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Streszczenie: Akwaporyny to transbtonowe biatka, ktére tworza kanaly w wewngtrznych ize-
wnetrznych btonach komdrkowych. Ich wysoka réznorodnos¢ molekularna u rolin wigze si¢ nie tylko
z symplastycznym transportem wody ale rowniez niektorych niskoczasteczkowych sktadnikow organ-
icznych i mineralnych, wigcznie z dostarczaniem CO, do chloroplastow. W zwigzku z tym biatka te
maja znaczacy wplyw na szereg procesow fizjologicznych roslin takich jak fotosynteza, kietkowanie
i wzrost zalazkow, zawigzywanie korzeni bocznych, oraz utrzymanie homeostazy komorek i tkanek
w warunkach stresowych. Do czynnikéw regulujacych bramkowanie kanatéw akwaporynowych na-
lezg miedzy innymi: fosforylacja, heteromeryzacja, zmiany pH, stezenie jonéw Ca** i H,0,, hormony
ro$linne oraz lokalne zmiany ci$nienia. Mechanizmy regulujace za posrednictwem akwaporyn gosp-
odarke wodna sa wysoce ztozone gdyz facza wyzej wymienione sygnaty.

Stowa kluczowe: akwaporyny, bramkowanie, fosforylacja, heteromeryzacja, transport pecherzykowy

Summary: Aquaporins are transmembrane proteins that form channels in the inner and outer cell mem-
branes. Their high molecular diversity in plants is related not only to symplastic water movement but
also to transport of small organic and mineral solutes, including transfer of CO, into chloroplasts.
Therefore these proteins have a significant influence on a number of physiological processes as pho-
tosynthesis, seeds germination and growth, lateral roots formation and maintenance of homeostasis
of cells and tissues under stress conditions. The factors affecting the gating of aquaporins channels
involve: phosphorylation, heteromerization, pH changes, Ca** and H,O, concentration, plant hormones
and local water pressure variations. The mechanisms governing aquaporins mediated water manage-
ment are highly complex since they combine above-mentioned signals.
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WSTEP

Pobieranie wody i utrzymanie homeostazy osmotycznej w komorkach jest
gldwnym ograniczeniem napotykanym przez organizmy zywe. Rosliny musza
dostosowaé swoja gospodarke wodng w odpowiedzi na trudne warunki srodowi-
skowe, takie jak susza, zasolenie, niska temperatura, ale takze zmiany w nat¢ze-
niu $§wiatta, niedobory sktadnikow odzywczych lub zakwaszenie gleby. Charak-
terystyka molekularna i funkcjonalna akwaporyn, biatek, ktore utatwiaja dyfuzje
wody przez btony komoérkowe, wykazata ich znaczenie w regulacji odpowiedzi
na wymienione bodzce srodowiskowe [4, 20]. Komorkowy i tkankowy przeptyw
wody u roslin kontrolowany jest dzigki bezposredniej lub posredniej regulacji
aktywnosci akwaporyn.

Akwaporyny to mate (od 26 do 35 kDa) [17], transblonowe biatka, ktore
tworza kanaly w wewnetrznych 1 zewnetrznych btonach komérkowych zywych orga-
nizmow. Syntetyzowane sg w retikulum endoplazmatycznym (ER), a nastepnie trans-
portowane wzdtuz szlaku wydzielniczego do btony plazmatycznej [36, 56]. Bialka te
sg zbudowane z 6 hydrofobowych alfa-helis transbtonowych potaczonych petlami.
W centralnej cze$ci monomeru akwaporyny znajduja si¢ struktury skréconych he-
lis, utozone symetrycznie na przeciwlegtych stronach btony cytoplazmatycznej, po-
Taczone petlami z zewngtrznymi helisami, co tworzy mechanizm otwierania kanatu
(ryc. 1). Akwaporyny z reguly wystepuja jako tetramery, gdzie kazdy monomer for-
muje osobny kanat przeptywowy. O wtasciwosciach przewodzacych akwaporyn bto-
ny komoérkowej decyduje kompozycja monomerdw, ktore moga by¢ kodowane przez
odrebne izogeny [38]. O ksztatcie kanatu decyduje podwdjny konserwatywny motyw
NPA, zawierajacy asparagine, proling i alaning, znajdujacy si¢ na obu skréconych he-
lisach, w miejscu sekwencji przylegajacym do $ciany kanatu. N- i C- konce biatka sg
skierowane do cytoplazmy [91].

Akwaporyny roslinne mozna podzieli¢ na pi¢¢ homologicznych podrodzin:
PIP — akwaporyny btony komodrkowej (ang. Plasma membrane Intrinsic Prote-
in), TIP — akwaporyny tonoplastu (ang. Tonoplast membrane Intrinsic Protein),
NIP — akwaporyny typowe dla blony peribakteroidalnej (ang. Nodulin 26-like
Intrinsic Protein), SIP — biatka o nieznacznej homologii z akwaporyng 1 cztowie-
ka (ang. Small basic Intrinsic Protein) [23] oraz niesklasyfikowane biatka btono-
we XIP [54]. W porownaniu do ssakow, akwaporyny roslinne charakteryzuja si¢
wigkszg liczbg izoform, odpowiednio 35, 36, 33 u rzodkiewnika, kukurydzy i ryzu
[18, 47, 79]. Poszczegdlne izoformy wydajg si¢ mie¢ odrgbng rolg we wzroscie,
rozwoju i abiotycznej tolerancji na stres [41]. Najwigcej doniesien odnosi si¢ do
funkcjonowania akwaporyn btony komorkowej oraz tonoplastowej, ze wzgledu
na ich potencjalnie wazng rol¢ w regulacji przepuszczalnosci hydraulicznej ko-
rzeni i liSci oraz osmoregulacji w obrebie cytoplazmy komorkowe;.
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N-koniec C-koniec

cytoplazma

RYCINA 1. Schemat budowy monomeru akwaporyn. Cyframi 1-6 zaznaczono domeny transbtonowe,
literami A-E zaznaczono petle taczace [19, 91]

FIGURE 1. Model of the aquaporin monomer. Numbers 1-6 indicate transmembrane domains, letters
A-E indicate connecting loops [19, 91]

Niektorzy badacze [33] sugeruja, ze biatka PIP moga regulowac caty transport
wody w komorkach, gdyz pecherzyki izolowane z blony komoérkowej posiadaja
100-krotnie mniejszg przepuszczalno$é niz pecherzyki tonoplastowe. Natomiast
akwaporyny tonoplastowe wydajg si¢ mie¢ kluczowa role w regulacji osmotycz-
nej niezbednej w sytuacji stresu suszy czy tez zasolenia.

FUNKCJE AKWAPORYN

Do funkcji akwaporyn nalezy przede wszystkim transport wody, ale dodatkowo
mogg one transportowac niskoczasteczkowe, nienatadowane zwigzki, takie jak: glice-
rol, mocznik, Si, B, CO,, NH,, NH,OH, H,O,, krotkie alkohole [9, 10, 35]. O specy-
ficznosci przewodzenia dla kazdego z tych zwigzkoéw decyduje ksztatt kanatu. Moga
wystepowac takze kanaty wielospecyficzne. W zaleznosci od rodzaju zwigzkow trans-
portowanych przez kanaly biatkowe mozna okresli¢ fizjologiczne funkcje akwaporyn.

Wiele akwaporyn ulega wysokiej ekspresji w korzeniach [13, 67, 79], co
potwierdza istotnos¢ tych biatek w korzeniowym transporcie wody. Jony rteci
(Hg*"), ktore sa blokerem akwaporyn, wigzacym si¢ do reszt cysteinowych we-
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wnatrz lub w poblizu poru, po raz pierwszy uzyte zostaty w korzeniach pomidora
[58], wykazujac, ze akwaporyny moga w 70% odpowiada¢ za wodne przewodnictwo
korzeni (Lp,). Wynik ten zostal potwierdzony przez wykorzystanie innych inhibi-
torow akwaporyn (azydek, stabe kwasy), ktore wykazywatly podobne wiasciwosci
do Hg?" u Arabidopsis [84]. Akwaporyny rowniez ulegaja wysokiej ekspresji w li-
Sciach, gdzie przyczyniaja si¢ do przewodnictwa hydraulicznego wewnetrznych
tkanek [22, 51, 100]. Pierwszy dowod na funkcje akwaporyn w liciach uzyskano
u stonecznika poprzez hamowanie ich funkcji chlorkiem rteci [69]. Jednakze udziat
akwaporyn w przewodnictwie hydraulicznym li§cia jest znacznie nizszy niz w korze-
niach i wynosi odpowiednio dla lisci okoto 25%, a korzeni 70% [72, 84, 92]. Wiele
rodzajow stresu abiotycznego w glebie, takich jak: zasolenie, niedostatek tlenu lub
sktadnikow odzywczych znaczgco zmniejszajg Lp, u roznych gatunkoéw roslin [4].

Bor jest niezbednym sktadnikiem dla wzrostu roslin, ktéry jednakze moze by¢
toksyczny gdy obecny jest w wysokich stezeniach. Rola akwaporyn w transporcie
kwasu borowego po raz pierwszy zostata zaproponowana przez Dordasa i wsp. [25].
AtNIPS;1 reprezentuje pierwsza grupe akwaporyn wykazujacych znaczacy wkiad
w poborze boru u ro$lin. Ich ekspresja znaczaco si¢ zwicksza w czasie niedoboru
boru, a aktywno$¢ biatka w transporcie kwasu borowego zostata wykazana poprzez
ekspresje nip5;1 w oocytach zaby lub poprzez zastosowanie roslin typu knock-out
[88]. Takano i wsp. [86] zaproponowali mechanizm wspotpracy, w ktorym AtNIPS5;1
absorbuje kwas borowy [B(OH),] z gleby, natomiast AtBOR1 dziafa jako drugorze-
dowy transporter boranu [B(OH)*] [87], aby przetransportowa¢ boran do ksylemu.

Krzem jest kolejnym gtéwnym mineratem dla niektoérych roslin (odpowiada
za 10% suchej masy pedow ryzu), ktory zwigksza odporno$¢ na stres biotyczny
i abiotyczny [27, 29]. Podejscie genetyczne pozwolito na zidentyfikowanie Lsil
(OsNIP2;1) jako pierwszego biatka transportujacego krzem u roslin [57]. OsNIP2;1
funkcjonuje jako kanat do naptywu kwasu krzemowego i razem z transporterem
Lsi2 utatwia pobor krzemu z gleby do tkanek [57, 66]. U Arabidopsis, krzem row-
niez odgrywa role w odpornos$ci na infekcj¢ grzybami [34].

Jony amonowe rzadko sg dostepne dla roslin na stanowiskach nieuprawnych, jed-
nak stosowane sg jako skladnik nawozow mineralnych dla zb6z. Pomimo tego, ze
transportery dla NH," zostaly zidentyfikowane dawno temu, poczatkowo uwazano
ze azot amonowy przedostaje si¢ przez blony komorkowe w postaci NH,, glownie
poprzez dyfuzje swobodna [46]. Jednak dla kilku homologow TIP Arabidopsis i psze-
nicy wykazano zdolno$¢ ulatwiania transportu specyficzng dla NH,, co moze mie¢
znaczenie dla jego kompartmentacji do wakuoli [43, 46, 55]. Interakcje symbiotycza
ne ro$lin z mikroorganizmami glebowymi moga dostarczy¢ ciekawych informacji
pomagajgcych w zrozumieniu roli akwaporyn w pozyskiwaniu przez rosliny NH,"/
NH,. Po pierwsze, symbioza mikoryzowa powoduje znaczgce zmiany w ekspresji
akwaporyn u ro$lin [3, 59, 93]. Swoiste akwaporyny roslin stragczkowych, takie jak
GmNod26 ulegajg ekspresji w blonie peribakterioidalnej brodawek wigzacych N,
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[32]. Po drugie, GmNod26 jest akwaporyng transportujaca amoniak, ktéra do swej
domeny C-terminalnej wiaze cytozolowa syntetaze glutaminowa, aby stworzy¢ szlak
metaboliczny i prawdopodobnie zwigkszy¢ w ten sposob asymilacje amoniaku [45,
61]. Po trzecie, niektore akwaporyny grzybow ulegajace symbiotycznej ekspresji wy-
kazujg wysoka przepuszczalnos¢ dla NH, [24] i mogg przyczynia¢ si¢ do przenoszen
nia NH, z cytoplazmy grzyba do rosliny.

Akwaporyny mogg bra¢ réwniez udziat w dyfuzji CO, w tkankach lisci, wyko-
rzystywanego w procesie fotosyntezy. Przestankami dla tej konkluzji sa nastepujace
fakty. Aktywnos$¢ fotosyntezy i przewodnictwo CO, w komorkach mezofilu u bobu
i fasoli ulega inhibicji po zastosowaniu chlorku rteci [89]. Dodatkowo, NtAQP1 i At-
PIP1;2, z tytoniu i rzodkiewnika, wspomagajg transbtonowy transport CO, w przy-
padku heterologicznej ekspresji w oocytach Xenopus [40]. Modyfikacje genetyczne
ich funkcji u tytoniu lub Arabidopsis wykazaty dodatnig korelacje pomiedzy ich eks-
presja a przewodnictwem CO, mezofilu [40]. NtAQPI i AtPIP1;2 rowniez znaczgco
przyczyniaja si¢ do catkowitego transportu wody w ro$linie [72, 81]. Sugeruje to is-
totng zaleznos¢ migdzy transportem H,O a CO, w wewngtrznych tkankach lisci.

Chloroplasty komorek mezofilowych sg zwykle ciasno upakowane wzdhuz tej
czesci bton komorkowych, ktore majg kontakt z przestrzeniami powietrznymi tacza-
cymi si¢ z aparatem szparkowym. Dlatego tez pierwotnie zaktadano, ze CO, dosta-
je sie do chloroplastow droga dyfuzji z pominigciem cytoplazmy [28]. Wykazano
jednak, ze przepuszczalnos$¢ obu typoéw bton dla dwutlenku wegla jest czynnikiem
znaczaco ograniczajagcym jego asymilacje [31]. Wyzej wymienione wlasciwosci
akwaporyny NtAQP1 wskazywaty, ze jednym z czynnikow zwickszajacych wspot-
czynnik przewodniosci mezofilu dla CO, (ang. mesophyll conductance, g_) moze by¢
transport CO, przez biatka kanatowe. Teoretyczne przestanki sugerujg, ze taki trans-
port ma znaczenie jedynie w przypadku bton o niskiej przepuszczalno$ci dla CO,.
W mezofilu sytuacja taka wystepuje gdyz przepuszczalno$¢ btony komorkowe;j, ktora
styka si¢ z przestrzenig podszparkowa, jest 5-cio krotnie wyzsza niz przylegajaca do
tej btony powierzchnia chloroplastu. Bezposredniego dowodu potwierdzajacego po-
srednictwo akwaporyn dostarczyli Uehlein i wsp. [94], ktorzy wykazali, ze zar6wno
w btonie komdrkowej jak i w btonie chloroplastow tytoniu zakotwiczone sa kanaly
akwaporyny NtAQP1. Natomiast mutacja genu AtPIP1;2 u Arabidopsis powodowa-
ta zmniejszenie dyfuzji CO, w lisciach oraz fotosyntezy [40]. Dane funkcjonalne,
wigzace ekspresje akwaporyn z aktywnoscia fotosyntezy, konduktancja mezofilowa
i szparkowg dla CO,, a takze zawartoscig RUBISCO, sugerujg, ze posrednictwo ka-
natow akwaporynowych moze by¢ istotnym czynnikiem wptywajacym na wydajnosé
fotosyntecznej asymilacji CO, [31, 77, 78] .

Nasiona odgrywaja kluczowa role w cyklu reprodukcyjnym roslin wyzszych.
Wiekszo$¢ nasion jest organami silnie odwodnionymi. Rozlegla i dobrze zorga-
nizowana wymiana wody jest powigzana z dojrzewaniem i kietkowaniem nasion,
uwzgledniajgc ich imbibicje, a nastepnie rozwo6] zalazkow [99]. U Arabidopsis
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1 grochu, pochodne rteci zmniejszaty tempo kietkowania nasion oraz ich pecznie-
nie [96, 98], co sugeruje role akwaporyn w tych procesach.

Stymulujacg rolg akwaporyn we wzroscie mtodych siewek wykazano z uzy-
ciem ro$lin transgenicznych. Dla przyktadu, nadekspresja AtPIP1;2 u tytoniu
znaczaco zwigkszata wzrost roslin. Transgeniczne rosliny tytoniu z nadekspresja
AtPIP1;2,wykazujazwickszonadehydratacjeliScipodczasstresususzy [ 1]. Niedawno
opublikowana praca na temat roli biatek PIP w powstawaniu korzeni bocznych [71]
dostarcza doktadniejszych danych dotyczacych roli akwaporyn we wzroscie tka-
nek roslinnych. Hormon auksyna, ktory reguluje wzrost i rozwo6j korzeni, powoduje
silng negatywng regulacj¢ transkrypcji prawie wszystkich genéw PIP i TIP w ko-
rzeniach Arabidopsis, tym samym bedac dobrym regulatorem ekspresji akwaporyn
w miejscach pojawiania si¢ korzeni bocznych. Auksyna hamuje rowniez transport
wody w komérkach i w r6znych regionach korzeni.

REGULACJA AKTYWNOSCI AKWAPORYN ROSLINNYCH

Rosliny posiadajg niezwykta zdolno$¢ do wychwytywania réznych sygnatow
z otaczajacego je Srodowiska i odpowiednio dostosowania do nich wilasciwosci
transportu wody. Obecnie znanych jest kilka mechanizmow regulacji aktywnosci
akwaporyn, m.in. przez fosforylacje, heteromeryzacje, zmiany pH, stezenie jondw
Ca* czy tez H O, i hormony roslinne oraz lokalne zmiany ci$nienia wywotywane
przeptywem wody przez kanat.

FOSFORYLACJA

Fosforylacja akwaporyn zostata odnotowana jeszcze przed poznaniem ich funk-
cji i specyfiki. Byta pierwszg znang modyfikacja, ktora bezposrednio wpltywata na
aktywnos$¢ kanatu biatkowego. Wykazano fosforylacje in vivo i in vitro reszt sery-
nowych na N- lub C- koncu PvTIP3;1 ziarna fasoli (Ser’), SoPIP2;1 lisci szpinaku
(Ser? i Ser?”"), i korzeni soi GmNod26 (Ser?*?) [65]. Dowody wskazuja, ze fosfo-
rylacje te spowodowane sg przez kinaz¢ btonowa zalezna od wapnia. Fosforyla-
cja btonowych akwaporyn Arabidopsis oraz kukurydzy zostala zaobserwowana
dzigki spektrometrii mas oraz znakowaniu radioaktywnemu [80]. Heterologiczna
ekspresja akwaporyn w oocytach Xenopus jest wiarygodng metoda sprawdzenia
funkcji oraz regulacji akwaporyn. W poréwnaniu z oocytami kontrolnymi, oocyty
w ktorych dochodzito do ekspresji akwaporyn w blonie, pgczniaty gwattowniej po
przeniesieniu do hipoosmotycznego medium. Przydatng cechg tego systemu jest
mozliwo$¢ uzycia agonistow i antagonistow kinaz i fosfataz, co pozwala zbadaé
role fosforylacji w kontroli aktywnosci akwaporyn. Dla przyktadu aktywno$¢ ka-
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natu wodnego PvTIP3;1 w oocytach Xenopus, zwickszala si¢ po dodaniu agoni-
sty cAMP ktory stymulowal oocytowa kinaze A. Podobnie aktywnos¢ SoPIP2;1
1 GmNod26 wzrastata gdy oocyty inkubowano w obecno$ci kwasu okadaikowego
bedacego inhibitorem fosfataz [63]. Fosforylacja roslinnych akwaporyn jest beza
posrednio zwigzana z gwattownym i odwracalnym bramkowaniem kanatu in situ
[48]. Poniewaz zidentyfikowane in vivo miejsca fosforylacji znajdowaty si¢ na cy-
tozolowym N- lub C-koncu bialka oraz dane strukturalne na temat tych domen nie
byly dostepne, komputerowy model dla negatywnie natadowanych grup fosfora-
nowych w tych pozycjach nie mogt by¢ zaproponowany. Zatem dodatkowe dane
sa wymagane aby scharakteryzowa¢ mechanizm bramkowania regulowany przez
fosforylacje N- lub C-konca. Nie mozna w chwili obecnej wykluczyé¢, ze fosforyla-
cjaros$linnych akwaporyn jest mechanizmem regulacji egzocytotycznego transportu
biatek, jak to zaobserwowano u ssaczej AQP2 [16]. W komérkach kanalika zbior-
czego nerki, hormon diuretyczny wazopresyna zwigksza poziom wewnatrzkomor-
kowego cAMP, co w konsekwencji prowadzi do aktywacji kinazy A i fosforylacji
Ser®® AQP2. Fosforylacja AQP2, ktéra zachodzi w pgcherzykach wewnatrzkomor-
kowych, powoduje polaczenie si¢ tych pecherzykow z apikalng czescia blony ko-
morkowej, co w konsekwencji prowadzi do zwigkszenia przepuszczalnosci btony.

Oprocz fosforylacji seryn na N- lub C- koncu istniejg eksperymentalne dane
wskazujace, ze fosforylowana moze by¢ seryna w cytoplazmatycznej petli blisko
pierwszego motywu NPA. Seryna ta jest konserwatywna dla wszystkich roslinnych
PIP i kilku TIP i zawarta jest w sekwencji Arg/Xaa-Lys-Xaa-Ser-Xaa-Xaa-Arg, kto-
rg mogg fosforylowac kinazy biatkowe, w tym kinaza zalezna od wapnia. Zastapie-
nie tych reszt serynowych alaning w SoPIP2;1 lub PvTIP3;1 spowodowato zmniej-
szenie aktywnos$ci kanatu wodnego gdy ktorakolwiek ulegata ekspresji w oocytach
Xenopus [49]. Wysoki stopien konserwatywno$ci tej seryny sugeruje, ze petni ona
wazng role funkcjonalng i strukturalna. Jak dotad nie zaobserwowano fosforylacji
tej seryny w eksperymentach in vivo i in vitro. Nalezy jednak podkresli¢, ze prze-
ciwciato przeciwko konserwatywnemu biatku PIP2 pszenicy zawierajacemu fosfo-
rylowang seryne¢ rozpoznato pragzek w oczekiwanym miejscu dla PIP2 w rozdziale
elektroforetycznym ekstraktu z korzeni kukurydzy [2]. Biatka tego nie ujawniono
po dodaniu inhibitora fosfatazy.

Regulacja fosforylacji roslinnych akwaporyn moze by¢ kontrolowana w zalez-
nosci od stopnia rozwoju lub czynnikow $rodowiskowych. Dla przyktadu, fosfory-
lacja PvTIP3;1 wykrywana in vitro osiggata najwyzsze wartosci w rozwijajacych
si¢ nasionach iulegata obnizeniu podczas pegcznienia nasion [50], co prawdopo-
dobnie odzwierciedla wzmozong fosforylacje PsTIP3;1 in vivo podczas tych sa-
mych okresow i sugeruje dynamiczng kontrole puchniecia i fuzji wakuol [62].
Fosforylacja Ser?’’* SoPIP2;1 byta wzmozona przez wzrost potencjatu wody lisci
oraz spadala podczas deficytow wody, prawdopodobnie aby zapobiec wyptywo-
wi wody z komorek lisci [49]. Ostatnio odnotowano, ze fosforylacja i defosfory-
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lacja akwaporyn blonowych u tulipana reguluje otwieranie si¢ ptatkow kwiatow
w 20°C i ich zamykanie w 5°C [5]. Obserwacje te byly skorelowane ze zmianami
w transporcie wody z todygi do ptatkow, ktory byt zalezny od Ca?*. Przyktady te ja-
sno pokazuja istotng role fosforylacji i defosforylacji roslinnych akwaporyn, nawet
gdy molekularne konsekwencje tych modyfikacji pozostaja nieznane.

HETEROMERYZACJA

Na aktywno$¢ akwaporyn moze mie¢ wplyw réwniez oligomeryzajca biatek.
Generalnie akwaporyny wystepuja jako tetrametry, zardéwno in vitro jak i in vivo.
Tetrameryzacja nastgpuje w wyniku interakcji o helis sasiadujacych monome-
row oraz zewnatrzkomorkowej petli, ktora przyczynia si¢ do stabilizacji tetrame-
ru [68]. Wiele eksperymentéw pokazalo, ze rozne akwaporyny tworza stabilne
homotetramery. Wykazano jednak réwniez, ze kilka izoform roslinnych tworzy
hetrotetramery. Przyktadowo heteromery dwoch tonoplastowych akwaporyn
z nasion soczewicy zostaly wykryte w eksperymentach sieciowania (ang. cross-
linking). Inkubacja bton tonoplastowych w obecnosci odczynnika sieciujgcego
wzmagata formowanie si¢ dimerow, trimeréw i tetramerdw, utworzonych z biatek
o masie 25126 kDa [39].

O heteromeryzacji blonowych akwaporyn wnioskowano na podstawie badan
koekspresji ZmPIP w oocytach Xenopus. Roslinne biatka PIP moga by¢ podzie-
lone na dwie duze grupy, PIP1 i PIP2, na podstawie ich sekwencji i aktywno$ci
kanatu wodnego. Wszystkie PIP2 wykazujg wysoka aktywnos¢ kanatu wodnego
w oocytach Xenopus lub pecherzykach drozdzy, natomiast PIP1 zazwyczaj w tych
uktadach sg nieaktywne lub maja bardzo niskg aktywnos¢ [83, 101]. Koekspresja
ZmPIP1;2 oraz innej ZmPIP2 w oocytach Xenopus wykazata wicksza efektyw-
nos¢ tej ostatniej, co bylo prawdopodobnie efektem usprawnienia transportu PIP2
do btony komorkowej. Fizyczne interakcje pomiedzy ZmPIP1;2 i ZmPIP2 wyka-
zano przy wykorzystaniu chromatografii powinowactwa, a taka heteromeryzacja
skutkowata wyzszym poziomem ZmPIP1;2 w btonie komoérkowej. Pomimo tego,
ze izoformy ZmPIP1;1 i ZmPIP1;2 wykazywaty staba aktywnos$¢ gdy ulegaly
ekspresji indywidualnie, widoczna byta zwigkszona ich aktywnos$¢ gdy ulegatly
ekspresji razem. Rowniez koekspresja ZmPIP1;2 i ZmPIP2;5 powodowata zwigk-
szong aktywno$¢ kanatu wodnego, lecz nie obserwowano zadnego efektu wspot-
dziatania ZmPIP1;1 1 ZmPIP2;5. Co ciekawe, mutanty ZmPIP1;1LE, w ktorych
przez substytucje czterech aminokwasoéw zmieniono sekwencj¢ petli E na taka
jak w ZmPIP1;2, w eksperymentach koekspresji zachowywaly si¢ identycznie
jak ZmPIP1;2. Wyniki te wskazuja, ze heteromeryzacja ZmPIP1 jest wymaga-
na aby te izoformy dziataty jako funkcjonalny kanat wodny [30]. Wykazano, ze
reszty aminokwasowe w petli E sg wazne w propagowaniu zmian strukturalnych
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od helisy 6 do motywu NPA. Alternatywnie zmiany w petli E moga wptyna¢ na
symetryczny motyw NPA i zmieni¢ aktywnos$¢ kanatu, lub wptywac na strukture
miedzybtonowej helisy 6, a przez to na oligomeryzacje biatka. Istotna rola petli
E w aktywnosci akwaporyn zostala odnotowana wczesniej w chimerach krowiej
akwaporyny AQPO i ludzkiej AQP2.

Dalsze eksperymenty sa niezbedne aby ujawni¢ interakcje akwaporyn w ko-
morkach roslinnych oraz okresli¢ fizjologiczng istotno$¢ tych procesow.

TRANSPORT PECHERZYKOWY AKWAPORYN

Ukierunkowany transport biatek odgrywa rowniez kluczowa role w ekspresji
i regulacji akwaporyn roslinnych. Wiadomo, ze biatka PIP1, wykazuja stabg aktyw-
no$¢ transportu wody, gdy podlegaja odosobnionej ekspresji w oocytach Xenopus.
Mozna to wytlumaczy¢ nieprawidlowym transportem bialek do btony komoérkowe;j
oocytu [30]. Efekt ten udalo si¢ wyeliminowa¢ poprzez koekspresj¢ z homologa-
mi PIP2. Dowdd na bezposrednie oddzialywanie pomiedzy PIP1 i PIP2 zostat
uzyskany przez oczyszczanie metodami powinowactwa, koimmunoprecypitacji
oraz mikroskopii fluorescencyjnego rezonansowego przeniesienia energii (FRET)
[30, 101]. Potwierdzito to hipoteze, ze tworzenie si¢ heterotetrameréow moze
pelni¢ wazna role w prawidlowej lokalizacji kanatow wodnych na powierzchni
komorki roslinnej. Wewnatrzkomorkowy transport roslinnych akwaporyn induko-
wany bodzcem po raz pierwszy zostat scharakteryzowany u Mesembryanthemum
crystallinum. Podczas stresu osmotycznego, akwaporyna tonoplastowa McTIP1;2
zostaje przeniesiona z wakuoli do pgcherzykow wewnatrzkomorkowych poprzez
wykorzystanie mechanizmu zaleznego od glikozylacji [97]. Zaproponowano
rowniez, ze ukierunkowany transport biatek PIP i TIP odgrywa wazna role w od-
powiedzi korzeni na stres solny i oksydacyjny [36, 56]. Potraktowanie korzeni
Arabidopsis roztworami soli lub H O, powodowato spadek przewodnictwa wod-
nego korzeni (Lp ) o 70% i relokalizacj¢ akwaporyn blonowych i tonoplastowych
[13]. Kolejne badania pokazaty, ze w ukierunkowanym transporcie izoform PIP,
wywotanym stresem solnym, posredniczy kaskada sygnatowa uruchamiana re-
aktywnymi formami tlenu (ROS). Dodatkowo wykazano role fosforylacji Ser®*
w ukierunkowanym transporcie biatka do odpowiedniego przedziatu endosomal-
nego [12, 73]. Zaawansowane techniki mikroskopii fluorescencyjnej wskazuja na
wplyw stresu solnego na dynamike transportu biatek PIP w komorkach epider-
malnych korzeni. Technika mikroskopowa przywracania fluorescencji po foto-
wygaszaniu (FRAP) pokazata, ze stres solny zwieksza krazenie akwaporyn bto-
ny komorkowej pomigdzy powierzchniag komorki a endosomami, oddzialujac
na endo- i egzocytoze [56, 60]. Jednak doktadny mechanizm zarzadzajacy tym
procesem nie zostal jeszcze poznany.
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REGULACJA ZALEZNA OD PH I STEZENIA Ca*

Regulacja akwaporyn przez zmiany stezenia Ca’" i/lub protonow byta wykaza-
na dla ssaczych AQPO, AQP3, AQP6, iroslinnych PIP [70]. Przepuszczalnos¢ dla
wody btony komorkowej komorek korzenia lub zawiesin komorkowych Arabidopsis
byta zmniejszona w obecno$ci wolnego Ca?" i/lub niskiego pH. Kwasica cytozo-
lowa jest obserwowana podczas anoksji spowodowanej zalaniem gleby i towarzy-
szy jej ograniczenie przepuszczalno$ci wody w komorkach korzenia. Co ciekawe,
pokazano ze w oocytach Xenopus kanaty wodne AtPIP2;1, AtPIP2;2, AtPIP2;3
i AtPIP1;2 zamykaja si¢ pod wptywem zmian pH w cytozolu z 7 do 6. Aminokwa-
sem glownie odpowiedzialnym za bramkowanie AtPIP2;2 zwigzane ze zmiang pH
jest His!'’, ktéra znajduje sie w petli D. Substytucja His'’ przez alanine (Ala'’)
zmniejsza efekt kwasicy cytozolowej [92].

Wysokorozdzielcza analiza krystalograficzna akwaporyny Pichia pastoris po-
kazata, ze motyw NPA w centrum kanatu oraz inny konserwatywny motyw Arg?’
i His?'? blisko wyjscia zewnetrznego, oddziatuja z przeptywajacymi czasteczkami
wody. Dzigki tworzacym si¢ przejsciowo wigzaniom wodorowym czgsteczki wody
oddzielane sg od siebie i przepychane przez kanal. Odzialywania te decyduja o se-
lektywnosci kanatu dla czasteczek natadowanych, stanowiac m.in. bariere elektro-
statyczng dla protonow [53].

Wraz ze spadkiem pH, czasteczki wody czesciej wystepuja w postaci jonow hy-
droniowych (H,0"), ktére zbyt silnie oddziatujg ze $ciang kanatu, zmniejszajgc jego
przepustowos¢. Model strukturalny sugeruje prawdopodobny mechanizm bramko-
wania zaleznego od pH dla AtPIP2;2. Cytoplazmatyczna strona AtPIP2;2, wylacza-
jac N-koniec, posiada duzg liczbg zasadowych aminokwasow i1 ujemnie natadowana
powierzchnie. W czasie kwasicy cytozlowej His"” oraz inne histydyny po stronie
cytozolowej sg uprotonowane i posiadajg tadunek dodatni. Gtéwnie His'® tworzy
kluczowa czgs¢ poru kanatu [85] i jest wysoce konserwatywna w rodzinie biatek
akwaporyn btonowych (MIP), natomiast pozycje His'”’ i His?** sg wysoce konser-
watywne w roslinnych PIP i dlatego moga odgrywaé¢ wazna rol¢ u tych izoform.

Aby zbada¢ wplyw pH na strukture AtPIP2;2 stworzono tetrameryczne modele,
gdzie histydyny 103, 197 i 264 zostaly przedstawione jako uprotonowane lub nie.
Nastepnie przeprowadzono na tych modelach symulacje dynamiki molekularne;.
W wyniku symulacji model z histydyng His!'”” pozbawiong tadunku dodatniego byt
w stanie otwartym, a model z histydyng posiadajaca tadunek dodatni w stanie za-
mknietym, w ktorym petla D przykrywata swiatto poru [19]. Model ten wyjasnia
obserwowane efekty u mutantow AtPIP2;2. Substytucja H197D sprawia, ze kanat
jest caly czas otwarty co prawdopodobnie spowodowane jest obecnoscia ujemnie
naladowanych reszt kwasu asparaginowego, ktory zaktoca wigzania jonowe pomig-
dzy petla D a ujemnie natadowanym N-koncem. U mutanta H197K obserwuje sig¢
niewrazliwos$¢ kanatu na zmiany pH oraz niskg jego aktywno$¢, co spowodowane
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jest dodatnio naladowang lizyng, ktéra umozliwia, niezaleznie od pH, interakcje
migdzy petla D a N-koncem, prowadzac do zamkniecia kanatu. Wrazliwo$¢ na pH
u mutanta H197A nie zostata zniesiona lecz znaczaco zmniejszona [92]. Obserwa-
cje te sugeruja przesunigcie si¢ krzywej odpowiedzi na pH oraz udziat kwasowych
aminokwasow takich jak kwas asparaginowy i glutaminowy w ,,wyczuwaniu” pH.
Wrazliwo$¢ na pH byta takze zmniejszona u mutantow R194A i D195A, oraz byta
catkowicie zniesiona dla podwojnych mutantow R194A/H197A i D19SA/H197A.
Modele te sugeruja ze His'” u Arabidopsis odgrywa kluczowa role w tworzeniu
,»siatki napigciowej”, do ktorej zaliczamy reszty Arg'* i Asp'®, ktore stabilizuja
stan zamkniety kanalu poprzez wigzania jonowe z N-koficem AtPIP2;2. Mecha-
nizm prowadzacy do redukcji przepuszczalnosci wody przez blony w obecnosci
Ca?", jaki zaobserwowano w komorkach rzodkiewnika, pozostaje nadal niejasny.
W przypadku ssaczych AQPO, zmniejszenie poziomu Ca?* lub pH zwiekszato prze-
puszczalno$¢ kanatu dla wody, natomiast obnizenie obydwu jednoczes$nie powo-
dowato dalsze zmniejszenie przepuszczalnosci kanatu dla wody [70]. Zwigkszanie
lub zmniejszanie poziomu wewnatrzkomorkowego Ca?* niwelowato wrazliwo$¢ na
zewnatrzkomorkowy Ca?’, co wskazuje, ze ten mechanizm regulacji zachodzi po
stronie cytoplazmatycznej. Ostatnie dane wskazuja, ze zmiany poziomu Ca?" oraz
pH moga zachodzi¢ niezaleznie od siebie. Wrazliwo§¢ AQPO na pH jest zalezna od
pozycji histydyny w petli A, natomiast Ca?>* ma oddzialywanie regulacyjne, powo-
dujac wigzanie si¢ kalmoduliny do C-konca AQPO. Podobnie jak natadowana hi-
stydyna w petli A, tak samo jon Ca*", obecny w rejonie C-konca za posrednictwem
kalmoduliny, moze reorganizowac czasteczki wody dookota poru w taki sposob, ze
ogranicza przeptyw wody przez kanal wodny [19].

SYGNALY CISNIENIOWE

Spadek cis$nienia turgorowego (oddziatywanie wnetrza komorki) albo zmiany
cisnienia osmotycznego (oddziatywanie ze strony tkanek) mogg skutkowa¢ odpo-
wiednio: wiekszym lub mniejszym przewodnictwem kanatu akwaporynowego.

Jako sygnal stresu wodnego pomigdzy korzeniem a pedem zaproponowano
zmiany ci$nienia w ksylemie [21]. Sygnat ci$nienia prawdopodobnie zwigksza
poziom kwasu abscysynowego (ABA) w pedzie, w odpowiedzi powodujac zamy-
kanie si¢ aparatow szparkowych. Zmiana w naprezeniu ksylemu, okaleczenie ksy-
lemu poprzez naciecie pedu lub lisci, zmiany w tempie transpiracji prawdopodobnie
powodujg otwarcie si¢ akwaporyn [64].

Zmniejszone napre¢zenie ksylemu w korzeniach moze powodowaé wzrost cisnie-
nia turgoru w komorkach korzenia; natomiast u soi turgor korzeniowy spada juz 5 min
po odcigciu wierzchotka pedu [95]. Wyniki te mogg zosta¢ wythumaczone gradientem
turgoru w poprzek korzenia. Zmiany gradientu ci$nienia w poprzek komorek korty-
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kalnych korzeni pszenicy i kukurydzy, w szybki sposob wpltywaja na zmiany w po-
ziomie transpiracji [76]. Nalezy podkresli¢, ze Hachez i wspoipracownicy (2012)
[37] nie wykazali Zzadnych znaczacych roéznic w turgorze komorek kortykalnych
kukurydzy hodowanej w §wietle oraz w ciemnosci, gdy aparaty szparkowe sg za-
mknigte. W tym przypadku przewodnictwo hydrauliczne komorek kortykalnych
korzenia byto wyzsze u roslin hodowanych w $wietle, co bylo powigzane z wyz-
szym poziomem mRNA réznych izoform akwaporyn PIP. By¢ moze te sprzecz-
ne obserwacje mogg by¢ wytlumaczone poprzez: rdzne $ciezki transportu wody
w poprzek korzenia uréznych gatunkow roslin [15], rézne rodzaje odpowiedzi
wykazywane przez roézne warstwy komorek kortykalnych, [76], oraz regulacje
zwigzang z cyklem okotodobowym, przeciwstawne do efektow transpiracji.

H202

Nadtlenek wodoru, ktory jest reaktywnag formga tlenu (ROS), jest produktem
ubocznym metabolizmu roslinnego, ktory moze by¢ toksyczny przy wysokich ste-
zeniach. Przy nizszych st¢zeniach, moze stuzy¢ jako czasteczka sygnatowa podczas
reakcji roslin na stres zasolenia, suszy i niskiej temperatury. Wiadomo, ze niektore
izoformy akwaporyn utatwiaja dyfuzje nadtlenku wodoru do cytoplazmy, organelli,
a takze przestrzeni pozakomorkowych, co sprzyja przemieszczaniu si¢ tej sygnalnej
czasteczki [11].

Oproécz bycia przypuszczalnym substratem dla pewnych typoéw akwaporyn [8]
H,0, jest silnym inhibitorem akwaporyni korzeniowego transportu wody. Dla przykfa-
du egzogenne H,O, zmniejszato komorkowe i/lub korzeniowe przewodnictwo wody
u ogorka i kukurydzy [2, 12]. Podejrzewa sig, ze u alg H,O, bierze udziat w bram-
kowaniu akwaporyn poprzez mechanizmy bezposredniej oksydacji aminokwasow
$wiatta kanatu [42], natomiast zwigzek ten nie byt wstanie zahamowac akwaporyn
rzodkiewnika po ich ekspresji w oocytach Xenopus. W korzeniach Arabidopsis, H,0,
oddziatuje raczej poprzez szlaki sygnatowe zwigzane z Ca** i fosforylacja, prowadzac
do relokalizacji biatek PIP w wewnatrzkomorkowych pecherzykach [12]. Jednakze,
mechanizm ten wydaje si¢ r6zni¢ w zaleznosci od gatunku. Dla przyktadu nie obser-
wowano zadnego efektu na Lp_ poprzez podanie egzogennego H,O, u kukurydzy [2],
natomiast niski poziom egzogennego H,O, zwigkszat Lp_u fasoli [7].

HORMONY ROSLINNE

Hormony ro$linne sa waznymi czasteczkami sygnalowymi, ktoére odgrywaja
istotng rol¢ w kontrolowaniu pobierania i transportu wody oraz wzrostu rolin, za-
rowno w warunkach optymalnych jak i stresowych. W warunkach suszy ABA wpty-
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wa nie tylko na zamknigcie szparek, ale rowniez reguluje funkcjonowanie akwapo-
ryn w catej roslinie. Podawanie roslinom egzogennego ABA [75] oraz obserwacje
roslin z nadprodukcja lub deficytem ABA [90] wykazaly pozytywny wptyw tego
hormonu na Lp . W przeciwienstwie, kwas abscysynowy zmniejsza przewodnictwo
hydrauliczne liSci u Arabidopsis poprzez zahamowanie regulacji akwaporyn w ko-
morkach pochwy okotowigzkowej [72] ze statym zmniejszeniem fosforylacji kilku
izoform PIP2 w siewkach [52].

Hose i wspotpracownicy [44] byli pierwszymi, ktorzy donies$li o tym ze
auksyny (IAA) redukuja hydrauliczne przewodnictwo komoérek kory pierwotnej
korzenia. Najnowsze badania wykazaty, ze auksyna ta u Arabidopsis dziata za posred-
nictwem czynnika ARF7, hamujac ekspresje wiekszosci PIP zar6wno na poziomach
transkrypcyjnymjaki translacyjnym[71]. ARF7 wczesniej zidentyfikowano jako jeden
z gtéwnych czynnikéw transkrypcji zaangazowanych w auksyno-zalezny rozwoj hy-
pokotyla i korzeni bocznych. Kwas salicylowy, hormon wydzielany przy ataku pa-
togena lub podczas stresu abiotycznego, dziata podobnie do soli i hamuje ekspresje
akwaporyn blony komoérkowej oraz obniza poziom Lp_poprzez mechanizmy zwigza-
ne z dziataniem ROS [12, 14]. Inne hormony stymulujace wzrost, takie jak giberelina
3 (GA3) i brasinosteroidy rowniez uczestniczag w regulacji aktywnosci akwaporyn [6,
82], ale do tej pory mechanizmy te nie sg poznane. Przy okazji badan, obrazujacych
wplyw kwasu salicylowego oraz analogdw auksyny na konstytutywne krazenie pe-
cherzykowe biatek btony cytoplazmatycznej u rzodkiewnika, wykazano silnie hamu-
jacy wplyw tych hormonéw na proces endocytozy akwaporyny PIP2 [26, 74].

Etylen moze zwigksza¢ przewodnictwo hydrauliczne pedu. Takze mechanizm
zwiagzany z ograniczeniem przewodnictwa hydraulicznego lisci spowodowanym
brakiem fosforu, okazuje si¢ by¢ posredniczony przez etylen. Natomiast spryski-
wanie lisci inhibitorem prekursora syntezy etylenu nie znosito inhibujacego efektu
zranienia pedu na Lp_[20, 95].

PODSUMOWANIE

Badania przeprowadzone w ostatnich 20 latach, pozwolity na znaczacy postep
w poznaniu struktury i funkcji ro§linnych akwaporyn. Jednak wcigz daleko nam do
pelnego poznania ich roli. Akwaporyny wykazuja wysoka réznorodno$¢ moleku-
larng u roslin a funkcje wielu izoform, nawet u najczgséciej badanych organizmow
takich jak rzodkiewnik czy ryz, nie sg caly czas poznane. Uzyskane wyniki jednak
pokazuja, ze akwaporyny nie uczestniczag wytacznie w transporcie wody ale row-
niez w transporcie licznych niskoczasteczkowych sktadnikow organicznych i mi-
neralnych. Biatka te maja wplyw na szereg procesow fizjologicznych roslin, takich
jak: kietkowanie i wzrost zalagzkow, zawigzywanie korzeni bocznych, dostarczanie
CO, do chloroplastow oraz na utrzymanie homeostazy komorek i tkanek w warun-
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kach stresowych. Aktywnos$¢ akwaporyn kontrolowana jest przez wiele bodzcow
zewnetrznych jak i wewnetrznych czasteczek sygnatowych. Mechanizmy reguluja-
ce aktywnos¢ akwaporyn to migdzy innymi: fosforylacja, heteromeryzacja, zmiany
pH, stezenie jonéw Ca’* i H,O,, hormony roslinne oraz lokalne zmiany ci$nienia
zmieniajace przeplyw wody przez kanat. Mechanizmy regulujace gospodarke wod-
ng za posrednictwem akwaporyn sg wysoce ztozone i tacza rézne sygnaty, przez co
na wiele pytan nie ma dotychczas odpowiedzi.
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