Current Topics in Biophysics 2001, 25(1), 41-44

CHARAKTERYSTYKA KANAL()W POTASOWYCH
W TONOPLASCIE KOMOREK ROSLINNYCH
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Three types of potassium-transporting ion channels in the tonoplast of plant cells are characterized: slow vacuolar
channels, SV, fast vacuolar channels, FV, and K-selective vacuolar channels, VK. Basic parameters, such as selectivity,
current density, calcium dependence, and ways of gating are presented. Special attention is paid to participation of
these chanmels in regulation of physiological processes. Role of ion channels in regulation of stomata aperiure, calcium

induced calcium release, and action potentials is discussed.

WSTEP

W dojrzalych komorkach roélinnych do ok. 90%
objetosci zajmuje centralna wakuola. Jej rolg jest
utrzymywanie wysokiego ciénienia (turgoru) we-
wnatrz komarki, dzigki czemu rodliny mogg za-
chowywa¢ odpowiedni ksztalt i odpowiednie wia-
snosci mechaniczne. Wakuole to rowniez magazy-
ny substancji zapasowych, a takze miejsca, gdzie
gromadza, si¢ substancje toksyczne dla komorki.
Mozna ponadto stwierdzi¢, ze w przypadku roslin
ladowych wakuole pebnig rolg “zbiornikow reten-
cyjnych” umozliwiajacych funkcjonowanie komo-
rek w warunkach zmiennego zaopatrzenia w wodg
i substancje mineralne. Ostatnio zwraca sig¢ coraz
wickszg uwage na role wakuoli, a zwlaszcza blo-
ny, ktéra ja otacza - tonoplastu w przekaznictwie
sygnatow miedzy otoczeniem a komdrka. Funkcje
regulacyjne wakuoli s bodaj najsilniej zaznaczone
w komorkach przyszparkowych aparatow szpar-
kowych. Zmiany turgoru tych komorek powodujg
zmiany apertury, czyli stopnia rozwarcia szparek,
a to z kolei reguluje tempo transpiracji i wymiany
gazowej.

Zmiany turgoru sa sci$le zwigzane z przeply-
wem jonéw K i CI” i towarzyszacym im przeply-
wem wody na drodze osmozy. W otwartych ko-
mérkach przyszparkowych stgzenie jonow K™ w
wakuoli wynosi ok. 200 mM i ok. 20 mM w cyto-
zolu. Potencjal cytoplazmy w stosunku do wnetrza
wakuoli wynosi od 0 do ok. —40 mV, a jego wiel-
koé¢ wynika z funkcjonowania specyficznej wa-
kuolarnej H' ATPazy i pirofosfatazy katalizujacych
transport jonow H' z cytoplazmy do wngtrza wa-
kuoli. W spoczynku stezenie wolnych jondw wap-
nia, [Ca*] W cytozolu jest rzadu 100 nM, tym-
czasem w wakuoli i w apoplascie jest o 3-4 rzedy
wielkosci wyzsze, Wérod sygnatow do zamknigeia

szparek jest wzrost stezenia wolnych jonéw wap-
nia w cytozolu do ok. | pM. Powoduje to urucho-
mienie mechanizméw przepltywu jonow K i towa-
rzyszacych im jondw Cl i innych aniondw z wa-
kuoli poprzez cytozol do apoplastu. Rejestruje si¢
wowczas zmiany stgzenia K' w wakuoli o
ok. 32 mM na 1 uM zmniejszenia apertury szparki
(Allen, Amtmann & Sanders, 1998). Tak samo
skierowane przeplywy jonowe i o podobnym natg-
zeniu towarzysza potencjalom czynnosciowym,
zwlaszcza u roélin, takich jak Mimosa czy Diona-
ea, u ktérych pobudzeniu towarzyszy nagta utrata
turgoru przez komorki motoryczne (Trebacz, Sto-
larz, Dziubinska & Zawadzki, 1997).

W ciagu ostatnich kilku lat udato si¢ scharakte-
ryzowac, stosujac glownie technike patch-clamp,
kanaly jonowe w tonoplascie, z udziatlem kiorych
nastepujg przeplywy jonowe odpowiedzialne m.in.
za zmiang apertury szparek. Badania wykonywane
technikg patch-clamp prowadzi si¢ na izolowanych
wakuolach uzyskiwanych badz przez przecigcie
splazmolizowanej tkanki (Trebacz & Schénknecht,
2000), badz w rezultacie rozbicia osmotycznego
protoplastéw uzyskanych w wyniku enzymatycz-
nego trawienia $ciany komorkowej (Schulz-
Lessdorf & Hedrich, 1995). W obu przypadkach
izolowane wakuole sa pozbawione skiadnikéw
cytozolu odpowiedzialnych za prawidiowe funk-
cjonowanie, a zwlaszcza regulacjg kanatdéw jono-
wych i innych transporterow wystgpujacych w
tonoplascie. Usitowania badaczy idg wigc w kie-
runku symulowania warunkéw panujacych w
cytozolu poprzez odpowiedni dobér medidw, w
ktérych zanurzone sa izolowane wakuole, badz
skrawki (atki) tonoplastu oraz roztworéw wypel-
niajacych mikroelektrodg pomiarowa. W zalezno-
éci od skladu medium, a takze gatunku rosliny i
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rodzaju komarek rejestruje si¢ prady, ktdre mozna
przypisac kanatom jonowym odpowiednich typow.

W tonoplascie komorek roglinnych dominuja
trzy typy kanalow transportujgcych kationy, a
zwlaszcza jony potasu (Allen & Sanders, 1997;
Krol & Trebacz, 2000). Sa to wolno aktywowane
kanaly wakuolarne (SV), wakuolarne kanaly pota-
sowe swoiste dla komorek szparkowych (VK) i
szybko aktywowane kanaly wakuolarme (FV).
Aktywnoéc wszystkich tych typoéw kanalow zalezy
od [Ca™]er. W submikromolamym [Ca®'],,, domi-
nujg prady niesione przez FV. Przy [Ca™'l.,
ok. I uM aktywacji ulegaja kanaly VK, natomiast
powyzej 1 uM, a u wielu gatunkow rosélin dopiero
przy ok. 100 uM [Ca’‘],. nastepuje otwieranie
kanatow typu SV (Allen & Sanders, 1996).

Kanaly typu FV ulegaja aktywacji w czasie
krotszym niz | ms w odpowiedzi na nagle zmiany
potencjalu. Wykazujg wlasnosei prostujace. Przy
jednakowych stezeniach K* po obu stronach tono-
plastu przewaza prad do wnetrza wakuoli. Pre-
wodnictwo  pojedynczych  kanaldw  wynosi
ok. 30 pS w symetrycznym 200 mM roztworze
KCI po obu stronach tonoplastu (Allen & Sanders,
1997). Aktywnosc kanalow typu FV zalezy wy-
raznie od pH medium i osigga maksimum przy
ok. 7,3 (Allen et al, 1998). Rola fizjologiczna
kanatow FV byla do niedawna niejasna. Uwazano,
ze glowng funkcja kanalow FV jest kontrola po-
tencjatu tonoplastu poprzez zwieranie przewod-
nictwa elektrogenicznych pomp jonowych (Allen
& Sanders, 1997). Znaczne gestosci pradu niesio-
nego przez kanaly FV rzedu 0,5 A/m’ moglyby w
utamku sekundy zmieni¢ polaryzacjg tonoplastu z
ok.-40 mV do ok.50 mV (w komodrkach przy-
szparkowych). Tak drastyczne zmiany potencjalu
nie byly obserwowane. Ostatnio udowodniono, Ze
kanaly typu FV sa silnie blokowane przez jony
Mg™ w stezeniu rzedu kilku mM (Briiggemann,
Potossin & Schonknecht, 1999; Pei, Ward &
Schroeder, 1999). ObecnoS¢ jondw magnezu w
cytozolu komorek rodlinnych (Leigh & Wyn Jo-
nes, 1986) gwarantuje, ze kanaly typu FV pozo-
stajg zamknigte w spoczynkowych warunkach.
Dodatkowym czynnikiem hamujgcym kanaly FV
sa wystepujace w cytozolu roslin poliaminy. takie
jak: spermina, spermidyna i putrescyna (Dobrovin-
skaya, Muniz, & Pottosin, 1999).

W odréznieniu od kanatow typu FV, kanaty typu
VK zdajg si¢ bra¢ udzial w procesie zamykania
szparek. Otwierajg sig przy [Ca:*]c,.z rzgdu pM, a
wige w warunkach jakie przejsciowo wystepuja w
komorkach przyszparkowych po  zadziataniu
czynnikow powodujacych szybkie zamykanie
szparek (Blatt, 1999; McAinsh, Brownlee & Het-
herington, 1997; MacRobbie, 1997). Kanaly VK

sa wysoce selektywne dla jonéw K'. Nie wykazujg
whasciwoscei prostujacych. Sa stosunkowo stabo
zalezne od pH. Wykazuja optimum aktywacji przy
pH ok.6,5 (Allen er al, 1998). Przewodnictwo
pojedynczych kanalow VK w symetrycznym
100 mM roztworze KCl wynosi 70 pS (Ward &
Schroeder, 1994).

Kanaly typu SV nalezg do najczesciej badanych
i przez to do najlepiej poznanych kanaléw jono-
wych w tonoplascie. Wystepuja u niemal kazdej z
badanych dotad komorek roélinnych, z wyjatkiem
glonow. Charakteryzuja si¢ stosunkowo dlugim
czasem aktywacji (200-100 ms) — stad ich nazwa.
Przewodnictwo jednostkowe w 100 mM KCl za-
wiera si¢ w przedziale 50-250 pS. Catkowity prad
niesiony przez kanaly typu SV mierzony w ukia-
dzie “whole-vacuole™ (analogicznym do “whole-
cell”) wynosi od 1do§A/m™ (przy potencjale
+100 mV). W warunkach fizjologicznych przenc-
sz gldwnie prad potasowy, chociaz ich przepusz-
czalnoéé dla jondw Ca”' jest niemniejsza niz dla
K' (Ward & Schroeder, 1994). Kanaly typu SV
majq silne wlasciwosci prostujace. Otwierajq sig
niemal wylacznie przy dodatnich potencjatach
(zgodnie z konwencjg, #e réznica potencjatow w
poprzek tonoplastu okreslana jest migdzy cytozo-
lem a wngtrzem wakuoli). To sprawia, ze w fizjo-
logicznym zakresie potencjaléw tonoplastu przy
zalozeniu jednakowych stezen jonéw K™ po obu
stronach btony, kanaly typu SV powinny byc¢ 7a-
mknigte. Wyjatkiem sa komorki przyszparkowe,
gdzie wspomniany juz gradient potencjatu elektro-
chemicznego dla potasu pozwala na otwicranie
kanatow SV i niewielki prad nawet przy potencjale
spoczynkowym. Wspomniano tez o aktywacji
kanatéw SV przez jony Ca®" od strony cytozolu w
stezeniu znacznie przekraczajacym fizjologiczne
granice. Pomimo tych wlasnosci kanatow SV
uznano je za odpowiedzialne za tzw. indukowane
wapniem wyrzucanie wapnia (ang. calcium indu-
ced calcium release, CICR). llos¢ jonow Ca®'
przedostajacych si¢ przez plazmalemme do cyto-
zolu po zadzialaniu odpowiednich bodzcow jest
niewystarczajgca do wywolania reakcji fizjolo-
gicznych rejestrowanych po stymulacji. Moglaby
jednak wystarczy¢ do wyrzucenia na drodze CICR
jonéw Ca®* z wakuoli i innych wewnatrz—komor-
kowych zasobow, a tym samym do wzmocnienia
sygnatu wapniowego w cytozolu (Ward & Schro-
eder, 1994). Postulowany udzial kanalow SV w
CICR zostal zakwestionowany na gruncie iloscio-
wym (Pottosin, Tikhonova, Hedrich & Schénkn-
echt, 1997). Ostatnio problem ten powrdécil, kiedy
stwierdzono, ze jony Mg w stezeniu 1-10 mM
zwigkszajg podatno$¢ kanalow SV na wapn. W
obecnosci Mg®" kanaly te otwieraly sig juz przy
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[Ca™ ). ok. 1 pM (Pei et al., 1999). Otwartym
pozostaje jednak wciaz pytanie: czy bez CICR, w
ktorym moga wzia¢ udzial kanaly SV dopiero po
aktywacji, stezenie wolnych jonow Ca®' w cyto-
zolu moze osiggnac wartosc rzedu 1 pM. Ponadto
kanaly SV sg nie tylko w komorkach przyszpar-
kowych majacych znaczny gradient jonow K= w
poprzek tonoplastu, ale niemal we wszystkich
tkankach, u ktorych takiego gradientu si¢ nie
stwierdza (Trebacz, Simonis & Schénknecht,
1994). Czyzby wigc ewolucja pozostawila kanaly
SV o boda) najwigkszej gestosci powierzchniowej
w tonoplascie siggajacej 1/um’ nie “powierzajac”
im zadnej funkgji fizjologicznej? Odpowiedzi na
to pytanie nalezy szuka¢ sprawdzajac wplyw in-
nych czynnikéw obecnych zwykle w cytozolu na
funkcjonowanie kanalow SV. Wiele takich czyn-
nikobw juz przebadano. Stwierdzono m.in., Ze
obecnoé¢ MgATP po stronie cytozolowej zwigk-
sza prawie dwukrotnie staly czasowg aktywacji
(Trebacz & Schonknecht, 2001). Aktywnos¢ ka-
nalow SV zalezy rowniez od stopnia ich ufosfo-
rylowania. Sg one aktywowane zarowno przez
zalezne od kalmoduliny kinazy (CDPK) jak i fos-
fatazy wrazliwe na kwas okadajowy, za$ inhibo-
wane przez zalezne od Ca’" fosfatazy biatkowe
(Allen & Sanders, 1995; Bethke & Jones, 1997).
Przypuszcza sig, ze kanaly SV majg co najmniegj
dwa migjsca regulatorowe ulegajace odwracalnej
fosforylacji (Bethke & Jones, 1997). Kanaly SV sa
ponadto regulowane za posrednictwem bialek
14-3-3 (van der Wijngaard i in. 2001). Dodatek
biatka 14-3-3 po stronie cytozolowe) zmnigjsza o
prawie 80% prad przewodzony przez kanaty SV.
Poliaminy silnie inhibujg kanaty SV, podobnie jak
to ma miejsce w przypadku kanalow FV (Do-
brovinskaya et al., 1999). Inaczej niz w przypadku
kanatow FV, poliaminy mogg przechodzi¢ przez
kanaty SV przy wysokich dodatnich potencjatach,
co czyni je dobrym narzgdziem badawczym do
okreslenia struktury kanahi. Stosujac poliaminy o
roznej dlugodci stwierdzono, ze filtr selektywny
kanatu SV ma ok. 20 A diugodci i ok. 7,5 A $red-
nicy (Dobrovinskaya ef al., 1999).

Mimo dos¢ intensywnych badan kanalow jono-
wych w tonoplascie komodrek roslinnych wiele
probleméw pozostalo jeszcze do rozwiazania. Jest
wisrod nich wskazanie i scharakteryzowanie kana-
low odpowiedzialnych za potencjaly czynnoscio-
we na tonoplascie i okreélenie sposobdw sprzeze-
nia potencjatéw czynnosciowych plazmalemmy i
tonoplastu. Ponadto wciaZ niejasnym pozostaje, w
jaki sposéb regulacja kanalow jonowych w tono-
plascie przeklada si¢ na zmiany apertury aparatow
szparkowych i inne rytmiczne procesy uro$lin.
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