STRESZCZENIE

Wniniejszym artykule przegladowym przedstawiono informacje o rezultatach najnow-
szych badan dotyczacych funkcji NTPDaz (apiraz) roslinnych. Omawiane enzymy to
bialka rozpuszczalne lub integralne bialka blonowe. Ich obecnosé¢ stwierdzono w réznych
przedziatach komérkowych. Apirazy hydrolizuja wiazania pirofosforanowe di- i trifosfo-
ranéw nukleozydéw. Ich wspdlna cecha jest podobna budowa, niska specyficznosé¢ substra-
towa i aktywacja w obecnosci jonéw dwuwartosciowych. W apoplascie apirazy uczestnicza
w zwrotnym wychwytywaniu produktéw degradacji nukleotydéw. Enzymy te katalizuja
bowiem reakcje hydrolizy ATP do AMP; AMP jest nastepnie degradowany przez inne ekto-
enzymy do adeniny, rybozy i ortofosforanu. Czasteczki te z udzialem odpowiednich trans-
porterow i kanalow sa transportowane do komérki. Rezultaty niektérych badan wskazuja,
Ze apirazy moga rowniez uczestniczy¢ w regulacji syntezy skrobi i przekazywaniu sygnalow.
Ich aktywnos¢ jest takze niezbedna do prawidlowego rozwoju i wzrostu bulw oraz korze-
ni. U roélin straczkowych z kolei aktywuja proces symbiozy z bakteriami korzeniowymi.
NTPDazy, ktore znajduja si¢ wewnatrz komorek, katalizujac reakcje hydrolizy nukleoty-
déw, zmieniaja wewnatrzkomérkowy stosunek ATP:ADP:AMP. Sugeruje to, ze wiekszos¢ z
opisanych funkcji apiraz moze wynika¢ ze stanu energetycznego komorki.

WPROWADZENIE

ATP to najbardziej uniwersalna czasteczka nie tylko wéréd nukleotydow,
ale réwniez i innych zwiazkéw obecnych w komérkach organizméw zywych.
ATP jest substratem wykorzystywanym w syntezie kwaséw nukleinowych i
wielu koenzyméw oraz wtérnych czasteczek sygnatowych. Jest uniwersalnym
srodkiem wymiany energii swobodnej i skladnikiem fadunku energetycznego
komorki. Stezenie tego nukleotydu w komérkach reguluje szybkosé przemian
tworzacych energetycznie uzyteczne czasteczki [1]. Wreszcie ATP jest rowniez
czasteczka sygnatowa [2-9]. U zwierzat ektonukleotydy w tym ATP i ADP, ak-
tywuja receptory nukleotydowe typu P2 [2-8]. Receptory te uczestnicza w akty-
wagji i regulacji licznych proceséw fizjologicznych. W ukladzie krwionosnym
aktywuja agregacje plytek i reguluja ci$nienie krwi [2-6], z kolei w ukladzie ner-
wowym biorag udzial w neurotransmisji i neuromodulacji. Sa réwniez sygnatem
bolu [6-9]. Wyczerpujacy przeglad funkcji receptoréw nukleotydowych znaj-
dziemy w obszernych publikacjach prof. Burnstock’a [3,5,7,9].

Stezenie nukleotydow, tak w komérce jak i poza nig, reguluja enzymy na-
lezace do kilku klas i rodzin takich jak: fosfatazy, kinazy, pirofosfatazy/fosfo-
diesterazy nukleotydéw (NPPazy), ATPazy i tri-difosfohydrolazy nukleotydéw
(NTPDazy) [2,5,10-12]. Wlasciwosci i funkcje NTPDaz zwierzat zostaty bardzo
dobrze poznane i opisane. Synteza NTPDaz zachodzi we wszystkich typach ko-
morek zwierzecych [10,11,13-16]. Oznacza to, Ze enzymy te sa istotnym skiadni-
kiem metabolizmu i maja wplyw na szereg proceséw fizjologicznych zaleznych
lub regulowanych przez nukleotydy. NTPDazy uczestnicza w procesach proli-
feracji, r6znicowania i apoptozy [14,15]. Degradujac ektonukleotydy, wplywaja
réwniez na rozwdj proceséw zapalnych [5,14,15]. Wiekszoé¢ dotychczas opisa-
nych NTPDaz zwierzecych to biatka blonowe z centrum aktywnym znajduja-
cym sie po zewnetrznej stronie blony komoérkowej (ekto-NTPDazy) lub enzymy
rozpuszczalne (egzo-NTPDazy) uwalniane do przestrzeni miedzykomoérkowej
lub ptynéw tkankowych, takich jak krew i ptyn mézgowo-rdzeniowy [10-16].
Enzymy te reguluja stezenie nukleotydéw znajdujacych sie poza komorka lub
w plynach fizjologicznych i w ten spos6b uczestnicza w sygnalizacji purynowej
[2-8,10,15]. NTPDazal zwierzat jest analogiem apirazy roslin [12,15].

W skutek historycznych uwarunkowarn NTPDazy roslinne nazywa sie czesto
apirazami. Mimo wcze$niejszego odkrycia i opisania enzymoéw roslinnych wie-
dza na temat ich funkcji w roélinach jest niepetna i wymaga dalszych intensyw-
nych badan. Dopiero w ostatnich kilku latach pojawito sie kilka prac dostarcza-
jacych interesujacych informacji na temat budowy i ekspresji genéw roslinnych
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NTPDaz oraz przypuszczalnych funkcji kodowanych przez
nie biatek. Badania te dotycza ich udziatu w regulacji pro-
cesdw wzrostu i rozwoju roéliny, w tym kietkowania ziarna
pylku i dojrzewania bulw [17-25]. Inne badania koncentruja
si¢ na procesach sygnalizacji oraz ich udziale w reakcjach
odpornosciowych roslin [24-32]. Biatka te z uwagi na wyso-
ka aktywnos¢ katalityczng oraz brak glikozylacji moga by¢
wykorzystywane w leczeniu choréb degeneracyjnych ukla-
dunerwowego, udaréw czy tez zawalow serca [15,16,33,34].

WEASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNE, BUDOWA
I LOKALIZACJA APIRAZ ROSLINNYCH

Apirazy ziemniaka (difosfohydrolazy ATP - EC 3.6.1.5)
to najlepiej scharakteryzowane enzymy nalezace do rodzi-
ny NTPDaz roslin [23,34-37]. Po raz pierwszy enzym ten
zostal opisany przez Meyerhof'a w 1945 roku [36]. Byla to
rozpuszczalna apiraza izolowana z komérek bulw ziemnia-
ka (Solanum tuberosum). Z ziemniaka wyizolowano i oczysz-
czono dwie izoformy apirazy, jednak sklonowano tylko jed-
na jej forme [36,37].

Apirazy hydrolizuja wigzania bezwodnikowe dwu- i
tréjfosforanéw nukleozydéw w obecnosci jondw metali
dwuwarto$ciowych zgodnie ze schematem I i II [33-37]:

I/ ATP + 2H,0 => AMP + 2P,
lub
II/ ADP + H,0 => AMP + P,

Koricowymi produktami reakcji sa AMP i dwie lub jedna
czasteczka ortofosforanu. Apirazy nie hydrolizuja wigzan
estrowych nukleotydéw i nieorganicznego pirofosforanu
[34-37,39]. Najwyzsza aktywnos¢ hydrolizy obserwowana
jest w obecnosci jonéw Ca?" lub Mg?* [11,37]. Inne dwuwar-
tosciowe kationy, takie jak Mn?*, Co* oraz Zn* stymuluja
jej aktywnos¢ ze znacznie mniejszym efektem [37,40]. Dla
apirazy z S. tuberosum stwierdzono, ze jony Ca®** wzmac-
niaja aktywnos¢ hydrolityczna wzgledem ADP, a Mg*
- wzgledem ATP [37]. Aktywno$¢ enzymatyczna apiraz
moze by¢ réwniez modulowana przez lektyny oraz zwigz-
ki bifunkcjonalne [11,40]. Wszystkie NTPDazy, niezaleznie
od pochodzenia, charakteryzuja sie niska specyficznoscia
substratowa, a szybkoé¢ hydrolizy ATP nie jest ograniczo-
na stezeniem wolnego ADP [37,40]. Sa réwniez niewrazli-
we na inhibitory alkalicznych fosfataz i ATPaz typu P, V, F
[11,15,36,39].

Biatka kodowane przez geny apiraz roslinnych sa poje-
dynczym taricuchem polipeptydowym o masie czastecz-
kowej 45-50 kDa [23,36-38,40,41]. Struktura wszystkich do-
tychczas wyizolowanych genéw apiraz rodlinnych sugeruje,
ze na konicu aminowym bialek znajduje si¢ sekwencja pep-
tydu sygnalnego oraz sekwencje jednej lub dwéch domen
transblonowych [18,19,23,38]. Enzymy wystepuja w dwéch
formach - rozpuszczalnej lub blonowej [18,19,23,36]. Cen-
trum katalityczne apiraz zwigzanych z btong znajduje sie po
stronie ekstracytoplazmatycznej [18,35,36]. Na podstawie
sekwencji nukleotydowej stwierdzono, ze apirazy roélin i
zwierzat zawieraja zachowane w ewolucji rejony okreslane
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jako ACR (ang. apyrase conserved regions) [12,15, 34-36]. Ba-
dania prowadzone nad apirazami zwierzat sugeruja, ze re-
jony ACR odpowiadaja za specyficznos¢, wigzanie, hydro-
lize substratu oraz oddzialywanie z jonami metali [11,15].
Skonstruowany ab initio model struktury przestrzennej
apirazy ziemniaka sugeruje, ze w proces katalizy zaangazo-
wane sg reszty aminokwasowe Thr127 i Thr55 oraz Glu170
i Glu78. Dwustopniowy mechanizm hydrolizy zaktada, ze
obie reszty treoniny s nukleofilami odpowiedzialnymi za
rozerwanie wigzan bezwodnikowych (y i p) ATP. Dodatko-
wo w procesie tym niezbedne sg Glu170 i Glu78. Obecnos¢
dwéch nukleofili w centrum katalitycznym wyjasnia rézni-
ce w aktywnoéci hydrolitycznej miedzy apirazami a innymi
enzymami rodziny NTPDaz [35].

Obecnosé NTPDaz roélin stwierdzono w réznych prze-
dziatach komoérkowych [18,21-23,40-42]. Aktywno$¢ apira-
zy oznaczono w mikrosomach grochu, pszenicy, ziemnia-
ka i bawelny [34]. Apiraze wyizolowano réwniez z blony
jadrowej zarodka i z cytoszkieletu grochu [41, 42]. U soi
(Glycine soja) zidentyfikowano dwie apirazy (GS50 i GS52),
z ktorych jedna jest apiraza obecng w $wietle aparatu Gol-
giego, a druga z nich jest ektoapiraza zwigzang z blong ko-
moérkowa [44]. Z kolei z korzeni fasoli indyjskiej (Dolichos
biflorus) wyizolowano lektyne o aktywnosci apirazy. Enzym
ten zawiera cztery rejony o sekwengcji reszt aminokwaso-
wych identycznej z ACRami spotykanymi u apiraz [43,44].

GENY NTPDaz ROSLINNYCH I ICH EKSPRESJA

Geny kodujace NTPDazy znaleziono w genomach kre-
gowcow, bezkregowcéw, roslin, drozdzy oraz pierwotnia-
kow [15,23,34,36]. Do dnia dzisiejszego w réznych gatun-
kach roslin zidentyfikowano blisko 18 genéw kodujacych
apirazy. Dwie sekwencje kodujace apiraze z ziemniaka
zidentyfikowali Riewe i wsp. (2008). Komoszynski i wsp.
wyizolowali osiem genéw kodujacych apiraze ziemnia-
ka. Sekwencje reszt aminokwasowych wyznaczone na ich
podstawie sa identyczne w 93-99% (dane nieopublikowa-
ne, umieszczone w bazie NCBI). W mimozie wstydliwej
znaleziono jeden gen kodujacy apiraze, a w komorkach
bawelny dwa [2,22,45]. W roélinach straczkowych ziden-
tyfikowano facznie dwanascie genéw kodujacych apirazy
[23,38,43-45]. Na podstawie analizy genomu rzodkiewnika
(Arabidopsis thaliana) znaleziono siedem genéw kodujacych
apirazy. Dwa z nich (AtAPY1 i AtAPY?2) zostaly sklonowa-
ne. Okreslono profil ich ekspres;ji i podjeto probe oceny ich
funkdji fizjologicznych. Sekwencje reszt aminokwasowych
tych biatek sa identyczne w 87%, co sugeruje, ze enzymy
te moga bra¢ udzial w réznych procesach metabolicznych
[18,19,21,40].

Na podstawie analizy zawartosci mRNA mozna stwier-
dzié¢, ze poziom ekspresji genéw kodujacych apirazy jest
rézny dla réznych typéw tkanek [18,19,23,38,40-45]. Wyz-
szy poziom transkryptow obserwuje sie w tkankach, ktére
charakteryzuja sie szybkim wzrostem oraz w tych, ktére
ulegaja procesowi réznicowania [18,23,40,44 ]. Steinebrun-
ner i wsp. (2007) wykazali, Ze najwyzsza ekspresje genéw
apiraz rzodkiewnika (AtAPY1 i AtAPY?2) wykazuja szybko
dzielace i r6znicujace sie tkanki oraz organy. Naleza do nich
tagiewka pylkowa, etiolowane hypokotyle, wierzchotek
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korzenia oraz miejsca akumulacji auksyny i jej transportu,
a takze komorki wykazujace wysoka ekspresje genéw ko-
dujacych biatka PIN [18,19]. Ponadto w elementach regu-
latorowych cis obu tych genéw wystepuja charakterystycz-
ne motywy sekwencji, ktérych aktywnos¢ regulowana jest
przez $wiatlo oraz auksyne. Stwierdzono, ze swiatlo czer-
wone powoduje obnizenie liczby transkryptow apirazy w
hypokotylu, co wywoluje zahamowanie wzrostu korzeni
[18]. U ziemniaka apiraza wystepuje przede wszystkim w
komoérkach tkanek korzenia, kwiatéw, pedu i bulw, nato-
miast w lisciach i tkankach todygi ilo§¢ mRNA jest niewiel-
ka lub zadna [23]. Niskim poziomem transkryptéw apirazy
charakteryzuja sie liscie rzodkiewnika i grochu [18,38,40]. U
innych roslin obserwuje si¢ zblizone profile ekspresji tych
enzymoéw [41-45].

ZRODEA I METABOLIZM
EKTONUKLEOTYDOW W ROSLINACH

ATP jest zwigzkiem wysokoenergetycznym. Zmienia-
jace sie stezenia tego nukleotydu w komoérce kontroluja
wiele szlakéw metabolicznych. Hydroliza obecnych w tej
czgsteczce wigzani bezwodnikowych dostarcza energii dla
szeregu endoergicznych reakcji i proceséw niezbednych
do wzrostu i rozwoju komoérki [1]. ATP moze pojawiac
sie w przestrzeni poza komoérka na drodze egzocytozy z
pecherzykéw wydzielniczych lub by¢ transportowany z
udzialem transporteréw ABC (biatek zawierajacych kase-
te wigzaca ATP) [17,24-30,48]. Nukleotyd ten jest réwniez
uwalniany z komérek roslinnych podczas stresu osmotycz-
nego lub w wyniku utraty integralnosci btony komérkowej
spowodowanej uszkodzeniem mechanicznym lub atakiem
patogenow (Ryc. 1) [27-30]. Jego Zrédlem moga by¢ réwniez
mikroorganizmy zyjace w glebie [17,30].

Zewnatrzkomérkowy ATP (eATP) nie jest transporto-
wany do wnetrza komorki, jednak zwiazek ten zawiera
elementy strukturalne, ktérych synteza wymaga wysokich
nakladéw energii (adenina, ryboza) [1,17,48]. Wielu auto-
réw sadzi, ze podstawowa funkcja rodlinnych apiraz jest
kontrola stezenia ATP znajdujacego sie w apoplascie (Ryc
2.) [23,46-50]. Ektoapirazy hydrolizuja ATP do AMP zgod-
nie ze schematem IiII. Jak dotad nie zostaly zidentyfikowa-
ne bialka, ktére umozliwiatyby transport AMP do wnetrza
komérki [48]. Ten nukleotyd jest hydrolizowany do ortofos-
foranu i adenozyny przez obecng w apoplascie 5'-nukleoty-
daze (schemat III).
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biona
komérkowa

$ciana
komarkaowa —

stres ®
L osmotyczny
L ]

® ATP

Rycina 1. Zrodta ATP w apoplascie. MDR - transporter ABC z kaseta wiazaca
ATP. Szczegolowy opis ryciny w tekscie. Wg [26] zmodyfikowana.
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Rycina 2. Metabolizm ektonukleotydéw w apoplascie. Apy - apiraza; 5-NUC
- 5’-nukleotydaza; ANaza - N-glikozydaza; Pi - ortofosforan; H* - kation wo-
dorowy; Ado - adenozyna; Adn - adenina; 1 - kanat jonowy; 2 - transporter
adenozyny; 3 - transporter adeniny. Szczeg6towy opis ryciny w tekscie. Wg [50]
zmodyfikowana.

I/ AMP + H,0O => adenozyna + P,

Powstajgca w tej reakcji adenozyna moze by¢ transpor-
towana do wnetrza komérki za posrednictwem biatkowych
transporteréw na drodze symportu z jonami wodorowymi
lub ulegaé dalszej degradacji do adeniny i rybozy [47,48].
Powstajacy w powyzszych reakcjach ortofosforan jest trans-
portowany do komoérki z udziatem kanaléw anionowych
[49]. Rezultaty badan Rewie i wsp. (2008) sugeruja, ze w
przestrzeni miedzykomoérkowej znajduje sie réwniez N-
glikozydaza (nazwana przez autoréw ANazg) [47]. Jej wy-
soce specyficzna aktywnosé wzgledem adenozyny umozli-
wia efektywne odzyskiwanie adeniny i rybozy z czasteczek
adenozyny (schemat IV).

IV/ adenozyna + H,O => adenina + ryboza

Stwierdzono, ze aktywno$¢ ANazy zalezy od aktywno-
Sci ektoapiraz. Wynika to z dwéch powodoéw. Po pierwsze,
stezenie adenozyny zalezy od aktywnosci apiraz i 5 -nukle-
otydazy. Po drugie aktywnoé¢ 5'-nukleotydazy jest uzalez-
niona od stezenia ATP i ADP, ktére hamuja aktywnos¢ tego
enzymu [10,16,47].

Ektoapiraza obecna w apoplascie moze by¢ enzymem
rozpuszczalnym lub stabo zasocjowanym z biong komoér-
kowa [22,23,40,47]. Inna hipoteza sugeruje, ze ektoapiraza
i pozostale enzymy uczestniczace w metabolizmie eATP,
zwigzane sa ze Sciang komoérkowa [48]. Wielu autoréw
podziela opinie, ze apirazy, regulujac poziom zewnatrzko-
moérkowego ATP, uczestniczg w katabolizmie ATP i funk-
cjonuja jako regulatory zewnatrzkomérkowego stanu ener-
getycznego [17,23,47]. Obecne w apoplaécie apirazy dzieki
wysokiej aktywnosci katalitycznej, ktéra ogranicza jedynie
dostepnos¢ substratu, hydrolizuja ATP (niezaleznie od
Zrédla jego pochodzenia) i btyskawicznie zwiekszaja pule
zewnatrzkomoérkowego ortofosforanu, ktéry np. moze by¢
wykorzystywany przez ryzosfere [17,47,49]. Naszym zda-
niem podstawowa funkcja apiraz oraz innych enzymoéw
metabolizujacych ektonukleotydy jest umozliwienie odzy-

3



skania przez komoérke, z udzialem stosownych kanatéw i
transporteréw, takich produktéw degradacji nukleotydéw
jak ortofosforan, adenozyna, adenina i ryboza (Ryc. 2).

PRZEKAZYWANIE SYGNALU Z UDZIALEM EATP

Istnieja hipotezy, ze zewnatrzkomérkowy ATP moégiby
pelnié¢ w roélinach funkcje sygnalizacyjna [17,20,23-30]. Nie-
ktérzy badacze twierdza, ze u roslin istniejg receptory po-
dobne do receptoréw nukleotydowych (P1 i P2) zwierzat,
jednak jak dotad nie odnaleziono ich w roslinach [20,26-29].
Sekwencje reszt aminokwasowych receptoréw zwierzat nie
sg zachowane w ewolucji [20,24,28]. Istnieja wyrazne rézni-
ce zaréwno w sekwengji jak i strukturze pomiedzy recepto-
rami nukleotydowymi zidentyfikowanymi u ssakéw i alg
[20,28]. Autorzy sugeruja, ze niski stopien zachowania w
ewolucji sekwencji kodujacych receptory P1 i P2 jest glow-
nym problemem utrudniajacym ich identyfikacje w geno-
mie roslinnym [17,20,27,30].

W doswiadczeniach dotyczacych wytwarzania nadtlen-
koéw przez oksydaze NADPH w odpowiedzi na wzrost
stezenia zewnatrzkomérkowego ATP zauwazono, ze po
dodaniu do srodowiska ATP linie transgeniczne A. thalia-
na wykazujace nadekspresje genu apy2, charakteryzuja sie
nizszym poziomem syntezy rodnika ponadtlenkowego [27-
29]. Jednocze$nie zmniejsza sig ilos¢ transkryptéw genu pall
(kodujacego liaze fenyloalanina-amoniak), ktéry jest indu-
kowany przez reaktywne formy tlenu (ROS) [24]. Obserwu-
je sie rowniez zmniejszong transkrypcje genéw LOX2 oraz
ACS6 kodujacych enzymy zaangazowane w biosynteze
dwéch hormonéw roslinnych - kwasu jasmonowego i ety-
lenu [24,29]. Oba te hormony uczestnicza w odpowiedziach
obronnych roslin (w tym na zranienie). W doswiadczeniach
dotyczacych transmisji sygnatu z udzialem eATP u roslin,
zauwazono, ze uzycie PPADS - inhibitora receptoré6w ade-
nozyny i RB2 - niespecyficznego inhibitora receptoréw
nukleotydowych, zmniejsza ekspresje powyzszych genéw
[24,27-29]. Na podstawie tych wynikéw autorzy proponuja
nastepujacy model szlaku przekazywania sygnatéw z udzia-
tem eATP (Ryc 3.). Podczas stresu wywolanego czynnikami
biotycznymi lub abiotycznymi, jak réwniez stymulacja me-
chaniczna powoduje wyplyw ATP z komérki [17,24-26,30].
eATP wigze sie do receptora, co powoduje naptyw jonéw
wapnia do cytoplazmy [17,26-28]. Aktywacja przez jony
Ca?* kalmoduliny zwieksza aktywnos¢ oksydazy NADPH
i tym samym podnosi poziom reaktywnych form tlenu,
takich jak rodnik ponadtlenkowy [17,27-39]. Zwigkszenie
ilosci ROS powoduje aktywacje genéw kodujacych biatka
zwiazane z mechanizmami obronnymi i odpowiedzia (ada-
ptacja) na dzialajace bodzce srodowiskowe [17,24,26,27,30].
Nalezy do nich kinaza biatkowa aktywowana mitogenem
(MAPK3), ktéra poprzez fosforylacje reguluje aktywnosc¢
docelowych biatek [27]. W tym przypadku autorzy suge-
ruja, ze ektoapirazy, z uwagi na ich wysoka aktywnos¢,
moglyby, przez hydrolize eATP, modulowa¢ lub wycisza¢
szlaki sygnalizacyjne, w ktérych eATP funkcjonuje jako cza-
steczka sygnalowa [20,25,27,28,31].

Wyniki badanii z zastosowaniem mikromacierzy DNA

pokazuja, ze wyciszenie gendéw apiraz zwieksza blisko
dwukrotnie ekspresje genéw kodujacych biatka nalezace
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Rycina 3. Model sygnalizacji zewnatrzkomorkowej z udzialem eATP. Apy - api-
raza; 5-NUC - 5-nukleotydaza; P2 - hipotetyczny receptor typu P2; VGCC -
kanat wapniowy bramkowany napieciem; CaM - kalmodulina; ROS - reaktyw-
ne formy tlenu; Ado - adenozyna. Szczegdlowy opis ryciny w tekscie. Wg [29]
zmodyfikowana.

do rodziny ekstensyn [23]. Ekstensyny sa bogate w gliko-
zylowana hydroksyproline. Zlokalizowane sa w $cianie ko-
morkowej od strony apoplastu i pelnig funkcje strukturalne
oraz sygnalizacyjne. Udowodniono, ze ich aktywno$¢ wply-
Wwa nha procesy zaangazowane w rozpoznanie ziarna pytku,
zaplodnienie, rozw6j zarodka, podziat komérki, réznicowa-
nie oraz starzenie sie komorek [23,50]. Biatka te sa réwniez
zaangazowane w odpowiedzi na stres biotyczny i abiotycz-
ny [50]. Autorzy sugeruja, ze ekstensyny moga uczestniczy¢
w transmisji sygnatu z udzialem eATP. Zwazywszy, ze
najwazniejsza funkcja apiraz w apoplaécie jest kontrola ze-
wnatrzkomérkowego stezenia ektonukleotydow, enzymy
te moga réwniez regulowac ten szlak sygnalizacyjny [23]. W
tym przypadku celem proceséw prowadzonych z udziatem
apiraz i ekstensyn moze by¢ zwiekszenie zywotnosci komo-
rek oraz kontrola ich polarnego wzrostu [23,30,50].

ROLA APIRAZY W SYNEZIE SKROBI

Bardzo wysoka ekspresja mRNA apiraz w bulwach ziem-
niaka (organach stuzacych akumulagcji tego polisacharydu)
jest argumentem sugerujacym, ze apiraza jest zaangazowa-
na w proces biosyntezy skrobi [23,36,46,47]. Ponadto wiele
etapéw biosyntezy tego cukru jest regulowanych substra-
tami (ATP i ADP) i produktami (ortofosforan) reakcji kata-
lizowanych przez apiraze [1,23,47]. Podczas 140-dniowego
rozwoju bulw ziemniaka jednocze$nie rosnie ilos¢ skrobi i
aktywnos¢ apirazy. Wraz ze wzrostem syntezy skrobi steze-
nie XDP powinno rosna¢ (schemat V), jednak obserwowa-
ny poziom tego zwigzku w bulwach nie odpowiadat ilosci
zsyntetyzowanej skrobi (byt nizszy).

+ XDP

+1

V/ XDP-glukoza + amyloza <=> amyloza_
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Obnizone stezenie ADP, Sladowa aktywnos¢ kinazy
adenylanowej oraz wzrost aktywnosci apirazy sugeruja,
ze podczas dojrzewania bulw enzym ten reguluje stezenie
ADP [23,46]. Obecna w komoérkach apiraza umozliwia stata
szybkos¢ syntezy wielocukréw poprzez degradacje difosfo-
nukleotydéw, przeprowadzajac reakcje zgodnie ze schema-
tem VI :

VI/ XDP + H,0 => XMP + P,

Wiadomo, ze w komérkach roslinnych degradacja i bio-
synteza cukrow jest kontrolowana przez ortofosforan [1,46].
Zauwazono, ze podczas naglego spadku temperatury poni-
zej 0°C nastepuje wzrost ilosci monocukréw [23,46]. Obro-
na przed zachodzacymi zmianami w $rodowisku polega
na uruchomieniu rezerw cukréw prostych, ktére sa zgro-
madzone w postaci skrobi. Podczas hydrolizy skrobi (fos-
forolizy) niezbedny jest ortofosforan. Gwattowny wzrost
zapotrzebowania na ortofosforan jest pokrywany ze Zrodet
znajdujacych sie w komorce. Apiraza, hydrolizujac ATP,
dostarcza substratu (ortofosforanu) do hydrolizy skrobi i
uczestniczy w odpowiedziach na zachodzace w srodowisku
zmiany temperatury. Apiraza moze réwniez kontrolowac
proces akumulacji skrobi, poniewaz mutacja obu genéw
AtAPY1 i AtAPY2 powoduje, ze skrobia akumuluje sie w
komérkach w postaci wyraznie wigkszych ziaren [21]. W
doswiadczeniach w ktérych uzyto linie transgeniczne ziem-
niaka, w ktérych wyciszono transkrypcje genéw kodujacych
ziemniaczane apirazy, obserwowano wzrost ilosci trans-
kryptéow bialek zaangazowanych w synteze skrobi, takich
jak syntaza sacharozy, mitochondrialne i plastydowe trans-
lokazy ATP/ADP oraz translokaza glukozo-6-fosforanu
[23]. Enzymy te stymuluja wzrost liczby ziaren skrobi w
bulwach ziemniaka. Obnizona aktywnos¢ apirazy skoordy-
nowana jest ze wzrostem liczby transkryptéw podjednostki
pirofosforylazy ADP-glukozy (AGPazy) [23]. AGPaza jest
kluczowym enzymem w biosyntezie skrobi i przeprowadza
reakcje przeniesienia glukozy z fosforanu glukozy na XDP
(schemat VII):

VII/ glukozo-1-fosforan + XTP => XDP-glukoza + PP,

Aktywnos$é AGPazy regulowana jest przez utlenianie i
redukcje grup -SH cysteiny [23]. Autorzy sugeruja, Ze reak-
cje te moga by¢ katalizowane przez zalezna od NADPH pla-
stydowa reduktaze tioredoksyny, poniewaz w warunkach
obnizonej syntezy apiraz rosnie ekspresja genu kodujacego
ten enzym [23]. Powyzsze wyniki sugeruja, ze aktywnos¢
apiraz wplywa na proces biosyntezy skrobi na poziomie
transkrypcji, jednak nieznane sa mechanizmy, w jaki spo-
s6b apirazy moglyby regulowaé synteze bialek zaangazo-
wanych w tym procesie. Naszym zdaniem obserwowane
zmiany nie sa wynikiem bezposredniej regulacji aktywnosci
genéw przez apirazy, lecz sa zwigzane z podwyzszeniem
ilosci ADP i obnizeniem w komérkach bulw puli ortofos-
foranu (fosforoliza) i AMP, a wiec tych zwiazkéw, ktére
wplywaja na tadunek energetyczny i potencjat fosforylacyj-
ny komoérki. Powyzsze zmiany mogq mie¢ istotny wptyw
na tempo wzrostu i rozw6j bulw ziemniaka.
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UDZIAE APIRAZ W KONTROLI WZROSTU ROSLIN

Linie transgeniczne ziemniaka, w ktérych wyciszono
geny apiraz konstruktem znajdujacym sie pod kontro-
la konstytutywnego promotora wirusa mozaiki kalafiora
(CaMV 35S) charakteryzowaly sie¢ mniejsza o 90% aktyw-
noécig apiraz w poréwnaniu z roslinami kontrolnymi [23].
Obnizona aktywno$¢ apirazy skorelowana jest ze zmiana-
mi morfologicznymi w tkankach i organach rosnacych pod
ziemia. S to tkanki, w ktérych ekspresja genéw apiraz w
warunkach fizjologicznych jest najwyzsza [23]. Skutkiem
wyciszenia gendéw apiraz jest otrzymanie mniejszych ro-
slin, u ktérych widoczny jest zahamowany wzrost pedéw, a
bulwy tych roslin s liczniejsze i mniejsze [23]. Zastosowa-
nie organospecyficznego promotora B33 umozliwilo wyci-
szenie ekspresji gendéw apiraz tylko w bulwach rosliny. W
tym przypadku nie doszlo do zahamowania wzrostu catych
roélin, natomiast bulwy ziemniaka byly wydtuzone oraz
zawieraly nieznacznie podwyzszong zawartos¢ skrobi [23].
Przedstawione wyzej badania sugeruja, ze apirazy uczestni-
cza w regulacji wzrostu rosliny. Wyniki badan przeprowa-
dzonych na grochu sugeruja, ze znajdujaca sie w aparacie
Golgiego apiraza o wysokiej aktywnosci wzgledem UDP,
uczestniczy w biosyntezie sktadnikéw Sciany komérkowej
[23,38,42], jednak w komérkach bulw ziemniaka, w ktérych
wyciszono geny apiraz nie obserwowano réznic w iloéci ce-
lulozy i kwasu uronowego, skladnikéw $ciany komérkowej
[23]. Brak tych zmian wskazuje, ze apirazy nie sa zaangazo-
wane w proces biosyntezy tych czasteczek. Wiemy jednak,
ze aktywnos¢ ektoapiraz powoduje wzrost stezenia jonéw
fosforanowych poza komérka, co obniza pH apoplastu. Za-
kwaszenie to moze aktywowacé synteze sciany komérkowej
(tzw. kwasny wzrost sciany komérkowej) [21,23,51].

W minionej dekadzie pojawilo sie¢ w literaturze szereg
prac dotyczacych roli apiraz rzodkiewnika w procesie kiet-
kowania ziarna pytku [18-21,42]. Wyniki tych badan suge-
ruja udzial omawianych enzyméw w regulacji ekspresji ge-
néw w komorkach meskiego gametofitu. Uzycie konstruk-
tow utworzonych z promotora genéw AtAPY1 lub AtAPY?2
i genu kodujacego biatko reporterowe (p-glukuronidaze),
umozliwito identyfikacje tkanek, w ktérych dochodzi do
transkrypcji genéw apirazy. Wyniki tych doswiadczen
wskazuja, ze ich wysoka ekspresja ma miejsce tylko w kwia-
tach zawierajacych dojrzate ziarna pytku, podczas gdy jest
ledwie zauwazalna w niedojrzatych ziarnach [19]. Pozba-
wienie ciggloéci obu genéw kodujacych apirazy (AtAPY1
i AtAPY?) przez umieszczenie w ich sekwengji fragmentu
T-DNA pozwolilo na utworzenie mutantéw, ze zmodyfi-
kowanym jednym lub dwoma genami tego enzymu [19,21].
Analiza fenotypéw uzyskanych roélin transgenicznych wy-
kazala, ze pojedyncze mutanty byly podobne morfologicz-
nie do roslin typu dzikiego [19]. Nie obserwowano réwniez
réznic tak w szybkosci kietkowania ziaren pytku jak i w
budowie gametofitéw. Podwéjny nokaut genéw AtAPY1 i
AtAPY? byt letalny, jeéli dwa znokautowane allele pocho-
dzily od gametofitu meskiego [19,21]. Uzyskany w tych wa-
runkach gametofit byt niedojrzaly i fizjologicznie nieaktyw-
ny. Powyzsze zmiany powodowaly réwniez spowolnienie
procesu rozwoju i wydtuzania tagiewki pytkowej. Nokaut
obu genéw apiraz calkowicie hamowal proces zapylenia,
a uzyskane nasiona nie kietkowaty [19,21]. Oznacza to, ze
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aktywnoé¢ apiraz odgrywa wazng role w procesie rozmna-
zania rzodkiewnika. Powyzsza hipoteze potwierdzily bada-
nia nad wptywem ATP, substratu apirazy, na kietkowanie
ziaren pytku. W doswiadczeniach tych wykazano, ze ATP
w stezeniu 2mM catkowicie hamuje kietkowanie tych ro-
§lin, podczas gdy ADP, tylko w pewnym stopniu. Z kolei
4mM AMP, ktory nie jest hydrolizowany przez apiraze, ha-
mowal proces kietkowania tylko w 10% [19]. Zastosowanie
NGXT1913, silnego inhibitora aktywnosci apiraz lub poli-
klonalnych przeciwciat skierowanych przeciwko apirazom
rzodkiewnika rowniez hamowato proces kietkowania. Na
podstawie powyzszych wynikéw autorzy sugeruja, ze wy-
soki poziom zewnatrzkomérkowego ATP moze by¢ przy-
czyna meskiej sterylnosci u rzodkiewnika [19]. Tak wiec,
brak aktywnosci apirazy powoduje wzrost ilosci niezhydro-
lizowanego ATP oraz obnizenie puli dostepnego AMP i P,
czego widocznym skutkiem sa morfologiczne i funkcjonal-
ne zmiany meskiego gametofitu [19,21]. Zdaniem autoréw
regulacja procesu rozmnazania u rzodkiewnika przez api-
razy jest wynikiem ich katalitycznej funkcji polegajacej na
obnizaniu stezenia nukleotydéw w komérkach i tkankach.
Autorzy sugeruja, ze apirazy sa niezbedne w utrzymaniu
odpowiedniego (wyraZnie stromego) gradientu ATP przez
blone komérkowa, ktéry ulatwilby lub umozliwilby trans-
port substancji niezbednych podczas procesu kielkowania i
wzrostu [18-21]. Naszym zdaniem powyzsze doswiadcze-
nia nalezy traktowac ostroznie. Milimolowe stezenia ATP (a
takich uzywali autorzy w swoich badaniach) oraz hamowa-
nie aktywnosci apiraz powoduje utrzymywanie si¢ wyso-
kiego stezenia ATP w poblizu bton. Wiele badarh wskazuje,
ze wysokie stezenia ATP sg dla komérek cytotoksyczne i
powoduja tworzenie w blonach plazmatycznych poréw o
$rednicy pozwalajacej na przenikanie przez nie czasteczek o
masie do 1000 Da [17,26].

Analiza z zastosowaniem konstruktéw skladajacych sie
z P-glukuronidazy i promotoréw genu AtAPY1 i AtAPY?2
(AtAPY1:GUS i AtAPY2:GUS) wykazala, ze oba geny ule-
gaja wysokiej ekspresji w szybko dzielacych sie tkankach
roslinnych i charakteryzujacych sie wysoka aktywnoscig
wydzielnicza. Sa to przede wszystkim wierzcholki korze-
ni gléwnych jak i bocznych, etiolowane hypokotyle oraz
tagiewki pytkowe [18]. W tych obszarach stwierdzono naj-
wieksze stezenie zewnatrzkomérkowego ATP [25]. Wyniki
te sugerujg, ze funkcja apiraz moze by¢ zwiazana z kontro-
la wzrostu rosliny. Rozwdj rosliny regulowany jest przez
szereg czynnikéw, z ktérych swiatlo oraz auksyny petnia
najistotniejsze funkcje [18,52]. Auksyna jest hormonem ro-
slinnym, ktérego dystrybucja w tkankach zachodzi na dro-
dze transportu polarnego [52]. Badania Tang’a i wsp. (2003)
wykazaly, ze egzogenny ATP powoduje akumulacje auksy-
ny w wierzchotkach korzeni siewek rzodkiewnika i kuku-
rydzy oraz hamuje proces grawitropizmu. Podobny rezul-
tat otrzymano stosujgc NPA, inhibitor transportu auksyny
[18,52]. Powyzsze obserwacje sugeruja, ze apirazy moga
réwniez uczestniczyé w regulacji transportu auksyn.

U rzodkiewnika $wiatlo czerwone z udziatem fitochro-
mu hamuje wydtuzanie hypokotylu i jednoczenie gwaltow-
nie zmniejsza ekspresje genéw apiraz w tej tkance [18,21].
Oznacza to, ze u rzodkiewnika oba procesy sa regulowane
przez $wiatto. Swiatto czerwone nie wydtuza hypokotylu
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roslin pozbawionych ekspresji genéw kodujacych fito-
chrom, natomiast aktywuje ekspresje genéw apiraz [18].
Swiadczy to o negatywnej regulacji ekspresji genoéw apiraz
przez fitochrom. Stwierdzono, ze w promotorach genéw
apiraz wystepuja charakterystyczne sekwencje, ktérych ak-
tywnosé regulowana jest przez swiatlo oraz auksyne [18,40].
Potwierdzeniem sugestii, Ze apirazy uczestnicza w proce-
sach regulacji wzrostu tkanek roslin sa obserwacje wska-
zujace, ze hamowanie ekspresji dwoéch z siedmiu genéw
apiraz (metoda RNAi i T-DNA) hamuje wzrost hypokotyli
siewek [18,21]. Brak obecnosci transkryptéw apiraz przeja-
wia sie krétszymi korzeniami oraz mniejsza strefa elongacji.
Uzyskane rosliny maja karlowaty fenotyp ze zmniejszona
iloscig korzeni bocznych i pedéw [18]. Stad wniosek, ze ak-
tywnos¢ apiraz jest bezwzglednym warunkiem prawidto-
wego wzrostu i rozwoju siewki w postaé dorostej rosliny.

OPORNOSC NA SUBSTANCJE TOKSYCZNE

Zjawisko opornosci wielolekowej (MDR, ang. Multi Drug
Resistance) jest biologicznym procesem obserwowanym
u zwierzat, roélin, drozdzy i bakterii, ktory przejawia sie
opornosécig komoérek na ksenobiotyki [53]. Podstawowym
skladnikiem mechanizmu MDR sg transportery ABC, kto-
re uczestnicza w usuwaniu z komoérki szkodliwych sub-
stancji. Bialka te naleza do nadrodziny zawierajacej kasete
wigzaca ATP [53]. P-glikoproteiny, kodowane przez geny
MDR1, wykorzystuja energie zgromadzona w znajdujacym
sie¢ poza komoérka ATP do usuwania z komoérki substancji
toksycznych [31,53]. Dotychczasowe badania wskazuja, ze
transport ATP poza komérke moze by¢ regulowany przez
zmiane potencjalu membranowego lub aktywacje recepto-
réw nukleotydowych [20,26-29]. W do$wiadczeniach z wy-
korzystaniem siewek rzodkiewnika stwierdzono, ze obni-
zenie aktywnosci zewnatrzkomérkowych ATPaz zwieksza
wrazliwos¢ tych roslin na ksenobiotyki [31,32]. Natomiast
nadekspresja PSNTP9 (gen apirazy z grochu zwyczajnego)
lub AtPGP1 (homolog genu MDR) umozliwia kietkowanie
nasion A. thaliana na podtozu zawierajacym toksyne (cyklo-
heksimid) i lepszy wzrost siewek na podlozu zawierajacym
toksyczne stezenia 2-izopentenyloadeniny [31]. Nadpro-
dukcja biatka MDR lub apirazy zwieksza opornos¢ roslin na
herbicydy w poréwnaniu z roélinami niestransformowany-
mi. Najwyzsza opornosé obserwowano w doswiadczeniach,
w ktoérych oba te geny eksprymowano w komérkach rzod-
kiewnika jednoczeénie, natomiast hamowanie aktywnosci
apirazy wyraZnie obniza wrazliwos¢ tych roslin na toksyny
[31,32]. Na tej podstawie autorzy sformutowali hipoteze, ze
hydroliza zewnatrzkomoérkowego ATP przez NTPDazy i
fosfatazy moze by¢ niezbednym elementem proceséw regu-
lujacych aktywnos¢ transporteréw ABC.

KONTROLA WCZESNYCH ETAPOW SYMBIOZY
BAKTERII Z RODZAJU RHIZOBIUM Z
ROSLINAMI STRACZKOWYMI

Z korzeni fasoli indyjskiej wyizolowano ektoapiraze,
zdolna do wigzania czynnika nodulacji (Nod) z bakterii Rhi-
zobium [46]. Ten rodzaj ektoapirazy zlokalizowano na po-
wierzchni komérek epidermy mtodych korzeni, w miejscu
pierwotnego kontaktu bakterii symbiotycznych z rosling
[46]. U lucerny (Medicago truncatula) zidentyfikowano szesé
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genéw apiraz [46]. Poziom mRNA dwéch z nich (MtAPYT i
MtAPY4) wzrasta wyraznie po 3-6 godzinach od inokulacji
korzeni bakteriami Sinorhizobium meliloti [47]. U soi stwier-
dzono obecnosé dwéch gendéw apiraz, GS501 GS52. Podczas
pierwszych szesciu godzin od inokulacji Bradyrhizobium
japonicum, nastepuje wyrazny wzrost ilodci transkryptéw
genu GS52 [44,45]. Zastosowanie specyficznych przeciwciat
skierowanych wobec apirazy lub wyciszenie jej ekspresji
technologia RNAi hamuje u soi i fasoli proces brodawko-
wania [44,45]. Na wloénikach korzeni tych roslin pojawiaja
sie tylko male, nie zawierajace bakteroidéw brodawki. Uzy-
skany fenotyp korzeni przypomina fenotyp korzeni mutan-
tow, u ktorych brak jest ekspresji genéw kodujacych biatka
uczestniczace w procesie brodawkowania [45]. Dalsze bada-
nia wykazaly, ze wyciszenie genu wczesnej nodulacji enod40
silnie hamuje rozwéj primordiéw i dojrzewanie brodawek.
Linie transgeniczne Lotus japonicus, do ktérych wprowadzo-
no gen apirazy GS52 pod kontrola konstytutywnego pro-
motora, charakteryzuja sie wieksza podatnoscia na infekcje
przez bakterie symbiotyczne oraz zwiekszona iloscia bro-
dawek na korzeniach [45]. Z kolei dodanie ADP do pozyw-
ki, w ktorej rosty rosliny z wyciszonym genem GS52, znosi
czesciowo efekty wyciszenia ekspresji genéw ektoapiraz i
powoduje pojawienie si¢ dobrze rozwinietych bakteroidéw
otoczonych symbiosomem [45]. Obecno$¢ ADP podwyzsza
réwniez ekspresje genu enod40, przy niezmienionym pozio-
mie transkryptéw mRNA kodujacych apiraze GS52. Doda-
nie ATP w stezeniu od 10 do 200 pM nie ma wplywu na
proces nodulagji i liczbe wytworzonych brodawek u roslin
z wyciszonym genem ektoapirazy [45]. Powyzsze wyniki
sugeruja, ze ADP pelni kluczowa role podczas pierwszych
etapéw tworzenia brodawek przez bakterie symbiotyczne.

Procesy depolaryzacji blony, aktywno$¢ hormondw,
zmiany poziomu wapnia i przekazywanie sygnatu sa sciéle
zwiazane z tworzeniem brodawek przez bakterie symbio-
tyczne. 1 mM eATP depolaryzuje potencjal blonowy wto-
$nikéw korzeni rzodkiewnika i jest czynnikiem zapewnia-
jacym wiasciwy wzrost i rozwéj rosliny [27,30]. Dodanie
apirazy z S. tuberosum do pozywki, na ktdrej rosta lucerna,
hamuje wzrost korzeni wioénikowych, co umozliwia ini-
cjacje procesu symbiozy bakterii z rodzaju Rhizobium z ro-
slinami straczkowymi [43]. eATP w stezeniu 1 mM hamuje
grawitropizm korzeni i polarny transport auksyn [52]. Inne
badania wskazuja, ze ATP znajdujacy sie poza komoérka
zwieksza poziom wapnia w komorce, co jest istotnym ele-
mentem wczesnych etapéw infekcji bakteriami z rodzaju
Rhizobium [30,44]. Z kolei zwigkszenie cytoplazmatycznego
poziomu wapnia jest zwigzane z regulacja ekspresji genéw
[17,26-30]. Z drugiej strony istnieja badania, w ktérych ATP
aktywuje synteze etylenu, inhibitora procesu brodawko-
wania i moze hamowa¢ nodulacje [30,43,44,52]. Powyzsze
badania wyraznie wskazujg, ze ATP moze uczestniczy¢ w
réznych, czesto przeciwstawnych, procesach regulujacych
brodawkowanie. Ektoapirazy roslin, hydrolizujac eATP, za-
pewniaja odpowiedni stosunek ADP/ATP, co jest niezbed-
ne dla utrzymania réwnowagi pomiedzy wzrostem korzeni
oraz zywotnoscia rosliny, a procesami symbiozy z bakteria-
mi glebowymi z rodzaju Rhizobium [17,25,30,42-45,52].
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PODSUMOWANIE

NTPDazy (apirazy) to rodzina enzyméw rozpowszech-
niona w krélestwie roélin. Enzymy te hydrolizuja nukleoty-
dy tri- i difosforanowe, gtéwnie ATP i ADP, do ortofosfora-
nu i AMP. W wielu roslinach biatka te kodowane sa przez
kilka genéw, ktérych poziom ekspresji jest rozny w réznych
tkankach i organach. Na podstawie wynikéw badan prze-
prowadzonych na rzodkiewniku udowodniono, ze ekspre-
sja genéw apiraz (AtAPY1 i AtAPY?2) jest regulowana przez
auksyne oraz $wiatlo, jednak wciaz niewiele wiadomo o
mechanizmach regulacji ekspresji genéw apiraz w innych
organizmach roélinnych. Niektore z roélinnych apiraz sa ek-
toenzymami, jednak wiekszos¢ zidentyfikowanych apiraz
rodlinnych zlokalizowanych jest w jadrze, cytosolu i apa-
racie Golgiego. Zréznicowany poziom ekspresji oraz loka-
lizacja subkomérkowa sugeruja, ze roslinne apirazy moga
uczestniczy¢ w réznych procesach metabolicznych.

U roslin straczkowych produkcja ADP przez ekto-
NTPDazy stanowi jeden z kluczowych elementéw aktywu-
jacych inicjacje symbiozy tych roslin z bakteriami z rodzaju
Rhizobium. Wielu autoréw sugeruje, ze apirazy roslinne,
ktére metabolizujag ATP poza komérka, moga uczestniczy¢
w regulacji proceséw przekazywania sygnaléw. Propono-
wane modele przekazywania sygnatéw zakladaja istnienie
hipotetycznych receptoréw nukleotydowych o strukturze
odmiennej od receptoréw zwierzecych typu P2, jednak do
dnia dzisiejszego w zadnym genomie rodlinnym nie zi-
dentyfikowano ich homologéw. U wielu gatunkéw roslin
udowodniono udziat apiraz w procesach wzrostu i roz-
woju organéw roslinnych, takich jak tagiewka pytkowa,
korzenie oraz bulwy. W rozwazaniach dotyczacych funk-
qji apiraz nalezy wzig¢ pod uwage ich wplyw na tadunek
energetyczny komorki, bowiem regulacja stezenia skladni-
kéw tego parametru (ATP, ADP, i AMP) wplywa na wiele
szlakéw metabolicznych, a wiec takze na niektére procesy
omawiane w tej publikacji. Ekto-NTPDazy apoplastu réw-
niez degraduja nukleotydy di- i trifosforanowe, jednak w
tym przypadku zasadniczym celem dzialania ektoapiraz,
oraz innych ektonukleotydaz i ektonukleozydaz, jest uzy-
skanie takich produktéw jak adenozyna i/lub adenina oraz
ortofosforan. Czasteczki te sa transportowane do komorki
z udzialem odpowiednich transporteréw i kanaléw jono-
wych (wychwyt zwrotny) i wykorzystywane do resyntezy
nukleotydéw. Rosnace poza komoérka stezenie ortofosfora-
nu zakwasza $§rodowisko, co ma istotny wplyw na wzrost
$ciany komoérkowe;.

Weciaz pozostaja bez odpowiedzi pytania, jakie funkcje
pelnia rozpuszczalne apirazy i jaka jest rola pozostatych
izoenzyméw NTPDaz w komérkach rzodkiewnika, lu-
cerny i ziemniaka. Nierozstrzygnieta jest rowniez kwestia
pokrewieristwa filogenetycznego apiraz roslinnych. Znajo-
mos¢ filogenezy tych biatek moglaby utatwié¢ okreélenie ich
funkgji u innych roélin. Poza badaniami nad funkcja NTP-
Daz roélinnych istotne sa réwniez badania ich wtasciwosci
fizykochemicznych oraz opracowanie wydajnych metod
ich nadekspresji i oczyszczania. Zainteresowanie ta rodzing
enzymoéw jest duze réwniez z powodéw czysto praktycz-
nych, bowiem apirazy stosuje sie podczas sekwencjonowa-
nia kwaséw nukleinowych, oznaczania aktywnosci cykla-
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zy adenylanowej oraz bioluminometrycznym monitoringu
ATP [54]. Enzymy te sg coraz cze$ciej brane pod uwage jako
biatka terapeutyczne, ktére moga by¢ uzyte do leczenia nie-
ktérych schorzer ukladu nerwowego i krwionoénego.

PISMIENNICTWO

1. Geigenberger P, Riewe D, Fernie AR (2009) The central regulation of
plant physiology by adenylates. Trends Plant Sci 15: 98-105

2. Deli T, Csernoch L (2008) Extracellular ATP and cancer: an overview
with special reference to P2 purinergic receptors. Pathol Oncol Res 14:
219-231

3. Burnstock G (2007) Purine and pyrimidine receptors. Cell Mol Life Sci
64:1471-1483

4. Gachet C (2008) P2 receptors, platelet function and pharmacological
implications. Thromb Haemost 99: 446-472

5. Burnstock G (2009) Purinergic regulation of vascular tone and remo-
deling. Auton Autacoid Pharmacol 29: 63-72

6. Ralevic V (2009) Purines as neurotransmitters and neuromodulators in
blood vessels. Curr Vasc Pharmacol 7: 3-14

7. Burnstock G (2009) Purines and sensory nerves. Handb Exp Pharma-
col 194: 333-392

8. Trang T, Beggs S, Salter MW (2006) Purinoceptors in microglia and
neuropathic pain. Pflugers Arch 452: 645-652

9. Burnstock G (2006) Historical review: ATP as a neurotransmitter.
Trends Pharmacol Sci 27: 166-176

10. Yegutkin GG (2008) Nucleotide-and nucleoside-converting ectoenzy-
mes: important modulators of purinergic signaling cascade. Biochim
Biophys Acta 1783: 673-694

11. Zimmermann H (2006) Ectonucleotidases in the nervous system. No-
vartis Found Symp 276: 113-128

12. Komoszynski M, Wojtczak A (1996) Apyrases (ATP-diphosphohy-
drolases, EC 3.6.1.5): function and relationship to ATPases. Biochem
Biophys Acta 1310: 233-241

13. Vorhoff T, Zimmermann H, Pelletier ], Sévigny J, Braun N (2005) Clon-
ing and characterization of the ecto-nucleotidase NTPDase3 from rat
brain: predicted secondary structure and relation to other members of
the E-NTPDase family and actin. Purinergic Signal 1: 259-270

14. Marcus A]J, Broekman M]J, Drosopoulos JH, Olson KE, Islam N, Pinsky
DJ, Levi R (2005) Role of CD39 (NTPDase-1) in thromboregulation,
cerebroprotection, and cardioprotection. Semin Thromb Hemost 31:
234-246

15.Robson S, Sevigny ], Zimmermann H (2006) The E-NTPDase family
of ectonucleotidases: structure function relationships and pathophysi-
ological significance. Purinergic Signal 2: 409-430

16. Schetinger MR, Morsch VM, Bonan CD, Wyse AT (2007) NTPDase
and 5-nucleotidase activities in physiological and disease conditions:
new perspectives for human health. Biofactors 31: 77-98

17. Chivasa S, Ndimba BK, Simon W], Lindsey K, Slabas AR (2005) Extra-
cellular ATP functions as an endogenous external metabolite regulat-
ing plan cell viability. Plant Cell 17: 3019-3034

18. Wu J, Steinebrunner I, Sun Y, Butterfield T, Torres J, Arnold D, Gon-
zalez A, Jacob F, Reichler S, Roux SJ (2007) Apyrases (nucleoside tri-
phosphate-diphosphohydrolases) play a key role in growth control in
Arabidopsis. Plant Physiol 144: 961-975

19. Steinebrunner I, Wu J, Sun Y, Corbett A, Roux SJ (2003) Disruption
of Apyrases Inhibits Pollen Germination in Arabidopsis. Plant Physiol
131:1638-1647

20. Reichler SA, Torres J, Rivera AL, Cintolesi VA, Clark G, Roux SJ (2009)
Intersection of two signalling pathways: extracellular nucleotides reg-
ulate pollen germination and pollen tube growth via nitric oxide. ] Exp
Bot 60: 2129-2138

21. Wolf C, Hennig M, Romanovicz D, Steinebrunner I (2007) Develop-
mental defects and seedling lethality in apyrase AtAPY1 and AtAPY2
double knockout mutants. Plant Mol Biol 64: 657-672

22.Clark G, Torres ], Finlayson S, Guan X, Handley C, Lee ], Kays JE,
Chen ZJ, Roux SJ (2010) Apyrase (nucleoside triphosphate-diphospho-

hydrolase) and extracellular nucleotides regulate cotton fiber elonga-
tion in cultured ovules. Plant Physiol 152: 1073-1083

23.Riewe D, Grosman t, Fernie A R, Wucke C, Geigenberger P (2008)
The potato-specific apyrase is apoplastically localized and has influ-
ence on gene expression, growth, and development. Plant Physiol 147:
1092-1109

24.Jeter CR, Roux SJ (2006) Plant responses to extracellular nucleotides:
Cellular processes and biological effects. Purinergic Signal 2: 443-449

25.Kim SY, Sivaguru M, Stacey G (2006) Extracellular ATP in plants. Vi-
sualization, localization, and analysis of physiological significance in
growth and signaling. Plant Physiol 142: 984-992

26.Roux 5], Steinebrnner I (2007) Extracellular ATP: an unexpected role as
a signaler in plants. Trends Plant Sci 12: 522-527

27. Demidchik V, Shang Z, Shin R, Thompson E, Rubio L, Laohavisit A,
Mortimer ] C, Chivasa S, Slabas AR, Glover BJ, Schachtman DP, Shaba-
la SN, Davies JM (2009) Plant extracellular ATP signalling by plasma
membrane NADPH oxidase and Ca?* channels. Plant J 58: 903-913

28.Wu SJ, Wu JY (2008) Extracellular ATP-induced NO production and
its dependance on membrane Ca?* flux in elicitation of Salvia miltior-
rhiza hairy roots. ] Exp Bot 59: 4007-4016

29.Song CJ, Steinebrunner I, Wang X, Stout SC, Roux SJ (2006) Extracellu-
lar ATP induces the accumulation of superoxide via NADPH oxidases
in Arabidopsis. Plant Physiol 140: 1222-1232

30. Chivasa S, Tome D, Murphy AM, Hamilton JM, Lindsey K, Carr JP,
Slabas AR (2009) Extracellular ATP: A modulator of cell death and
pathogen defense in plants. Plant Signal Behav 4: 1078-1080

31. Windsor B, Roux SJ, Lloyd A (2003) Multiherbicide tolerance con-
ferred by AtPgpl and apyrase overexpression in Arabidopsis thaliana.
Nat Biotechnol 21: 328-433

32.Mulwa R, Mwanza L (2006) Biotechnology approaches to developing
herbicide tolerance/selectivity in crops. Afr ] Biotechnol 5: 396-404

33. Atkinson B, Dwyer K, Enjyoji K, Robson SC (2006) Ecto-nucleotidases
of the CD39/NTPDase family modulate platelet activation and throm-
bus formation: Potential as therapeutic targets. Blood Cells Mol Dis
36:217-222

34. Komoszyniski M (1996) Comparative studies on animal and plant apy-
rases (ATP diphosphohydrolase EC 3.6.1.5) with application of immu-
nological techniques and various ATPase inhibitors. Comp Biochem
Physiol B Biochem Mol Biol 113: 581-591

35. Kozakiewicz A, Neumann P, Banach M, Komoszyriski M, Wojtczak A
(2008) Modeling studies of potato nucleoside triphosphate diphospho-
hydrolase NTPDasel: an insight into the catalytic mechanism. Acta
Biochim Pol 55: 141-150

36. Handa M, Guidotti G (1996) Purification and cloning of a soluble ATP-
diphosphohydrolase (apyrase) from potato tubers (Solanum tubero-
sum). Biochem Biophys Res Commun 218: 916-923

37.Kettlun AM, Espinosa V, Garcia L, Valenzuela MA (2005) Potato tuber
isoapyrases: Substrate specificity, affinity labeling, and proteolytic su-
sceptibility. Phytochemistry 66: 975-982

38.Shibata K, Abe S, Davies E (2001) Structure of the coding region and
mRNA variants of the apyrase gene from pea (Pisum sativum). Acta
Physiol Plant 23: 3-13

39. Windsor JB, Thomas C, Hurley L, Roux SJ, Lloyd AM (2002) Automa-
ted colorimetric screen for apyrase inhibitors. Biotechniques 33: 1024,
1026, 1028-1030

40. Steinebrunner I, Jeter C, Song C, Foux SJ (2003) Molecular and bioche-
mical comparison of two different apyrases from Arabidopsis thaliana.
Plant Physiol Biochem 38: 913-922

41. Shibata K, Morita Y, Shunnosuke A, Stankovic B, Davies E (2000) Apy-
rase from pea stems: isolation, purification, characterization and iden-
tification of a NTPase from the cytoskeleton fraction of pea stem tissue.
Plant Physiol Biochem 37: 881-888

42.Yoneda M, Davies E, Morita EH, Abe S (2009) Immunohistochemical
localization of apyrase during initial differentiation and germination
of pea seeds. Planta 231: 47-56

www.postepybiochemii.pl



43.McAlvin CB, Stacey G (2005) Transgenic expression of the soybean
apyrase in Lotus japonicus enhances nodulation. Plant Physiol 137:
1456-1462

44. Govindarajulu M, Kim SY, Libault M, Berg RH, Tanaka K, Stacey G,
Taylor CG (2009) GS52 Ecto-apyrase plays a critical role during soybe-
an nodulation. Plant Physiol 149: 994-1004

45. Cohn JR, Uhm T, Ramu S, Nam YW, Kim DJ, Penmetsa V, Wood TC,
Denny RL, Young ND, Cook DR, Stacey G (2001) Differential regula-
tion of a family of apyrase genes from Medicago truncatula. Plant Phy-
siol 122: 2104-2119

46.Riewe D, Grosman L, Zauber H, Wucke C, Fernie AR, Geigenberger
P (2008) Metabolic and developmental adaptations of growing potato
tubers in response to specific manipulations of the adenylate energy
status. Plant Physiol 146: 1579-1598

47.Riewe D, Grosman t, Fernie AR, Zauber H, Wucke C, Geigenberger
P (2008) A cell wallbound adenosine nucleosidase is involved in the
salvage of extracellular ATP in Solanum tuberosum. Plant Cell Physiol
49:1572-1579

48. Mohlmann T, Mezher Z, Schwerdtfeger G, Neuhaus HE (2001) Cha-
racterisation of a concentrative type of adenosine transporter from
Arabidopsis thaliana. FEBS Lett 509: 370-374

Function of plant apyrases

Magdalena Wujak, Michal Komoszynski*

49. Ward JM, Maser P, Schroeder ]I (2009) Plant ion channels: gene fami-
lies, physiology, and functional genomics analyses. Annu Rev Physiol
71:59-82

50. Roberts K, Shirsat AH (2006) Increased extensin levels in Arabidopsis
affect inflorescence stem thickening and height. ] Exp Bot 57: 537-545

51. Durachko DM, Cosgrove DJ (2009) Measuring plant cell wall exten-
sion (creep) induced by acidic pH and by alpha-expansin. ] Vis Exp
11:1263

52.Tang W, Brady SR, Sun Y, Muday GK, Roux SJ (2003) Extracellular
ATP inhibits root gravitropism at concentrations that inhibit polar
auxin. Plan Physiol 131: 147-154

53. Aszalos A (2008) Role of ATP-binding cassette (ABC) transporters in
interactions between natural products and drugs. Curr Drug Metab
9:1010-1018

54.Nourizad N, Ehn M, Gharizadeh B, Hober S, Nyren P (2003) Methy-
lotrophic yeast Pichia pastoris as a host for production of ATP-diphos-

phohydrolase (apyrase) from potato tubers (Solanum tuberosum). Pro-
tein Expr Purif 27: 229-237

Department of Biochemistry, Institute of General and Molecular Biology, University of Nicolaus Copernicus, 7 Gagarina St., 87-100 Torun, Poland

*e-mail: michkom@chem.uni.torun.pl

Key words: plant NTPDases, apyrases, metabolic function, ectonucleotides, plant NTPDase genes, ABC cassette

ABSTRACT

This publication presents results of the recent studies on plant NTPDases (apyrases). The structure and major physicochemical properties of
this enzymes are reviewed. The attention has been paid to metabolic functions of apyrases from Solanum tuberosum and Arabidopsis thaliana.
Apyrases constitute a family of proteins hydrolyzing phosphoanhydride bonds of nucleoside tri- and di-phosphates. They share common
features like a similar structure, broad nucleotide substrate specificity and divalent cation requirement for their catalytic activity. The presence
of plant NTPDases was detected in various cellular compartments. They are soluble or membrane-bound proteins. In hydrolytic processes
catalyzed by activity of apoplastic apyrases and other ectoenzymes, adenine, ribose and orthophosphate are produced. These compounds are
transported to the cell. Apyrases have been speculated to be involved in the regulation of starch synthesis and signal transmission. Their ac-
tivity is necessary for development and growth of tubers and roots. Enzymes from leguminous plants activate the symbiosis with root nodule
bacteria. Considering the fact, that NTPDases change the nucleotide concentration in cells and tissues, most of described functions may be
related to the regulation of the energy charge of cell.

Postepy Biochemii 57 (1) 2011 9





