zwiekszenie wartosci wspotczynnika H/ATP dla V-ATPazy, a w konsekwenc;ji
polepszenie efektywnosci sprzezenia przeptywu protonéw z hydrolizg ATP
- skoordynowana indukcja ekspresji genéw CsVHA-cl i CsVHA-c2 kodujgcych
podjednostke ¢ V-ATPazy oraz genu CsVHP1;1 kodujgcego V-PPaze typu I.
5. Potwierdzenie, ze inhibitorowy efekt kadmu, cynku i niklu na tonoplastowe pompy
protonowe nie jest zwigzany z hamowaniem ekspresji genow kodujgcych
podjednostki A i ¢ V-ATPazy oraz gendéw kodujgcych izoformy V-PPazy.typu I.
6. Wykazanie, ze za regulacje aktywnosci badanych enzymdéw w warunkach stresu
zwigzanego z obecnoscig metali ciezkich nie sg odpowiedzialne procesy odwracalne;j

fosforylacji ani odwracalne oksydacyjno-redukcyjne modyfikacje.

Reasumujgc, skorelowany ze wzmozong ekspresjg gendw wzrost aktywnosci V-
ATPazy, i w mniejszym stopniu V-PPazy, w korzeniach poddanych dziataniu miedzi
Swiadczy o wytwarzaniu wysokiej sity protonomotorycznej, ktéra moze by¢
wykorzystywana przez wtoérne transportery biorgce udziat w usuwaniu nadmiaru
jonéw Cu®* z cytoplazmy do wakuoli. Wakuolarne pompy protonowe zatem, a
szczegolnie V-ATPaza, poprzez udziat w procesach detoksykacji komorek
uczestniczg w mechanizmach adaptacyjnych uruchamianych w siewkach ogoérka w
odpowiedzi na obecnos¢ jonéw Cu w srodowisku. Pod wptywem pozostatych metali
ciezkich zaobserwowano hamowanie aktywnosci V-ATPazy i generowanego przez
nig gradientu protonéw. W tych samych warunkach funkcjonowanie V-PPazy byto
ograniczane w znacznie mniejszym stopniu. Wydaje sie w zwigzku z tym, ze w
warunkach silnego stresu wywotanego przez Cd, Ni, a zwlaszcza Zn, generowanie
sity protonomotorycznej w tonoplascie przy udziale V-PPazy ma istotne znaczenie
dla podtrzymania procesow transportu wtdérnego przez btone wakuolarng i

zachowania funkcji petnionych przez wakuole.



5. Oméwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych.

Tematyka pozostatych prac pozostaje w zgodzie z gtdwnym nurtem moich
zainteresowan i dotyczy aktywnych transporteréw, zaréwno pierwotnych jak i
wtornych, funkcjonujgcych w btonach komérek roslinnych. Oprécz wakuolarnych
pomp protonowych obejmuje plazmolemowg H*-ATPaze, Ca?*-ATPazy, a takze
biatka funkcjonujgce jako antyportery, wykorzystujgce elektrochemiczny gradient
protonow, ktore uczestniczg w gromadzeniu jondw wewngtrz wakuoli. Wigkszosc¢
prac poswiecona jest roli aktywnych transporteréw w adaptacji roslin do streséw
abiotycznych, gtownie zasolenia i metali ciezkich. Sumaryczny Impact Factor
pozostatych publikacji wynosi 25.339. Sumaryczna liczba punktéw MNiSW (zgodnie
z aktualng punktacjg wg wykazu MNiSW z dnia 20 grudnia 2012 oraz rozporzgdzenia
MNiSW z dnia 13 lipca 2012) wynosi 380.

Charakterystyka proceséw transportu przez btony wymaga uzyskania frakcji
btonowej o wysokim stopniu czystosci, dlatego pierwszy etap pracy naukowej
zwigzany byt z wyborem i dopracowaniem efektywnej metody izolacji frakcji
tonoplastowej z korzeni ogoérka. Zmodyfikowana metoda wirowania w skokowym
gradiencie gestosci sacharozy umozliwita otrzymanie frakcji pecherzykéw
tonoplastowych o prawidiowej orientacji, pozbawionej w znacznym stopniu
zanieczyszczenia przez plazmoleme i inne endomembrany. Wykorzystujgc liczne
specyficzne i niespecyficzne inhibitory dokonano kinetycznej charakterystyki obu
wakuolarnych pomp protonowych, V-ATPazy i V-PPazy, w tonoplascie komérek
korzeni ogérka. Praca ta byla fundamentem dla kolejnych badan dotyczacych
funkcjonowania tonoplastowych biatek transportowych (Kabafa i Ktobus, 2001, Acta
Physiol Plant 23:55-63).

Wakuolarne pompy protonowe, generujgc gradient protonow w poprzek
tonoplastu, uczestniczg w gromadzeniu zapasowej puli jondw wewnatrz wakuoli,
ktéra moze by¢ uruchamiana w warunkach ich deficytu w $rodowisku. Do jonow
takich nalezg azotany. Potwierdzono, ze w komodrkach korzeni ogérka funkcjonuje
tonoplastowy wtérny antyporter NOs/H*, a jego aktywno$¢ napedzana jest przez
gradient protonéw generowany gtownie przez V-ATPaze, a nie przez V-PPaze.
Przeprowadzono szczegodtowg charakterystyke antyportera, ktory wykazat cechy
typowe dla wtérnych transporteréw (specyficznos¢ substratowg, elektroneutralnoscé,
kinetyki wysycenia). Wykorzystujgc reagenty modyfikujgce reszty aminokwasowe



biatek wykazano istotng role reszt lizyny dla aktywnosci tego systemu, jednoczesnie
wykluczajgc znaczenie reszt cysteiny i argininy. Zastosowane inhibitory kanatow
jonowych nie miaty bezposredniego wptywu na funkcjonowanie antyportu NO3z/H,
potwierdzajgc, ze badany system nie jest biernym nosnikiem (Kabata et al., 2003, J
Plant Physiol 160:523-530).

Magazynujgca funkcja wakuoli nie ogranicza sie do gromadzenia jonow
istotnych dla metabolizmu komorek roslinnych, lecz zwigzana jest takze z usuwaniem
z cytosolu elementow szkodliwych dla komérki, co ma znaczenie w adaptacji roslin
do warunkow stresowych. Oprécz metali ciezkich, do czynnikow toksycznych dla
roslin nalezg jony sodu. Poréwnanie korzeni siewek ogdrka rosngcych w warunkach
kontrolnych oraz poddanych krotkiemu (24-godzinnemu) dziataniu silnego stresu
solnego (250 mM NaCl) wykazato, ze zasolenie indukuje aktywnos¢ specyficznego
antyportera Na'/H" w tonoplascie. Biatko tego transportera obecne jest w btonie
wakuolarnej roslin kontrolnych, jednak jego poziom zwigeksza sie istotnie w wyniku
traktowania roslin NaCl. Podobny antyporter funkcjonuje w plazmolemie komodrek
korzeni ogérka, lecz wykazuje nizsze powinowactwo do jonéw sodu. To sugeruje, ze
nadmiar jonow Na®, naptywajgcych do cytosolu w warunkach krotkotrwatego stresu
solnego, jest w pierwszej kolejnosci wyrzucany do wnetrza wakuoli (Kabata i Janicka-
Russak, 2012, Biol Plant 56:377-382).

Modyfikacje aktywnosci wakuolarnych pomp protonowych pod wptywem
zasolenia analizowano w siewkach ogoérka poddanych dziataniu tagodnego stresu
solnego (50 mM NaCl) przez 1-8 dni. Wykazano, ze obecnos¢ jondéw sodu w
srodowisku stanowi czynnik inhibitorowy dla funkcjonowania V-PPazy niezaleznie od
czasu ekspozycji. Natomiast aktywnosc¢ hydrolityczna V-ATPazy oraz katalizowany
przez nig transport protondw byty stymulowane po 24 godzinach traktowania roslin
NaCl. Dtuzszy stres jednak powodowat spadek aktywnosci enzymu. Obserwowane
modyfikacje aktywnosci obu biatek nie wynikaty ze zmian ekspresji gendéw
kodujgcych podjednostke A i ¢ V-ATPazy oraz V-PPaze. Uzyskane wyniki sktonity do
wniosku, ze wakuolarne pompy protonowe nie odgrywajg istotnej roli w adaptaciji
siewek ogorka, ktéry nalezy do glikofitow, do dtugotrwatego stresu solnego. Wydaje
sie zatem, ze jednym z mechanizméw warunkujgcych tolerancje tego gatunku na
zasolenie moze by¢ aktywacja plazmolemowej pompy protonowej i usuwanie
toksycznego poziomu jonéw Na® z komérki do apoplastu (Kabata i Ktobus, 2008, J
Plant Physiol 165:1830-1837).



Intensywna wspétpraca z dr Matgorzatg Janickg-Russak zaowocowata
kolejnymi  wspdlnymi  publikacjami, w ktérych centralnym punktem byta
plazmolemowa pompa protonowa i jej regulacja w warunkach stresow abiotycznych.
Kontynuacjg badan nad funkcjonowaniem plazmolemowych i tonoplastowych H*-
ATPaz w warunkach zasolenia byto okreslenie roli poliamin, zwigzkéw organicznych
uczestniczagcych w wielu procesach biochemicznych komoérek eukariotycznych, w
regulacji aktywnosci obu enzymow. Wykazano, ze poliaminy (spermina, spermidyna,
putrescyna) stanowig czynnik hamujgcy aktywnosci pomp protonowych. Pod
wptywem zasolenia poziom poliamin w korzeniach siewek ogérka maleje, natomiast
aktywnosci H*-ATPaz sg stymulowane. Otrzymane wyniki sugerowaty, ze rosliny
mogg zwiekszac tolerancje na soél poprzez modyfikowanie biosyntezy poliamin
(Janicka-Russak, Kabata et al., 2010, J Plant Physiol 167:261-269). Stymulacja
plazmolemowej pompy protonowej, obserwowana w warunkach zasolenia, wynikata
zarbwno ze wzmozonej ekspresji gendw CsHA, kodujgcych enzym, jak i
potranslacyjnych modyfikacji biatka enzymatycznego, zwigzanych z jego fosforylacjg
i wigzaniem biatka 14-3-3. Wykazano z duzym prawdopodobiehstwem, ze znaczgcag
role w aktywacji plazmolemowej H*-ATPazy w tych warunkach odgrywa zwiekszony
poziom H,O, w komérkach (Janicka-Russak, Kabata et al., 2013, J Plant Physiol,
170: 915- 922). Potwierdzono takze istotng role plazmolemowej pompy protonowej w
adaptacji siewek ogoérka do stresu wynikajgcego z obecnosci jondw metali ciezkich w
srodowisku. Kadm i miedz, podobnie jak zasolenie, powodowaty wzrost aktywnosci
enzymu, co zwigzane byto ze wzrostem stopnia fosforylacji ATPazy, a takze w
przypadku jonéw Cd ze zwiekszong ekspresjg gendéw CsVHA. Sugeruje sie, ze
funkcja enzymu w tych warunkach jest udziat w procesach naprawczych
uruchamianych w komérkach zaréwno wkrotce po zadziataniu czynnika stresowego
jak i podczas dtugotrwatego stresu (Janicka-Russak, Kabata et al., 2008, J Exp Bot
59:3721-3728; Janicka-Russak, Kabata, Burzynski, 2012, J Exp Bot 63:4133-4142).
Jak wykazaly badania prowadzone na siewkach ogoérka, podobng role petni
plazmolemowa H*-ATPaza rowniez w korzeniach roslin poddanych dziataniu niskiej i
wysokiej temperatury, wskazujgc, ze enzym ten jest kluczowym biatkiem
warunkujgcym tolerancje roslin na rozmaite stresowe czynniki abiotyczne (Janicka-
Russak, Kabata et al., 2012, J Plant Res 125:291-300; Janicka-Russak i Kabafta,
2012, J Plant Physiol 169:1607-1614).



Dorobek naukowy obejmuje ponadto dwie prace przegladowe. Pierwsza z nich
po$wiecona jest roslinnym pompom wapniowym, czyli Ca?*-ATPazom nalezgcym do
ATPaz typu P2a i Pos (Kabafa i Kftobus, 2005, Acta Physiol Plant 27:559-574).
Systematyzuje wiedze dotyczgcg regulacii i funkcji pomp wapniowych u roslin. Wyniki
intensywnie prowadzonych przez naukowcow badan wskazuja, ze pomimo
podobienstwa sekwencji roslinne Ca*-ATPazy istotnie réznig sie od enzymoéw
zwierzecych pod wzgledem lokalizacji subkomorkowej, struktury, a takze wrazliwosci
na inhibitory. Biatka te obecne sg nie tylko w plazmolemie i ER, co ma miejsce w
komorkach zwierzecych, ale wystepujg w btonach wielu kompartymentow, jak
wakuole, plastydy, aparat Golgiego czy jgdro. Roslinne pompy wapniowe sg istotnym
elementem Sciezek transdukcji sygnatu, dzieki czemu uczestniczg w adaptacji roslin
do stresow abiotycznych (zasolenia, niskiej temperatury, anoksji). Co ciekawe,
oprécz jonéw Ca?* moga transportowaé inne dwuwartosciowe kationy, np. Mn**.

Druga praca przeglagdowa podsumowuje aktualny stanu wiedzy na temat
struktury i regulacji wakuolarnej H*-ATPazy w komorkach roslinnych, czyli enzymu,
ktérego funkcjonowanie analizowano w pacach badawczych (Kabata, 2011, Post Biol
Kom 38:517-532). Zostata napisana w jezyku polskim, poniewaz brak
polskojezycznego pismiennictwa dotyczgcego btonowych pomp protonowych. Z
uwagi na swojg skomplikowang budowe, V-ATPaza stanowi biatko niezwykle
interesujgce, w ktérym kazda z podjednostek petni odrebng, istotng role w obrebie
kompleksu enzymatycznego (holoenzymu) i moze podlega¢ innym mechanizmom
regulacyjnym. Przez dtugi czas wiedza dotyczgca funkcjonowania V-ATPaz w
komdrkach roslinnych koncentrowata sie na ich roli w generowaniu gradientu
protonéw i napedzaniu procesdéw wtornego transportu przez tonoplast. Badania
ostatnich lat pokazujg, ze biatka te stanowig istotny element transportu
pecherzykowego w systemie sekrecyjnym i w endocytozie. Wykorzystanie metod
proteomiki ilosciowej pozwolito wykaza¢ asocjacje tonoplastowej V-ATPazy z
enzymem glikolitycznym aldolazg, wskazujgc na zwigzek pompy protonowej nie tylko
z roznymi procesami komoérkowymi, ale takze ze szlakami metabolicznymi.
Niezwykle interesujgcym odkryciem ostatnich lat byta identyfikacja podjednostki B w
kompleksie jgdrowym heksokinazy u A. thaliana, co sugeruje role tego polipeptydu w
przekazywaniu sygnatu cukrowego. Istnieje zatem mozliwos¢, ze inne podjednostki

wakuolarnej ATPazy takze petnig w komoérkach roslinnych dodatkowe funkcje, nie
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zwigzane z kompleksem V1 V.



