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POLYAMINES AND PROGRAMMED CELL DEATH

Agnieszka CHOJINACKA, Ewa SOBIESZCZUK-NOWICKA

Zaktad Fizjologii Roslin, Uniwersytet im. A. Mickiewicza w Poznaniu

Streszczenie: W ostatnich 10 latach coraz wigcej prac poswigconych jest regulacyjnej roli poliamin w
ekspresji genéw wzrostu i rozwoju. Dzis, kiedy uwaga badaczy skupia si¢ na poznaniu mechanizmow
programowanej $mieci komorki, naturalnym wydaje si¢ poszukiwanie mechanizmu genetycznej kontroli
tego procesu przy udziale poliamin. W pracy podsumowano dotychczasowy stan wiedzy na temat roli
poliamin w programowanej $mierci komorki i zaproponowano potencjalne mechanizmy dzialania polia-
min w tym procesie.

Stowa kluczowe: poliaminy, PCD, sygnalizacja komorkowa, transglutaminazy.

Summary: The natural polyamines are in multiple ways involved in cell growth and the maintenance of cell
viability. In the course of the last 10 years more and more evidence hinted also at their role in gene
regulation. It is therefore not surprising that the polyamines are involved in events inherent to genetically
programmed cell death. Numerous links have been identified between the polyamines and apoptotic
pathways. Aberrant polyamine concentration is most probably not a first cause of programmed cell death
but it may promote apoptotic mechanisms if they reach concentration above or below physiological
limits. Polyamines can be associated with many molecules by different types of binding. One of these is
conjugation to protein via transglutaminases, a family of enzymes that catalyse the covalent binding of
substrates with primary amine groups, like polyamines, to the protein. Transglutaminases are one of the
relevant factors of programmed cell death in animals; in fact in several animal cell-lines, the presence and
the activity of transglutaminases are considered markers of apoptosis. In contrast to the many evidence
for involvement of polyamines in the mammalian programmed cell death, almost no information is avail-
able regarding these factors during programmed cell death in plants. This review discusses the possible
mechanisms of the action of polyamines in physiological processes, including programmed cell death.
Natural polyamines can act within cells by: regulation of the expression of growth related genes; binding
to anionic sites and forming ion bonds; forming covalent bonds by enzyme-catalysed reactions; acting as
scavenging radicals; or producing cytotoxic aldehydes and reactive oxygen species via their oxidative
deaminations.
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WPROWADZENIE

Aktualnie wsrdéd badaczy panuje poglad, ze interakcja poliamin (PA) ze
sktadnikami subkomoérkowymi stanowi istotny mechanizm, poprzez ktéry PA
modyfikuja funkcje tych struktur. Poliaminy sa obecne w komorce, gdzie za pomoca
kationowych grup aminowych i iminowych w fizjologicznym pH wigza si¢
elektrostatycznie z ujemnie natadowanymi grupami fosforanowymi znajdujacymi si¢
w DNA i RNA, fosfoproteinach, fosfolipidach lub grupami karboksylowymi zlokali-
zowanymi gtownie w peptydach, kwasnych biatkach i kwasnych polisacharydach.
Powoduje to zmiany w konformacji makromolekut i struktur cytomembran, a takze
w ich aktywnosci fizjologiczno-biochemicznej [31].

Zmiany zwigzane z przylaczaniem/odtaczaniem PA do/od DNA moga decydowac
o ekspresji specyficznych genéw. Wiaze si¢ to z utworzeniem aktywnej trans-
krypeyjnie chromatyny i dostgpem do DNA polimeraz RNA transkrybujacych
wlasciwe geny, np. geny indukujace apoptoz¢ w komorce [za 24].

Oproécz elektrostatycznego, mozliwe jest rowniez kowalentne wiazanie PA do
struktur komorkowych. W nielicznych pracach podjeto probe zdefiniowania roli PA
zwigzanych m.in. w funkcjonowaniu i strukturze chloroplastow [9, 8, 29, 30].
Formowanie wiazan kowalentnych poliamina-biatko jest katalizowane przez zalezne
od Ca’"-acetylotransferazy, znane jako transglutaminazy (TGazy) [32, 26]. Na
podstawie dotychczasowych, nielicznych, zwlaszcza w przypadku komoérki roslinnej,
wynikow badan rozwazany jest udziat PA w programowanej smierci komérki — PCD
(ang. Programmed Cell Death).

W pracy podsumowano dotychczasowy stan wiedzy na temat roli PA w PCD
i zaproponowano potencjalne mechanizmy dziatania PA w tym procesie.
Dodatkowo zwrdcono uwage na TGazy, ktore w PCD komorek zwierzecych
okreslane sa mianem markeréw apoptozy [11].

2. MECHANIZMY DZIAYANIA POLIAMIN
W PROCESACH PROGRAMOWANEJ SMIERCI KOMORKI

Stezenie PA w komorce jest doktadnie regulowane i dlatego jego zmiany w
warunkach fizjologicznych sa mato prawdopodobne. W warunkach patologicznych
lub w wyniku dziatania szkodliwych substancji (takze lekow) moze dochodzi¢ do
powaznych odbiegajacych od normy zmian stgzenia PA, ktére sa symptomem
wejscia komorki na droge programowanej sSmierci.

Analizujac literature przedmiotu mozna zaproponowaé potencjalne mechanizmy
dzialania poliamin w PCD (ryc.1):

—regulacja ekspresji gendw,

— wiazanie si¢ PA do anionowych struktur komorki,

— tworzenie wigzan kowalentnych pomigdzy PA a bialkiem czy PA a kwasem thuszczowym,
— tworzenie cytotoksycznych aldehydow i reaktywnych form tlenu wwyniku tlenowej oksydacji PA,
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RYCINA 1. Mechanizmy dzialania poliamin w procesach programowanej Smierci komorki (na podstawie
[24]. zmienione)

FIGURE 1. The mechanisms of the action of polyamines in programmed cell death (accord. to
[24], changed)

— ,,zmiatanie” reaktywnych form tlenu (tworzenie kompleksow kationowych) — funk-
cja antyoksydantow.
Proponowane mechanizmy niekiedy wykluczaja si¢, co czyni temat udziatu
poliamin w PCD kontrowersyjnym, a zarazem bardzo atrakcyjnym.

2.1. Poliaminowa regulacja ekspresji genow

Kompleks mitogen-receptor aktywuje kilkanascie szlakéw sygnalizacyjnych w
komorce. Kilka z nich jest zaleznych od kinaz tyrozynowych. Fosforylacja tyrozyny
aktywuje biatko Ras (protoonkogen). Ras aktywuje szereg kinaz biatkowych.
Fosforylacja z udzialem kinaz inicjuje transdukcje sygnatu w jadrze przez kinazy z
rodziny p90. Kinazy p90 fosforyluja histony, w wyniku czego nastepuja zmiany
strukturalne w obrgbie chromatyny i aktywacja, przez fosforylacje, kilku czynnikdw
transkrypcyjnych [1].

Zarowno PCD, jak i cykl podzialowy na pewnym etapie maja wspolne mechaniz-
my regulacji, w ktorych uczestnicza geny wczesnej odpowiedzi komodrkowej (c-myc,
c-fos, c-jun), geny cyklin i kinaz cyklinozaleznych oraz geny supresorowe transfor-
macji nowotworowej (p53). Rola genow i ich biatkowych produktéw bioracych udziat
w PCD nie ogranicza si¢ jedynie do jej kontroli. Wiele dowodéw wskazuje, ze c-



164 A. CHOJNACKA, E. SOBIESZCZUK-NOWICKA

Kompleks mitogen l blona komérkowa
(czynnik wzrostu)-
receptor (kinaza tyrozynowa)

N

kinaza tyrozynowa

putrescyna

I kinaza tyrozynowa

oDC spermidyna

o

spermina

c-myc c-fos c-jun CREB
czynniki
transkrypcyjne

JADRO

RYCINA 2. Regulacja ekspresji gendw przy udziale poliamin. SOS (son-of-sevenless) — guanidynowy
faktor transferowy dla protoonkogennych bialek: Ras, Raf; PCK — kinaza C; MEK i ERK —
zewnatrzkomodrkowe sygnaty regulujace aktywnos¢ kinaz; p90 — kinaza p90; CREB — czynnik
transkrypcyjny regulujacy m.in. transkrypcje¢ ODC; ODC — dekarboksylaza ornityny (kluczowy enzym
szlaku biosyntezy putrescyny); c-fos, c-jun, c-myc — czynniki transkrypcyjne (na podstawie [24 ]
zmienione)

FIGURE 2. Polyamines in the expression of growth-related genes. SOS — son-of-sevenless; Ras, Raf —
protooncogenes; PKC — protein kinase C; ERK, MEK — extracellular signal regulated kinases; CREB —
cyclic AMP binding site of the ODC gene; ODC — ornithine decarboxylase; c-fos, c-jun, c-myc —
transcription factors

myc i p53 moga stymulowaé zarébwno apoptoze, jak i proliferacje komorek. Procesy
te sq modyfikowane w zaleznosci od dzialania innych czynnikéw m.in. czynnikéw
wzrostu, do ktérych zaliczamy PA [za 24].

Poliaminy wplywaja na kilkanascie szlakow fosforylacji i ekspresj¢ jadrowych
czynnikéw transkrypcyjnych (ryc. 2). Putrescyna (Put) stymuluje fosforylacje tyro-
zyny przez kinazy tyrozynowe i ekspresj¢ czynnikow transkrypcyjnych c-fos i
c-jun. Spermidyna (Spd) stymuluje fosforylacj¢ tyrozyny i kinaz oraz aktywacje
czynnika tanskrypcyjnego — c-myc [1].

W apoptozie komdrek nablonka jelitowego szczura (linia IEC-6) istotng role odgrywa
jadrowa fosfoproteina p53. Wzmozona ekspresja genu p53 obniza pule Put i Spd w
komdrce. W konsekwencji nastgpuje stabilizacja mRNA i biatka pS3. Ponadto, obnizeniu
puli PA towarzyszy wzrost ekspresji czynnika transkrypcyjnego c-jun i zahamowanie
ekspresji promotora p21, ktory odgrywa istotng role w procesie kancerogenezy [20].
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2.2. Wiazanie si¢ poliamin do struktur anionowych

Wiele biologicznych funkcji poliamin ma zwiazek z ich kationowa natura. Poliaminy
majq grupy aminowe, ktore w neutralnym pH sa protonowane (—NH;). Grupy te
znajduja si¢ przy ruchomych tancuchach weglowych i umozliwiaja jonowe taczenie
PA z ujemnie natadowanymi molekutami. Interakcje PA moga dotyczy¢ anionowych
grup biatek lub kwaséw nukleinowych. Energia wigzania wzrasta proporcjonalnie
do liczby fadunkow dodatnich od Put przez Spd do sperminy (Spm) [22].

Przyktadem zwiazanych z apoptoza interakcji poliamina-biatko jest hamujacy
wplyw Spm na aktywnos$¢ endonukleaz (enzymy nalezace do klasy hydrolaz). Endo-
nukleazy rozrywaja wiazania fosfodiestrowe wewnatrz tancucha kwasu nukleinowego
i katalizuja jego rozktad do oligonukleotyddéw. Spm zapobiega aktywacji endonukleazy
poprzez jonowe wiazanie si¢ do enzymu, stabilizujace jego nieaktywna forme [34].

2.3. Formowanie wigzan kowalentnych

W naturze PA pojawiaja si¢ czesto jako wolne molekularne zasady, ale moga
réwniez wiaza¢ si¢ z malymi czasteczkami (np. kwasami fenolowymi, gtéwnie z
kwasem cynamonowym) lub z makroczasteczkami (np. z biatkami). Konsekwencja
wigzania si¢ PA do kwasow tluszczowych sa lipofilne pochodne poliamin, ktore czesto
sa toksyczne dla komorki i moga by¢ przyczyna jej programowanej sSmierci [23].

Bardzo istotng modyfikacja potranslacyjng biatek z udzialem PA jest tworzenie wigzan
krzyzowych w dwuetapowej reakcji katalizowanej przez TGazy [32, 26]. W pierwszym
etapie nastepuje utworzenie kompleksu enzym-biatko poprzez przylaczenie enzymu do
reszty glutaminy w lancuchu biatkowym, a z grupy y-karboksyamidowej reszty
glutaminowej zostaje uwolniony amoniak. W drugim etapie zamiast enzymu do bialka
przylacza sie PA i enzym zostaje uwolniony. Obie reakcje sa katalizowane przez TGazy,
a ich wynikiem jest zmiana tadunku i konformacji biatka, co wplywa na zmiany w jego
wlasciwosciach biologicznych i fizykochemicznych.

W PCD komorek zwierzgcych TGazy i ich wzmozona aktywnos$¢ okreslane sa
markerem apoptozy. Przypisuj¢ si¢ im udzial w tworzeniu cial apoptotycznych, w
modyfikacjach potranslacyjnych biatek preferencyjnie degradowanych przez kaspazy oraz
sugeruje si¢ ich funkcje deaminacyjna (deaminacja biatka jest sygnatem do jego proteolizy)
[21]. Transglutaminazy moga zarowno stymulowag¢, jak i opoznia¢ czy nawet hamowac
apoptoze w komorce zwierzecej [2]. Rozbieznosci te wynikaja z charakterystycznej
jedynie dla komorki zwierzecej wielofunkcyjnosci TGaz. Moga one katalizowaé zardwno
reakcje transaminacji (opisana powyzej), jak i wykazywac aktywnos¢ GTP-az.

Wykazano, ze w jadrze TGazy modyfikuja rdzenie histonowe powodujac poliaminacje biatka
retinoblastoma (Rb). Rb jest protoonkogennym fosfobialkiem jadrowym (105 kDa)
uczestniczacym w regulacji cyklu komorkowego. Funkeja biatka Rb jest hamowanie podzialow
komorki przez zatrzymanie cyklu komorkowego. Wigzanie PA do biatka Rb chroni go przed
degradacja przez kaspazg i bialko zachowuje swoja biologiczna aktywnos¢ [2, 12].

Wykazano réwniez, ze PA przylaczane w reakcji transaminacji do biatek blony
mitochondralnej wptywaja na utrzymanie integralnosci tej blony [33]. Jak wiadomo,
konsekwencja przepuszczalnosci bfony mitochondrialnej jest uwolnianie z mitochon-
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drium cytochromu ¢ i uruchomienie kaskady reakcji biochemicznych prowadzacych
do apoptozy komorki.

2.4. Zrédlo cytotoksycznych produktow

Reakcja rozktadu Put, Spd i Spm polega na oksydacyjnej deaminacji tych PA z
wytworzeniem nadtlenku wodoru (H,O,) i jest katalizowana przez oksydazg
diaminowa (DAO), oksydaze poliaminowa (PAO) i oksydazg sperminowa (SMO)
[18]. Prawdopodobnie produkty utleniania PA wplywaja na apoptogenez¢ i na
indukcje nieapoptotycznej $mierci komdrkowej [3].

Toksyczne produkty oksydacyjnej deaminacji PA rosng w szeregu Put<Spd<Spm,
co wskazuje, ze nie tylko H O, ale takze utworzone z PA aldehydy sa czynnikami
cytotoksycznymi. Szczegodlnie toksyczna dla komorki jest akroleina tworzona przez
odrzucenie 3-aminopropanolu z utworzonych z Spd i Spm aldehyddow [27].

W obszarze zewnatrzkomdérkowym nie wystepuje katalaza i dehydrogenaza
aldehydowa, dlatego utworzone tam H O, i aldehydy sa znacznie bardziej
cytotoksyczne niz formy wewnatrzkomodrkowe.

2.5. Antyoksydanty

Najwazniejsza rolg w neutralizacji reaktywnych form tlenu — ROS (ang. Reactive
Oxygen Species) i stabilizacji komorki zapobiegajacej apoptozie oraz starzeniu komorki
petnig glutation i tioredoksyna [6]. Sugeruje si¢, ze rowniez PA moga petnié role
antyoksydantéw. Spm, majaca cztery grupy aminowe, wydaje si¢ by¢ bardziej
efektywna w wymiataniu wolnych rodnikéw niz trdjamina Spd czy dwuamina Put [17].

Poliaminy moga takze posrednio wptywaé na usuwanie ROS z komorki regulujac
aktywnos¢ enzymdw uczestniczacych w usuwaniu ROS: dysmutazy ponadtlenkowe;j,
peroksydaz i katalazy oraz enzyméw szlaku Halliwel-Asada [13, 14, 15].

Ponadto, ROS moga funkcjonowac¢ w komorce jako czasteczki sygnalowe wywolujace
szereg reakcji zwigzanych z odpowiedzig rosliny na czynniki stresowe srodowiska [10].
Uwaza sig¢, ze PA moga uczestniczy¢ w tancuchu przekazu sygnatu, via reaktywne formy
tlenu, posrednio poprzez generowanie w reakcji ich oksydacji nadtlenku wodoru [18].

3. POLIAMINY W PROGRAMOWANEJ SMIERCI
KOMOREK ROSLINNYCH

Reakcja nadwrazliwosci — HR (ang. Hypersensitive Response) u ro$lin jest
rozpatrywana jako jedna z form PCD bedaca jednym z mechanizméw obrony roslin
przed chorobami. Reakcja nadwrazliwos$ci polega na uruchomieniu programu $mierci
komérki w tkance bezposrednio przylegajacej do miejsca, przez ktore wniknat
patogen lub elicitor [35, 16]. Wykazano, ze PA odgrywaja znaczaca rolg¢ w tym
procesie. Bezposrednim czynnikiem, ktéry pobudza biatka pro-apoptotyczne w HR
u tytoniu podczas infekcji wirusem TMYV, jest Spm. Reakcja nadwrazliwosci powo-
duje podwyzszenie poziomu DAO i PAO [4, 5]. Wytwarzany w reakcji oksydacji
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poliamin H,O, jest rozwazany jako element sprawczy dla apoptotycznej Smierci
komorki w zainfekowanej roslinie [38, 37].

Kolejnym procesem charakterystycznym dla rosliny i angazujacym mechanizmy
PCD jest starzenie. Starzenie jest waznym procesem w cyklu zyciowym rosliny,
bezposrednio poprzedzajacym $mier¢ wybranej grupy komorek, okreslonych organow,
np. lisci lub calych organizmdéw. Zapoczatkowanie starzenia si¢ lisci, jak réwniez
jego prawidlowy przebieg, wymaga ekspresji szeregu specyficznych genow, z ktorych
najwigksza poznang rodzing stanowia tzw. geny sags (ang. Senescence Associated
Genes). Zidentyfikowano wiele genow, ktorych produktami bialkowymi sg enzymy
uczestniczace podczas starzenia si¢ w procesach degradacyjnych, takie jak: proteazy,
nukleazy, a takze enzymy zaangazowane w metabolizm lipidéw i weglowodanow.
Kondensacja chromatyny na terenie jadra, a takze nieprzypadkowa internukleosomalna
fragmentacja jadrowego DNA (nDNA), jak réwniez wystgpowanie w starzejacych
si¢ komorkach mezofilu specyficznych nukleaz oraz proteaz cysteinowych wskazuja,
Ze proces starzenia si¢ liSci angazuje mechanizmy PCD [28].

Zostato wykazane, ze egzogennie podane PA maja dziatanie antystarzeniowe.
Egzogennie podana Spd hamuje degradacje biatek tylakoidow i chlorofilu [19]. Badano
réwniez udzial PA w chloroplastach starzejacych sig¢ liSci jeczmienia [36]. Poziom
zwigzanych z blonami tylakoidow Put i Spd wzrastal w czasie starzenia. Obserwo-
wane zaleznosci byly skorelowane z aktywnoscia i poziomem chloroplastowych TGaz.
Uzyskane wyniki moga wskazywaé na udzial PA, kowalentnie wiazanych do biatek
chloroplastow, w starzeniu si¢ chloroplastéw i posrednio w PCD. Niekompletnych
informacji na temat udzialu TGaz w PCD dostarczaja wyniki badan naukowcow
wiloskich [25, 7]. Della Mea i wsp. [7] uwazaja, ze towarzyszacy starzeniu si¢ kwiatow
tytoniu wzrost aktywnosci chloroplastowych TGaz wiazacych PA jest niezbedny dla
utrzymania pewnego stalego poziomu energii wykorzystywanej podczas zachodzacych
zmian morfologicznych i strukturalnych trwajacych podczas PCD.

4. WNIOSKI

Poznanie mechanizmu dziatania PA w PCD jest niezwykle trudne z uwagi na
powszechno$¢ ich wystepowania, na réznorodnos¢ petnionych funkceji zaleznych od
lokalizacji w komorce, na okres rozwoju rosliny i na sam proces. Zwlaszcza poznanie
funkcji poszezegolnych PA sprawia olbrzymie trudnosci. Zdefiniowanie roli PA w
PCD na podstawie jedynie zmian w ich puli wydaje si¢ by¢ niezwykle trudne.
Mimo to zaobserwowano swoiste zaleznosci pomigedzy indukcja PCD i jej
przebiegiem a poziomem PA i ich metabolizmem (synteza, degradacja) w komorce:
1) Stymulacja katabolizmu PA, zwiekszenie poziomu i aktywnosci enzymow katabo-
licznych: N-acetylo-transferaz i oksydaz poliaminowych jest powszechna odpo-
wiedzig komorki na jej programowana Smier¢.

2) Obnizenie si¢ poziomu gldwnie Spd i Spm jest wspdlng cecha komdrek na pé6znych
etapach procesu.
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3) Obnizenie poziomu PA destabilizuje strukture chromatyny i czyni ja bardziej podatna
na degradacje przez nukleazy, a H,O, wytwarzany w reakeji oksydacji PA  jest
rozwazany jako element inicjujacy PCD.

Obecnie jednym z kierunkéw badan nad funkcja PA w PCD jest utworzenie
strukturalnych analogdéw PA, ktore dziataja podobnie, ale sa bardziej selektywne, np.
w wiazaniu do struktur czy ukierunkowanym transporcie. Mozliwa jest taka modyfi-
kacja szkieletu PA, poprzez odpowiednie przytaczenie podstawnika, by otrzymaé
zwigzki wybidrczo wiazace biatka receptorowe, blonowe czy enzymatyczne.
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