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Streszczenie: Pozakomorkowe nukleotydy (eNTP), czyli nukleotydy wystepujace poza obszarem cyto-
plazmy, w matriks pozakomoérkowej, zostaly odkryte prawie 100 lat temu w komdrkach zwierzgcych.
Okazato sig, ze nukleotydy nie tylko moga budowaé¢ ni¢ DNA/RNA czy by¢ rezerwuarem energii dla
réznych proceséw biochemicznych (jak np. ATP czy GTP), ale rowniez moga petni¢ istotna funkcje w
koordynacji wzrostu i rozwoju komoérek. Dodatkowo zaangazowane sg one w zachowanie homeostazy
calego organizmu zwierzgcego przez utrzymywanie odpowiedniego cisnienia krwi czy odpowiedz im-
munologiczng. Scharakteryzowanie receptorow (purynoceptordw) rozpoznajacych pozakomorkowe
nukleotydy oraz enzymoéw (apyraz), ktore dziatajac w matriks pozakomorkowej moga przeprowadzaé
hydroliz¢ eNTP, pozwolito na lepsze poznanie roli, jaka nukleotydy te petnia w komorkach. Nukleotydy
pozakomoérkowe syntetyzowane sa w obrgbie cytoplazmy komorki, a nastgpnie transportowane do
matriks pozakomorkowej. Wskazano trzy rdzne drogi sekrecji nukleotydow obejmujace: stopniowg —
polegajaca na wydzielaniu ich przez egzocytoze pecherzykow; szybka — wydzielanie przez kanaty
jonowe i trzecia przy udziale transporterow opornosci wielolekowej. Powszechno$¢ wystgpowania
eNTP oraz istotna rola, jaka pelnia u zwierzat, kazata przypuszczaé, iz podobny system regulacji
wzrostu i rozwoju komorek czy odbierania sygnatow ze srodowiska moze by¢ obecny w $wiecie roslin.
Pierwsze doniesienia 0 mozliwosci wystgpowania pozakomoérkowych nukleotydow u roslin pochodza z
lat 70. ubieglego wieku, z badan nad wptywem egzogennie podawanego ATP na zamknigcie putapki
muchotéwki, dzialanie aparatu szparkowego komeliny czy szybkos¢ podziatéw komdrkowych pylnika
lilii. Jednak dowody na to, ze pozakomdrkowe nukleotydy moga petnic funkcje rownie wazne, jak w
komorkach zwierzgcych, pojawily si¢ na przestrzeni kilku ostatnich lat. Wyniki badan wskazuja, ze
eNTP moga by¢ zaangazowane w odpowiedzi roslin na stres biotyczny i abiotyczny czy udzial w
rozwoju oraz wzroscie komoérek. Zaczg¢to poznawaé mechanizmy odbioru i inaktywacji sygnatu wzbu-
dzanego przez nukleotydy pozakomorkowe, m.in. u coraz wigkszej liczby gatunkéw roslin sa identyfi-
kowane bialka z rodziny apyraz przeprowadzajacych hydroliz¢ eATP (pozakomorkowego ATP). Wyka-
zano, iz mutacja tego enzymu u Arabidopsis thaliana skutkuje zaburzeniem wzrostu siewek oraz steryl-
noscia roslin powodowana niekietkowaniem ziaren pytku. Badania nad rozwojem wlosnikow ryzu, gdzie
zachodzi wzrost szczytowy, wskazaly na istotng rol¢ apyraz w wydtuzaniu wypustki wtosnikowej.

*Praca wspotfinansowana w ramach projektu COTS FA0604, badan wilasnych Katedry Ge-
netyki (1R-0110-009) oraz projektu UPGOW wspdtfinansowanego przez Uni¢ Europejska
(zadanie 55, podzadanie 482- stypendia dla doktorantéw).
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Udowodniono rowniez wystepowanie wigkszych stezen nukleotydow pozakomorkowych w obszarach
dynamicznego wzrostu czy roznicowania komodrek. Badania komdrek roslinnych pokazaly, iz pozako-
modrkowe nukleotydy sa czasteczkami sygnalowymi indukujacymi zmiany st¢zenia jondéw wapnia w
cytoplazmie lub wytwarzanie reaktywnych form tlenu. Mechanizmy te naleza do jednych z najbardziej
uniwersalnych i podstawowych w swiecie roslin. Dodatkowo wykazano wzrost st¢zenia eATP w miej-
scu zranienia badZz w odpowiedzi na atak patogennych grzybow czy w warunkach stresu osmotycznego.
Oznacza to, ze pozakomorkowe nukleotydy odgrywaja wazna rolg w aktywowaniu roslinnych mechani-
zmoéw obronnych oraz umozliwiaja dostosowanie si¢ organizmu do nowych warunkow srodowiska.
Wystgpowanie pozakomodrkowych nukleotydow moze by¢ bardzo stare ewolucyjnie i towarzyszy¢
roslinom juz od milionow lat. U zielenic odkryto biatka homologiczne do apyraz, jak rdwniez receptory
czgsciowo podobne do purynoceptorow. Poniewaz rosliny juz we wezesnym dewonie narazone byly na
kontakt z grzybami, poczatkéw powstania mechanizmu obrony przed tymi patogenami nalezy szuka¢ w
tak odlegtych czasach. Badania nad reakcja glonow na fragmenty scian komorkowych grzybow wykazaly,
7e jest ona oparta na zwigkszeniu sekrecji ATP na zewnatrz cytoplazmy. Podobne wyniki otrzymano dla
odpowiedzi komdrek glonu na zranienie. Potaczenie informacji o powszechnym wystgpowaniu nukle-
otydéw pozakomorkowych, ich wezesnym pochodzeniu ewolucyjnym, udziale w koordynacji wzrostu
i rozwoju komorek oraz pehieniu waznej funkcji w odpowiedzi na stresy biotyczne oraz abiotyczne
wskazuje na eNTP, jako kluczowe czasteczki sygnatowe w $wiecie roslin. W pracy przedstawiono
przeglad artykutow potwierdzajacych t¢ hipotezg.

Stowa kluczowe: nukleotydy pozakomoérkowe (eNTP), apyrazy, purynoceptory, sygnalizacja, odpo-
wiedZ na stres.

Summary: Extracellular nucleotides (eNTP) occur outside the cytoplasm in the extracellular matrix, were
discovered almost 100 years ago in animal cells. These studies showed that the nucleotides are not only
building a strand of DNA/RNA or constitute reservoir of energy (eg ATP or GTP) for various biochemical
processes, but also may play role in cell growth and development. Extracellular nucleotides are also
involved in maintaining homeostasis in the whole animal organism by maintaining adequate blood pressure
and immune response. Characterization of receptors that recognize extracellular nucleotides (purynocep-
tors) and enzymes that act in the extracellular matrix caring out the hydrolysis of eNTP, and thus
regulating their levels, made possible a better understanding of the role of extracellular nucleotides play in
cells. Extracellular nucleotides are synthesized within the cytoplasm of the cell and then secreted into the
extracellular matrix. Three different ways of eNTP transferring were identified, including their gradual
secretion by exocytosis of secretory vesicles, rapid — by the ion channels or in the association with
multidrug resistance transporters. The prevalence of eNTP and the important role they play in animals
allowed for assumption that a similar system of regulation of cell growth and development may occur in
plants. First reports about the possibility of the presence of extracellular nucleotides in plants were given
in the 70's last century. First studies were focused on the effect of exogenously administered ATP on
closure of the trap flycatchers, on the modulation of stomatal guard cell aperture and on the cell division.
However, evidences that they may serve as important function as in the animal cells appeared recently.
Botanists have only just started to explore the mechanisms underlying their actions. This paper presents
results of the researches that show the importance of the eNTP in plant response to biotic and abiotic
stresses and on cell development and growth. The family of proteins called apyrases are identified in
increasing number of plant species. Their mutations cause disruption in Arabidopsis seedling growth, and
plants are sterile due to lack of germination of pollen grains. Studies on development of rice root hairs (that
also show a tip growth as in a case of germination of pollen grains) revealed a major role of apyrases.
Studies carried out on plant cells showed that extracellular nucleotides are signaling molecules inducing cell
response — production of reactive oxygen species or changes in calcium ion concentration in the cyto-
plasm. These mechanisms are the most universal and fundamental in the world of plants. Additionally,
they proved to increase the concentration of eATP in wounding tissues or in a response to the attack of
fungal pathogens and to osmotic stress. This means that extracellular nucleotides play an important role
in plant defense and in the adaptation to new environmental conditions. The publications in recent years
also suggest that extracellular nucleotides may be evolutionally very old and accompanied plants for
millions of years. Some fungal elicitors induce an uptake of Ca®" in plant cells, and this could be a
mechanism for release of ATP from cells under the attack of fungal pathogens. Similar results were
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obtained for cells of algae in response to wounding. It is not known how ancient the reactive oxygen
species strategy of plant pathogen defense is, but the fossil record indicates that plants had already
developed fungal defense mechanisms in the Devonian era a billion years ago. Assembling information
about the prevalence of extracellular nucleotides, their participation in the coordination of growth and
development of plant cells, early evolutionary origin of eNTP and important functions in response to
stress indicated that there are a key signal molecules in the plant world. The paper presents a review of
articles supporting this claim.

Key words: extracellular nucleotides (eNTP), apyrases, purinoceptors, signaling, response to stress.

1. WSTEP

Najbardziej znane funkcje nukleotydow znajdujacych sie w obrebie komorki to
magazynowanie i uwalnianie energii w szeregu procesow biochemicznych oraz
budowa tancuchow DNA i RNA. Jednak oprocz puli nukleotydow wewnatrz
komorki opisano nukleotydy pozakomorkowe (ang. extracellular nucleotides)
oznaczane w literaturze skrotem eNTP lub xNTP, wystepujace w matriks
pozakomorkowej — ECM (ang. ExtraCellular Matrix,), ktorym przypisuje si¢ m.in.
pelnienie funkcji sygnalowych. Nukleotydy pozakomodrkowe zostaly dobrze poznane
i opisane dla swiata zwierzat, o czym najlepiej $wiadczy ponad 12 000 publikacji
na ten temat w bazie PubMed (http.//www.nchi.nlm.nih.gov). O ile juz w latach
90. ubieglego wieku postulowano obecnos¢ eNTP takze u roslin, to brakowato
eksperymentalnych dowodéw potwierdzajacych te zatozenia. Dopiero badania
ostatnich lat dostarczyly przekonujacych argumentdéw nie tylko na obecnos¢ pozako-
moérkowych nukleotydow w swiecie roslin, ale wskazaly, iz moga one petni¢ wazne
funkcje w sygnalizacji, koordynacji wzrostu i rozwoju komorek czy utrzymaniu ich
zywotnosci. Zwierzgce nukleotydy pozakomorkowe sa lepiej poznane i czgsto
stanowia odniesienie do rozpatrywania tego zagadnienia u ro$lin, dlatego w pracy
przedstawiono podstawowe informacje o zwierzgcych eNTP i roli, jaka one pehia.

2. NUKLEOTYDY POZAKOMORKOWE
JAKO CZASTECZKI SYGNALOWE

Nukleotydy sa syntetyzowane w obrebie komorki, a nastepnie moga by¢
wydzielane na zewnatrz blony komdrkowej, gdzie trafiaja do ECM. Udowodniono
trzy mozliwe drogi takiego wydzielania: przez kanaly przepuszczalne dla ATP [66],
przez egzocytozg [7] lub z wykorzystaniem transporteréw opornosci wielolekowej
— MDR (ang. Multidrug Resistance Transporters) [8]. W przypadku sekrecji przez
egzocytoze, pecherzyk po polaczeniu si¢ z blong komorkowa, uwalnia swoja
zawartos¢ do matriks pozakomoérkowej, przyczyniajac sie do wzrostu stezenia
nukleotydow poza obrebem komorki [38, 85].
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Przypuszczenia, ze pozakomodrkowe nukleotydy moga pehi¢ funkcje sygnatowe
pojawily si¢ juz w latach 20. ubieglego wieku, a ostatecznie potwierdzono odgrywanie
takiej roli przez nukleotydy purynowe: ATP (2'-deoksyadenozyno-5'-trifosforan), ADP
(2'-deoksyadenozyno-5"-difosforan) [67], GTP (2'-deoksyguanozyno-5'-trifosforan) [4],
a takze nukleotydéw piramidowych: UTP (2'-deoksyurydyno-5'-trifosforan) [63], UDP
(2'-deoksyurydyno-5'-difosforan) [31] oraz CTP (2'-deoksycytozyno-5'-tri-fosforan) [5].
Po raz pierwszy nukleotydy pozakomérkowe zostaly opisane w 1929 roku na podstawie
doswiadczen nad wpltywem podawania mieszanin réznych zwigzkdéw zwierajacych
adeniny na czestotliwos¢ skurczow migsnia sercowego ssakow. W badaniach tych
wykazano, ze roztwory z rdéznymi stezeniami adenin, ktorymi traktowano serca,
wywolywaty zréznicowane zmiany w czestotliwosci skurczow migsnia [22].

Jednak dopiero 50 lat po odkryciu eNTP u zwierzat poznano receptory dla tych
czasteczek, umozliwiajace im pehienie funkeji sygnatowej, tzw. purynoceptory (ang.
purinoceptors) [9, 10]. Wyrdzniono trzy ich typy, w zaleznosci od rozpoznawanej
czasteczki sygnatowej: P1, P2Y i P2X podzielone na wiele podtypdéw [11]. Receptory
P1 wiazace adenozyng zostaly odkryte jako pierwsze. Wyrdzniono cztery ich podtypy
jednak wszystkie sg biatkami podobnymi do rodopsyny, nalezacymi do rodziny receptoréw
sprzezonych z biatkami G — GPCR (ang. G Protein-Coupled Receptor) [49]. Receptory
P2 aktywowane sa z kolei przez puryny i pirymidyny, przy czym PX2 zaliczono do rodziny
kanalow jonowych bramkowanych ligandem, a P2Y do receptoréw sprzgzonych z
biatkami G [1]. Nie wyklucza si¢ jednak istnienia innego rodzaju receptorow eNTP
mogacych wystepowac u bakterii, drozdzy czy prymitywnych bezkregowcow [32].
Opisano takze enzymy przeprowadzajace hydrolize nukleotydow pozakomoérkowych, a
zatem regulujacych ich stezenie w EMC i w ten sposdb wyplywajacych na odpowiedz
komorki, przez inaktywacje sygnatu niesionego przez nukleotydy pozakomorkowe. Sa
to tak zwane apyrazy opisane szerzej w dalszej czesci artykutu.

Od czasu odkrycia eNTP dobrze poznano procesy, w ktorych biora one udziat
w $wiecie zwierzat, a takze opisano mechanizmy ich dziatania. Udowodniono, iz
nukleotydy pozakomoérkowe uczestnicza w procesach neuroprzekaznictwa [11, 52],
odpowiedzi immunologicznej, regulowania wzrostu komorek czy utrzymania odpo-
wiedniego cisnienia krwi [23, 79]. W ostatnich latach pojawia si¢ coraz wiecej
informacji o pozakomorkowych nukleozydach, czyli zasadach azotowych potaczonych
z pierscieniem cukru. Badacze postuluja m.in. obecnosé jednego rodzaju receptorow
odbierajacych sygnat z pozakomérkowych nukleotydow i nukleozyddéw adeninowych,
niemniej wigkszos¢ prowadzonych badan jak na razie skupia si¢ na eNTP [67].

Obecnos¢ nukleotydow pozakomoérkowych u zwierzat i wazna rola, jaka petnia u
tych organizméw, pozwalala przypuszczac, ze bedzie mozna je znalezé rowniez w
Swiecie roslin. Pierwsze doniesienia potwierdzajace ta teori¢ pojawily si¢ ponad 30
lat temu — okazalo sig, ze egzogenne podawanie ATP powodowalo szybkie zamknigcie
putapki u muchotowki (Dionaea muscipula) [35]. W innych badaniach, jako reakcje
na zwiekszenie stezenia ATP w EMC, zaobserwowano wzrost szybkosci mitotycznych
podzialéw komérek pylnikow lilii (Lilium longiflorum) [39] czy zmiang $rednicy otworu
aparatu szparkowego komeliny (Commelina communis) [54]. Kolejnych dowodow
Swiadczacych o znaczeniu zwiazkdéw chemicznych budujacych pozakomoérkowe
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nukleotydy, dostarczyly badania z uzyciem kofeiny (pochodnej puryny), ktore wykazaly
hamowanie cytokinezy [6], spowolnienie roznicowania elementdw trachealnych Zinnia
elegans [60] czy podzialow komorkowych w pylniku lilii [57].

Badania prowadzone w trakcie ostatnich kilku lat potwierdzily wystgpowanie oraz
udziatl pozakomoérkowych nukleotydow u roslin w regulacji takich procesow, jak:
wzrost, rozwoj i sygnalizacja [64, 65]. Przede wszystkim udowodniono obecnosé
eNTP w matriks pozakomorkowej [42]. Przypuszcza sie, ze wydostaja si¢ one na
zewnatrz cytoplazmy ta samg droga jak w komorkach zwierzgcych, czego dowodem
moze by¢ akumulacja eATP (ang. extracellular ATP) w szczytowej czesci rosnacej
wypustki wlosnikowej, gdzie nastepuje zwigkszona egzocytoza pecherzykdw [16, 42]
czy odkrycie u Arabidopsis homologa transportera MDR — glikoproteiny P
(AtPGP1) majacej zdolnos¢ zwigkszania koncentracji eATP w matriks pozakomor-
kowej [42]. Wykazano takze, ze kontakt epidermy korzenia z roztworem zawie-
rajacym nukleotydy zmienia potencjat blonowy komérek wlosnikowych Arabidopsis.
Blyskawiczna depolaryzacja btony komdrkowej wlosnikéw nastgpowata po podaniu
1 mM roztworu ATP, ADP lub GTP. Natomiast zadnej reakcji nie obserwowano po
podaniu fosforu, TTP (2'-deoksytymidyno-5'-trifosforan) badz CTP [46]. Oznacza
to, ze nie wszystkie nukleotydy zaangazowane sg w te same reakcje komorki, a
ponadto ze eNTP moze by¢ pierwszorzedowa czasteczka sygnatowa wywotujaca
reakcje roznych elementéw szlaku transdukcji sygnatu, jak np. polaryzacja blony
komorkowej. Dodatkowo, rézne stezenia ATP i ADP wywolywaly podobna reakcje,
wskazuje to na réznice w odbiorze sygnatu czasteczek zbudowanych z tej samej
zasady azotowej [37, 46]. Jednakze préby znalezienia roslinnych homologow
purynoceptorow nie zakonczyly si¢ powodzeniem (z wyjatkiem jednego biatka u
zielenic), stad mozna przypuszczac, iz rosliny musialy wyksztalcié receptory innego
typu dla odbioru sygnatéw eNTP, tak jak postuluje si¢ to dla bakterii, drozdzy i
prymitywnych bezkregowcow [32].

Kolejnym etapem badan bylo wykazanie, ze egzogennie podane r6zne nukleotydy
wywoluja zmiany poziomu jonéw wapnia w cytoplazmie ([Ca’*]cyt.) komérek korzenia
[20] i siewek Arabidopsis [36]. Takze w tych eksperymentach zaobserwowano rozne
zmiany w gradiencie [Ca>"Jcyt. w zaleznosci od zastosowanego nukleotydu — wyrazna
odpowiedz w wypadku ATP i ADP, nieznaczng po zastosowaniu UTP, jak i brak reakcji
na AMP (2'-deoksyadenozyno-5'-monofosforan) [20]. Potwierdza to przypuszczenia
0 wystepowaniu receptoréw specyficznych dla konkretnych nukleotydow. Dodatkowo,
badania prowadzone na protoplastach wykazaly, iz receptory dla pozakomoérkowych
nukleotydow wystepuja w blonie komdrkowej, a nie w EMC [21]. Natomiast
zastosowanie blokera kanaléw wapniowych — gadoliny (Gd*") czy antagonistow
receptoréw P2 (np. suraminy) zniosto dziatanie pozakomdrkowych nukleotydow, co
jasno dowodzi, ze wczesniejsze zmiany stezenia [Ca’Jcyt. spowodowane byly
aktywacja kanalow wapniowych przez eATP/eADP [20, 36].

Wykazano rowniez, ze eATP powoduje w komorkach wzrost wytwarzania
reaktywnych form tlenu — ROS (ang. Reactive Oxygen Species) [2, 70]. Ciekawym
aspektem prowadzonych prac byto odkrycie dziatania adenozyny, ktora hamowata
powstawanie ROS. Skoro adenozyna jest produktem rozktadu eATP, zapropono-
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wano mechanizm hamowania zwrotnego — rozklad pozakomoérkowego ATP,
wywolujacego wytwarzanie ROS, jest jednoczesnie sygnatem dla komorki, iz
zwickszone wytwarzanie reaktywnych form tlenu nie sa juz potrzebne i mozna je
wstrzymac [37, 70].

Dodatkowo stwierdzenie wysokiego stezenia ATP w wodzie morskiej, siggaja-
cego | nM [3], stalo si¢ podstawa hipotezy, iz takze prymitywne komorki glonow
badz innych organizméw juz od poczatkdéw ewolucji mogly wykorzystywac
pozakomorkowe nukleotydy jako czasteczki sygnatowe [17]. Jak wspomniano
weczesniej, nukleotydy syntetyzowane sa wewnatrz komoérek i aby mogly stuzy¢ jako
czasteczki sygnatowe w EMC, musza zostaé przetransportowane na zewnatrz blony
komdrkowej. Uwaza sie, ze ATP w wodzie morskiej pochodzi z uszkodzonych
komorek fitoplanktonu [3], tak jak jest to w przypadku wyptywu ATP ze zranionych
komorek ladowych roslin wyzszych [70]. Dowodem na zdolnos¢ reagowania
prostych organizméw morskich na sygnal niesiony przez eNTP bylo odkrycie u
zielenicy Ostreococcus tauri czy s$luzowca Dictyostelium discoideum biatka
podobnego do zwierzecych purynoceptorow [25, 26]. Co prawda zgodnosé sekwen-
cji aminokwasowych wynosi tylko 28%, jednak udowodniono, ze wytypowane biatko
wykazuje wysokie powinowactwo do ATP; dodatkowo posredniczy takze w
zmianach transportu jonéw przez blong komdrkowa, tak jak zwierzgce receptory
typu P2X [26]. Receptor ten jest zlokalizowany po wewnetrznej stronie blony
komodrkowej, co mozna ttumaczy¢ koniecznoscia odgrodzenia go od srodowiska
zewnetrznego o wysokim i zmiennym stezeniu nukleotyddw, jednak nie mozna
wykluczyé, iz jest on polaczony z innymi biatkami znajdujacymi si¢ po przeciwnej
stronie plazmolemmy.

Badania makroalg Dasycladus vermicularis ujawnily, ze po zranieniu komorki
nastgpuje uwolnienie ATP [78], ktore z kolei moze indukowa¢ produkcje monotlenku
azotu (NO) i nadtlenku wodoru (H,0,). Udziat NO i H,0, w procesie odpowiedzi
obronnej na zranienie zostal udowodniony u Dasycladus [62]. Po odebraniu przez
organizm sygnatu o uszkodzeniu komorki, aktywacji ulegaja biatka dziatajace przeciwnie
wzgledem purynoceptoréw, ktore powodujg zmniejszenie produkeji NO i H)O,.
Przeprowadzone badania ujawnily zjawisko indukowania produkeji NO przez eNTP
takze u Acetabularia acetabulum [78]. Jest to reakcja analogiczna do odpowiedzi
Arabidopsis na zranienie [70]. Wyniki te moga sugerowac, iz przedostanie si¢
pozakomoérkowego ATP do cytoplazmy jest wykorzystywane jako sygnal uszkodzenia
komorki juz od kilkuset miliondw lat [17], czyli odkad pojawily sie zielenice [47].

Innego ciekawego dowodu na to, ze pozakomorkowe nukleotydy towarzysza
organizmom roslinnym od poczatkow ewolucji, dostarczyly analizy skamieniatosci
pochodzacych z wezesnego dewonu. Wykazaty one, ze juz wtedy komorki glonow
i psylofitow narazone byly na atak patogennych grzybow [76]. Stad konieczne byto
wypracowanie reakcji obronnej na kontakt z grzybowymi elicytorami. Odpowiedz
na kontakt z elicytorami polega na uwolnieniu z cytoplazmy eATP i zwigkszeniu
wytwarzania reaktywnych form tlenu [42]. Stad mozna przypuszcza¢, ze mecha-
nizmy obrony wykorzystujace eNTP zaczely si¢ ksztaltowa¢ we wezesnym dewonie,
czyli 416-397 mln lat temu [29, 76].
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Nalezy zaznaczy¢, ze zmiany poziomu zawartosci jondw wapnia w cytoplazmie,
wywolywane przez eNTP, naleza do najstarszych mechanizmow regulacji procesow
komodrkowych. Dowodem na to jest fakt, iz wszystkie przebadane fotosyntetyzujace
komorki w swoich szlakach transdukeji sygnatu wykorzystuja zmiany stezenia jonow
wapnia oraz aktywacji biatek wiazacych Ca®" (np. kalmoduliny) i CDPK (ang.
Calcium-Dependent Protein Kinase) [43]. A te z kolei moga by¢ aktywowane przez
eNTP. Takze wytwarzanie reaktywnych form tlenu wywolane przez obecnos¢ eATP
[21, 42, 70, 78] zostala wykazana u najstarszych ewolucyjnie roslin [62, 78] m.in. w
odpowiedzi na stres metali cigzkich u mchow [72] czy na zranienie u glonow [62].

Jezeli pozakomdrkowe nukleotydy sa pierwotnymi czastkami sygnatowymi, to
takze u glonéw powinny znajdowac si¢ apyrazy umozliwiajace regulacje stezenia
eNTP w matriks pozakomodrkowej. Analiza zsekwencjonowanego genomu glonu
Ostreococcus lucimarinus [56] ujawnita trzy prawdopodobne sekwencje bialek
apyraz nazwane: OIAPY1, OIAPY2 i OIAPY3 [17]. Co prawda analizy filoge-
netyczne wykazaly wigksze podobienstwo apyraz glonow do enzyméw drozdzy niz
ro$lin naczyniowych, niemniej wytypowane sekwencje zawieraja regiony konserwa-
tywne, charakterystyczne dla apyraz. Z analiz sekwencji aminokwasowych wynika,
ze OIAPY1 i OIAPY2 moga peti¢ swoje funkcje w matriks pozakomoérkowej. Warte
podkreslenia jest, iz takze w genomie Ceratopteris richardii (modelowego gatunku
paproci jednozarodkowych) [41] znaleziono sekwencje¢ wykazujaca homologie z
apyrazami Arabidopsis (AtAPY1 i AtAPY2) [17].

3. APYRAZY - ENZYMY REGULUJACE STF;ZENIE
POZAKOMORKOWYCH NUKLEOTYDOW

Jak w kazdym ze szlakéw transdukeji sygnatu, tak w przypadku tych aktywo-
wanych przez eNTP konieczne bylo poznanie mechanizmu inaktywacji czasteczki
sygnatowej. Postuluje sie, ze rolg taka moga pelni¢ enzymy powodujace rozktad
pozakomorkowych nukleotydow, a przez to spadek ich stezenia w EMC. W
komorkach zwierzecych scharakteryzowano grupe enzymow zdolnych do hydrolizy
trojfosforanowych i/lub dwufosforanowych nukleotydéw, nazwanych apyrazami badz
fosfohydrolazami nukleotydéw — NTPazy (ang. apyrase, nucleotide phospho-
hydrolases) |1, 44]. Wykazano, ze nie sg one ATPazami, ze wzgledu na niska
specyficznos¢ substratowa, nieczutos¢ na klasyczne inhibitory ATPaz, mniejsza liczbe
domen transmebranowych [44, 61] oraz obecnos$¢ czterech konserwatywnych
regionow dla apyraz — ACR (ang. Apyrase Conserved Regions) [30, 45].
Wyroézniono dwie klasy apyraz: ekto-apyrazy — aktywne katalitycznie w EMC oraz
endo-apyrazy — zlokalizowane wewnatrz komorki [44]. Przy czym obie klasy moga
by¢ potaczone z blona komorkowa przy pomocy jednej badz kilku domen btonowych
badz tez rozproszone w cytoplazmie czy EMC [1, 30]. Regiony transmembranowe
najczesciej wystepuja blisko N-konca, rzadziej przy C-koncu biatka [44]. W
komorkach zwierzecych ekto-apyrazy odgrywaja role w hydrolizie eNTP zaangazo-
wanego w inicjacje transdukcji sygnatu [11].
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Homologi apyraz zwierzgcych odnaleziono juz u szeregu roslin: ziemniaka
(Solanum tuberosum) [30], grochu (Pisum sativum) [33], fasoli (Vigna
unguiculata) 73], Arabidopsis thaliana [71], soi (Glycine soja) [19], ryzu (Oryza
sativa) [84] czy bawelny (Gossypium hirsutum) [18]. Najlepiej poznane i scharakte-
ryzowane sa 2 z 7 [37] apyraz Arabidopsis (AtAPY1 i AtAPY2), ktore wykazuja
87% podobienstwo sekwencji aminokwasowej [71]. O tym, jak te dwa bialka sa
wazne dla rosliny, najlepiej $wiadcza analizy mutantow Arabidopsis. Mianowicie,
mutant apylapy?2 jest sterylny, poniewaz jego ziarna pytku nie kielkuja [83].
Natomiast wprowadzenie do mutantéw apylapy2 genu apyrazy pod promotorem
SPIK (SHAKER POLLEN INWARD K CHANNEL) specyficznym dla pytku,
umozliwilo otrzymywanie nasion i siewek, ktore byly jednak kartowate [82]. Takze
mutanty insercyjne T-DNA apy2, u ktérych dodatkowo wyciszono ekspresje genu
AtAPY1 przy uzyciu RNAi wykazywaly fenotyp kartowy [83].

Analizy filogenetyczne roslinnych apyraz nie wykazaly ich podzialu na dwa klady
obejmujace ekto-apyrazy i endo-apyrazy [17]. Enzymy pochodzace z jednego
organizmu znajduja si¢ blisko siebie na drzewie filogenetycznym, niezaleznie od
swojego zlokalizowania w komorce. Przykladem moga by¢: endo-apyraza soi Gs50
[19] i ekto-apyraza soi Gs52 [28] pelniace rézne funkcje, ale znajdujace si¢ na
jednej gatezi filogramu [17].

W literaturze pojawia si¢ coraz wigcej informacji odnosnie roli apyraz we wzroscie,
rozwoju oraz sygnalizacji komoérek roslinnych, ktére posrednio wskazuja na udziat
nukleotydow pozakomdrkowych w tych procesach.

4. NUKLEOTYDY POZAKOMORKOWE
W REAKCJACH OBRONNYCH ROSLIN

Wzrost wytwarzania reaktywnych form tlenu czy wzrost stezenia jonow wapnia
w cytoplazmie jest jedna z odpowiedzi roslin na roznego rodzaju stresy biotyczne i
abiotyczne. Stad przypuszczenia, iz pozakomorkowe nukleotydy moga pelni¢ wazng
role w reakcjach obronnych.

Wykazano, ze pozakomdrkowe ATP jest wydzielane przez komorki podczas stresu
osmotycznego oraz mechanicznego, np. wywolywanego przez dotyk [36, 80]. Analizy z
wykorzystaniem lucyferyny-lucyferazy (ang. Luciferin-Luciferase) bioluminescencyjnego
znacznika ATP, wykazaly zwiekszong o 350% obecno$¢ pozakomérkowego ATP u siewek
Arabidopsis poddanych stresowi mechanicznemu, w poréwnaniu z kontrolg nienarazona na
stres. Brak jednak nadal bylo odpowiedzi na pytanie, czy sekrecja ATP do ECM jest skutkiem
reakcji na stres, czy tez moze czasteczki te pehnig funkcje sygnatu wywolujacego reakcje
obronne [36]. Poniewaz wiadomo, ze jednym z elementow odpowiedzi roslin na stres
osmotyczny czy dotyk jest zwiekszenie poziomu transkrypcji genéw z rodziny kinaz
aktywowanych mitogenami — MAPK (ang. Mitogen-Activated Protein Kinases)
sprawdzono poziom aktywnosci genow z rodziny MAPK po podaniu egzogennego ATP.
Kultury zawiesinowe komoérek Arabidopsis potraktowane roztworem o stgzeniu 500 mM
wykazywaly podwyzszong liczbe czasteczek mRNA nastepujacych gendw kodujacych biatka
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rodziny MAPK: ATMEKK1 (Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase Kinasel),
ATMPK3 (Mitogen-Activated Protein Kinase3) oraz ATPK19 (Ribosomal Protein S6
Kinase). Doswiadczenia przeprowadzone na siewkach daly podobny wynik. Sa to
bezposrednie dowody potwierdzajace, iz pozakomérkowe nukleotydy sa wazna czasteczka
sygnalowa wydzielana do ECM w odpowiedzi na stres osmotyczny, mechaniczny czy
zranienie, a takze, ze petnia funkcje wzmagajace reakcje obronng roslin przez regulacje
poziomu transkrypcji odpowiednich genow [14, 15, 21, 36, 69]. Udzial eATP w reakcji
obronnej na zranienie Arabidopsis potwierdzily pomiary stezenia tego nukleotydu w
miejscu uszkodzenia ro$liny. Ponadto, rosliny z nadekspresja gendw apyraz wykazywaly
zmniejszony poziom wytwarzania reaktywnych form tlenu w odpowiedzi na zranienie,
co powiazano z szybsza hydroliza eATP w matriks pozakomorkowej [70].

Innym stresem powodujacym szybka odpowiedz roslin jest atak patogenow.
Reakcja obronna obejmuje wzrost wytwarzania reaktywnych form tlenu i poziomu
transkrypcji gendw kodujacych m.in. inhibitory proteaz [55]. Badania nad odpowiedzia
komorek na atak patogenow prowadzono z uzyciem elicytorow, czyli fragmentow
scian komodrkowych roslin badz grzybdw, ktére po zwiazaniu si¢ z odpowiednim
receptorem indukuja reakcj¢ obronng [81]. Zastosowanie drozdzowych elicytorow
skutkowato uwolnieniem przez komorki ATP z cytoplazmy i zwigkszonym wytwarza-
niem ROS [42, 83]. Przypuszcza sie, ze eATP indukuje zmiany ilosci wytwarzanych
reaktywnych form tlenu za posrednictwem oksydaz NADPH. Dowoddéw na to
dostarczyly wyniki eksperymentéw z podwdjnymi mutantami Arabidopsis w genach
podjednostek dwoch oksydaz NADPH: AtrbohD i AtrbohF. Rosliny z mutacjami nie
wykazywatly wzrostu akumulacji ROS po potraktowaniu roztworem zawierajacym
ATP, podczas gdy u typu dzikiego nastapit ponad czterokrotny wzrost stezenia
reaktywnych form tlenu w komorkach pod wplywem egzogennego ATP [70]. Wysoki
poziom reaktywnych form tlenu jest skuteczna obrong przed patogenami, poniewaz
ROS sa cytotoksyczne dla patogendw, a dodatkowo wywotuja dalsze etapy odpowie-
dzi na atak m.in. zaggszczenie tancuchow polimerow Scian czy produkcje przeciw-
bakteryjnych zwiazkéw chemicznych [42, 55]. Natomiast fumonizyna B, inny silny
grzybowy elicytor, réwniez indukowata sekrecje ATP, ale jednoczesnie powodowata
$mieré komorki [13]. Smieré komoérki w odpowiedzi na infekcje jest dobrze opisang
strategia obronna roslin, uniemozliwiajaca rozprzestrzenianie si¢ patogendw w catym
organizmie. Interesujace, ze podobny efekt (Smier¢ komdrki) mozna wywolaé przez
podanie apyraz hydrolizujacych eATP w matriks pozakomoérkowej. Co wazne, do
pewnego momentu procesy prowadzace do smierci komorki mozna bylo cofnaé przez
podanie egzogennego ATP [13]. Zaproponowano model zakladajacy istnienie klasy
biatek podlegajacych kontroli eATP nazwanych: eARP (ang. extracellular ATP
Regulated Proteins), ktore dziela si¢ na dwie kategorie: eARPY™ (ang. viability)
odpowiedzialna za utrzymanie komorki przy zyciu oraz eARP™! (ang. defense)
powodujaca $mier¢ komdrki w odpowiedzi na atak patogendw. W zwyczajnych
warunkach wzrostu i rozwoju rosliny pozakomérkowe ATP aktywuje geny eARP™
uniemozliwiajace uruchomienie proceséw prowadzacych do smierci komorki. Jednak
usunigcie pozakomdrkowego ATP z EMC komérek skutkowalo aktywacja gendw z
zestawu eARP? a to powodowalo $mieré komorek [14, 15].
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5. POZAKOMORKOWE NUKLEOTYDY )
W KOORDYNACJI WZROSTU I ROZWOJU ROSLIN

Pierwszych dowodow na to, ze nukleotydy pozakomoérkowe moga wplywaé na
wzrost i rozwoj roslin dostarczyly badania siewek Arabidopsis hodowanych na
pozywkach z réznym stezeniem ATP. W przypadku pozywki o stezeniu 1 mM ATP
korzenie rosty poziomo, co oznacza zaburzenie ich grawitropizmu, 2 mM stgzenie
powodowalo zawijanie si¢ korzeni, a 3 mM hamowalo ich wzrost, jednoczesnie
pobudzajac rozwdj korzeni bocznych [74]. Préby kontrolne przeprowadzone z egzo-
gennym fosforem lub AMP nie wykazaly zadnych zmian w morfologii i wzroscie
korzenia wskazujac, ze wczesniej opisane efekty wywotywalo ATP, a nie np. zmiany
pH pozywki [74]. Poniewaz wzrost i rozwdj korzenia Arabidopsis jest pod wieloma
wzgledami koordynowany przez auksyne, zaproponowano, ze ¢eATP moze wplywaé
na dystrybucj¢ tego hormonu roslinnego w tkankach korzenia. Potwierdzono to
analizujac rosliny z konstruktem DRS5::GUS, u ktoérych, w przypadku hodowli w
obecnosci podwyzszonych stezen ATP, widoczne bylo zahamowanie transportu auksyny
w korzeniu [74]. Natomiast w doswiadczeniach, w ktorych zastosowano ATPyS
(nieulegajacy hydrolizie analog ATP z atomem siarki zamiast tlenu w miejscu polaczenia
drugiej i trzeciej reszty fosforanowej) [40] otrzymano taki sam efekt, jednak przy
zastosowaniu 10-20-krotnie mniejszego stezenia [75]. Jest to posredni dowdd na
wystepowanie w matriks pozakomoérkowej apyraz hydrolizujacych ATP i ostabiajacych
efekt jego dzialania. Odpowiedzia na to, w jaki sposob pozakomorkowe nukleotydy
moga wplywac na transport auksyny, moze by¢ odkrycie mechanizmu hamowania przez
eATP aktywnosci biatka MDR1. Bialtko to posredniczy w wyplywie auksyny z komorek
[48, 51], dlatego w przypadku ograniczenia jego aktywnosci nastgpuje gromadzenie
si¢ hormonu w komorkach, co zaburza transport auksyny w tkankach [27, 50].

Z kolei analizy kartowatych mutantow ryzu, u ktorych rozwoj wlosnikow zatrzy-
muje sie w stadium tworzenia wypustki wlosnikowej — rthl (ang. root hairlessl),
pozwolily na zidentyfikowanie biatka nazwanego OsAPY [84]. Jego sekwencja
wykazuje podobienstwo na poziomie 78% wzgledem podobnego do apyrazy biatka
ryzu (OsAPYL), a ponadto analizy filogenetyczne wykazaly przynaleznos¢ tego
biatka do kladu zawierajacego apyrazy Arabidopsis, tytoniu i roslin straczkowych
[84]. Potwierdzono funkcj¢ OsAPY jako apyrazy przez pomiary zawartosci ATP w
korzeniach siewek ryzu. Stezenie ATP bylo prawie dwukrotnie wigksze u mutantow
wzgledem odmiany wyjsciowej 'Oochikara’ (22,8 ng/mg versus 12,1 ng/mg), co
wskazuje na udziat OsAPY w hydrolizie ATP. Skoro rozwdj wlosnikéw roslin z
mutacja w genie OsAPY zatrzymuje si¢ w stadium inicjacji, oznacza to, ze dziatalnosé
apyraz konieczna jest do rozpoczecia wzrostu szczytowego przez wypustke wlosni-
kowa [84]. Poréwnanie zawartosci ATP w ziarnach obu roslin przed kietkowaniem,
nie wykazato znaczacych ilosciowych roznic w obecnosci puli ,,inicjalnego” ATP
ziarniaka ryzu u odmiany wyjsciowej i mutanta. Dowodzi to, iz wigksza zawartosé
ATP w rosngcym korzeniu rhll moze by¢ wynikiem braku dziatalnosci apyraz [84].
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Zaburzenie wzrostu catego korzenia mutanta ryzu wzgledem odmiany wyjsciowej
potwierdza wyniki dla Arabidopsis, ktoérej hodowla na bogatej w ATP pozywce
prowadzila do skrocenia korzeni [74, 75].

Udziatu enzymdéw hydrolizujacych ATP we wzroScie szczytowym wilosnika
potwierdzity wyniki Kim i wspolpracownikow [42]. Zastosowali oni reporter CBD-
lucyferaze, czyli biatko z domena wiazaca celuloze — CBD (ang. Cellulose-Binding
Domain) polaczone ze znacznikiem fluorescencyjnym aktywowanym obecnoscig ATP
— lucyferaza, dzigki czemu mozliwa byta wizualizacja eATP. Wyznakowanie poza-
komorkowego ATP byto mozliwe dzieki zakotwiczeniu calej czastki reportera do
wldkien celulozy w $cianie komdrkowej, a nastgpnie aktywacji lucyferazy. W
korzeniach lucerny (Medicago truncatula) zaobserwowano akumulacje eATP w
przestrzeniach pomigdzy komorkami epidermy oraz w czesci szczytowej wlosnikow.
Mozna przyjaé, iz ten sposob rozmieszczenia pozakomorkowego ATP w matriks
pozakomorkowej komorek epidermy korzenia jest uniwersalny dla roslin, poniewaz
zostal potwierdzony u Arabidopsis (ekotyp Columbia), pszenicy zwyczajnej (Triticum
aestivum) 1 komonicy (Lotus japonicus) [42, 53]. Sugeruje to, ze eATP moze
uczestniczy¢ w procesie zwigzanym z polarnym wzrostem wlosnika, uzaleznionym
od gradientu jonoéw wapnia w cytoplazmie. Aby potwierdzi¢ t¢ hipoteze, okreslono
réznice w ilosci eATP na powierzchni wlosnikéw w obecnosci inhibitorow przeptywu
jondéw wapnia badz w podwyzszonych stezeniach tego pierwiastka podawanego
egzogennie. W pierwszym przypadku zaobserwowano redukcje ilosci eATP w obrebie
EMC, a w drugim — wzrost jego stezenia [42]. Jednak stezenie jondw wapnia w
obrebie cytoplazmy jest rowniez zalezne od obecnosci pozakomorkowego ATP [20,
36]. Sugeruje to wystgpowanie nieznanych jeszcze mechanizméw oddzialywania i
wzajemnej regulacji stezen jondw wapnia i eATP.

Warto zwrdci¢ uwage na jeszcze jeden aspekt badan dotyczacych obecnosci
eATP w matriks pozakomorkowej wlosnikow. Jak wspomniano wezesniej, u zwierzat
jedna z drog wyptywu ATP z komorki jest sekrecja w drodze egzocytozy [7].
Poniewaz transport pecherzykowy w kierunku szczytu wlosnika lezy u podstaw jego
wzrostu, akumulacja eATP w tej czesci rosnacej wypustki wlosnikowej jest dowodem
na to, ze rdwniez u roslin wlasnie ta droga zachodzi wydzielanie ATP do ECM [42].
Potwierdzaja to eksperymenty z zastosowaniem brefeldyny A (silnego inhibitora
transportu pecherzykowego), po podaniu ktérej nastapito drastyczne zmniejszenie ilosci
eATP w czesci szczytowej wlosnika. W swietle dotychczasowych wynikéw mozna
uznag, iz udzial pozakomérkowego ATP we wzroscie wydluzeniowym jest uniwersalny
w $wiecie roslin. Potwierdzaja to badania nad wzrostem tagiewki pytkowej Arabidopsis
[58, 82, 83], wydluzaniem bulwy ziemniaka [59] czy wiokna bawehy [18].

Dodatkowo wspominane w poprzednim rozdziale reaktywne formy tlenu biora
nie tylko udzial w reakcjach obronnych roslin, ale takze sq zaangazowane w proces
wydhuzania komorek i ich wzrost szczytowy [12, 68]. Wskazuje to na dodatkowy
aspekt koordynowania wzrostu i rozwoju komorek roslinnych przez nukleotydy
pozakomodrkowe, regulujace stezenie ROS [70]. Jednakze nadmierny wzrost stezenia
eATP powoduje wzrost wytwarzania reaktywnych form tlenu, prowadzac do zabu-
rzenia wzrostu rosliny, przy czym przypuszcza si¢, iz w tym wypadku jest to wplyw



14 M. MARZEC

produkowanego tlenku azotu [77]. Réwniez obserwowane zaburzenia grawitropizmu
przy hodowli Arabidopsis w wyzszych stezeniach ATP w pozywce moga by¢
powiazane ze zwigkszong produkcja tlenku azotu, ktory posredniczy w mechanizmach
grawitropizmu korzeni [34]. Udowodniono rowniez, iz pozakomorkowe ATP
odpowiada za aktywacje wytwarzania tlenku azotu zaangazowanego w wydluzanie
wieszadetka u pomidora [24].

Przedstawione wyniki badan wskazuja, ze brak enzymow hydrolizujacych eATP,
a przez to wzrost stezenia tego nukleotydu w matriks pozakomorkowej badz hodow-
la roslin w $srodowisku bogatym w ATP powoduja zahamowanie wzrostu korzenia,
zaburzenia w grawitropizmie oraz uniemozliwiaja wzrost szczytowy wypustek wlosni-
kowych [42, 74, 75]. Dodatkowo sterylnos$¢ roslin Arabidopsis z mutacjami w
genach AtAPYI i AtAPY2 z powodu braku kietkowania ziarna pytku dowodzi, ze
zbyt duze stezenia eATP hamuje wzrost szczytowy komorek roslinnych [83]. Z
drugiej strony, udowodniono wpltyw eATP na wzrost wytwarzania reaktywnych form
tlenu [2, 70] lub stgzenia jondw wapnia w cytoplazmie [20, 36], a takze akumulacje
pozakomdrkowego ATP w szczytowej czgsci rosnacej wypustki wlosnikowej [42].
Wyjasnieniem tego dwoistego wpltywu eATP na wzrost i rozwdj komorek roslinnych
moze by¢ zalozenie, ze pozakomorkowe ATP w odpowiednim stezeniu w matriks
pozakomodrkowej jest niezbedne do prawidlowego wzrostu komorek, jednakze jakie-
kolwiek odchylenie od tego stezenia (zarowno zwigkszenie, jak i zmniejszenie)
prowadzi¢ moze do zaburzenia obu tych procesow.

6. PODSUMOWANIE

Badania ostatnich lat wyraznie wskazuja na udzial eNTP w reakcji roslin na
zranienie, atak patogenow czy stresy abiotyczne i biotyczne. Nukleotydy
pozakomorkowe, jako czasteczki sygnalne, indukuja odpowiedz komorki m.in.
poprzez wzrost wytwarzania reaktywnych form tlenu badZ zmiany w poziomie
jonoéw wapnia w cytoplazmie. Obie te reakcje naleza do najwazniejszych elemen-
téow szlaku transdukcji sygnatu i leza u podstaw reakcji obronnych komodrek
roslinnych. Poniewaz ROS i jony [Ca*']cyt. zaangazowane sa w wiele procesow
fizjologicznych komorek, nukleotydom pozakomoérkowym mozna takze przypisaé
role regulatorow tych procesow.

Nukleotydy pozakomorkowe petnia wazna funkcje we wzroscie i rozwoju
komorek roslinnych. Poprzez zmiany stgzenia w matriks pozakomérkowej eNTP
moga regulowac szybkos¢ podziatéw komodrkowych. Udowodniono, iz odpowiednie
rozmieszczenie nukleotydow pozakomdrkowych w EMC jest niezbedne do wzrostu
szczytowego komorek roslinnych. W przypadku zaburzenia tego rozmieszczenia
nastgpowato zahamowanie wzrostu szczytowego wypustek wilosnikowych czy
niekietkowanie ziaren pytku.

Badania nad pozakomorkowymi nukleotydami wykazaly, ze moga one towarzyszy¢
ros$linom od milionow lat. Juz we wczesnym dewonie, rosliny byly narazone na atak
patogenicznych grzybow i to wtedy zaczely si¢ ksztattowaé mechanizmy obrony przed
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nimi indukowane przez uwolnienie ATP z cytoplazmy. Odkrycie u glonéw reakcji na
zranienie podobnych do tych u ro$lin naczyniowych, obejmujacych wykorzystanie
pozakomorkowych nukleotydow potwierdza t¢ hipoteze. Ponadto, wykazano obecnosé
u glondw bialek petniacych funkcje apyraz — przeprowadzajacych hydrolize eNTP, a
takze receptora podobnego do purynoceptorow zwierzgcych.

Te wszystkie informacje wskazuja na duze mozliwosci nukleotydow pozakomor-
kowych jako regulatorow oraz czasteczek sygnalowych w swiecie roslin i zwierzat, co
wynika¢ moze z wezesnego ewolucyjnie pochodzenia eNTP. O ile jednak dobrze poznano
i opisano rolg zwierzgcych nukleotydéw pozakomdrkowych, o tyle u roslin dopiero
rozpoczeto badania prowadzace do dokladnego poznania mechanizméw ich dziatania.
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