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MECHANIZM TRANSPORTU AKTYWNEGO
PRZEZ PLAZMALEMME KOMOREK ROSLINNYCH

WSTEP

Aktywny transport roznych czasteczek przez btone cytoplazmatyczng nalezy
do procesdw wymagajacych energii metabolicznej. W komdrkach roslinnych,
zgodnie z postulatami chemiosmotycznej teorii Mitchella (Mitchell 1985,
Nic ho1ls 1987, Podstawy cytofizjologii 1992), energiatajest wykorzystywana
do polaryzacji elektrochemicznej plazmalemmy i wytwarzania tak zwanej sity
transportowej (Briskin 1990, Poo le 1978, Sze 1985). W procesie
energizacji btony cytoplazmatycznej sg zaangazowane specyficzne pompy proto-
nowe (Doering iwspolaut. 1992, Luettge i Clarkson 1985, Ser-
rano 1989, 1990), ktérych aktywno$¢ powoduje jednokierunkowy (wektorowy)
transport H+na zewnatrz komorki do apoplastu. Prowadzi to do asymetrycznego
rozmieszczenia protonéw w poprzek plazmalemmy i powstania gradientu poten-
cjatu chemicznego jonéw H+ Efektem zmian stezenia protonéw po zewnetrznej i
wewnetrznej stronie btony komorkowej sg roznice w wartosci pH cytoplazmy i
Srodowiska zewnetrznego (ApH). Wieksze stezenie protonéw w obszarze pozako-
morkowym przyczynia sie do zakwaszenia $ciany komdrkowej (pH okoto 5,5),
natomiast wartos¢ pH cytoplazmy, stabilizowana przez wewnatrzkomorkowy
system buforowy, wynosi okoto 7,0 (S z e 1985). Poniewaz wektorowy transport
H+na zewnatrz plazmalemmy ma charakter elektrogenny, oprécz gradientu che-
micznego tworzy sie rowniez gradient potencjatu elektrycznego oznaczany przez
AT. Jak wykazaty pomiary elektrofizjologiczne $rednia warto$¢ AT dla komorek
roslinnych wynosi okoto -120 mV (po stronie cytoplazmy) (S ze 1985). Gradient
pH i fadunku elektrycznego sg sktadnikami gradientu elektrochemicznego proto-
néw Ajlh  (Nicholls 1987 , Podstawy cytofizjologii 1992, S ze 1985), ktdry
zapisujemy nastepujagcym wzorem:

9 9 RT
Ap,t= AT - ApH
gdzie: R oznacza statg gazows, T — temperature w °K, F — stalg Faradaya. Dla
temperatury 30°C wz0r ten upraszcza sie do postaci:
ApH =AT-60ApH
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TRANSPORT AKTYWNY JEST PROCESEM DWUETAPOWYM

Wystepujacy w poprzek btony komérkowej gradient H+stanowi pewng forme
energii potencjalnej, ktéra moze by¢ zuzyta w transporcie roznych czasteczek,
takich jak jony nieorganiczne, weglowodany, aminokwasy czy regulatory wzrostu
(S z e 1985). Transport ten odbywa sie najprawdopodobniej na zasadzie kotran-
sportu (Briskin 1990, Poole 1978, Sze 1985). Polega on na sprzezonym
ruchu protonu oraz transportowanej czasteczki przy udziale specyficznych no$ni-
kéw biatkowych. W zalezno$ci od tego, czy transport czasteczek, przyktadowo
kation6w i aniondw nieorganicznych, odbywa sie do wewnatrz czy tez na zewnatrz
komorki  wyr6zniamy odpowiednio symport i antyport protonowy (rys. 1).
W przypadku symportu zaréwno H+jak i pobierana przez komérke substancja, sg
transportowane do cytoplazmy (ten sam kierunek transportu). Przyktadem sympo-

rtu protonowego moze by¢ transport azotanow
przez plazmalemme komérek rodlinnych (Kt o-
b us 1990). W przypadku antyportu, wnikanie
protonu do wnetrza komorki jest zwigzane z prze-
mieszczaniem sie transportowanej czasteczki do
Srodowiska zewnetrznego (przeciwny kierunek
transportu). Na zasadzie antyportu protonowego
odbywa sig, na przyklad wydzielanie Ca2do
$ciany komorkowej, co stanowi jeden z mechani-
zmow regulacji cytosolowego poziomu tego jonu
w komérkach roslinnych (Biatczyk i Lecho-
wski 1990).

Energii dla funkcjonowania transporterow
btonowych dostarcza dyfuzja jonéw H+ ktore
zgodnie z istniejacym w poprzek plazmalemmy
gradientem chemicznym dazg do wyréwnania
swoich stezen po obu stronach btony. Ruch pro-
tondw do cytoplazmy jest wzmacniany dodatko-
wo sitami elektrostatycznymi, ktére powoduja
przycigganie H+przez ujemnie natadowane wne-
trze komorki.

Rys. 1. Chemiosmotyczny model transportu aktywnego. Gra-
dient potencjatu elektrochemicznego protonéw A|lh+ po-
wstaty dzieki pompie protonowej typu H+-ATPazy (1) lub
NAD(P)H-oksydoreduktazy (2) moze by¢ wykorzystywany
w transporcie azotanoéw (3) i wapnia (4). Transport NO3-
odbywa sie na zasadzie symportu, natomiast Ca2+ na drodze
antyportu protonowego. Jony azotanowe przenikaja do wne-
trza, a wapniowe na zewnatrz komérki.
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Transport aktywny, odbywajacy sie wedtug modelu chemiosmotycznego, jest
procesem dwuetapowym (Briskin 1990, Poole 1978, Sze 1985). Pierwszy
etap jest zwigzany z funkcjonowaniem plazmalemmowych pomp protonowych,
ktore ,,pompujac” na zewnatrz btony jony H+prowadzg do utworzenia gradientu
elektrochemicznego protonéw ApHt Jestto tak zwany transport pierwotny. Aktyw-
ny transport protonéw, zachodzacy podczas transportu pierwotnego, jest potgczo-
ny ze zuzyciem energii, ktérej dostarczajg ATP lub NADH i NADPH. Podobnie
jak w przypadku syntezy ATP w mitochondriach i chloroplastach (Gregory
1989, Nicholls 1987, Podstawy cytofizjologii 1992), czynnikiem sprzegajacym
(taczacym) proces endoergiczny (transport aktywny) z egzoergicznym (hydroliza
ATP lub utlenianie NADH i NADPH) jest ApH W drugim etapie okreslanym jako
transport wtorny jony H+ dzieki istniejacym w poprzek btony komérkowej rézni-
com pH (ApH) i tadunku elektrycznego (AT), powracajg do wnetrza komérki,
a proces ten jest sprzezony z transportem roznych czasteczek, w ktérym zaanga-
zowane sg specyficzne nosniki btonowe.

STRUKTURA | FUNKCJONOWANIE ATPazy PLAZMALEMMOWEJ

Podstawowym enzymem, ktéry w komdrkach roslinnych uczestniczy
w tworzeniu gradientu elektrochemicznego protonow jest H+ATPaza (Briskin
i Hanson 1992, Serrano 1989, 1990, Sze 1985). Biatko to o ciezarze
czasteczkowym wynoszacym okoto 105 kD (Serrano 1990) jest zlokalizowane
w plazmalemmie i wystepuje prawdopodobnie jako dimer lub trimer (Anton
i Spanswick 1986, Briskin iwspotaut. 1985). Przypuszcza sig jednak,
ze kazda z podjenostek H+ATPazy moze uczestniczy¢ niezaleznie w transporcie
protonow (Goormaghtigh iwspotaut. 1986). Funkcjonowanie H+ATPazy
wigze sie z odwracalnymi stanami fosforylacji i defosforylacji (Briskin i
Hanson 1992, Serrano 1989, 1990), ktére sg potaczone ze zmianami
konformacyjnymi fancucha polipeptydowego. Schematycznie mozna to zapisa¢
w nastepujacy sposob:

Ei + Pj &E2
przy czym E] oznacza konformacje enzymu przed fosforylacja, a E2—po fosfory-
lacji.

Ostatnie badania jakie przeprowadzono przy uzyciu cDNA kodujgcego
H+ATPazy u kilku wybranych gatunkow roélin, grzybow i pierwotniakow pozwo-
lity na zaproponowanie modelu tego biatka w btonie (rys. 2). Przyjmuje sie (B ri-
skin i Hanson 1992, Serrano 1989, 1990), ze fancuch polipeptydowy
H+ATPazy tworzy osiem fragmentéw transmembranowych, ktére od strony $ro-
dowiska zewnetrznego sa potaczone czterema krdtkimi petlami zewnetrznymi,
natomiast po stronie wewnatrzkomorkowej —jedng matg i dwoma duzymi petlami
cytoplazmatycznymi. Analiza komputerowa sekwencji aminokwasowych tych
segmentow wskazata na mozliwos¢ istnienia w plazmalemmie 8 odcin-
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kéw o konformacji a-helisy (Serrano 1989). Kazdy z fragmentdw transmem-
branowych bytby zbudowany z okoto 20 reszt aminokwasowych. Sze$¢ pier-

Rys. 2. Proponowany model obszaru transmembranowego oraz funkcjonalnych domen H+ATPa-
zy (Serrano 1989). Sekwencje szesciu wysoce konserwatywnych regionéw zaznaczonych w
postaci niezamalowanych kwadratéw przedstawiono w tabeli 1.

wszych helis tworzytoby tunel, przez ktéry mogtyby by¢ transportowane protony.
Helisy te powinny by¢ amfipatycznel co umozliwiatoby otrzymanie w hydrofo-
bowym obszarze btony komdrkowej kanatu hydrofitowego, ktory jest wymagany
dlawszystkich tuneli blonowych uczestniczacych wtransporcie kationdw. Badania
modelowe z syntetycznymi peptydami o wiasciwosciach amfipatycznych sugeru-
ja, ze do zbudowania funkcjonalnego kanatu kationowego sg wymagane cztery
(Oiki iwspotaut. 1988) lub szes¢ (Lear i wspotaut. 1988) a-helis. Podobng
konstrukcije posiadajg rowniez naturalne tunele btonowe dla jonéw nieorganicz-
nych pochodzace z komorek ré6znych grup organizméw (Kwiatkowska 1991).

Blizsza analiza struktury H+ATPazy wymaga badarn rentgenograficznych,
ktére sg obecnie niemozliwe, poniewaz jak dotychczas nie udato sie wyizolowac
tego biatka z btony i przeprowadzi¢ go w postaé krystaliczna.

Jak juz wspomniano funkcjonowanie kanatu protonowego H+ATPazy jest
potaczone z fosforylacjg i defosforylacjg czasteczki biatka. Grupa fosforanowa
uwalniana podczas hydrolizy ATP przyfacza sie do reszty asparaginianowej (S er-
rano 1990) (wigzanie acylofosforanowe, rys. 3) znajdujacej sie w bardzo

1Pojecie amfipatycznoscijest zwigzane z polaryzacja hydrofilowo-hydrofobowa a-helisy. Oznacza
to, ze na powierzchni cylindra, ktéry tworzy fragment helikalny hydrofobowe i hydrofitowe reszty
aminokwaséw grupuja sie w dwdch oddzielnych sektorach tworzac, w zalezno$ci od stopnia
amfipatycznosci, obszary o roznie zaznaczonej hydrofitowosci i hydrofobowosci. Nastepnie kilka
takich amfipatycznych a-helis poprzez asocjacjemoze utworzy¢ w plazmalemmie tunel hydrofitowy.
Jego wnetrze bedzie zbudowane przez sektory hydrofitowe, natomiast obszary hydrofobowe bedg
oddziatywaty z fosfolipidami btony oraz tgczyty poszczegolne a-helisy.
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konserwatywnym ewolucyjnie obszarze drugiej petli wewnetrznej, ktory okresla
sie jako domene transdukcyjng (Serrano 1989). Sekwencje aminokwasowg
tego fragmentu podano w tabeli 1. Zawiera on oprécz asparaginianu 3 reszty
treoniny oraz jedna glicyne, leucyne i lizyne. W tej samej petli sg zlokalizowane
jeszcze cztery inne zachowawcze sekwencje, ktore wspdlnie tworzg domene
kinazowg (Serrano 1989). W obszarze tym nastepuje wigzanie ATP oraz jego
hydroliza. Model przestrzenny domeny kinazowej przedstawiono na rysunku 4.
W wigzaniu czasteczki ATP uczestniczg prawdopodobnie cztery reszty asparagi-
nianu oraz dwie reszty lizyny. Trzy spo$réd czterech reszt asparaginianu wigzg sie
z adening (aminokwasy te znajdujg sie w obszarze 1V, V i VI), natomiast czwarta
taczy sie za posrednictwem jonu Mg2+z dwiema resztami kwasu fosforowego
i Y (aminokwas ten jest potozony w obszarze VI). Dwie zasadowe reszty lizyny
oddziatujg elektrostatycznie z grupami fosforanowymi, przy czym pierwsza z nich,
znajdujgca sie w obszarze 111, stabilizuje reszte y, a druga potozona w obszarze VI

— reszte @@
/ Trzecim fragmentem funkcjonalnym w H+
N ATPazie jest domena fosfatazowa (Serrano 1989),
CHCH2XC —o ™ ktéra katalizuje odkaczenie fosforanu zwigzanego
el n wczesniej przez asparaginian w obszarze transdu-
\ kcyjnym. Domena ta znajduje sie w pierwszej petli
ATP cytoplazmatycznej i zawiera krotki, rowniez bardzo
Mg2+ zachowawczy filogenetycznie obszar sktadajacy sie

.S-ADP z treoniny, glicyny, glutaminianu oraz seryny.

0  RYs.3 Mechanizm fosforylacji H+-ATPazy. Reszta kwasu aspa-

\ / _ raginowego znajdujaca sie w domenie transdukcyjnej (obszar Il

CHCH2C O P O naryg 2)jest podczas cyklu katalitycznego enzymu fosforylo-

e wana z utworzeniem bezwodnikowego wigzania acylofosfo-
\ ranowego. Wiazanie to powstaje miedzy resztg -COO-

asparaginianu i grupg fosforanowg ATR

Tabela 1
Konserwatywne obszary H+ATPazy oraz ich przypuszczalne funkcje3(Serrano 1989)

Obszar Proponowana funkcja
1 TGES Aktywnos¢ fosfatazowa (E)
2 DKTGTLT Fosforylacja i transdukcja (D)
3 KGAP Wigzanie ATP i/lub aktywnos¢ kinazowa (K)
4 DPPR Wigzanie ATP (D)
5 MITGD Wigzanie ATP (D)
6 TGDGVNDAPALK Wiazanie ATP (dwa D i K)

aSekwencje aminokwaséw zachowawczych obszarow H+-ATPazy przedstawiono w formie kodu jednoliterowego.
Symbole literowe poszczegdlnych reszt aminokwasowych oznaczajg odpowiednio: T — treonina, G — glicyna, E
— glutaminian, S— seryna, D — asparaginian, K— lizyna, L — leucyna, A— alanina, P— prolina, R — arginina,
M — metionina, | — izoleucyna, V— walina, N — asparagina.

5 — Kosmos
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Przyjmuje sie, ze trzy funkcjonalne domeny H+ATPazy sa potozone przy
podstawie kanatu protonowego tworzac rodzaj ,,furtki” dlatego tunelu (Serr a-

Rys. 4. Hipotetyczne miejsca wigzgce ATP w H+ATPazie (Serrano 1989). Cyfry rzymskie od

m do VI odpowiadajg konserwatywnym obszarom z tabeli 1. Strzatki reprezentujg odcinki 3-har-

monijki, natomiast cylindry- fragmenty a-helisy. Wyjasnienie symboli poszczeg6lnych aminokwa-
s6w podano w tabeli 1.

no 1990, rys. 5). W konformacji Ei domena kinazowajest aktywna, a fosfatazowa
nieaktywna i miejsce wigzania protonu w ,furtce” kanatu wigze H+od strony
cytoplazmatycznej z wysokim powinowactwem. W konformacji E2domena fosfa-
tazowajest aktywna, a kinazowa nieaktywnai miejsce wiazaniaprotonu w ,,furtce”
kanatu wigze H+ze strony zewnetrznej btony z niskim powinowactwem. Dlatego
tez, aby enzym zakonczyt swoj cykl katalityczny, musi przechodzié¢ z jednej
konformacji do drugiej, co powoduje skuteczne pompowanie protonéw. Wydaje
sie(Serrano 1990), ze zmiana konformacyjnajest ,wkgczana” przez fosforylacje
konserwatywnego regionu Il. Poniewaz region ten (domena transdukcyjna) jest
najprawdopodobniej zlokalizowany w ,.furtce” kanatu, zmiana konformacyjna
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moze modyfikowac zarowno powinowactwo i kierunkowos¢ kanatu, jak i aktyw-
no$¢ domeny kinazowej i fosfatazowej.

Rys. 5. Model mechanizmu sprzegajacego hydrolize ATP z transportem protonéw w H+-ATPazie
(Serrano 1990).

H+-ATPaza NALEZY DO ODREBNEJ RODZINY AKTYWNYCH
POMP KATIONOWYCH

Odpowiednikiem H+ATPazy w komorkach zwierzecychjest Na+ K+ATPaza
(Serrano 1989). Enzym ten, zwany popularnie pompa sodowo-potasowa,
katalizuje wymienny transport Na+i K+ przy czym jony sodu sg transportowane
na zewnatrz, ajony potasu do wewnatrz komorki (Podstawy cytofizjologii 1992).
Prowadzi to do réznic w stezeniu tych jonéw po obu stronach plazmalemmy.
Stezenie Na+w $rodowisku pozakomérkowym jest okoto 12 razy wyzsze, a K+
okoto 39 razy nizsze niz w $rodowisku wewnatrzkomorkowym (Podstawy biofi-
zyki 1985). Gradient elektrochemiczny jonéw sodu, podobnie jak gradient H+
w komérkach roslinnych, moze zostaé nastepnie zuzyty w aktywnym transporcie
réznych czasteczek. Stwierdzono (Darnell iwspdlaut. 1986), ze powrotny ruch
Na+do cytosolu moze by¢ sprzezony z transportem cukréw i aminokwaséw, ktory
odbywa sie na zasadzie symportu. Natomiast nadrodze antyportujest uruchamiany
przezjony sodu zewnatrzkomaérkowy transport Ca2+(D ar n e 11 i wspotaut. 1986).
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Jony potasu nie uczestnicza w transporcie wtdrnym. Ich gtéwna funkcjg jest
tworzenie potencjatu dyfuzyjnego (Podstawy biofizyki 1985), co prowadzi do
powstania po cytoplazmatycznej stronie plazmalemmy ujemnego tadunku elektry-
cznego.

Powyzsze rozwazania sugerujg, ze zardwno w komorkach roslinnych, jak
i zwierzecych, zrédtem energii dla transportu aktywnego jest gradient jonowy
tworzony przez kationy. Gradient ten, bedacy suma gradientu potencjatu chemicz-
nego danego jonu (protondéw czy jondw sodu) oraz gradientu potencjatu elektry-
cznego, moze napedzac transport roznych czasteczek na drodze symportu lub
antyportu.

Plazmalemmowe pompy kationowe typu H+ATPazy oraz Nat+ K+ATPazy
naleza do jednej rodziny biatek i pochodza prawdopodobnie od wsp6lnego ,,przod-
ka”.,,Przodkiem” tym byt przypuszczalnie enzym katalizujacy zewnatrzkomérko-
wy transport H+potgczony z dokomérkowym ruchemjonéw potasu (H+K+ATP-
aza ?) (Serran o 1989). Pierwotng funkcjg tej pompy kationowej mogto by¢
,»odkwaszanie” cytoplazmy prymitywnych komdrek anaerobowych, ktére prowa-
dzity beztlenowy metabolizm energetyczny. Protony pochodzace z dysocjacji
kwasdw powstatych podczas fermentacji byty wyrzucane do przestrzeni zewnatrz-
komorkowej, natomiast do komdrki przenikaty jony K+w celu zachowania réw-
nowagi elektrycznej. W dalszym etapie ewolucji molekularnej biatka z tej rodziny
zaczety uczestniczy¢ w generowaniu w poprzek btony komérkowej gradientow
kationowych. W linii prowadzacej do roslin, grzybow i pierwotniakdéw (H+ATP-
azy) zachowany zostat transport H+ natomiast przestat prawdopodobnie funkcjo-
nowaé transport jondéw potasu. W linii wiodacej do zwierzat (Na\K+AlPazy)
protony zostaty zastgpione przez jony sodu, przy czym nie zanikt transport K+
Interesujgcymjest, ze H+ATPazy z grzybow i roslin moga by¢ stymulowane przez
jony potasu (Briskin i Hanson 1992, Sz e 1985), co Swiadczyloby o
degeneracji miejsca transportu K+w tym enzymie (Serrano 1989). Réwniez
w zwierzecej Na+ K+ATPazie odkryto pewne pierwotne wiasciwosci, polegajace
na niewielkiej aktywnosci wymiany H+na K+(Hara i Nakao 1986).
Aktywnosci te sg niewatpliwie pewnym Swiadectwem zaszlej juz ewolucji,
ajednoczesnie umozliwiajg odtworzenie hipotetycznego ,,przodka” tych biatek.

Do rodziny aktywnych pomp kationowych (tab. 2) nalezg rowniez Ca2~ATP-
azy z komorek roslin i zwierzat, H+ K+AlPaza z gastrocytow (komorki zotadka)
oraz K+ATPazy z komdrek bakterii (Serrano 1989, 1990). Ca2-ATPazy
katalizujg wymiane Ca2 na H+ (jony wapnia transportowane sg na zewnatrz
komorki), natomiast K+ATPazy wymiangNaHub H-+na K+(jony potasu przenikajg
do wnetrza komorki). Wzajemne powigzania filogenetyczne miedzy tymi biatkami
przedstawiono na rysunku 6.

Wszystkie wymienione wczesniej ATPazy nalezg do tak zwanych (EP) ATPaz
(Briskin i Hanson 1992). W enzymach tych terminalna grupa fosforanowa
(P) odigczana od ATP podczas jego hydrolizy przytacza sie do czasteczki biatka



Hsc
Hsc 100
Hnc
Hsp
Hat
Hid
Ca
NaK
HK
Ksf
Kec

Podobienstwo miedzy (E-P)ATPazamiab(Serrano 1989)

Hnc
86,0
100
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Hsp
85,2
86,6
100

Hat
58,2
59,7
56,7
100

Hid
56,5
57,8
55,6
57,8
100

Ca
49,5
47,6
49,8
49,7
48,0
100

NaK
47,1
48,8
47,5
50,3
48,7
53,0
100

HK
48,5
47,2
49,4
48,9
50,5
53,8
81,1
100

Ksf
48,1
49,1
45,6
47,7
47,8
47,7
46,1
44 4
100
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Tabela 2

Kec
47,8
46,3
43,2
44,5
46,0
45,3
43,8
45,1
47,9
100

aSymbole sekwencji réznych ATPaz: Hsc, H+ATPaza z Saccharomyces cerevisiae; Hnc, H+ATPaza z Neurospora
crassa\ Hsp, H+ATPaza z Saccharomyces pombe\ Hat, H+ATPaza z Arabidopsis thalicma; Hld, H+ATPaza z
Leishmania donovani\ Ca, Ca2+ATPaza z retikulum endoplazmatycznego; NaK Na+K+ATPaza z nerki; HK,
H+K+ATPazaz zotadka; Ksf, K+ATPaza z Streptococcusfaecalis\ Kec, K+ATPaza z Escherichia coli.
bPoréwnanie podobieristwa sekwencji (E-P) ATPaz dokonano za pomocg programu komputerowego BESTFIT

(E) tworzac ufosforylowang forme posrednig (EP) ATPazy. W dalszej reakcji
fosforanjest odczepiany 1 ATPaza moze potgczy€ sie z nastepng czasteczka kwasu

fosforowego.

Rys. 6. Hipotetyczna ewolucja (EP) ATPaz (Serrano 1989). Wyjasnienie symboli poszczegél-
nych ATPaz znajduje sie w tabeli 2.
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NAD(P)H-OKSYDOREDUKTAZY JAKO TRANSMEMBRANOWE
POMPY PROTONOWE

W plazmalemmie komorek roslinnych oprécz pompy protonowej hydrolizu-
jacej ATP funkcjonuje najprawdopodobniej réwniez przeptyw H+ zalezny od
transmembranowego systemu transportu elektronéw (Boetger i wspotaut.
1991, Doe ring iwspofaut. 1992, Luettge i Clarkson 1985 Molle
r iCrane 1990). Najwazniejszym elementem tego ukfadu sg oksydoreduktazy
nukleotydéw pirydynowych, czyli dinukleotydu nikotynamidoadeninowego
(NADH) i fosforanu dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (NADPH) (rys. 7).
Utlenianie NAD(P)H jest zwigzane z uwalnianiem elektronéw i protonéw. Przy
zuzywaniu elektrondw przez pozakomorkowego "biorce" system ten dziata jak
pompa protonowa i moze przez tworzenie ApHwspdtuczestniczy¢ w pobieraniu
roznych czasteczek. Akceptorami elektrondw sg najczesciej chelaty trojwartoscio-
wego zelaza z kwasami organicznymi, takimi jak przyktadowo kwas cytrynowy.
Poniewaz majg one stosunkowo wysoki potencjat redoks umozliwia to skuteczng
redukcje Fe3tdo Fe2+ System oksydoredukcyjny btony komdrkowej moze rowniez
uczestniczy¢ w redukcji zelaza znajdujacego sie w fitosideroforach i sideroforach
produkowanych odpowiednio przez komorki roélin oraz bakterii (Boetger
i wspotaut. 1991). Ostatnio Doering i wspotautorzy (1992) wykazali, ze ,,bior-
cg” elektronow dla uktadu redoks moze by¢ takze witamina K.

W komorkach roslinnych
oprdcz nieindukcyjnego systemu re-
doks, zwanego standardowym lub
konstytutywnym, wystepuje inny,
okreslany jako ,turbo”, i majacy
charakter indukcyjny (Boetger
i wspotaut. 1991). Indukcja tego sy-
stemu nastepuje podczas deficytu Fe
w roslinie. Funkcjonowanie syste-
mu ,,turbo” wigze sie z dwoma roz-
nymi strategiami pobierania tego
pierwiastka z gleby w warunkach
stresu zelazowego (Boetger
i wspofaut. 1991, Roemheld
1987). W strategii I, reprezentowa-
nej przez trawy, (przedstawiciele ro-
dziny Poaceae) Fe3tjest wychwyty-
wany za pomocg naturalnych chela-

Rys. 7. NAD(P)H-oksydoreduktazy jako
plazmalemmowe pompy protonowe.
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torow zwanych fitosideroforami, ktére sg produkowane w komérkach korzeni.
Kompleks fitosideroforu oraz jonu zelazowego jest transportowany nastepnie
przez plazmalemme komorek ryzodermy przy udziale specyficznych no$nikéw.
Redukcja Fe3+ odbywa sie juz wewnatrz rosliny w tkankach korzenia i pedu.
Strategia | jest obecna u pozostatych okrytozalgzkowych, nagonasiennych oraz
paprotnikow. Zasadniczym elementem w tym systemie jest indukcyjna reduktaza
»turbo”. Enzym ten redukuje nierozpuszczalne zwigzki zelaza tréjwartosciowego,
umozliwiajac w ten sposdb powstanie puli jondw Fe2+ ktore nastepnie sg transpo-
rtowane przez btonowe kanaty dla kationéw dwuwartosciowych. Funkcjonowanie
reduktazy ,,turbo” jest powigzane z aktywnoscia H+ATPazy, ktéra powoduje
zakwaszenie ryzosfery (Boetger i wspotaut. 1991, Roemhe 1d 1987).
Spadek pH w strefie korzeniowej przyczynia sie do zwiekszenia rozpuszczalnosci
zwigzkow Fe3t a tym samym usprawnia asymilacje zelaza w warunkach deficyto-
wych.

Tak wiec w komorkach roslinnych system oksydoredukcyjny moze uczestni-
czy¢ w generowaniu gradientu elektrochemicznego protonéw dwiema niezalezny-
mi drogami. Pierwsza stanowi konstytutywny system standardowy, natomiast
druga — indukcyjny system ,,turbo”.

Oprdécz NADH i NADPH donorem elektronéw dla plazmalemmowego syste-
mu oksydoredukcyjnego w komorkach rodlinnych moze by¢ zredukowana forma
glutationu (2 G-SH, Boetger i wspdtaut. 1991). Trojpeptyd ten jest zrédiem
sity redukcyjnej dla roznych procesow zachodzacych w cytosolu. W ten sposdb
cytoplazmatyczna pula glutationu staje sie réwniez dostepna dla btony komérko-
wej. Stwierdzono (Boetger i wspotaut. 1991), ze w komdrkach marchwi po
potraktowaniu ich sulfoksyiming butioniny, ktéra powoduje obnizenie komérko-
wego poziomu glutationu, nastapit spadek redukcji zelazicyjanku (Fe(CN)3) przez
plazmalemme o 30%. Sugeruje to obecno$¢ w btonie dehydrogenazy glutationo-
wej. Teoretycznie uktad ten mogtby funkcjonowacjako pompa protonowa tworza-
ca Ajih. Problemjestjednak bardziej skomplikowany z uwagi na fakt, ze utleniona
postac glutationu (G-S-S-G) aktywuje glikolize, co prowadzi do wzrostu poziomu
NADH (Boetger i wspotaut. 1991). Nukleotydy te, zgodnie z wcze$niejszymi
rozwazaniami, moga by¢ nastepnie wykorzystywane przez oksydoreduktazy btony
komodrkowej w transporcie protonow i elektrondw, natomiast udziat glutationu
w tym procesie bytby tylko posredni i polegat na stymulacji szlaku glikolitycznego.

BLONOWA REDUKTAZA AZOTANOWA PRZYKLADEM POMPY REDOKS

Ciekawym przyktadem transplazmalemmowej pompy protonowej typu
NAD(P)H-oksydoreduktazy jest reduktaza azotanowa (NR) wystepujaca w bionie
komoérkowej (Jones iMorel 1988 W ard i wspdtaut. 1988). tancuch
polipeptydowy NR tworzy trzy domeny, z ktérych kazda wigze inny koenzym
(Buczek i Marciniak 1990, Ho ff iwspdtaut. 1992, Solomonson
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i Barber 1990). W obszarach tych zgodnie ze wzrostem potencjatu redoks
znajdujg sie odpowiednio FAD (I domena), cytochrom bssz (Il domena) oraz
Mo-pteryna (I11 domena). Uktad ten funkcjonuje jak tancuch oksydoredukcyjny
i przekazujgc elektrony z NADH lub NADPH na jon azotanowy powoduje jego
redukcje do jonu azotynowego. Interesujacy model funkcjonowania reduktazy
azotanowej w btonie komorkowej okrzemek z rodzaju Thalassiosira przedstawili
Jones iMorel (1988). Autorzy ci stwierdzili spadek aktywnosci oksydore-
dukcyijnej plazmalemmy po potraktowaniu komdrek tego glonu przeciwciatami
anty-NR. Wyniki te byly interpretowane jako dowdd na obecno$é w bionie
cytoplazmatycznej komérek Thalassiosira reduktazy azotanowej oraz jej udziat
w transporcie jondw nieorganicznych. Aktywnos$¢ oksydoredukcyjna NR jest
zwigzana najprawdopodobniej z domena flawoproteinowg zawierajacg FAD. Ob-
szar ten okre$la sie réwniez jako podjednostke diaforazowa. Wedtug Jonesa
i Morela (rys. 8) elektrony pochodzace z NADH i NADPH byly transportowane
na pozakomérkowe akceptory. Przeptywowi elektronéw na zewnetrzng strone
plazmalemmy towarzyszyt ruch jondw H+ Protony te uczestniczyty nastepnie
w tworzeniu po obu stronach btony gradientu elektrochemicznego, ktory mogt byé
wykorzystany w transporcie N 03' oraz innych jonow.

Rys. 8. Proponowany model reduktazy azotanowej zwigzanej z plazmalemma (Jones iMorel

1988). Podjednostka NAD(P)H:diaforazowa funkcjonuje jako transplazmalemmowa reduktaza

zewnatrzkomdérkowych akceptoréw elektronéw oraz pompa protonowa. Domeny zawierajace cyto-

chrom b557 oraz Mo-pteryne uczestnicza w redukcji NO3_po wewnetrznej stronie btony komoérkowej.

Wytworzony w poprzek btony gradient elektrochemiczny protonéw moze by¢ nastepnie zuzyty
w transporcie azotanéw lub innych jonéw.

Czesciowym potwierdzeniem stusznosci tych rozwazan sg doswiadczenia z
NADH: NRizolowangz liscieni dyni, ktéra redukowata Fe3rdo Fe2:w sideroforach
bakteryjnych (Castigneiti i Smarelli 1984, Castignetti i Sm a-
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relli 1986). Podobne wyniki otrzymano rowniez w eksperymentach z fitoside-
roforami traw (Smarelli i Castignetti 1988). Bylo interesujgcym, ze
optimum pH dla redukcji Fe3+w fitosideroforze wynosito 6,0, natomiast dla
redukcji azotanéw -7,5. Mozna przyjaé, ze podjednostka diaforazowa NR funkcjo-
nuje jako reduktaza organicznych chelatéw Fe i uczestniczy w asymilacji zelaza.
Aktywnos¢ tajest najprawdopodobniej zwigzana z generowaniem ApHw poprzek
plazmalemmy.

W innym do$wiadczeniu z zastosowaniem zewnatrzkomorkowego akceptora
elektronébw Jones iMorel(1988) wykazali spadek pierwotnej syntezy
aminokwasow, co byto zwigzane ze zmniejszeniem puli glutaminianu oraz gluta-
miny. Efekt ten byt prawdopodobnie spowodowny zatrzymaniem ruchu elektro-
néw z FAD na cytochrom bssz i Mo-pteryne, a nastepnie jon azotanowy.
W konsekwencji zahamowato to redukcje N 03-oraz wigczanie ich do pierwotnej
syntezy aminokwaséw. Dane te sugeruja, ze plazmalemmowa NR jest enzymem
bifunkcyjnym. Uczestniczy on zaréwno w transporcie jonéw dziatajac jako pompa
protonowa, jak i redukcji N 03'do N 02-po wewnetrznej stronie btony komoérkowej.

W ten spos6b w aktywnym transporcie roznych czasteczek do komorek
roslinnych bytyby zaangazowane dwa uktady enzymatyczne: NAD(P)H-oksy-
doreduktazy i H+ATPazy funkcjonujace jako pompy protonowe. Tworzony przez
te pompy w poprzek btony komdrkowej ApHmaogtby napedzac aktywne przemie-
szczanie sie czasteczek przez plazmalemme.

PLAZMALEMMOWY SYSTEM REDOKS AKTYWATOREM H+-ATPazy

Najpewniejszy element tego systemu stanowi H+ATPaza. Natomiast w przy-
padku oksydoreduktaz nukleotydéw pirydynowych pojawiajg si¢ pewne watpli-
wosci. Dotycza one mechanizmu transportu protonéw przez te enzymy. Wedtug
M arr ¢ iwspotautorow (1988) oraz Trocknera i Marr¢ (1988) system
oksydoredukcyjny plazmalemmy nie wydziela jonéw H+na zewnatrz btony (rys.
9). Pozostajg one w cytoplazmie i wspolnie z przetransportowanymi na pozako-
morkowe akceptory elektronami powoduja rozdzielenie w poprzek btony dodat-
nich i ujemnych tadunkéw elektrycznych, co prowadzi do depolaryzacji plazma-
lemmy. Poza tym gromadzace sie w cytosolu protony powodujgjego zakwaszenie.
Stan taki (depolaryzacja plazmalemmy oraz zakwaszenie cytoplazmy) aktywuje
H+AlPaze, ktora rozpoczyna wydzielanie H+ Wedhug tej koncepcji NAD(P)H-
-oksydoreduktazy bytyby tylko posSrednio zaangazowane w transmembranowy
transport protonow.

Przedstawiona koncepcja nie tylko nie wyklucza udziatu oksydoreduktaz
plazmalemmowych w transporcie aktywnym, lecz zaklada, ze uktad generujacy
gradient elektrochemiczny H+stanowi kompleks H+ATPazy i NAD(P)H-oksy-
doreduktazy. Ponadto jest mozliwe, ze system redoks uaktywnia H+ATPaze bez
masowego uwalniania protonéw do cytosolu. Jesli istnieje Scisty zwigzek prze-
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strzenny miedzy miejscem utleniania NAD(P)H a miejscem wigzania H+ prowa-
dzacym do aktywacji H+ATPazy, to proton mégtby sie przemieszczaé¢ do tego
centrum w oddzielnym tunelu membranowym. Hipoteza ta (Boetger
i wspotaut. 1991) jest oparta na analogii z chloroplastowym kanatem protonowym,
ktory jest kontrolowany przez wapn(D ill ey i Chiang 1988).

Rys. 9. Model przeptywu elektronéw i protondw potaczony z redukcja zelaztcyjanku (Fe(CN)3))
(M ar rei wspotaut. 1988). Fe(CN)3-jest redukowany nazewnatrz btony ale H+uwalniane podczas
utleniania NAD(P)H pozostajg wewngtrz komérki. Protony te powoduja nastepnie depolaryzacje
plazmalemmy i zakwaszenie cytosolu, co uaktywnia H+-ATPaze, ktéra rozpoczyna wydzielanie H+.

GRADIENT ELEKTROCHEMICZNY PROTONOW PODSTAWOWYM
ZRODLEM ENERGII DLA ROZNYCH PROCESOW KOMORKOWYCH

Poniewaz gradient elektrochemiczny protonéw wydaje sie by¢ uniwersalnym
Zrédem energii dla réznych proceséw endoergicznych zachodzacych w komér-
kach roslinnych, sprébujmy jeszcze poréwna¢ mechanizm syntezy ATP w mito-
chondriach i chloroplastach (Gregory 1989, Nicho1ls 1987, Podstawy
cytofizjologii 1992) z oméwionym tu mechanizmem transportu aktywnego roz-
nych czasteczek przez btone cytoplazmatyczng. W obu przypadkach mamy do



Aktywny transportprzez plazmalemme 579

czynienia z procesami wymagajacymi energii. Wedtug chemiosmotycznej teorii
Mitchella magazynem tej energii jest gradient elektrochemiczny protonéw ApH
powstajacy w wyniku wektorowego transportu jonéw H+ Gradient ten tgczy
procesy endoergiczne (synteza ATP, transport aktywny) z procesami egzoergicz-
nymi (transport elektronéw, hydroliza ATP lub utlenianie NADH i NADPH).
W tworzeniu Apn uczestniczg pompy protonowe wyrzucajgce H+na zewnatrz lub
do wewnatrz pewnego przedziatu oddzielonego btona. W mitochondriach i chlo-
roplastach funkcje tych pomp speiniajg pewne fragmenty taficucha transportu
elektrondéw, a protony sg transportowane do przestrzeni perimitochondrialnej
i wnetrza (lumen) tylakoidu. Natomiast w plazmalemmie, jak to przedstawiono
powyzej, pompami protonowymi sg H+AlIPazy i NAD(P)H-oksydoreduktazy,
przy czym H+gromadzg sie po zewnetrznej stronie btony komaorkowej.

Czynnikiem warunkujacym aktywno$¢ pomp protonowych jest zradto energii
umozliwiajgce transport jonéw wodorowych. W pierwszym przypadku jest nim
ruch elektronéw w tancuchu oddechowym i fotosyntetycznym, a Scislej potencjat
oksydoredukcyjny, natomiast w drugim hydroliza ATP lub utlenianie NADH
i NADPH. Tworzenie ATP oraz aktywny transport roznych czateczek przez btone
cytoplazmatyczng sg potaczone z przemieszczaniem sie jonéw H+do obszaru,
gdzie ich stezenie wwyniku aktywno$ci pomp protonowychjest mniejsze (matriks
mitochondrium, stroma chloroplastu, wnetrze komérki). Prowadzi to do wyrow-
nania stezen protondw po obu stronach btony oraz zaniku gradientu elektrochemi-
cznego H+(Ajih* ulega rozproszeniu). W mitochondriach i chloroplastach proces
ten umozliwia synteze ATP w czynnikach sprzegajacych Fi i CFi syntaz ATP
(ATPazy). Natomiast wtdrny transport protonéw przez plazmalemme uruchamia
funkcjonowanie biatek nosnikowych, ktére po przytaczeniu H+moga uczestniczyé
w transporcie roznych czasteczek. W ten sposéb zaréwno tworzenie ATP, jak
i transport aktywny mozemy uzna¢ za procesy dwuetapowe. W pierwszym z nich
dochodzi do powstania w poprzek btony gradientu elektrochemicznego protonéw
A\in, ktory w drugim etapie tego procesujest Zrodtem energii napedzajacej synteze
ATP oraz aktywnosc¢ biatek transportowych.

ZAKONCZENIE

Do chwili ogtoszenia przez Mitchella hipotezy chemiosmotycznej wiele
proceséw bioenergetycznych byto niezrozumiatych. Cho¢ pierwotnie koncepcja
ta tlumaczyta tylko mechanizm syntezy ATP w mitochondriach, to jednak dos¢
szybko przekonano sie o uniwersalnosci ApH jako Zrodta energii w uktadach
komérkowych. Teorie chemiosmotyczng zaadoptowano réwniez do wyjasnienia
mechanizmu transportu aktywnego przez plazmalemme komorek roslinnych. Po-
dobnie jak w przypadku fosforylacji oksydacyjnej i fotosyntetycznej, zrédiem
energii dla transportu aktywnego jest gradient elektrochemiczny protonéw, ktory
tworzy sie dzieki aktywno$ci pomp protonowych.
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Podstawowg pompa protonowa w plazmalemmie komérek roslinnych jest
H+ATPaza. Enzym ten dzieki hydrolizie ATP katalizuje wektorowy transport H+
do apoplastu (transport pierwotny), co przyczynia sie do zmiany wartosci poten-
cjalu membranowego oraz pH w cytoplazmie i Srodowisku zewnetrznym. Energia
zgromadzona w gradiencie elektrycznym (AT) i chemicznym (ApH) moze byc
nastepnie wykorzystana w transporcie aktywnym jonow nieorganicznych, weglo-
wodandw, aminokwasow i regulatoréw wzrostu (transport wtérny). Transport ten
odbywa sie na zasadzie symportu i antyportu protonowego przy udziale specyfi-
cznych biatek transportowych. Innym typem pompy protonowej w komoérkach
roslinnych sg NAD(P)H-oksydoreduktazy, ktérych aktywno$¢ prowadzi do utle-
niania wewnatrzkomaérkowej puli nukleotyddw pirydynowych. Funkcjonowanie
oksydoreduktaz plazmalemmowych jako uktadow generujacych Allhjest powig-
zane przypuszczalnie z redukcjg i asymilacjg zelaza. Oprécz jondw Fe3rakcepto-
rem elektronébw moze byé réwniez witamina K. Wedtug niektérych autoréw
pompy redoks sg tylko posrednio, poprzez aktywacje H+ATPazy, zaangazowane
w transporcie jondéw H+

Przedstawione w tej pracy koncepcje $wiadcza o uniwersalnosci mechani-
zmow odpowiedzialnych za transport btonowy. Zaréwno w komarkach roslin, jak
i grzybow, zwierzat oraz bakterii aktywne przemieszczanie sie réznych czasteczek
przez plazmalemme jest napedzane gradientem kationéw jednowartosciowych.
Gradienty te tworzg sie przede wszystkim w wyniku aktywnosci pomp kationo-
wych nalezacych do rodziny EP ATPaz. Biatka te pochodzg przypuszczalnie od
jednego wspdlnego ,,przodka”, ktérym byia bakteryjna H+K+AlPaza (?).

Doktadne zrozumienie mechanizmu transportu aktywnego przez plazmalem-
me komorek roslinnych wymaga dalszych badan eksperymentalnych. Celem tych
prac bytoby lepsze poznanie struktury i funkcjonowania H+ATPazy, uktadu oksy-
doredukcyjnego btony komérkowej oraz transporterow btonowych dziatajacych
na zasadzie kotransportu protonowego. Nalezy oczekiwaé réwniez odkrycia no-
wych biatek zaangazowanych w transport aktywny. Biatka te moga by¢ nie
znanymi jeszcze pompami protonowymi oraz ukfadami transportujacymi aktywnie
czasteczki roznych zwigzkéw organicznych i nieorganicznych.

Pragne podziekowac¢ Pani Doktor Beacie Pokryszko za pomoc w powstaniu
niniejszego artykutu, a takze Pani Profesor Beacie Zagorskiej-Marek i Panu
Profesorowi Jozefowi Buczkowi za przeczytanie manuskryptu oraz udzielenie
cennych rad i wskazowek.

MECHANISM OF ACTIVE TRANSPORT ACROSS THE PLASMA MEMBRANE
IN PLANT CELLS

Summary

Active transportis a process which is directly dependent on the metabolic energy. In
plant cells, according to Mitchell's theory, this energy is used to polarize the plasma
membrane and to create electrochemical gradient of ApH (the primary transport). This
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gradient may be used in the active transport of inorganic ions, sugars, amino acids and
growth regulators (the secondary transport). This transportis probably based on the proton
symportor proton antiport.

The basic proton pump in the plasma membrane of plant cells is Ht-ATPase. This
enzyme is composed of the three functional domains (transduction, kinase and
phosphatase domains), activity of which connected with the hydrolysis of ATP, enables H +
transport. Another partof the protein chain takes partin the process of the construction of
proton channel. H+~ATPase belongs to the family of active action pumps (EP) ATPases,
ancestorofwhich was bacterial PT ,K+ATPase (?). Inanimal cells the function of H+ATPase
is fulfilled by Na+tK+ATPase creating the Na+gradient.

Another type of proton pump in plant cells is probably NAD(P)H-oxidoreductase,
involved with reduction and assimilation of iron. Following another concept, the redox
pumps are involved only indirectly in the proton transport through activation of
Ht-ATPase.
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