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Streszczenie: Jony Ca>" stanowia w komoérkach wysoce uniwersalne czasteczki sygnalizacyjne i sa inte-
gracyjnymi sktadnikami wielu szlakow transdukcji sygnatow. Liczne czynniki $Srodowiskowe i rozwo-
jowe oddziatujac na komorke, indukuja wzrost cytoplazmatycznego st¢zenia jondw wapnia ([Ca%]cyt).
W generowanie cytoplazmatycznego sygnatu wapniowego zaangazowane sa liczne kanaty wapniowe,
ktore wspotdziatajac z pompami i kotransporterami wapniowymi wplywaja na ksztalt i specyfike sy-
gnatu [Ca®"] . Czasowo-przestrzenna charakterystyka sygnatu [Ca®’] , zwana takZe sygnatura wap-
niowa, kodujce informacje determinujace ksztalt ostatecznej odpowiedzcl fizjologicznej komorki. W na-
szej pracy opisaliémy mechanizmy uczestniczace w generowaniu specyficznych wzgledem okreslonych
bodzcow sygnatur [Ca®']  oraz sposoby dekodowania przez komoérki roslinne sygnatow wapniowych,
ktore sa istotne dla uzysclg;mia wiasciwej odpowiedzi fizjologicznej.

Stowa kluczowe: Ca®'-ATPazy, [Ca®'] , fale i oscylacje wapniowe, kanaly wapniowe,
2+ . eyt 2+t
sensory Ca“’, sygnatura wapniowa, kotransportery Ca” /H'.

Summary: Calcium ions are highly universal signaling molecules in cells and participate as integral compo-
nents of many signal transduction pathways. Cell stimulation by various environmental and developmental
cues induces an elevation in cytosolic calcium concentration. Generation of calcium signal engages numerous
calcium channels. Their interaction with cellular Ca>* removing mechanisms influences the shape and speci-
ficity of [Ca2+]C . Spatio-temporal characteristics of calcium signal, termed as a calcium signature, encode
information, which determine the form and shape of cellular physiological response. The subject of this
publication is generation of a stimulus specific calcium signature and the way of encoding specificity in
calcium signal to produce an appropriate physiological response of a cell.

*Pracq powstata w trakcie realizacji grantu finansowanego przez Uniwersytet Mikotaja Kopernika
(394-B).
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1. WPROWADZENIE

Pomiedzy kazda zywa komorka a jej otoczeniem zachodzi nieustajacy przeplyw
informacji. Wymiana informacji i sygnatéw jest mozliwa dzigki temu, ze kazda komorka
ma ztozone mechanizmy przetwarzajace zewnetrzne sygnaly na specyficzne odpowiedzi
biologiczne. Stad tez procesy sygnalizacji decyduja o zyciu i $mierci komorki, reguluja
wzrost, roznicowanie si¢ komorek oraz indukuja powstawanie odpowiedzi komorkowych
na zmiany zachodzace w §rodowisku. Odbieranie fizycznych i chemicznych sygnatoéw
umozliwiaja receptory — biatka zlokalizowane na powierzchni btony komorkowej lub
wewnatrz komorki. Receptory wykazuja specyficzno$¢ wzgledem rozpoznawanych przez
nie sygnatow dzialajacych indukujaco (agonisci) lub hamujaco (antagonisci) na ich
aktywnos$¢. Odbierane przez receptory sygnaly wzmacniane sa przez rézne wewna-
trzkomorkowe biatka efektorowe i regulatorowe, ktorych aktywnos¢ regulowana jest
poprzez niskoczasteczkowe zwiazki organiczne (cykliczne nukleotydy, trisfosforan
inozytolu) badz jony Ca **, zwane wtornymi przekaznikami informacji (ang. second
messengers). Wszystkie elementy uczestniczace w przewodzeniu sygnalow od receptora
do efektora tworza tzw. szlaki transdukcji sygnatow [18, 20].

Sygnalizacja wapniowa jest najbardziej powszechnym w komoérce mechanizmem
transdukcji sygnatu [20, 23]. Funkcje sygnatowe spetniaja tylko wolne jony wapnia.
W komorkach eukariotycznych stgzenie jonow Ca?* waha si¢ w granicach od 0,1 do
10 mmol/l, a rozmieszczenie tego kationu w obrgbie poszczegdlnych organelli
komorkowych jest nieréwnomierne [47]. W stanie spoczynkowym, w cytoplazmie
podstawowej komorek roslinnych i zwierzgeych, stgzenie Ca*" jest bardzo niskie i
przyjmuje warto$¢ od kilkudziesigciu do kilkuset nmol/l. W innych przedziatach
subkomoérkowych koncentracja Ca?* jest duzo wyzsza — od 1 mmol/l (w mitochon-
driach, plastydach i ER) do 10 mmol/l (w wakuoli i $cianie komorek roslinnych).
Zewnatrzkomodrkowe bodzce aktywujace komorke, indukuja zmiany w poziomie
cytoplazmatycznego Ca**. W czasie od kilku do kilkunastu sekund [Caz*]cyt wzrasta
z okoto 200 nmol/I do ponad 1 pmol/I [37].

Generowanie sygnatu wapniowego w stymulowanej komoérce mozliwe jest przez
[47]:

¢ szybki wzrost cytoplazmatycznego st¢zenia jonéw Ca’* w wyniku ich uwalniania
z wewnatrzkomorkowych magazynow (ER, mitochondria, wakuola, jadro komodrkowe)
i naptywu tego kationu z przestrzeni zewnatrzkomorkowej do cytoplazmy;

4 aktywacjg biatek wiazacych wapn w cytoplazmie podstawowej, co prowadzi do
indukcji proceséw biologicznych lub aktywacji dalszych etapow tancucha transdukcji
sygnatu;

¢ szybki spadek cytoplazmatycznego stezenia Ca** do poziomu obserwowanego
przed stymulacja komorki.
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W komorkach roslinnych jony wapnia petnia rolg uniwersalnego przekaznika
informacji [41]. Wapn zaangazowany jest m.in. w indukcj¢ wielu proceséw rozwojowych
(np. wzrost tagiewki pytkowej [19], rozw6j wlosnikow [4]), w generowanie odpowiedzi
na dziatanie hormondéw, np. indukowany auksyna wzrost wydtuzeniowy komorki [12],
kontrolowane przez kwas abscysynowy zamykanie aparatow szparkowych [1]), w
indukcje¢ komdrkowych procesow obronnych wywotlanych przez patogeny i elicytory
(np. produkcja reaktywnych form tlenu, synteza fitoaleksyn i hiperwrazliwos¢ [6, 7,
22]), a takze w regulacje ekspresji gendw indukowanych przez stres abiotyczny [23].

Liczne bodzce biotyczne i abiotyczne oddziatujac na komorki roslinne indukuja w
nich zmiany poziomu [Caz*]cyt, co sugeruje, ze wapn jest bardzo powszechnym
sktadnikiem wielu odmiennych szlakow sygnalizacyjnych. Aby zrozumie¢ mechanizm
dziatania Ca?* w komorkach roslinnych, nalezy przedstawi¢ informacje, w jaki sposob
ksztaltowana jest specyfika sygnatdéw wapniowych oraz jak specyficzne wzgledem
okreslonego bodzca sygnaty [Caz*]cyt determinuja powstanie wlasciwej odpowiedzi
fizjologiczne;.

2. SYGNATURA WAPNIOWA A TEORIA PRZELACZNIKA
WAPNIOWEGO

Ztozona czasowo-przestrzenna charakterystyka sygnatu [Ca2+]cyt, ktora warunkuje
jego specyfike i w konsekwencji wptywa na wyzwalanie $ci§le okreslonej odpowiedzi
komodrkowej, nosi miano sygnatury wapniowe;j.

Badania nad sygnalizacja wapniowa w komorkach roslinnych doprowadzity do
sformutowania dwoch przeciwstawnych wzgledem siebie hipotez: ,,sygnatury wapnio-
wej” 1,,chemicznego przetacznika” [42]. Wedlug pierwszej z nich specyficzne sygnatury
wapniowe obserwowane w stymulowanych komorkach, koduja informacje, ktore
moduluja koncowa odpowiedz fizjologiczna. Natomiast wedhug drugiej z wymienionych
hipotez, jony wapnia pelnig jedynie funkcje przetacznikow aktywujacych wrazliwe na
Ca?" elementy odpowiednich szlakow sygnalizacyjnych. W tym przypadku powstanie
stosownej odpowiedzi komorkowej mozliwe jest dzigki wspotdziataniu jonow wapnia z
innymi sktadnikami szlakow transdukcji sygnatow [42]. Zatozenia hipotez ,,sygnatury
wapniowe;j” 1,,przetacznika wapniowego” zilustrowano na rycinie 1.

Na wspomnianej rycinie zmiany poziomu [Ca”]Cyt przedstawione zostaty dla
komorek znajdujacych si¢ w stanie spoczynku (a) oraz dla komorek pobudzonych przez
trzy rézne typy bodzcoéw (b, ¢, d). W komodrkach spoczynkowych, charakteryzujacych
si¢ niskim poziomem [Ca*"] " szlaki sygnalizacyjne zalezne od tego jonu sa nieaktywne.
Zgodnie z hipoteza ,,sygnatury wapniowe;j”, gdy poziom [Ca*"]_ . Wzrasta od wartosci
(b) do wartosci (d), kazda z powstajacych w ten sposob trzech roznych sygnatur
wapniowych prowadzi do aktywacji tylko jednego specyficznego szlaku: A, B lub C.
Tym samym kazdy z tych szlakow sygnalizacyjnych aktywowany jest przez okreslona,
specyficzna sygnatur¢ wapniowa (ryc. 1). Natomiast zgodnie z hipoteza ,,przetacznika
wapniowego”, jakakolwiek zmiana poziomu [Caz*]cyt, przekraczajaca warto$¢ progowa
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RYCINA 1. Funkcja sygnalizacyjna wapnia wg teorii ,,sygnatury wapniowej” i ,,przelacznika
wapniowego”. (na podstawie [42], zmodyfikowane). Wykresy (b—d) przedstawiaja réozne wzory
cytoplazmatycznych sygnatow Ca?*. Czerwone strzatki oznaczaja nieaktywne $ciezki sygnalizacyjne,
za$ zielone to aktywne szlaki transdukcji informacji. Grubos¢ strzatek wskazuje na ,,intensywnos¢”
uzyskanej odpowiedzi komoérkowej; dalszy opis w tekscie

(b), aktywuje szlaki X i Y. Jednakze sita uzyskanej odpowiedzi komorkowej zalezy
jedynie od wielkos$ci wzrostu stgzenia [Ca”]cyt i dla szlaku Y jest ona zdecydowanie
wigksza w przypadku (c) niz (b). Z drugiej strony, sygnatura wapniowa przedstawiona
w punkcie (d) nie wptywa juz na wielko$¢ odpowiedzi generowanej za posrednictwem
szlaku Y (ryc. 1) [42].
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Mimo iz wyzej opisane hipotezy dotyczace mechanizmu dziatania Ca®* maja przeciw-
stawny charakter przypuszcza si¢, ze obie formy sygnalizacji: ,,sygnatury wapniowej” 1,,prze-
facznika wapniowego” moga rownolegle funkcjonowac w komérkach ro§linnych [42].

3. SYGNATURA WAPNIOWA A ODPOWIEDZ
FIZJOLOGICZNA KOMORKI

W komérce roslinnej wywotanie specyficznej wzgledem danego bodzca odpowiedzi
fizjologicznej zachodzi przez [38]:
(1) generowanie w cytoplazmie specyficznej sygnatury wapniowej w odpowiedzi na
okreslony bodziec odebrany przez komorke; .
(2) dekodowanie sygnatury wapniowej przez sensory Ca ;
(3) transdukcjg informacji ,,zapisanej” w sygnaturze wapniowej do elementéw docelo-
wych szlaku, ktore uczestnicza w powstawaniu fizjologicznej odpowiedzi komorki.

3.1. Generowanie sygnatury wapniowej

Podstawowym warunkiem umozliwiajacym generowanie specyficznej wzgledem danego
bodzca sygnatury wapniowej jest wspotdziatanie roznych biatek kontrolujacych naptyw
jonéw Ca** z apoplastu do cytoplazmy i ich uwalnianie z wewnatrzkomorkowych magazy-
now [31] oraz regulujacych usuwanie tych kationéw z cytoplazmy do apoplastu i do
wnetrza réznych organelli [11, 31]. Do wspomnianych biatek naleza zlokalizowane w
btonach kanaty i pompy wapniowe oraz kotransportery Ca*'/H" (ryc. 2). W zaleznosci od
rodzaju bodzca dziatajacego na komorke, wzrost [Caz*]Cy .indukowany jest przez aktywacjg
réznego typu kanatéw wapniowych. Wystepujace w blonie plazmatycznej roslinne kanaty
wapniowe sklasyfikowane zostaly ze wzgledu na ich wrazliwo$¢ na zmiany potencjatu
blonowego. Na tej podstawie wyrdzniono kanaty aktywowane przez depolaryzacjg (DAC)
lub hiperpolaryzacj¢ (HAC) tej blony oraz kanaty kationowe niezalezne od napigcia. Do
tej ostatniej grupy zaliczono kanaty aktywowane przez cykliczne nukleotydy (CNGC)
oraz dziatajace jako receptory glutaminianu (GLR) (ryc. 2).

W roslinnych btonach komérkowych bardzo powszechne sa takze aktywowane przez
depolaryzacje kanaly majace dwa pory (TPC) [41]. Wszystkie wymienione kanaly w
stanie aktywacji uczestnicza w przewodzeniu jondw wapnia ze Srodowiska zewnatrzko-
moérkowego do cytozolu. Sposoby regulacji aktywnosci tych kanatow, podobnie jak ich
komorkowa lokalizacja, wptywaja na przestrzenna i czasowa charakterystyke sygnatow
[Ca®],, [20, 41].

Poza jonami wapnia pochodzacymi ze §rodowiska zewnatrzkomorkowego, w
generowanie specyficznych, cytozolowych sygnatow [Caz*]Cyt zaangazowane sg jony
Ca*" zgromadzone w wewnatrzkomorkowych magazynach. W komorce roslinnej
podstawowym magazynem Ca*" jest wakuola. Tonoplast wyposazony jest w liczne
kanaly, uczestniczace w uwalnianiu jonéw Ca?" do cytozolu [41]. Sa to kanaty
aktywowane przez depolaryzacje blony, z ktorych najbardziej powszechnym typem sa
kanaly SV [49], dwa typy kanalow aktywowanych przez hiperpolaryzacj¢ btony oraz
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RYCINA 2. Schemat przedstawiajacy gtdéwne mechanizmy transportujace jony Ca?* w komorce ro$linnej
na przykladzie Arabidopsis thaliana (na podstawie [41], zmodyfikowane). Niebieskie okregi reprezentuja
systemy transportujace jony Ca: (1) aktywnie: ACA — autoinhibitorowa ATPaza wapniowa, ECA —
ATPaza wapniowa wystepujaca w obrebie ER, (2) biernie: CAX — kotransporter wapniowo-protonowy
(Ca**/H") zlokalizowany w btonie wakuolarnej. Czerwone kwadraty reprezentuja kanaty przewodzace
jony wapnia: zlokalizowane w btonie plazmatycznej (NCS — nieselektywne kanaty kationowe, DAC —
kanaty aktywowane przez depolaryzacjg btony, HAC — kanaty aktywowane przez hiperpolaryzacjg btony,
TPC —kanaty majace dwa pory, CNGC — kanaty aktywowane przez cykliczne nukleotydy, GLR — receptory
glutaminianu) oraz w endomembranach (VVCa — wakuolarne napigciowozalezne kanaly Ca®", SV —
wolno aktywowane kanaty wakuolarne oraz receptory: IP;R (nazwa zwiazku), RyR (rianodinowe) i
NAADP (nazwa zwiazku). Dalszy opis w tekscie
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wysoce selektywne wzgledem Ca?* kanaty aktywowane przez cytozolowe wtorne
przekazniki informacji (ryc. 2). Naleza do nich: receptory 1,4,5-trisfosfoinozytolu (IP,R)
aktywowane przez IP, oraz receptory rianodinowe aktywowane przez cADPR [41,
49]. Poza wakuola innym magazynem wapniowym jest ER. Uwalnianie Ca** do cytozolu
zachodzi poprzez btonowe kanaty aktywowane wtérnymi przekaznikami informacji —
IP, [32], cADPR [34] i NAADP [33] (ryc. 2).

Obecnos¢ w komoree wielu typoéw kanatow zaangazowanych w generowanie cytoplaz-
matycznych sygnalow wapniowych, umozliwia osiagnigcie czasowo-przestrzennej
specyfiki wzrostu [CaZ*]cyt poprzez rekrutacj¢ kanaldow o odmiennych wtasciwosciach,
odrebnej lokalizacji i roznym sposobie regulacji aktywnosci (ryc. 2) [50].

W ksztaltowaniu specyficznej czasowo-przestrzennej charakterystyki sygnatu [Ca*"]_ "
uczestnicza takze biatka regulujace usuwanie jonow Ca?* z cytozolu, czyli pompy
wapniowe i kotransportery Ca?'/H*. Zlokalizowane sa one w rdéznych btonach
komorkowych. Uczestnicza w aktywnym (pompy) i pasywnym (kotrasportery)
transporcie jonow wapniowych z cytoplazmy do §rodowiska zewnatrzkomoérkowego
lub do magazynéw Ca?". Usuwanie jonéw wapnia do poziomu obserwowanego w
cytoplazmie komoérek spoczynkowych umozliwia ponowne generowanie lokalnych
sygnalow Ca**, odnawianie zewnatrz- i wewnatrzkomorkowych magazynow wapnio-
wych, a takze ksztaltuje wielkos¢, kinetyke 1 wewnatrzkomorkowa lokalizacje sygnatur
wapniowych [45]. Pompy wapniowe (Ca**-ATPazy), ktore maja wysokie powinowactwo
(K, = 1-10 pM), ale niska pojemnos¢ transportowa wzgledem jonow Ca*, sa
odpowiedzialne za utrzymanie homeostazy [Ca*"]_, w komorce w stanie spo-czynkowym
[21]. Roslinne Ca*-ATPazy naleza do dwoch glownych rodzin ITA i IIB [10]. Rodzing
IIA stanowia zlokalizowane w btonie plazmatycznej, tonoplascie, blonie ER i aparacie
Golgiego ATPazy typu P pozbawione N-terminalnej domeny autoregulatorowe;.
Natomiast w sktad rodziny IIB tej grupy ATPaz wchodza enzymy charakteryzujace si¢
obecnos$cia N-terminalnej domeny autoinhibitorowej, ktéra zawiera miejsce wiazania
Ca*-kalmoduliny (CaM) i ulegajaca fosforylacji resztg serynowa [10]. Ich aktywno$¢
katalityczna moze by¢ modulowana przez zmiany [Ca*]_ o takze poprzez wiazanie
kalmoduliny (aktywacja). Inhibicja pomp zachodzi w drodze fosforylacji przeprowa-
dzanej przez zalezna od Ca** kinaze biatkowa (CDPK) [50]. Pompy wapniowe wystepuja
zardbwno w blonie komorkowej, jak i btonach otaczajacych rozne organelle (ryc. 2), a
ich poszczegdlne izoformy sa funkcjonalnie odmienne i wykazuja zréznicowane
powinowactwo wzgledem jonow wapnia [50].

Kotransportery Ca*'/H" w poréwnaniu z pompami wapniowymi maja nizsze powino-
wactwo (K _=10-15 uM), ale wysoka pojemnos¢ transportowa wzgledem jonow wapnia.
Wystepujace w blonie plazmatycznej i tonoplascie kotransportery Ca*'/H* (ryc. 2) uczest-
nicza w usuwaniu nadmiaru jonéw Ca?* z cytoplazmy poza komorke i do wnetrza wakuoli
[41]. Stechiometria transportu jonéw jest rézna dla obu wymienionych typow
kotransporterow. I tak usunigciu 1 mola Ca** z cytoplazmy do wngtrza wakuoli towarzyszy
przeniesienie przez tonoplast od 1 do 3 moli H* w przeciwnym kierunku. Aktywnos¢
wymieniacza Ca*’/H" moze by¢ regulowana przez autoinhibitorowa 10-aminokwasowa
domeng znajdujaca si¢ na koncu N tego biatka [36].
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3.2. Formai specyfika sygnatur [Ca*']

cyt

Ro6zne bodzce dziatajace na komorkg generuja zmiany poziomu [Ca*], Y okreslone;j
czasowo-przestrzennej charakterystyce poprzez: uwalnianie jondw wapnia z réznych
komorkowych magazynow i aktywacje¢ kanatow wapniowych o odmiennych wiasciwos-
ciach i odregbnej komoérkowej lokalizacji. Decydujace znaczenie dla kodowania informacji
w specyficznej sygnaturze wapniowej moga miec réoznice wynikajace z charakterystycz-
nej dla danego bodzca kinetyki wzrostu cytoplazmatycznego poziomu [Ca*"] [35].
Powstajace w wyniku pobudzania komorek ros§linnych sygnaty wapniowe moga mie¢
postac tzw. goracych punktow (ang. quarks, blips), ,,pykniec” (ang. puffs), ,,iskierek”
(ang. sparks), oscylacji lub fal [35]. Niski poziom stymulacji komoérki powoduje
aktywacj¢ pojedynczych kanalow wapniowych, co prowadzi do matych, lokalnych
wzrostow [Ca*]_ 0 okreslanych jako ,,quarks” 1,,blips”. Uwalnianie do cytozolu jonow
Ca*", bedace wynikiem wyzszego stopnia stymulacji prowadzi do powstania sygnatow
majacych forme ,,pyknig¢” i,,iskierek” wapniowych. Tego typu przestrzennie i czasowo
rozdzielone wydarzenia elementarne moga uczestniczy¢ w generowaniu globalnych
sygnatow, np. fal wapniowych. Przyktadem istotnej roli wydarzen elementarnych w
sygnalizacji wapniowej moga by¢ wyniki badan przeprowa-dzonych na komodrkach
jajowych Fucus serratus [15]. W komorkach tej brunatnicy stres hiperosmotyczny
indukowal wzrost [Caz*]cyt w dyskretnych domenach w obrgbie cytozolu. Wzrosty
[Ca*], «« 1z¢du 200-300 nM obserwowane przez okres 15-30 ms mialy charakter
periodyczny i byty przestrzennie rozdzielone rejonami cytoplazmy charakteryzujacymi
sie obnizonym poziomem [Ca?] [15].

Pojedyncze i dwufazowe wzrosty [Ca“]cyt_ Czynniki abiotyczne, takie jak: nagte
obnizenie temperatury, stres mechaniczny, oddziatujac na rézne komorki roslinne (np.
Arabidopsis thaliana [25]) wywotuja nagle, pojedyncze i krotkotrwate skoki poziomu
[Caz*]cyt, po ktérych w ciagu kilku minut stgzenie wolnego cytoplazmatycznego Ca?*
powraca do wartosSci rejestrowanych w komorkach spoczynkowych [25].

W komorkach niektdrych roslin, m.in. Arabidopsis thaliana [24], w warunkach
przedhuzonego dziatania czynnika stresowego obserwuje si¢ pojawienie dwufazowego
sygnatu [Ca*] " Dhugie utrzymywanie si¢ niskiej temperatury indukuje sygnat, w ktorym
po inicjalnym, krotkotrwatym (kilkusekundowym) wzroécie [Ca*]_ ” nastgpuje drugie,
nieco dtuzsze (trwajace do kilku minut) podwyzszenie cytoplazmatycznego stezenia
jonéw wapnia [24]. Z kolei szok cieplny, stres solny, hiperosmotyczny i oksydacyjny
wywotuja najpierw kilkuminutowy wzrost [Caz*]cyt, po ktérym dopiero nastgpuje drugi,
zdycydowanie dtuzszy i utrzymujacy si¢ nawet przez wiele godzin [22, 24]. Dwufazowe
zmiany cytoplazmatycznego stezenia Ca*>" obserwuje si¢ takze w komorkach roslinnych
stymulowanych przez patogeny i elicytory [28]. Bodzce te wywotuja powolny wzrost
[Ca*], . autrzymujacemu sig przez dtuzszy czas podwyzszonemu stezeniu jondw wapnia
towarzyszy indukcja odpowiedzi obronnej komorki [28].

Fale wapniowe. Fale wapniowe stanowia forme globalnego sygnatu [Ca2*]cyt, ktory
wyzwalany jest przez nagromadzenie w obrgbie matego regionu cytoplazmy
pojedynczych wzrostow [Ca*]_ o COW nastepstwie prowadzi do wystapienia zjawiska
nazywanego indukowanym przez wapn uwalnianiem Ca’" (CICR) z jego wewnatrz-
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komoérkowych magazynow [3]. Powstaty w wyniku indukcji tego procesu sygnat moze
przybiera¢ formg przestrzenie rozchodzacej si¢ fali wapniowej [46]. Powstawanie tego
typu fal pozwala na propagowanie specyficznych czasowo-przestrzennych zmian
[Caz*]cyt, ktore roznia si¢: amplituda, komoérkowa lokalizacja i zasiggiem [30].
Roéznorodne formy, jakie przybieraja fale wapniowe, moga determinowaé powstawanie
specyficznej dla danego bodzca fizjologicznej odpowiedzi komorki [15].

Oscylacje wapniowe. Oscylacje wapniowe generowane w cytozolu, sktadaja si¢ z
regularnych faz wzrostow i spadkéw [Ca*]. .« Fazy wzrostu wymagaja zarOwno naptywu
Ca?* ze srodowiska zewnatrzkomorkowego przez btone plazmatyczna, jak i uwalniania
wapnia z wewnatrzkomorkowych magazynéw wapniowych (wakuoli, ER) do cytozolu.
Fazy spadku koncentracji [Ca®"] » zZwiazane s3 z ,,pompowaniem’” jondw wapnia poza
btong plazmatyczng i jego ponownym gromadzeniem w wewnatrzkomérkowych
magazynach Ca?** [5]. Powstawanie oscylacji [Caz"]Cyt zachodzi wigc poprzez
skoordynowana interakcje pomiedzy blonowymi kanatami wapniowymi a Ca*-ATPa-
zami i kotransporterami Ca**/H" [48]. Uwaza sie, Ze oscylacje [CaZ*]Cyt umozliwiaja
kodowanie informacji w postaci ich amplitudy i czestotliwosci [11]. Z badan prowadza-
nych nad sygnalizacja wapniowa w komorkach ro§linnych wynika, ze kilka czynnikow
srodowiskowych i rozwojowych, oddziatujac na komorke, indukuje oscylacje [Ca*]_ "
ktore roznia sig: amplituda, czestotliwoscia i czasem trwania, za$ ich forma zalezy od
sity oddziatywania i kombinacji specyficznych bodzcow [11]. Periodyczno$¢ oscylacji
[Caz*]cyt obserwowanych w komorkach roslinnych zmienia si¢ od: oscylacji powolnych
wystepujacych w komorkach koleoptyli na skutek stymulacji auksyna (period = 30
min) [12], poprzez oscylacje indukowane w komorkach aparatow szparkowych
stymulowanych przez ABA, egzogennie podawany Ca’’, ozon i elicytory (gdzie period
>3 min) [16], do szybkich oscylacji pojawiajacych si¢ w wierzchotkowej czgséci rosnace;j
tagiewki pytkowej (period = 40-75 s) [30, 40].

Jak do tej pory najlepiej poznano zjawisko powstawania oscylacji [Ca*] W komorkach
aparatow szparkowych poddawanych dziataniu kwasu abscysynowego (ABA) i egzogennego
Ca?". Stwierdzono, ze w komorkach szparkowych Arabidopsis thaliana i Vicia faba oscylacje
[Ca*], .« Pojawiaja si¢ w warunkach naturalnych, jednak sa one stabe i nieregularne. Oscylacje
cytoplazmatycznego Ca®" uzyskuja silna i regularna forme dopiero w wyniku dziatania
zewnatrzkomorkowych bodzcow [2]. W generowanie oscylacji wapniowych w komorkach
szparkowych zaangazowane sa: napieciowozalezne kanaty Ca?* obecne w blonie komorkowej
i w blonach otaczajacych wewnatrzkomorkowe magazyny wapnia (kanaty typu VVCa
1 SV) oraz kanaty wrazliwe na wtormne przekazniki informacji (IP,, cADPR 1 NAADP),
ktore uwalniaja Ca?* z magazynéw wapniowych. Wszystkie te kanaty kontroluja naptyw
jonow wapnia do cytozolu. W usuwaniu podwyzszonego stezenia Ca’* z cytoplazmy
uczestnicza pompy wapniowe i kotransporte-ry Ca?/H", ktore tym samym odpowiedzialne
sa za fazg spadku koncentracji [Caz*]m [51].

Ztozona czasowo-przestrzenna charakterystyka (sygnatura) oscylacji [Ca*]_ » koduje
specyficzne wzgledem bodzca informacje. Informacje kodowane przez sygnat [Ca*']_ »
zawieraja dwie skladowe: pierwsza zwiazana z szybka reakcja i druga umozliwiajaca
programowanie fizjologicznej reakcji komorki. W przypadku aparatow szparkowych
komponent sygnatu [Caz*]Cyt zwiazany z szybka reakcja pojawia si¢ natychmiastowo
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szparkowych. Przybiera on zazwyczaj forme krotkotrwalego wzrostu [Caz*]cyt. Kompo-
nent sygnatu wapniowego zwiazany z programowaniem reakcji koduje informacje
umozliwiajace utrzymanie aktualnego stanu aparatu szparkowego (np. stanu zamknigcia)
izazwyczaj przybiera forme serii oscylacji [2]. Wzorzec oscylacji [Caz*]Cyt jest bezpos-
rednio zwiazany z sila stymulacji i w efekcie wplywa na sil¢ wyzwolonej odpowiedzi
fizjologicznej, ktora w omawianym przypadku jest zamykanie aparatow szparkowych
(ryc. 3a). Komorki szparkowe moga poza tym integrowac informacje pochodzace od
oscylacji [Caz*]Cyt wyzwalanych w odpowiedzi na kilka bodzcéw (ryc. 3b). W tego
typu komorkach roslinnych dochodzi wigc do powstawania jednej ostatecznej sygnatury
wapniowej. Reguluje ona uzyskanie odpowiedzi komorkowej, ktora jest wynikiem
dekodowania oscylacyjnych zmian [Ca*]_ . Przez sensory wapniowe — zalezne od Ca**
fosfatazy [11]. Obecnie sugeruje si¢, ze w komorkach szparkowych funkcjonowaé moga
zarowno kinazy zalezne (CDPK), jak i niezalezne od jonow Ca**, jednak rola CDPK w
procesie ksztaltowania odpowiedzi komoérkowych nie zostata jeszcze wyjasniona [50].
Aktywnos¢ kinaz i fosfataz biatkowych reguluje procesy fosforylacji i defosforylacji
biatek w komorkach szparkowych. Oscylacje o niskiej czgstotliwosci warunkuja wzrost
liczby biatek w formie ufosforylowanej, podczas gdy oscylacje [Caz*]cyt 0 WyZzszej
czestotliwosci utrzymuja podwyzszony poziom biatek zdefosforylowanych. Specyficzna
réwnowaga pomigdzy frakcja biatek zdefosforylowanych, a ufosforylowanych wptywa
na ksztatt odpowiedzi fizjologicznej [31].

3.3. Dekodowanie sygnatury [Caz*]cy

t

Dekodowanie sygnatury wapniowej i generowanie specyficznej wzgledem sygnatu
[Caz*]cyt odpowiedzi komorkowej wymaga aktywacji okreslonych typow biatek
wiazacych Ca?* [50]. Sa to tzw. sensory wapniowe i biatka docelowe dla tych sensorow.
Odbidr sygnatu wapniowego zachodzi poprzez wiazanie Ca*" do sensoréw wapniowych:
odpowiadajacych lub przekaznikowych [41]. Sensory odpowiadajace (ang. sensor
responders) podlegaja indukowanym przez Ca** konformacyjnym zmianom, ktore
wplywaja na ich aktywno$¢. Do tego rodzaju sensorow nalezy zalezna od Ca** kinaza
biatkowa (CDPK) [18]. Enzym ten stanowi jedno z najbardziej powszechnych i
specyficznych dla roslin biatek [37]. Aktywowany jest przez mikromolowe stgzenie
wolnego cytoplazmatycznego wapnia. Sktada si¢ zdomeny katalitycznej i regulatorowe;,
ktore oddzielone sa przez region zawierajacy domeng autoinhibitorowa. Podczas
nieobecnosci cytoplazmatycznego sygnatu wapniowego autoinhibitorowa domena CDPK
hamuje aktywnos¢ enzymu [17]. Jony wapnia wiazane sa przez domeng regulatorowa,
tzw. kalmodulino-podobna, ktoéra ma cztery motywy EF-hand [8). Zwiazanie Ca*" znosi
autoinhibicj¢ i przywraca aktywno$¢ CDPK, ktora przez fosforylacjg réznych biatek
docelowych reguluje przebieg licznych proceséw bilogicznych. Wsrdd zidentyfi-
kowanych do tej pory substratbw CDPK znajduja si¢: transportery btonowe (np.
Ca?-ATPazy), kanaly jonowe (np. w komorkach aparatow szparkowych [51]), oksydazy
NADPH, enzymy zaangazowane w metabolizm wegla i azotu, proteazy, biatka
cytoszkieletu oraz biatka wiazace DNA [8,37]. Kinazy zalezne od Ca?' reguluja u
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RYCINA 3. Schemat przedstawia zalezno$¢ pomigdzy sygnatura wapniowa a specyfika uzyskanej
odpowiedzi fizjologicznej w komorkach aparatow szparkowych (stymulowanych i znajdujacych si¢ w
stanie spoczynku). (na podstawie [11], zmodyfikowany). (a) Oscylacje [Ca®*]_ " warunkuja specyficzna
odpowiedz komodrkowa, przekazujac informacje zakodowane w postaci amplitudy i czgstotliwosci. (b)
Komorki aparatéw szparkowych zdolne sa do integrowania informacji zakodowanych w oscylacjach
[Ca?"], " indukowanych przez odmienne bodzce komorkowe (A i B). W ten sposob ksztattowana jest
ostateczna odpowiedz fizjologiczna (C). Dalszy opis w tekscie
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roslin przebieg takich procesow, jak: grawitropizm, transdukcja sygnatow indukowanych
przez fitohormony, aklimatyzacja w warunkach stresu solnego, zimna i suszy oraz
odpowiedz roslin na dziatanie patogenow [8]. W obrebie komorki roslinnej obserwuje
sie bardzo r6zna lokalizacje kinaz zaleznych od Ca?*. Enzymy te dodatkowo wykazuja
odmienne powinowactwo wzgledem jonéw wapniowych. Zard6wno powinowactwo, jak
i wewnatrzkomorkowa lokalizacja enzymu stanowia czynniki, ktore prawdopodobnie
zaangazowane sa w generowanie specyficznej odpowiedzi komorkowej [8,41].

Sensory przekaznikowe (ang. sensor relays) przechodza indukowana przez Ca*
konformacyjna przemiang transmitowana naste¢pnie do wspdtdziatajacego partnera. Do tej
grupy sensordéw nalezy kalmodulina [43]. Jako gtéwny sensor Ca*", kalmodulina uczestniczy
w transdukcji sygnatow generowanych w odpowiedzi na réznorodne bodzce abiotyczne i
biotyczne. Jednym z biatek docelowych oddziatujacych z CaM jest zalezna od niej kinaza
biatkowa II, ktora petni funkcje dekodera czgstotliwosci oscylacji [Ca*], «[27]. Inna rodzing
w obrgbie wapniowych sensorow przekaznikowych stanowig biatka podobne do kalcyneuryny
B - CBL (z ang. calcineurin B like proteins), ktore moga by¢ zaangazowane w dekodowanie
sygnatow [Caz*] indukowanych np. przez stres solny. Biatka CBL oddziatuja z grupa
kinaz blalkowych nalezacych do rodziny CIPK (ang. CBL-interacting protein kinases),
ktore dekoduja informacje zapisane w formie oscylacji [Ca*'] " [29].

Wigkszo$¢ sensoréw wapniowych wiaze jony Ca’" przez wysoce konserwatywne
motywy typu EF-hand, w ktorych sktad wchodzi 29 reszt aminokwasowych, tworzacych
strukture helisa-petla-helisa (HLH). Wystepujace w tych motywach aminokwasy
uczestnicza w tworzeniu wiagzan koordynacyjnych z jonami wapnia. Motywy EF-hand
zawieraja nastepujace rodziny sensorow Ca*": kalmoduliny, biatka kalmodulino-podobne
(ang. CaM-like-poteins), biatka podobne do kalcyneuryny B i zalezne od Ca** kinazy
biatkowe (CDPK) [38].

W sensorach wapniowych zidentyfikowanych u roslin, pojawiaja si¢ takze dwa inne
motywy aminokwasowe, ktore posrednicza w zaleznym od Ca** oddziatywaniu biatek
z blonami lub lipidami blonowymi. Sa to: 70-aminokwasowe sekwencje wystepujace w
aneksynach [9] oraz zbudowane z 130—145 aminokwaséw domeny typu C2, ktore tworza
szkielet o formie [3-harmonijki, ztozony z 8 antyréwnolegtych pasm potaczonych przez
petle. Petle 1-3 sg umiejscowione na szczycie B-harmonijki i koordynuja jony Ca?*
[44]. Zwiazanie Ca*" z domeng C2 ulatwia interakcj¢ biatka z ujemnie natadowanymi
fosfolipidami [38].

Sensory wapniowe zaangazowane sa w liczne procesy komorkowe [38]:

¢ dekodowanie sygnatow [Caz*]cyt i transdukcje informacji do elementow
docelowych;

¢ kaskady fosforylacji i defosforylacji;

4 transport blonowy;

¢ w sygnalizacje, w ktorej biora udzial produkty rozpadu réznych fosfolipidow
btonowych,

¢ transkrypcje i translacjg;

4 procesy rozwojowe (np. wzrost tagiewki pytkowej).
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Zaktywowane przez jony Ca** sensory wapniowe wchodza w interakcje z biatkami
docelowymi i zmieniaja transportowe i enzymatyczne wlasciwosci tych biatek, wpltywaja
na orientacje cytoszkieletu, kaskady fosforylacji biatek oraz ekspresje genow [50]. Ksztatt
odpowiedzi fizjologicznej determinowany jest nie tylko przez zmiany [Ca*"] " ale takze
przez ekspresje sensorow wapniowych, ich powinowactwo wzgledem jonow Ca®* oraz
biatek docelowych, a takze przez wewnatrzkomorkowa lokalizacjg i aktywno$¢ biatek
docelowych [14].

4. MODULOWANIE SYGNATURY WAPNIOWEJ

Cytozolowe sygnaly wapniowe, indukowane na skutek stymulacji komorki, podlegaja
procesowi modulacji, co jest istotne w wytworzeniu najbardziej optymalnej dla komorki
odpowiedzi fizjologicznej. Modulacja i kontrola sygnatu [Caz*]Cyt zachodzi np. na
poziomie pewnych elementéw sygnalizacyjnych, ktore sa docelowe dla licznych kaskad
[Caz*]Cyt i moga one przetwarzac¢ lub blokowac docierajace do nich sygnaty wapniowe
[48]. Ekspozycja komarki na specyficzne czynniki lub zmiana dostepnosci komorkowych
komponentéw zaangazowanych w sygnalizacje wapniowa, modyfikuje rowniez forme
sygnatu [Caz*]cyt.

Sygnatura [Ca™] - indukowana przez okreslony bodziec, moze by¢ ksztaltowana przez
rozne sygnaly odebrane wczesniej przez t¢ sama komorke [48]. W komorkach powszechne
jest zjawisko dyskryminacji sygnatow [Ca*']_ " powstajacych na skutek powtarzalnej sty-
mulacji lub w czasie refrakcji, gdy wzrost [Ca*']_ " nie moze by¢ wywotlany przez ten sam
czynnik srodowiskowy lub rozwojowy. Wielkos¢ zmian [Ca*], " indukowanych np. na
skutek powtarzalnej stymulacji przez wiatr, staje si¢ duzo mniejsza, za$ uzyskanie petnej
odpowiedzi fizjologicznej mozliwe jest dopiero po okresie refrakcji trwajacym kilka minut
[26]. Obserwacje te moga wynikac z desensytyzacji kaskady sygnalizacyjnej lub z opréznienia
magazynow uwalniajacych Ca?* do cytozolu [50]. Sygnatury wapniowe, wywotane przez
jeden czynnik srodowiskowy, moga by¢ modyfikowane przez wczes$niejsza ekspozycijg roslin
na czynniki o odmiennej w stosunku do niego naturze. Przyktadowo, zakres zmian poziomu
[Ca™], W W odpowiedzi na stres oksydacyjny jest redukowany na skutek wczesniejszej
ekspozyciji komorki na stres hiperosmotyczny [24]. Sugeruje to istnienie oddziatywan typu
cross-talk pomigdzy kaskadami sygnalizacyjnymi lub kaskadami i magazynami wapnio-
wymi wykorzystywanymi przez oba te czynniki. Oddziatywanie cross-talk pomigdzy od-
rebnymi szlakami sygnalizacyjnymi, odpowiadajacymi na rézne warunki srodowiska, umoz-
liwia optymalizacjg odpowiedzi komorki roslinnej na okreslone bodzce [50].

5. PODSUMOWANIE

Od momentu rozpoczgcia badan nad mechanizmami transdukcji sygnalow w
komorkach, wiedza o sygnalizacyjnej funkcji jonéw Ca** dynamicznie powigksza sig.
Identyfikacja wtdrnych przekaznikéw informacji, uczestniczacych w mobilizacji wapnia
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oraz scharakteryzowanie licznych efektorow wapniowych, regulowanych przez zmiany
poziomu [Caz*]cyt, umozliwilo stopniowe zrozumienie sygnalizacyjnych mechanizméw
funkcjonujacych w komoérce. W ostatnich latach wykazano, ze stymulowane poprzez
rozne bodzce uwalnianie (mobilizacja) jond6w wapnia z wewnatrzkomérkowych
magazynow do cytoplazmy umozliwia generowanie sygnatow [Ca*]_ " zroznicowanych
charakterystykach czasowych i przestrzennych. Jednocze$nie zaobserwowano, ze
okreslone wzorce sygnatow wapniowych stymuluja odmienne efektory komdrkowe i
tym samym warunkuja powstawanie specyficznych odpowiedzi fizjologicznych [13].

Obecnie jony Ca?* uwazane sa za jeden z kluczowych elementéw bioracych udziat
w mechanizmie dekodowania zewnetrznych sygnatow, docierajacych do komorki. Jony
wapnia jako przekaznik informacji odgrywaja réwniez istotng rolg¢ w wielu waznych
procesach komorkowych (np. w zaptodnieniu, podczas proliferacji i réznicowania sig¢
komorek, a takze podczas apoptozy)[39].

Wiedza na temat udziatu jonow wapnia w regulacji procesow komorkowych systema-
tycznie powigksza si¢. Mimo to wiele pytan zwiazanych z tymi zagadnieniami ciagle
pozostaje bez odpowiedzi. Dotycza one miedzy innymi:

¢ sposobu regulacji biatek uczestniczacych w utrzymywaniu wewnatrz-
komorkowej homeostazy jonéw Ca*';

4 biologicznego znaczenia sygnatury wapniowej i sposobu w jaki specyficzne
czasowo-przestrzenne zmiany stgzenia [Caz*]cy[ koduja informacje konieczne do
powstania specyficznej odpowiedzi komorkowej;

4 clementow (bialek) docelowych, podlegajacych regulacji przez wewnatrzko-
morkowe sygnaty wapniowe ([Ca*]_ yt);

4 interakcji typu cross-talk pomigdzy poszczegdlnymi szlakami transdukcji sygnatu.

Zarowno pytania, jak i watpliwosci wyznaczaja obecnie kierunki, ktorymi podazaja
dalsze badania nad rolg jonow wapnia w procesach sygnalizacji wewnatrz- i migdzy-
komérkowe;.
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