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KWASNE FOSFATAZY ROSLIN WYZSZYCH

Acid phosphatases from higher plants.

Mariusz OLCZAK

Summary. Plant acid phosphatases (AcPases, EC 3.1.3.2) are a group of enzymes that catalyse the hydrolysis of a variety of
phosphate esters in acid environment. The enzymes are widely distributed in nature and appear to be ubiquitous, occurring
in a broad variety of species and tissues. There are many reports on AcPases, but much of this information is fragmentary
and the role of plant acid phosphatases are still not clear. Few complete studies have been reported but characteristics of the
enzyme of system considered important by one reasercher may not be included by another. Two distinct categories of plant
AcPases can apparently be distinguished. The first type are ,non-specific enzymes” that show little or no substrate
specificity. It’s possible, that they appear to be important in the production and recycling of inorganic phosphate in plant
tissues. Second class of AcPases are specialised enzymes which have a clear, but non-absolute specificity. These AcPases
are hypotsaized to have distinct metabolic functions and include: phosphoenolopyruvate phosphatase, phytase,
phosphotyrosyl-protein phosphatase, phosphoglycolate phosphatase and 3-phosphoglycerate phosphatase. According to
optimal pH for catalysis the enzymes have been classified as beeing alkaline or acid phosphatases. By contrast to acid

phosphatases plant alkaline phosphatases usualy display an absolute substrate specyficity.
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WSTEP

Fosfatazy kwasne (EC 3.1.3.2) wystepuja
powszechnie w tkankach ro§linnych i sa zdolne
do hydrolizy fosforanu z réznych monoestréw
ortofosforanowych. Proces ten jest termodyna-
micznie korzystny [62].

Ze wzgledu na optimum pH enzymy te po-
dzielono na fosfatazy kwasne i zasadowe. Fos-
fatazy zasadowe zazwyczaj wykazuja wysoka
specyficzno$¢ wobec jednego typu substratu,
jak np.: cytozolowa fosfataza fruktozo-1,6-bi-
sfosforanu i fosfataza sacharozo-6-fosforanu. W
odréznieniu od fosfataz zasadowych, kwasne
fosfatazy najczgsciej nie wykazuja absolutnej
specyficznosci substratowej i sa zdolne do hy-
drolizy wielu estréw fosforanowych, czgsto o
zréznicowanej budowie. W ostatnich latach,

wraz z rozwojem technik laboratoryjnych, oczy-
szczono i poddano analizie strukturalnej kilka
biatek nalezacych do tej grupy enzyméw. Poja-
wiaja sie tez pierwsze préby izolacji genéw ko-
dujach kwasne fosfatazy. Jednak wigkszos$¢ do-
tychczas opublikowanych prac zawiera dane
fragmentaryczne, ktére koncentruja si¢ albo wy-
acznie na oczyszczaniu i charakterystyce struk-
turalnej enzymu, badZ tez na badaniach specyfi-
cznos$ci substratowej lub lokalizacji w tkankach
ro§linnych.

Wsréd fosfataz kwasnych wyodrebnia sig 2
grupy enzyméw [19]. Fosfatazy o malej specy-
ficznoSci substratowej uczestnicza w pozyski-
waniu wolnego jonu fosforanowego z réznych
zwiazkéw zawierajacych ortofosforan (wyste-
pujacych w glebie lub w pozywce). Fosfatazy
~wyspecjalizowane” biora prawdopodobnie



Tabela 1. Wlasciwosci wybranych kwasnych fosfataz pochodzenia roslinnego.
Table 1. Properties of some acid phosphatases isolated from higher plants.

Masa czasteczkowa i

Najlepszy*

Zr6dto enzymu struktura podjednostkowa Czgs¢ cukrowa Optimum pH Vmax dla pNPP| Kin dla pNPP naturalny substrat .Odnosmk
. Carbohy- . Vimax for Km for pNPP . literaturowy
Plant source Molecular mass and subunit ’ Optimum pH Best non-synthetic
drate moiety pNPP (U/mg) (mM) References
structure substrate
Zyto (zarodki) 605
Wheat (germ) 58 kD, monomer - 6,0 0,09 bd [64]
Bawetna (zarodki) 200 kD, tetramer, 4x55 kD + 5.0 1444 0,56 bd (]
Cotton (embryos)
Kulfurydza (kulFury tkankowe) |3, kD, monomer 6% 55 26 0,35 1-glyc-P {45]
Maize (suspension cells)
Czarna gorczyca (cytosol) 1225 ’
Black mustard (cytosol) 60 kD, monomer + 56 0.29 PP; [17]
Czarna gorczyca (wakuola) 1193
Black mustard (vacuole) 60 kD, monomer + 5,6 0,57 PEP [16]
Stonecznik (nasiona) . 113 ,
Sunflower (seeds) 103 kD, dimer, 56++52 kD + 5,0 0,08 PP; 48]
Soja (kultury tkankowe) 130 KD, dimer, 58++58 kD 2 bd s12 0,30 bd [40]
Soybean (suspension cells)
Mak (nasiona) 106 kD, dimer, 63++57 kD ‘ 50 28 0,23 P-Tyr [12]
Poppy (seeds)
Ziemniak (bulwy) . 1250
Potato (tubers) 110 kD, dimer, 57++55 kD bd 5,0 1,10 P-Tyr [51]
Ziemniak (bulwy) 111
Potato (tubers) 27 kD, monomer bd bd 0,59 P-Tyr {271
Pomidor (kultury tkankowe) 51 kD, monomer bd 38 24 bd Fru-6-P [49]
Tomato (suspension cells)
Fasola (nasiona) . " 109%* £k
Kidney (bean seeds) 106 kD, dimer 55++55 kD 9-11% 49 35,70 ATP {4, 56, 57]
Kukurydza (nasiona) 76 kD, dimer 38++38 kD - 48 23 0.56 6P (39]
Maize (seeds)

* _ 0 najwyzszym Vimax/Km lub najwyzszym Vmax (gdy nie wyznaczano K m), : the highest Vimax/Km coeficient or Vimax (if Km was not determined), ** — w 25°C,:—at 25°C, bd -

brak danych,.: not determined
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udziat w konkretnych szlakach metabolicznych
komorki roSlinne;j.

STRUKTURA MOLEKULARNA KWASNYCH
FOSFATAZ

MASA CZASTECZKOWA I BUDOWA
PODJEDNOSTKOWA

Niskoczasteczkowe formy o masach 20-
40 kD stwierdzono m.in. w nasionach traw [43],
rzesie wodnej [38] i w bulwach ziemniaka [27].
Przyktadami fosfataz o wysokiej masie moleku-
larnej (200 kD) jest tetrameryczne biatko z za-
rodkéw bawelny [5] i fosfataza z nasion soi
[24], o masie 240 kD. Wigkszos¢ dotychczas
oczyszczonych kwasnych fosfataz to bialka o
masie ok. 50-70 kD. Fakt ten moze sugerowac
strukturalne i ewolucyjne podobiefistwo migdzy
tymi enzymami [19].

Fosfatazy o masach powyzej 70 kD wykazu-
ja budowe podjednostkowa. Jak przedstawiono
w tabeli 1, niektére roslinne fosfatazy to hetero-
dimery, zbudowane z podjednostek o nieznacz-
nie rézniacych si¢ migdzy soba masach czaste-
czkowych. Fosfataza kwa$na z nasion stonecz-
nika zbudowana jest z dwéch podjednostek o
masach 56 i 52 kD [48]. Podjednostki stanowia
agregat dwdch niezaleznie dzialajacych enzy-
mow o nieznacznych réznicach w skladzie ami-
nokwasowym i o podobnych, chociaz nie iden-
tycznych wilasciwosciach kinetycznych. W in-
nych przypadkach nie stwierdzono aktywnosci
w poszczegblnych podjednostkach biatkowych.

SKEAD AMINOKWASOWY KWASNYCH
FOSFATAZ

Wsrdd fosfataz o podobnej specyficznoSci
substratowej stwierdzono podobieristwa w skla-
dzie aminokwasowym np.: dla fosfatazy izolo-
wanej z nasion soi [28] 1 enzymu z nasion kuku-
rydzy [39], ktére zaliczono do grupy fytaz, hy-
drolizujacych kwas fitynowy. Kwasne fosfatazy
pochodzenia ro§linnego zawieraja czesto powy-
7ej 40% aminokwaséw o charakterze niepolar-
nym co moze wyjasnié fatwos¢ do niespecyficz-
nych oddziatywari z innymi biatkami.

HOMOLOGIA W STRUKTURZE I-RZEDOWEJ
BIALKA

Dotychczas poznane sa tylko dwie sekwen-
cje aminokwasowe roflinnych kwasnych fosfa-
taz, uprzednio wyizolowanych z materialu ro-
§linnego. Fosfataza z komérek pomidora, o ma-
sie 51 kD jest homodimerem o optimum pH 3,5~
4,0. Wyizolowano mRNA i otrzymano cDNA
zawierajacy informacj¢ o dojrzalym biatku o
masie 24,9 kD, oraz hydrofobowym terminal-
nym peptydzie sygnatowym. Peptyd ten, zbudo-
wany z 38 reszt aminokwasowych, nie wystepu-
je w dojrzatym enzymie [65]. Nie znaleziono
homologii pomiedzy sekwencja aminokwaséw
w tym enzymie a jakakolwiek poznana dotych-
czas sekwencja aminokwasowa w fosfatazach
nieros§linnych. Stwierdzono natomiast, ze fosfa-
taza z pomidora wykazuje duze podobiefistwo w
sekwencji aminokwasowej do biatka zapasowe-
go vsp (ang. vsp — vegetative storage protein)
pochodzacego z soi. Okazalo si¢, ze biatko vsp
ma $ladowg aktywno$¢ fosfatazowa [15].

Drugim enzymem, dla ktérego wyznaczono
peilna sekwencj¢ aminokwasowsg jest biatko z
nasion fasoli, zawierajace w swoim centrum
aktywnym atomy Fe(IIl) i Zn(1I). [36]. Aktual-
nie jest to najlepiej poznana, pod wzgledem bu-
dowy chemicznej, ro§linna kwasna fosfataza [4,
56, 57]. Biatko to jest glikoproteing zbudowana
z dwdéch jednakowych podjednostek, kazda
o masie 55 kD. Czgé¢ biatkowa podjednostki
zbudowana jest z 432 aminokwaséw. Stwier-
dzono, ze N-koricowy fragment laficucha wyka-
zuje duze podobienstwo z wyznaczona wczes-
niej sekwencja 17 pierwszych reszt aminokwa-
sowych N-kofica metalofosfatazy z soi [40].
Ostatnie badania dowodza, ze odcinki lancucha
budujace centrum aktywne enzymu sa w duzym
stopniu homologiczne do analogicznych odcin-
kéw taricucha polipeptydowego uteroferryny —
kwasnej metalofosfatazy z komoérek ssakéw
[36]. Badania strukturalne obu enzyméw wyka-
zaty duze podobienstwo w budowie przestrzen-
nej tych biatek [37]. Rola kwasnych metalofo-
sfataz w komérkach ssakéw i w komérkach ro-
$lin wyzszych nie jest wyjasniona. Zachowanie
bardzo podobnych fragmentéw taficucha poli-
peptydowego w tak odleglych ewolucyjnie or-
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ganizmach sugeruje, ze fosfatazy te moga penic
kluczowe funkcje w metabolizmie komérkowym.

Ostatnie badania potwierdzity istnienie w ro-
§linach podjednostek fosfataz serynowo-treoni-
nowych homologicznych do zwierzecych [20,
55]. Stosujac jako sondy znane sekwencje nu-
kleotydowe DNA kodujacego enzymy pocho-
dzace z komoérek zwierzgcych, udato si¢ po-
twierdzi¢ istnienie u roflin sekwencji homolo-
gicznych. Geny kodujace biatka homologiczne
do podjednostek katalitycznych i regulatoro-
wych zwierzgcych fosfataz biatkowych stwier-
dzono u rzodkiewnika (Arabidopsis thalia-
na) [55] i grochu (Pisum sativum) [20]. Swiad-
czy to o konserwatywnym charakterze tych bia-
tek. Enzymy te naleza jednak najczesciej do gru-
py fosfataz alkalicznych.

CZESC CUKROWA ENZYMU

Wiekszo$é roSlinnych kwasnych fosfataz
jest glikoproteinami. O obecnosci komponenty
weglowodanowej w czasteczce enzymu wnio-
skuje si¢ najcz¢$ciej na podstawie zdolnoSci
kwasnych fosfataz do interakcji z lektyna — kon-
kanawaling A. Wiasciwos$¢ ta jest czesto wyko-
rzystywana w procesie oczyszézania bialka.

Dotychczas opublikowano tylko jedna prace
opisujaca strukture taficuchéw cukrowych bu-
dujacych czasteczke kwasnej fosfatazy [56]. En-
zym ten, izolowany z nasion fasoli jest meta-
lofosfataza majaca 5 miejsc glikozylacji na kaz-
dej z dwéch jednakowych podjednostek. Wszy-
stkie laficuchy zawieraja ksyloze, maja chara-
kter kompleksowy, z terminalnie przylaczonymi
czasteczkami N-acetyloglukozaminy 1 galakto-
zy. Cztery laficuchy zawieraja fukoze potaczona
wigzaniem 1-3 glikozydowym z rdzeniowa N-
acetyloglukozoaming. Niektére oligomery cu-
krowe wykazuja heterogenno$¢, zwiazang z
obecnos$cig dodatkowych, terminalnych reszt
galaktozy. Pewna pula czasteczek fosfatazy nie
posiada jednego z pigciu oligosacharyddw, co
wyjaénia zjawisko heterogennosci enzymu, ob-
serwowane w elektroforezie w zelu poliakrylo-
amidowym. Sumarycznie biatko zawiera od 9
do 11,5 % cukréw. Og6lny plan budowy wszy-
stkich pieciu oligosacharydéw tej fosfatazy
przedstawiono na rysunku 1.

M. Olczak
Man - X1
(= 1-3)
ASN -GIcNAc (81-4) GIcNAc (81-4) Man
(e 1-3) (e 1-6) (= 1-2)
Fuc Xyl Man - X;

Ryc. 1. Schemat budowy laficucha N-glikozydowego fosfa-
tazy z naston fasoli. X1, X2 oznaczaja reszty galaktozy lub
N-acetyloglukozaminy. W ramkach fragmenty taficucha wy-
stepujace opcjonalnie.

Fig. 1. Structure of N-linked oligosacharide of acid phosp-
hatase from red kidney bean (X and X2 ~ galactose or N-
acetylglucosamine residues). Framed fragments are optional.

Komponenta cukrowa enzymu stanowi za-
zwyczaj niewielki procent catkowitej masy mo-
lowej biatka. Kwasna fosfataza z hodowli in vi-
tro komoérek kukurydzy zawiera 6% cukréw
obojetnych [45]. W sklad czesci cukrowej enzy-
mu wchodza: mannoza, fukoza, ksyloza i gala-
ktoza, w stosunku molowym 5,0:1,8:0,4:0,2.
Wskazuje to, wg autora, na istnienie w czastecz-
ce bialka zaréwno laficuchéw wysokomanno-
zowych jak i zlozonych. Fosfataza z bulw
batatéw zawiera 9 % cukréw obojetnych z
czego N-acetyloglukozamina stanowi 2,9%
calkowitej masy enzymu [25, 59, 60]. Czes¢
cukrowa fosfatazy zarodk6éw zyta stanowi 9%
ogélnej masy enzymu, w tym 2% masy stano-
wia pentozy [21].

JONY METALI JAKO SKEADNIK NIEKTORYCH
ROSLINNYCH FOSFATAZ

Poczynajac od lat 70-tych wyodrebniono kil-
ka roslinnych fosfataz [24, 33, 59, 60], ktére wy-
kazywaly fioletowe zabarwienie w roztworach
wodnych (ang. violet-colored phosphatases).
Dziatanie zwiazkéw chelatujacych, takich jak
wersenian i fenantrolina powodowalo utrate
aktywnosci enzymatycznej i odbarwienie roz-
tworu [60]. Sadzono, ze w centrum aktywnym
enzymu znajduje si¢ jon metalu. Podejrzewano, ze
w czasteczkach metalofosfatazy z batatéw znajdu-
ja si¢ atomy manganu (II) [24, 27]. Pézniejsze ba-
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dania, przeprowadzone na homogennym prepa-
racie enzymu udowodnity, ze w centrum aktyw-
nym biatka znajduja si¢ 2 atomy zelaza, a man-
gan wystepuje tylko w §ladowych ilosciach [31].

Z nasion fasoli wyodrgbniono barwna, kwasna
fosfatazg okreslono jej sekwencje, strukture prze-
strzenna i budoweg centrum aktywnego ze zwiaza-
nymi koordynacyjnie atomami Fe(IlI) i Zn(II) {4,
57]. Tego typu struktura przypomina dobrze scha-
rakteryzowane metalofosfatazy zwierzece, zawie-
rajace najczesciej 2 atomy zelaza zwiazane koor-
dynacyjnie w centrum aktywnym o stabo okreslo-
nej specyficznosé [1, 8, 14]. Niestety, podobnie jak
w przypadku fosfataz pochodzenia zwierzgeego i
innych roslinnych metalofosfataz, nie jest znana
fizjologiczna rola tego enzymu.

HETEROGENNOSC KWASNYCH FOSFATAZ
POCHODZENIA ROSLINNEGO

Charakterystyczna cecha wielu fosfataz jest
ich mikroheterogenno$é. Heterogenno$¢ fosfa-
taz pochodzacych z tego samego Zrédla moze
by¢ uwarunkowana genetycznie, gdy synteza
enzymu regulowana jest przez kilka niezalez-
nych loci genetycznych. W tym przypadku en-
zymy nieznacznie réznig si¢ skladem amino-
kwasowym. Heterogennos$¢ mozna tez wyjasnic
réznicami w glikozylacji lub ograniczona pro-
teoliza biatka [22, 64].

W przypadku fosfatazy wyodrebnionej ze
szpilek sosny stwierdzono wystgpowanie enzy-
mu pod postacia dwéch form, rézniacych sig
wlasciwodciami kinetycznymi, specyficzno$cia
substratowa, punktem izoelektrycznym i opti-
mum pH. Okazalo si¢, ze enzym ten moze ule-
gaé¢ asocjacji z naturalnym polirybonukleo-
tydem. Obie formy (wolna oraz zasocjowana z
krétkim odcinkiem RNA) wystepuja w komdree
w stanie réwnowagi [34].

REAKCJE KATALIZOWANE PRZEZ KWASNE
FOSFATAZY

MECHANIZM REAKCJI ENZYMATYCZNE]
KWASNYCH FOSFATAZ

Mechanizmy dzialania kwasnych fosfataz
zostaly dobrze poznane i opisane juz w latach
60-tych [32]. Ogélnie przyjety schemat reakcji

zakladajacy sekwencyjne uwalnianie produktéw
przedstawiono na rysunku 2.

A P Q
ki| ko K3 | ks ks  k7l|ks
Ke
(EA - EPQ) EQ EQ’ E

Ryc. 2. Mechanizm reakcji hydrolizy estrow fosforanowych
katalizowanej przez kwasng fosfataze [32]. k1 — ks — stale
szybkosci poszczegblnych reakcji. E — enzym; EA — kom-
pleks enzym+substrat; EPQ — kompleks enzymu z oboma
produktami reakcji; EQ — kompleks enzymu z drugim pro-
duktem, EQ’ - kompleks po izomeryzacji; A — substrat; P —
pierwszy alkoholowy produkt; Q — drugi produkt-Pi.

Fig. 2. Mechanism of phosphate esters hydrolysis by acid
phosphatase[32].

Jako pierwszy uwalniany jest alkoholowy
produkt reakcji, ktéry badZ nie hamuje enzymu
lub hamuje go niekompetycyjnie. Jako drugi
produkt reakcji uwalniany jest fosforan nieorga-
niczny bedacy kompetycyjnym inhibitorem en-
Zymu.

POMIARY AKTYWNOSCI ENZYMATYCZNEJ

Roslinne kwasne fosfatazy sa najczesciej en-
zymami malo specyficznymi i hydrolizuja do-
brze naturalne i syntetyczne estry fosforanowe.
Do wykrywania aktywnosci fosfatazowej, zwla-
szcza podczas oczyszczania enzymu wykorzy-
stuje si¢ sztuczny substrat — paranitrofenylofo-
storan (pNPP)*. Produkt reakcji — paranitrofe-
nol absorbuje $§wiatto o dlugosci fali 405 nm.

Pomiary aktywnosci wobec potencjalnych,
naturalnych substratéw polegaja na pomiarze
ilo$ci uwolnionego fosforanu nieorganicznego.

*(Objasnienia skrotéw: ATP — adenozynotrifosforan, CKTK
— cykl kwaséw trikarboksylowych, Fru-6-P — fruktozo-6-fo-
sforan, 1-glyc-P — 1-glicerofosforan, I¢P — szeSciofosforan
inozytolu (kwas fitynowy), kD — kilodalton, Km — stata Mi-
chaelisa, NAD-G-3-PD — dehydrogenaza aldehydu 3-fosfo-
glicerynowego, PEP-fosfoenolopirogronian, PFK -
fosfofruktokinaza, Pi-fosforan nieorganiczny, pNPP -
paranitrofenylofosforan, PP; — pirofosforan,, P-Tyr — fosfo-
tyrozyna, RuBP — rybulozodifosforan, Vinax — szybko$§¢ ma-
ksymalna reakcji enzymatyczne;j.
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SPECYFICZNOSC SUBSTRATOWA 1 OPTIMUM PH

Ze wzgledu na specyficznosé w stosunku do
réznych substratéw kwasne fosfatazy roslin wy-
zszych mozna podzieli¢ na dwie grupy:

— fosfatazy niespecyficzne, hydrolizujace
rézne naturalne i syntetyczne estry kwasu orto-
fosforanowego,

— fosfatazy wyspecjalizowane, majace prefe-
rencje do hydrolizy konkretnego, endogennego
substratu.

Fosfatazy niespecyficzne uczestnicza w od-
zyskiwaniu fosforanu z wielu typéw estréw
kwasu ortofosforanowego. np.: podczas kietko-
wania i intesywnego wzrostu rosliny. By¢ moze
biorg udziat w hydrolizie estréw fosforanowych
magazynowanych w wakuoli. Enzymy te,
aktywne wobec pNPP moga rozklada¢ takze
ATP, ADP, AMP, pirofosforan, glicerofosforan,
fosforany monosacharydéw, hydroksyamino-
kwaséw i wiele innych. Enzymy zlokalizowane
w Scianie komorkowej moga by¢ wydzielane na
zewnatrz, do gleby badZ pozywki. Fosfatazy
niespecyficzne réznig si¢ miedzy soba parame-
trami kinetycznymi. Stale Michaelisa wobec
pNPP dla tych enzyméw wahaja si¢ w grani-
cach 0,05-1,5mM, najcz¢sciej wynosza ok. 0,2—
0,6 mM (Tabela 1).

Fosfatazy wyspecjalizowane wykazuja duza
aktywnosé wobec posrednich produktow meta-
bolizmu, takich jak ATP, pirofosforan, 3-PGA
czy PEP (Tabela 1). Zbadane wartosci V max i
Km sugeruja, ze zwiazki te moga by¢ podstawo-
wymi substratami dla tych fosfataz in vivo [19].
Przykladem fosfatazy o duzej, chociaz nie abso-
lutnej specyficznosci jest cytozolowa forma en-
zymu z pochrzynu jadalnego (Dioscorea escu-
lentum), o maksymalnej aktywnosci wobec
fenylofosforanu. Dwie inne formy tego enzymu
zwigzane z blona komorkowa preferencyjnie
hydrolizuja AMP [35]. Bardzo dobrze scha-
rakteryzowano wakuolarna forme fosfatazy z
komérek czarnej gorczycy — termolabilne biatko
o wysokiej specyficznosé wobec PEP [16].

Fosfatazy zdolne do hydrolizy estréw inozy-
tolu nazwano fytazami. Przyktadami tych enzy-
méw sa dobrze scharakteryzowane biatka z fa-
soli [28] i kukurydzy [39]. Fytazy, w odréznie-

niu od wiekszosci ,,wyspecjalizowanych” fosfa-
taz, hydrolizuja wiele naturalnych substratéw,
czesto z duzo wigksza szybkoscia niz fitinian.
Wykazuja bardzo niskie (mikromolowe) warto-
$ci Km tylko w stosunku do estréw inozytolu i
aktywnoéci sa bardzo silnie hamowane przez
nieorganiczny fosforan.

Inne fosfatazy kwasne preferencyjnie hydro-
lizujg fosforany hydroksyaminokwaséw. Enzy-
my te, rozkladajace tyrozynowe estry kwasu fo-
sforanowego, wyizolowano miedzy innymi z
nasion maku [12] i z bulw ziemniaka [27, 51].
Ich optimum pH wynosi ponizej 7,0, chociaz
znaleziono takze fosfatazy alkaliczne o podo-
bnych preferencjach substratowych, np.: z na-
sion pszenicy [10]. Fosfatazy ro$linne, biorace
udzial w procesach defosforylacji fosfoseryny
i fosfotreoniny, posiadaja zazwyczaj, podob-
nie jak u zwierzat, optimum pH powyzej 7.0
[9, 44, 54].

Optimum pH dzialania kwasnych fosfataz
wobec pNPP waha si¢ zwykle w granicach 4,0~
5,8. Wigkszos¢ dotychczas wyizolowanych en-
zyméw ma optimum pH ok. 5,0-5,5 (Tabela 1).

WPLYW EFEKTOROW

Typowym inhibitorem kwasnych fosfataz
jest jon fluorkowy. Inhibicja ma charakter nie-
kompetycyjny, natomiast produkt hydrolizy -
jon fosforanowy jest kompetycyjnym inhibito-
rem enzymu [32]. Przypuszcza sig, Ze hamowa-
nie reakcji hydrolizy spowodowane wzrostem
stezenia uwalnianego fosforanu ma podstawowe
znaczenie w regulacji aktywnosci enzymatycz-
nej wigkszosci kwasnych fosfataz. Wskazuje na
to wyznaczona w kilku przypadkach stata inhi-
bicji dla fosforanu, ktéra jest poréwnywalna ze
statymi Michaelisa mierzonymi wobec pNPP [6,
28, 45, 66]. Inne jony, podobne w budowie prze-
strzennej do fosforanu, takie jak arsenian, mo-
libdenian, winian i szczawian takze moga hamo-
waé aktywno$¢ enzymatyczng fosfataz [16, 17,
35, 52, 53]. Niektore dwuwartosciowe kationy
metali moga by¢ stymulatorami aktywnosci fos-
fatazowej [11, 16, 28].
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ROLA KWASNYCH FOSFATAZ
W METABOLIZMIE ROSLIN

LOKALIZACJA

Ze wzgledu na lokalizacje¢ w komérce i ob-
szar dzialania enzymy podzielono na dwie klasy
[19]: wewnatrzkomérkowe 1 zewnatrzkomoérko-
we. Fosfatazy zewnatrzkomoérkowe sa zlokali-
zowane w Scianie komorkowej [16, 23] i moga
by¢ wydzielane przez korzen do otaczajacej ri-
zosfery [29, 42, 61]. Fosfatazy wystgpujace w
korzeniach sa gldwnie zlokalizowane w mery-
stemie apikalnym i zewngtrznych powierzch-
niach $cian komérkowych [42]. Uczestnicza w
hydrolizie r6znych produktéw organicznych
wystepujacych na zewnatrz komérki, na przy-
kiad w glebie, gdzie wigkszos¢ fosforanu wyste-
puje w postaci zwigzanej, a zawarto§¢ wolnych
jonéw ortofosforanowych jest bardzo niska
(ok.1uM) [41]. Podczas gtodu fosforanowego
zewnatrzkomérkowe fosfatazy dziataja jako
»System ratowniczy”, hydrolizujac kazdy ze-
stryfikowany substrat do nieorganicznego fosfo-
ranu, ktéry szybko ulega resorbciji [18, 42]. En-
zymy z tej grupy to najcze¢sciej fosfatazy niespe-
cyficzne, zdolne do hydrolizy wielu naturalnych
substratéw. Fosfatazy wewnatrzkomérkowe
wystepuja praktycznie w kazdym organie u ro-
§lin, migdzy innymi w spoczynkowych i kietku-
jacych nasionach [5, 28], w korzeniach [17] li-
Sciach i kwiatach [13, 52} i kulturach komoérko-
wych [49]. W wielu przypadkach stwierdzono
wystepowanie fosfataz w wakuolach. Taka lo-
kalizacja daje enzymom dostgp tylko do tych
substratéw, ktére sg przepuszczalne dla tono-
plastu [13]. Prawdopodobnie fosfatazy tam
wystgpujace moga odgrywacd istotng role w
oczyszczaniu organizmu z niektérych toksy-
cznych zwiazkéw gromadzonych w wakuo-
lach [7, 63].

REGULACIJA BIOSYNTEZY FOSFATAZ
KWASNYCH ZWIAZANA Z ICH ROLA
W TKANKACH ROSLINNYCH

Podobnie jak w przypadku innych biatek ro-
Slinnych, regulacja ekspresji genéw kodujacych
kwasne fosfatazy modulowana jest przez r6zne
czynniki, zewnatrz — i wewnatrzkomoérkowe

[19]. Mechanizm wzrostu aktywnosci fosfatazo-
wej zostal najlepiej poznany w kietkujacych na-
sionach. Nasiona spoczynkowe maja duze zapa-
sy fosforu lecz bardzo matla aktywnos¢ fosfata-
zowa, ktora gwattownie wzrasta podczas kietko-
wania [6, 28]. Wzrostowi aktywnosci fosfatazo-
wej towarzyszy mobilizacja rezerwy fosforano-
wej nasion. W warstwie aleuronowej wigkszosci
nasion rezerwa ta jest fosforan inozytolu (fity-
nian). Wyizolowano kilka enzymoéw, pochodza-
cych m.in. z batatéw, ryzu i fasoli, ktére hydro-
lizuja fitynian [28, 60, 66].

Wykazano, ze w miodych tkankach aktyw-
no$¢ enzymatyczna pozostaje pod kontrola kwa-
su giberelinowego [2], a w starzejacych sig
tkankach takze kwasu abscysynowego [13].
Kwas giberelinowy, produkowany przez rozwi-
jajacy si¢ zarodek, stymuluje syntez¢ enzymu i
jego wydzielanie na zewnatrz komoérki [5]. Sty-
mulacja tym fitohormonem odbywa si¢ na po-
ziomie translacji [22]. Enzym poczatkowo zwia-
zany z blonami retikulum endoplazmatycznego
transportowany jest przez p¢cherzyki btonowe
w kierunku plazmalemmy a nastgpnie do Scia-
ny komérkowej. Obnizenie stezenia fitohor-
monu wywoluje nagromadzenie enzymu w
bliskich plazmalemmy warstwach $ciany ko-
moérkowej [2].

Biosynteza enzymu pozostaje réwniez pod
kontrolg kwasu abscysynowego. W mtodych,
rozwijajacych si¢ tkankach jego obecnos¢ ha-
muje wydzielanie fosfatazy poza komérkg. W
warunkach glodu fosforanowego, jak rowniez w
starzejacych si¢ tkankach fitohormon ten przy-
spiesza i wzmaga aktywno$¢ enzymu a strumien
nieorganicznego fosforanu zostaje skierowany
do mtiodych, rozwijajacych si¢ organéw [13,
28]. Wzrost aktywnosci fosfataz kwasnych, be-
dacy pod kontrola fitohormonéw, obserwuje sig
w procesie kwitnienia, zazieleniania si¢ etiolo-
wanych siewek 1 podczas rozwoju plastydéw
[11, 46, 53].

Na aktywno$¢ fosfataz duzy wptyw moga
miec takze lektyny. W badaniach in vitro stwier-
dzono wptyw lektyn ro§linnych na wlasciwosci
katalityczne fosfataz kwasnych [22]. Interakcja
glikoproteinowych fosfataz z lektynami specyfi-
cznymi wobec cukrowych receptoréw pozwala
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przypuszczad, ze istotng role w tym oddzialywa-
niu odgrywa weglowodanowy skladnik enzymu.
W przypadku fosfataz izolowanych z nasion
wiechliny lagkowej oraz kupkéwki stwierdzono
przesunigcie optimum pH enzymu w strong
kwasng oraz wzrost termostabilnosci [22].
Sposéréd czynnikéw zewngtrznych modulu-
jacych aktywnosé fosfataz w tkankach ro§lin-
nych istotny wptyw wywieraja dwuwartoSciowe
kationy, takie jak Ni2* Ca?* Mg?* [26], zasole-
nie lub deficyt wody [3, 47] a przede wszystkim
niedobdr fosforanu w glebie badZ pozywce. Se-
krecja fosfataz moze by¢ stymulowana przez jo-
ny wapnia, magnezu, niklu i prawdopodobnie
przebiega dwuetapowo. W pierwszym etapie do
srodowiska zwalniany jest enzym obecny w
$cianie komoérkowej. W drugiej fazie nastepuje
aktywny transport fosfatazy z wnetrza komoérki
przez barierg energetyczna jaka jest plazmalem-
ma [61]. Sekrecja fosfatazy wystepuje zazwy-
czaj w warunkach gltodu fosforanowego [18].
Fosfatazy pelnia wazna role w kontrolowa-
niu ilo$ci pobieranego fosforu, jego obiegu 1 re-
gulacji calej gospodarki fosforanowej. Ilo$¢
i aktywno$¢ enzymu w tkankach zalezy od ilosci
znajdujacego si¢ w komorce fosforanu [16, 18,
61]. Wptyw niedoboru fosforanu nieorganiczne-
go na aktywno$¢ 1 ilo§¢ wydzielanego enzymu
obserwowano na przyktadzie hodowli pomido-
réw [29]. Przy braku w podtozu jonéw foforano-
wych stwierdzono gwattowny wzrost aktywno-
$ci fosfatazowej w $cianie komorkowej i pla-
zmalemie oraz szybkie uwalnianie enzymu na
zewnatrz komérki. Podobny przebieg syntezy
i sekrecji fosfatazy, regulowane;j iloscia pobiera-
nego fosforu, zaobserwowano w kulturach tkan-
kowych tytoniu [29, 49]. Réwniez badania nad
kulturami Brassica nigra dowiodly, ze synteza
wakuolarnej, specyficznej wobec PEP fosfatazy
oraz niespecyficznej fosfatazy zlokalizowanej w
$cianie komérkowej zalezy od ilosci pobierane-
go z zewnatrz fosforanu [18]. Niedobér fosfora-
nu zwickszal produkcje obu typéw fosfataz,
a takze innych enzyméw zwiazanych z gospo-
darkga fosforanowa, takich jak karboksylaza PEP
czy fosfofruktokinaza zalezna od pirofoforanu
[58]. Réwnolegla indukcja wszystkich tych en-
zym6éw sugeruje istnienie u roslin wyzszych

zsynchronizowanej regulacji gospodarki fosfo-
ranowej. Wzrost aktywnosci fosfatazowe;j, sty-
mulowany brakiem wolnego fosforanu ujawnia
sie najszybciej w tkankach w pelni dojrzatych,
a uwalniany podczas hydrolizy fosforan nie-
organiczny jest transportowany do mlodych tka-
nek. Réwniez w okresie starzenia zachodza
wyraZne zmiany aktywno$ci enzymu. Wzrost
aktywnos$ci enzymatycznej mozna thumaczy¢
udzialem fosfataz w autolizie komorki, poprze-
dzonej zmianami przepuszczalnosci bton i uwal-
nianiem enzymu Zz lizosoméw do cytoplazmy.
Procesy lityczne powoduja nekroze tkanek oraz
zmiany prowadzace do wtérnych podzialéw ko-
mérkowych. Mechanizmy te moga wystgpowac
w procesach gojenia si¢ zranionej tkanki.

UDZIAL KWASNYCH FOSFATAZ
W PODSTAWOWYCH SZLAKACH
METABOLICZNYCH

Niedobé6r fosforu ma powazny wplyw na
gléwne szlaki metaboliczne, m.in. powoduje ob-
nizenie poziomu ATP a takze ogranicza szyb-
ko$¢ glikolizy. W wyniku badari nad hodowlami
komorek z Brassica nigra in vitro odkryto u ro-
§lin inna, alternatywna droge jednego z etapow
glikolizy, wystepujaca w warunkach niedoboru
fosforanu [16, 42, 58], (Ryc. 3). Z komorek
Brassica nigra [16] oraz z glonu Selenastrum
minutum [58] wvizolowano fosfataze specyficz-
na wobec PEP. Liczne badania wykazaly, ze
w roélinach fosfataza PEP wspétdziata z kinaza
pirogronianowa w utrzymaniu ogélnej puli PEP
i acetylo-koenzymu A. Stwierdzono, ze w zalez-
nosci od dostepnosci nieorganicznego fosfora-
nu, poziom fosfatazy PEP i ADP-zaleznej kina-
zy pirogronianowej ulega zmianom. W warun-
kach niedoboru fosforanu, kinaza pirogroniano-
wa jest eliminowana z komorek a ilo$¢ 1 aktyw-
nos¢ fosfatazy PEP wzrasta. W warunkach nad-
miaru fosforanu, aktywno$¢ i poziom fosfatazy
PEP maleje a wzrasta ilo§é i aktywnos¢ kinazy
pirogronianowej. W ten sposéb komoérka otrzy-
muje dodatkowe iloSci pirogronianu, kidrego
powstawanie normalna droga wymaga obecno-
§ci nieorganicznego fosforanu. Dzieje sie to jed-
nak kosztem fosforylacji substratowej zwiaza-
nej z synteza ATP. Poza tym dodatkowa czaste-
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Ryc. 3. Model glikolizy z zaznaczeniem alternatywnych drég metabolicznych, indukowanych niedoborem fosforanu w ko-
mérkach Brassica nigra [16]. Cyfry 1, 2 i 3 oznaczaja hipotetyczne, dodatkowe drogi metaboliczne; Cyfra 3 — reakcja z

udziatem fosfatazy PEP, aktywnej w warunkach glodu fosforano

wego.

Fig. 3. A model sugesting the three Pi starvation inducible glycolytic *bypasses’ (indicated by numbers 1, 2 and 3) of Brassi-

ca nigra cells [16].

czka fosforanu, powstajaca podczas hydrolizy
PEP moze by¢ wykorzystana w innych proce-
sach metabolicznych, co jest nie bez znaczenia
w warunkach niedoboru fosforanu w srodowi-
sku. Teoria systemu ratowniczego funkcjonuja-
cego w glikolizie 1 zwigzanego z udzialem
kwasnej fosfatazy specyficznej wobec PEP wy-
maga jednak dalszych badari. Wspomniany en-
zym zlokalizowany jest w wakuoli, mozna zalo-
zy¢, ze istnieje hipotetyczny szlak transportujg-
cy substrat (PEP) i produkt (pirogronian) przez
tonoplast. Jak dotad nie poznano jednak mecha-
nizmu tego transportu.

Przypuszczalnie podobna indukcja i regula-
cja enzymatyczna zachodzi takze dla enzymow:
PFP-fosfofruktofosfatazy 1 PFK-fosfofruktoki-
nazy (oznaczonych cyfra 1 na rys.3), oraz dla
dehydrogenazy fosforylujacej NAD-G3PD
i niefosforylujacej NAD-G3PDH (oznaczonych
cyfra 2 narys.3). Wystgpowanie alternatywnych
drég w glikolizie moze mied istotne znaczenie
dla komérki, poniewaz spadek puli pirogronianu
pociaga za soba obnizenie puli acetylo-CoA. Ni-
ski poziom acetylo-CoA spowalnia CKTK, cykl
glioksalowy, biosyntezg¢ lipidéw i fotooddy-
chanie.
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Innym przyktadem udziatu fosfataz w regu-
lacji podstawowych proceséw metabolicznych
w komoérce roSlinnej jest cykl glikolanowy.
Gl6éwne szlaki przemian tego cyklu zachodza w
peroksysomach komoérek lisci ro§lin wyzszych.
Jednym z najwazniejszych proceséw cyklu gli-
kolanowego jest stymulowane przez §wiatlo po-
bieranie tlenu i wydzielanie dwutlenku wegla.
Zjawisko to w fizjologii roslin nazwano fotood-
dychaniem.

W wyniku reakcji, zachodzacych w chloro-
plastach, peroksysomach i mitochondriach,
szlak ten prowadzi do wytworzenia glicyny i se-
ryny z glicerynianu lub glikolanu. Glikolan po-
wstaje podczas fotosyntezy w chloroplastach i
jego wytworzenie zalezy od obecnosci Swiatla.
Fosfoglikolan powstaje z rybulozo-bisfosforanu
pod wptywem dzialania karboksylazy RuBP
(aktywnos$¢ oksygenazowa). Jednakze liczne
doswiadczenia wykazaty, ze utlenienie glikola-
nu do glioksalanu a nastepnie synteza glicyny i
seryny moze zachodzi¢ takze w ciemnosci. W
ten sposéb odkryto alternatywna droge powsta-

wania glicyny i seryny bezposrednio z 3-PGA’

{przy udziale fosfataz). Inicjacja tej drogi zacho-
dzi prawdopodobnie w warunkach glodu fosfo-
ranowego, gdy drastycznie spada poziom ATP,
ADP1Pi [46, 52, 53].

FIZJOLOGICZNA ROLA FOSFATAZ
HYDROLIZUJACYCH ESTRY FOSFORANOWE
HYDROKSYAMINOKWASOW

Procesy fosforylacji i defosforylacji biatek,
przebiegajace z udziatem kinaz i fosfataz biat-
kowych, maja kluczowe znaczenie w regulacji
cyklu komérkowego i metabolizmu komorki.

Aktywno$é fosfataz typu serynowo-treoni-
nowego wykryto w réznych przedziatach ko-
morki roslinnej. Enzymy te biora udzial w akty-
wacji kilkunastu ré6znych enzyméw, migdzy in-
nymi karboksylazy PEP [9] syntetazy sacharo-
zo-6-fosfosforanu [54].

Uzywajac inhibitoréw wykazano, Ze inne
enzymy z tej grupy moga braé udzial w regulacji
biogenezy kalusa [55]. Fosfatazy fosfotreonino-
we to jednak najczesciej enzymy o zasadowym
optimum pH.

Wyizolowano natomiast kilka ro$linnych

kwasnych fosfataz fosfotyrozynowych, lecz ich
rola w regulacji metabolizmu nie jest jeszcze
wyjasniona {27, 35, 51]. W komérkach zwierze-
cych fosfatazy fosfotyrozynowe reguluja wzrost i
proliferacj¢ komérek, cykl komérkowy [30] i inte-
gralno$é cytoszkieletu w zaleznosci od réznych
zewngtrznych stymulacji, moga takze funkcjono-
waé jako supresory komérek nowotworowych
lub jako aktywatory podziatéw komérek T [50].

PERSPEKTYWY ROZWOJU BADAN NAD
KWASNYMI FOSFATAZAMI

Wspélczesne badania nad kwasnymi fosfata-
zami nadal koncentruja si¢ wokot:

— lokalizacji enzyméw w komérkach i tkan-
kach ro§linnych,

— wyjasnienia podstaw molekularnych hete-
rogennosci enzyméw pochodzacych z tych sa-
mych tkanek i narzadéw,

— badania mechanizméw indukcji enzyméw
i roli fitohormonéw,

— ujednolicenia warunkéw pomiaréw para-
metréw kinetycznych wobec naturalnych sub-
stratéw, takich jak pirofosforan, ATP, PEP,
kwas fosfoglicerynowy, fitynian i fosforany
hydroksyaminokwas6éw.

Postgp w powyZej wymienionych dziedzi-
nach powinien umozliwi¢ w najblizszych latach.
wyjasnienie faktycznej roli kwasnych fosfataz
w metabolizmie komérki rodlinnej. Niewatpli-
wie wiele informacji dotyczacych ewolucyjnego
pochodzenia tych enzyméw i ewentualnej ho-
mologii z innymi grupami biatek dostarcza ba-
dania oparte o techniki biologii molekularne;.
Byé moze pozwoli to takze pozna¢ mechanizmy
regulacji syntezy kwasnych fosfataz wystgpuja-
ce na poziomie transkrypcji.
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