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Streszczenie: Cykliczny adenozyno-3’:5’-monofosforan i cykliczny guanozyno-3’:5’-monofosforan,
potocznie znane jako cAMP i cGMP, sa wtornymi przekaznikami informacji, ktorych obecnos$¢ zostata
opisana u wielu organizmow rozpoczynajac od bakterii, a na cztowieku konczac. Cykliczny AMP i GMP
sa produkowane z ATP i GTP w wyniku dzialania cyklaz adenylanowych i guanylanowych, natomiast
ich dezaktywacja zwiazana jest z fosfodiesterazami cyklicznych nukleotydow. W ostatnich latach
udokumentowano obecno$¢ cyklicznych nukleotydow w tkankach roslinnych, jak réwniez opisano
obecnos¢ enzymow zwiazanych z ich metabolizmem. W niniejszej pracy przedstawiliSmy dane dotycza-
ce obecnosci i przemian metabolicznych, jakim podlegaja cykliczne nukleotydy w komoérkach roslinnych,
réwnoczesnie opisalismy gtowne procesy, w ktorych one uczestnicza.

Stowa kluczowe: cykliczne nukleotydy, cAMP, cGMP.

Summary: Cyclic adenosine 3’:5’-monophosphate and cyclic guanosine 3°:5’-monophosphate, common-
ly know as cAMP and cGMP, are key second messengers in living organisms ranging from bacteria to
Homo sapiens. Cyclic AMP and cyclic GMP are produced from ATP and GTP by the action of adenylyl
cyclase and guanylyl cylase and are hydrolyzed to AMP and GMP by the cyclic nucleotide phosphodie-
sterase. The natural occurrence of cyclic nucleotides in higher plants is now established, as is the presence
of enzymes involved in their metabolism. Accumulating evidence suggests crucial roles for both cyclic
nucleotides in plant cellular homeostasis. Here we review the past and recent evidence establishing the
presence of these compounds, their metabolism and role in plants.
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WPROWADZENIE

Prawie 50 lat temu odkrycie pojedynczej czasteczki cyklicznego adenozyno-
3’:5’-monofosforanu zmienilo sposéb mys$lenia dotyczacy regulacji procesow
komorkowych. Zapoczatkowato réwniez zakrojone na szeroka skale badania doty-
czace wtornych przekaznikow informacji. Badania trwaja po dzien dzisiejszy, a
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uzyskiwane wyniki wskazuja na niezwykla kompleksowos$¢ 1 zréznicowanie uktadow
generujacych cykliczne nukleotydy.

Cykliczne monofosforany nukleotydéw (cNMP) sa okreslane jako czasteczki
sygnalne zar6wno u mikroorganizméw, jak i u zwierzat. Badania nad roslinnymi
cyklicznymi nukleotydami sa prowadzone ze zmiennym powodzeniem od kilku lat.
Chociaz poczatkowe watpliwosci i niepewnosci odnosnie roli cyklicznych nukleotydow
w sygnalizacji komorkowej u roslin zostaty juz wyjasnione, ciagle istnieje wiele pytan,
ktére pozostaja bez odpowiedzi. Cykliczny 3’:5’-guanozynomonofosforan (cGMP) i
cykliczny 3’:5’-adenozynomonofosforan (cAMP) zostaty opisane u kilku gatunkow
roslin [23, 57, 69, 76], lecz liczba prac poruszajaca problem cyklicznych nukleotydéw
u ro$lin ciagle jest znikoma.

W pracy podsumowano stan wiedzy na temat cyklicznych nukleotydow, podano
krotka charakterystyke enzymow zwigzanych z metabolizmem tych zwiazkow, ich
roli, jak réwniez poszukiwano analogii migdzy §wiatem roslin, zwierzat i bakterii.

WYSTEPOWANIE CYKLICZNYCH NUKLEOTYDOW U ROSLIN

Do chwili obecnej wystgpowanie cAMP i ¢cGMP zostalo udokumentowane u
wielu organizmow zaréwno zwierzgeych, jak i roslinnych.

Poczatkowe prace dotyczace ilosciowej analizy cAMP okreslaty jego poziom w
bardzo szerokim zakresie od 1 do 1500 pmol/g §wiezej tkanki [8, 27]. Z biegiem
czasu techniki pomiaru staty si¢ bardziej czute, skutkiem czego ilo$¢ cAMP w
badanych tkankach byta juz bardziej precyzyjnie okreslona. W pedzie Torenia
wykazano 36 pmoli cAMP/g $wiezej tkanki [39], zas w zawiesinie komorkowej fasoli
(Phaseolus vulgaris) — 5 pmoli/g $wiezej tkanki [S]. Gangwani i inni [29] stwierdzili,
ze w kulturach rzgsy garbatej (Lemna gibba) ilos¢ cAMP waha sig¢ w granicach
70-80 pmoli/g $wiezej tkanki.

Prawdopodobnie pierwszym doniesieniem dotyczacym wystgpowania cGMP u
ro$lin byla analiza zmian jego stezenia podczas podzialow oraz wzrostu komorek
tytoniu (Nicotiana tabacum) [53]. Obecno$¢ cGMP opisano takze w korzeniach
fasoli i w pyltku sosny [42]. Zaobserwowano takze znaczace roznice w stezeniu
tego zwiazku, szczegdlnie pod wpltywem czynnikow srodowiskowych. I tak w lisciach
tytoniu jego ilo$¢ wynosi od 0,05 pmol/g do 0,3 pmol/g $wiezej tkanki po
potraktowaniu ich NO [23]. W przypadku wilca wielkokwiatowego (Pharbitis nil)
ilos¢ ¢cGMP u roslin rosnacych na $wietle wynosi 11 pmoli/g §wiezej tkanki, a
umieszczenie roslin w ciemnosci powoduje pojawianie sig¢ fal cGMP [76].

Uzyskane wyniki wskazuja takze, ze stezenia cyklicznych nukleotydow moga
r6zni¢ si¢ znaczaco w zaleznosci od analizowanego gatunku i badanej tkanki. Takze
warunki $rodowiska, w ktorych uprawia si¢ rosliny, wywieraja duzy wpltyw na
zawarto$¢ nukleotydow. Oczywiscie st¢zenie nukleotydu moze by¢ wyzsze tylko w
pewnych partiach tkanek czy okreslonym typie komorek, tak wigc lokalne stezenie
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moze rozni¢ si¢ od tzw. sredniego st¢zenia cyklicznego nukleotydu wystepujacego
w obregbie organu czy catego organizmu.

Informacje dotyczace cyklicznych nukleotydéw innych niz cAMP i cGMP sa
znikome zar6wno w przypadku materialu zwierzecego, jak i roslinnego. U ssakow
odkryto cCMP, cIMP, cTMP i cUMP oraz enzymy zwiazane z ich synteza i hydroliza
[63]. Funkcja tych nukleotydéw nie zostala opisana. Istnieja jednak dane wskazujace,
ze ich dziatania nie mozna modulowa¢ agonistami i antagonistami cAMP 1 cGMP
[10]. Tak wigc te cztery dodatkowe nukleotydy wydaja si¢ mie¢ inne dziatanie.

Przyktadowo obecno$¢ cCMP, cUMP, cIMP i ¢cTMP zostata wykryta w korze-
niach grochu (Pisum sativum) za pomoca spektrometrii masowej [62]. Poziom
nukleotydow w tkankach merystematycznych i statych wykazywat znaczace rdznice.
W tkance merystematycznej wystgpuja cAMP, cCMP, cGMP i cUMP, z ktérych
W najwyzszym stezeniu wystgpowal cCMP, co moze odzwierciedla¢ jego rolg w
podziatach komorkowych, analogicznie do tej, jaka stwierdzono w komoérkach ssakow.
W tkankach statych zidentyfikowano cAMP, cGMP, cCMP, cIMP, cUMP i cTMP,
z czego cUMP wystepuje w najwyzszym stezeniu. Obecnos¢ duzej ilosci cUMP
oraz wystepowanie cIMP i cTMP §wiadcza o roznicach w mechanizmach prolifera-
cji tkanek statych i merystematycznych.

METABOLIZM CYKLICZNYCH NUKLEOTYDOW

Cykliczne nukleotydy sa syntetyzowane przez cyklazy, a inaktywacja zachodzi przy
wspotudziale specyficznych fosfodiesteraz. Biosynteza i inaktywacja przebiegaja w
przypadku cAMP i cGMP podobnie wedlug schematu przedstawionego na rycinie 1.

Schemat ten sugeruje podobiefistwa w mechanizmach regulujacych syntezg i
inaktywacj¢ obu cyklicznych nukleotydow. W komorkach zwierzgcych synteza jest
regulowana przez szereg izoenzymow cyklazy adenylanowej i guanylanowej, ktore
rdznig si¢ rozmieszczeniem, wlasciwosciami biochemicznymi i funkcjonalnymi. Procesy
te sa regulowane przez mechanizmy zachodzace zar6wno w btonie plazmatycznej,
jak 1 cytozolu.

cyklaza
adenylanowa fosfodiesteraza

ATP ——4m 8 PPi+ cAMP » AMP

cyklaza
guanylanowa fosfodiesteraza

GTP —> PP + cGMP » GMP

RYCINA 1. Biosynteza i inaktywacja cyklicznego AMP i cyklicznego GMP (wg [58], zmienione)
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Cykliczny AMP powstaje z ATP w wyniku reakcji katalizowanej przez cyklazg
adenylanowa (AC). Substratem enzymu jest kompleks ATP z jonami magnezu. U
zwierzat AC jest enzymem dziatajacym w obrgbie bltony komorkowej. Cyklaza
adenylanowa zwiazana z blonami zostata wyizolowana i oczyszczona z materialu
zwierzecego m.in. z komorek szczura. Domena katalityczna tego biatka jest podobna
do cyklazy adenylanowej z cyjanobakterii i myksobakterii [11, 13], co wskazuje na
duze rozprzestrzenienie i réznorodno$¢ w rodzinie cyklaz. Rozpuszczalna cyklaza
adenylanowa, ktorej sekwencja r6zni si¢ od tej oznaczonej dla klasycznej cyklazy
ssakow, byla opisana u glonéw i grzybow [88]. Jest wigc wielce prawdopodobne,
ze cyklazy te istnieja powszechnie rowniez w komorkach roslinnych.

U organizméw prokariotycznych cyklazy adenylanowe sa podzielone na 4 klasy,
na podstawie struktury pierwszorzedowej ich domen katalitycznych. Klasa 1
obejmuje AC spotykane u enterobakterii. Klasa 2 zostata odkryta u bakterii pato-
gennych i jest aktywowana przez kalmoduling. Klasa 3 jest najszerzej rozpow-
szechniona od bakterii do ssakow. Klase 4 opisano u archebakterii. Kazda z klas
wykazuje wysoka specyficznos¢ i brak jest wzajemnej homologii pomigdzy nimi [64].

U cyjanobakterii (Spirulina platensis) wyizolowano 6 gendw kodujacych cyklaze
adenylanowa. Jednoczesnie okreslono, ze CYA 4 koduje AC zwiazang z btonami,
podczas gdy CYA C koduje AC, ktora jest aktywowana przez fosforylacjg. CY4 G
ma homologi¢ do domeny katalitycznej klasy 3 cyklaz adenylanowych i guanyla-
nowych. CYA G jest cyklaza adenylanowa, ktora przeksztalci¢ mozna w cyklaze
guanylanowa po zastapieniu 3 kluczowych aminokwaséw w miejscu wigzania
substratu [64].

Istnieje niewiele dowodow na istnienie tej grupy enzymow w komorkach roslin-
nych. Wystepowanie w komorkach roslinnych cyklicznych nukleotydow wskazuje
na istnienie enzymoéw odpowiedzialnych za ich syntezg. Potwierdzone jest to przez
wyniki uzyskane przy zastosowaniu réoznych agonistow i antagonistow zwierzecych
cyklaz. Ich egzogenna aplikacja powoduje zmiany w poziomie cyklicznych nukleoty-
dow i roézne odpowiedzi fizjologiczne: wzrost tagiewki pytkowej u Agapanthus
umbellatus [57], regulacje otwierania szparek u rzodkiewnika (Arabidopsis
thaliana) [19], podzialy komoérkowe u tytoniu [26], ekspresje genow w warstwie
aleuronowej u jeczmienia (Hordeum vulgare) [69], rozwdj korzeni u komeliny
zwyczajnej (Commelina communis), akumulacje fitoaleksyn u Cupressus lusitanica
[91] i regulacje¢ kwitnienia u wilca wielkokwiatowego (Pharbitis nil) [76].

Aktywno$¢ enzymu o wlasciwosciach cyklazy adenylanowej opisano w ekstrak-
tach korzeniowych lucerny (Medicago sativa), racznika (Ricinus max), grochu
(Pisum) [12, 54, 67] i tytoniu [86]. Carricarte i inni [12] opisali rozpuszczalna cyklaze
adenylanowa w korzeniach lucerny. Ma ona masg¢ ok. 84 kDa i jest aktywowana
przez Ca** i Mg*". Enzym produkuje 204 pmole cAMP/min/mg biatka w obecnosci
wapnia, a aktywno$¢ jest stymulowana 15-krotnie po podaniu kalmoduliny z wotu.
Stymulacja jest hamowana po dodaniu EGTA i chlorpromazyny (inhibitora dziatania
CaM). Podawanie substancji zwiazanych z dziataniem biatek G nie daje pozytywnych
wynikow, co sugeruje, ze enzym nie jest zalezny od bialek G. Inna grupa badaczy
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[54] opisata btonowa cyklazg adenylanowa z korzeni racznika. Enzym produkuje ok.
20 pmoli cAMP/min/mg biatka w obecnosci MnCl,. W przeciwienstwie do enzymu
z lucerny ta cyklaza jest czuta na GTP, co sugeruje jej regulacje przez biatka G.

Posrednim dowodem na istnienie cyklazy adenylanowej u ro$lin jest wystegpowanie
w komorkach bawelny (Gossypium hirsutum) genu kodujacego biatko CAP, ktore
jest zwiazane z cyklaza adenylanowa (ang. Adenylyl cyclase-associated protein)
[43]. Ogolnie biatka CAP reguluja remodelowanie aktyny w odpowiedzi na sygnaly
komorkowe, a ich koniec N odgrywa rolg w sygnalizacji biatek Ras i wiazaniu cyklazy
adenylanowe;j. Ekspresja genu CAP jest najwyzsza w mtodych komorkach, tak wigc
przypuszcza si¢, ze moga one i cyklaza adenylanowa odgrywac role we wzrosScie
elongacyjnym komorki, prawdopodobnie poprzez wptyw na cytoszkielet.

Przez dtuzszy czas wyniki dotyczace oznaczania aktywnosci cyklazy adenylanowej
byty traktowane krytycznie, poniewaz wszelkie proby zidentyfikowania sekwencji
DNA w ro$linnym genomie o homologii do zwierzecych cyklaz adenylanowych
konczyty si¢ niepowodzeniem. Obecnie istnieja doniesienia o sklonowaniu takiej
cyklazy. Jest nig PSiP (ang. Pollen-Signalling Protein) bedaca cyklaza adenylano-
wa w komorkach pytku Agapanthus [57]. Stwierdzono, ze PSiP wykazuje homologig
nie tylko do grzybowej cyklazy adenylanowej (z Neurospora crassa), lecz takze
do biatek odpornosci na choroby, co moze stanowi¢ wskazowke, ze enzymy te
odgrywaja rol¢ w sygnalizacji ataku patogena [77, 91]. Gen uzyskany z cDNA pytku
ulegajac ekspresji w komorkach E. coli powoduje jednocze$nie akumulacje cAMP,
w wyniku czego dochodzi do zniesienia defektu w fermentacji weglowodandow u
mutanta cyad E. coli [57]. Zarébwno transformacja antysensownym fragmentem,
jak tez traktowanie antagonistami cyklazy adenylanowej przerywa wzrost fagiewki
pytkowej, sugerujac tym samym, zZe proces ten wymaga ciagltej syntezy cAMP. Ta
hipoteza byta potwierdzona poprzez monitorowanie poziomu cAMP w rosnacych
lagiewkach pyltkowych. Podawany forskolin, aktywator cyklazy adenylanowej,
wywotywat przejsciowy wzrost poziomu cAMP, podczas gdy dideoksyadenozyna,
inhibitor cyklazy, powodowal chwilowe obnizenie stezenia tego wtornego przekaznika.
Czasowe zmiany w stezeniach cAMP, wskazuja takze na obecno$¢ w tagiewkach
pytkowych enzymoéw, takich jak fosfodiesterazy, bioracych udziat w inaktywacji
cyklicznych nukleotydow.

Cyklazy guanylanowe (GC) katalizuja proces konwersji GTP do cGMP [58]. W
komorkach zwierzecych enzym ten wystepuje w dwdch gltéwnych formach, w formie
rozpuszczalnej (sGC; frakcja cytozolowa) i formie zwiazanej (pGC; frakcja blonowa
oraz elementow cytoszkieletu) (ryc. 2).

W komorkach zwierzgcych czasteczka sGC jest hemoproteina o strukturze
heterodimeru, o tacznej masie czasteczkowej ok. 150 kDa. Tworza je dwie podjed-
nostki a (m.cz. 73-82 kDa) i b (m.cz. 70-74), mogace, w zaleznos$ci od tkanki/
gatunku, wykazywac réznice w sktadzie aminokwasowym. Doswiadczenia przepro-
wadzone ze sklonowanymi podjednostkami a i b wskazuja, ze wyrazenie pelnej
aktywnosci katalitycznej enzymu wigze si¢ z koniecznoscig dimeryzacji tancuchow
polipeptydowych podjednostek. Podjednostki te sa kodowane w odrgbnych genach,
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RYCINA 2. Organizacja przestrzenna czasteczek cyklazy adenylanowej i cyklaz guanylanowych (wg
http://vivo.colostate.edu oraz http://www.fz-juelich.de, zmienione)

stwarzajac tym samym mozliwos$¢ zréznicowanej regulacji ich ekspresji. Centrum
katalityczne sGC, zbudowane z 250 reszt aminokwasowych, znajduje si¢ w poblizu
C-konca tancucha biatkowego i wykazuje niezwykle duze podobienstwo w réznych
formach cyklazy guanylanowej (facznie z enzymem btonowym).

U zwierzat istnieje wiele form enzymu blonowego (zwiazanego, pGC), ktore
podzielono na 2 kategorie: enzym zwiazany z btong komérkowa bedacy jednoczes$nie
receptorem powierzchniowym i efektorem oraz enzym regulowany przez Ca®’,
wystepujacy w rzeskach pierwotniakow oraz w segmentach zewngtrznych fotorecep-
torow kregowcow.

Blonowa cyklaza guanylanowa jest glikoproteing zbudowana z pojedynczego
fanicucha polipeptydowego o masie czasteczkowej 115-180 kDa. Wysoka aktywnos¢
katalityczna obserwuje si¢ w stanie ufosforylowanym enzymu. Czasteczka enzymu
tworzy jedna domeng wewnatrzbtonowa, z N-koncem zlokalizowanym na zewnatrz
i C-koncem wystepujacym we wnetrzu komorki.

U bakterii oznaczono tylko jeden gen kodujacy ten enzym. W przeciwienstwie do
zroznicowanej natury domen katalitycznych AC domeny katalityczne GC sa homolo-
giczne do tych opisanych w klasie 3 AC. Tak wigc uwaza sig, ze klasa 3 AC i GC
mialy wspdlnego przodka. Analiza aminokwasowa wykazata, ze miejsce tworzenia
wiazania wodorowego z adenina lub guanina jest zachowywane w klasie 3 AC i GC.
Poprzez zamiang tych reszt GC moga by¢ przeksztalcane w AC [51, 80].

Region na koncu N, znajdujacy si¢ obok domeny katalitycznej (ok. 50 aa), jest
wysoce konserwowalny posrod wszystkich opisanych do tej pory GC, a klasa 3
AC nie wykazuje takiej zalezno$ci. Region ten prawdopodobnie bierze udziat w
tworzeniu d-helisy i funkcjonuje jako domena dimeryzacyjna [84]. Poza rola w
procesie dimeryzacji, wykazano, ze ma ona znaczenie w stymulacji aktywnosci
katalitycznej w ludzkiej GC z siatkowki [81].
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Posrednie dowody dotyczace wystgpowania cyklazy guanylanowej w tkankach
ro$linnych pochodza z doswiadczen ilosciowego oznaczania cGMP. Jest oczywiste,
ze skoro w komorkach poziom cGMP ulega wahaniom, to musi istnie¢ w petni
sprawny uktad metaboliczny, ktory generuje te zmiany.

W doswiadczeniach prowadzonych na wilcu wielkokwiatowym (Pharbitis nil)
wykazano oscylacje poziomu cGMP podczas nocy. Dodatkowo zastosowanie nitro-
prusydku sodu — zwiazku, ktory uwalniajac NO jest w stanie wptywaé na aktywnosc¢
rozpuszczalnych cyklaz guanylanowych, wykazato znaczacy wzrost poziomu cGMP
w komorce. Analogicznie podanie inhibitora cyklazy guanylanowej (NS 2028)
spowodowato drastyczny spadek jego poziomu, co moze wskazywaé na istnienie w
komorkach P, nil enzymu, ktorego aktywnos¢ podlega regulacji podobnej do tej, jaka
zaobserwowano w przypadku zwierzgcych cyklaz guanylanowych [76].

Istnieja takze bezposrednie dowody na obecno$¢ cyklazy u roslin. Spektrometria
masowa zostata uzyta do scharakteryzowania aktywnosci cyklazy w chloroplastach
u szpinaku (S. oleracea) [63] i tytoniu (Nicotiana tabacum) [85]. Aktywnos$¢ w
komorkach szpinaku jest zlokalizowana w btonach, a analizy kinetyczne wskazuja
na obecno$¢ 2 cyklaz: jedna o aktywnos$ci odpowiadajacej cyklazie guanylanowe;j,
wykazujaca wysoka specyficznos¢ substratowa oraz druga odpowiadajaca cyklazie
adenylanowej stymulowanej przez analog GTP (GMPPNP), co wskazuje na inter-
akcje tego enzymu z biatkiem G.

Istnieje takze doniesienie o syntezie cGMP w komorkach owsa (Avena sativa),
a proces ten jest pod kontrola fitochromu [83]. U owsa aktywno$¢ enzymu we
frakcjach btonowych wynosi 55 fmol cGMP/min/mg biatka i jest dwukrotnie wyzsza
od tej opisanej w chloroplastach fasoli [61].

Cyklaza z Arabidopsis zostata zidentyfikowana po przeszukaniu genomu tej
ro$liny z motywem bazujacym na zachowywalnej sekwencji znajdujacej si¢ w
domenie katalitycznej cyklaz guanylanowych z kregowcow, nizszych eukariontow i
organizmow prokariotycznych [52]. Zidentyfikowano 2 fragmenty (AtGC1 i AtGC2),
ktore podlegaja ekspresji w komorkach E. coli, powodujac znaczacy wzrost wew-
natrzkomorkowego stezenia cyklicznych nukleotydow, a sekwencja aminokwasowa
wykazata, ze sa to bialka rozpuszczalne. Domena katalityczna zawiera odcinek
bogaty w glicyng, co jest cecha charakterystyczna cyklaz guanylanowych. Kiedy
AtGCI ulegt ekspresji w komoérkach E. coli, komorki te zawieraly 2,5 raza wigcej
c¢GMP niz komorki kontrolne.

AtGCl1 nie wykazuje podobienstw w sekwencji z hemowa domena wiazaca, ktora
jest obecna w pozostatych cyklazach guanylanowych i odpowiada za oddziatywanie
z NO. W rzeczywisto$ci aktywnos¢ rekombinowanej cyklazy guanylanowej nie
zwigksza si¢ po aplikacji donoru tlenku azotu (nitroprusydku sodu). AtGCI1 jest
pierwsza tego typu cyklaza opisana u ro$lin, lecz jej niezwykta budowa wskazuje,
ze jest to nowa klasa cyklaz.
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W komorkach zarowno roslinnych, jak i zwierzecych istnieja elementy zdolne do
odbioru informacji zawartych w zmianach st¢zenia cyklicznych nukleotydow. Sa to
kanaly jonowe bramkowane przez cNMP-, cAMP- lub cGMP-zalezne kinazy (PKA
i PKG) i fosfodiesterazy (PDE).

Do tej pory opisano dwie grupy kanatow, ktorych dziatanie jest taczone z funkcja
cNMP. Sa to kanaly jonowe bezposrednio aktywowane (CNGC) oraz kanaty
modulowane (CNMC) przez cykliczne nukleotydy. Kanaty CNGC zostaty zidenty-
fikowane zar6wno w komodrkach zwierzgcych, jak i1 roslinnych, natomiast kanaty
modulowane przez cNMP znaleziono jedynie w komorkach ssakéw, a ich aktywacja
nastgpuje poprzez zmiang napigcia elektrycznego na btonie komoérkowej, przytaczenie
cyklicznego nukleotydu zmienia jedynie prawdopodobienstwo, ze kanal zostanie
otwarty [3].

Kanaly CNGC sa grupa biatek transportujacych jony, ktorych aktywnos¢ jest
jednoczeénie regulowana poprzez Ca?*. Zostaly one znalezione w btonach warstwy
aleuronowej jeczmienia [71], w btonach komorek tytoniu [2], rzodkiewnika [89] i
ryzu [77].

U Arabidopsis, CNGC tworza rodzing szesciu kanalow (AtCNGC 1-6) i ponad
20 gendéw z nimi spokrewnionych [49]. U tej rosliny opisano takze wysoko specy-
ficzne kanaty potasowe KAT1 i AKT1, ktorych aktywnos$¢ jest modulowana poprzez
cGMP [30].

Analiza przypuszczalnej funkcji jednego z biatek kanalowych CNGC, tj. AtCNGC2
z Arabidopsis wykazata, ze moze on bra¢ udzial w przeptywie jonéw K™ oraz
innych jednowarto$ciowych kationéw, jak rowniez jonéw Ca?*. Transport K i Ca*
zalezny jest od obecnosci cAMP lub ¢cGMP, jednoczesnie wysokie zewnatrzkomor-
kowe stezenie Ca’" hamuje przeptyw K' [49]. Do$wiadczenia z wykorzystaniem
techniki ,patch-clamp” prowadzone na komoérkach mezofilu wykazaty, ze wyptyw
K" na zewnatrz moze by¢ zwiekszony poprzez podniesienie poziomu cAMP pod
warunkiem, ze inhibitor fosfodiesterazy jest obecny w badanym uktadzie. Specyficzny,
bialkowy inhibitor kinazy biatkowej A hamowat ten przeptyw.

CNGC zawieraja 6 domen (S1-6), potencjalny region tworzacy por pomigdzy S5
i S6 oraz miejsce wigzania cyklicznych nukleotydow, ktore czg§ciowo pokrywa sig
w sekwencji z domena wiazaca kalmoduling w cytoplazmatycznym regionie konca
C [2]. Przytaczenie CaM do AtCNGC2, odwraca aktywacje kanalu wywotana przez
cAMP. Tak wigc zalezna od Ca®" interakcja pomiedzy wiazaniem CaM i cyklicznych
nukleotydow moze by¢ bardzo istotna, za§ same CNGCs moga by¢ elementami
integrujacymi sygnat zawarty w zmianach st¢zenia cyklicznych nukleotydéw i wapnia
na szlaku transdukcji sygnatu.

Niewiele wiadomo o subkomorkowej lokalizacji CNGCs. Wykazano jedynie, ze
HvCBT]1 z jeczmienia [71] i NtCBP4 z tytoniu [2] sa zlokalizowane w plazmolemie.

Jezeli wezmie si¢ pod uwage liczebnos¢ rodziny CNGC oraz mozliwos$¢, ze sa
one rozmieszczone w btonach komodrkowych, jak rowniez ze podlegaja réznej
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ekspresji w tkankach Arabidopsis, wydaje si¢ wielce prawdopodobne przyporzad-
kowanie odpowiedniej izoformy do danego procesu fizjologicznego.

Niezwyktym przyktadem kanatu, ktory jest regulowany przez cykliczne nukleotydy,
jest kanal wykryty podczas badania zaleznego od aluminium naptywu jabtczanu do
komérek w korzeniach pszenicy [90]. W prowadzonych doéwiadczeniach glin (AI*")
stymulowat zmiang potencjatu elektrycznego btony przez oddzialywanie na przeptyw
aniondéw przez blong. W protoplastach uzyskanych z roslin wykazujacych tolerancjg
na A" przeptyw K byt wzmozony w obecnosci tych jonéw jedynie, gdy cAMP
byt obecny w srodowisku.

Bialka kinazowe zalezne od cyklicznych nukleotydow nie byly do tej pory
intensywnie u roslin badane. Chociaz grupa biatek, w sktad ktorej wchodza kinazy
zalezne od cyklicznych nukleotydow, tzw. grupa AGC, zostata opisana w komorkach
roslinnych, to jednak literatura dotyczaca szczegdtowej charakterystyki tych biatek
jest bardzo skapa.

Do tej pory nie pojawily si¢ prace dotyczace oczyszczenia do homogennosci z
tkanek roslinnych kinaz zaleznych od cAMP. Istnieja jedynie doniesienia o kinazach,
ktorych aktywnos¢ ulegata zmianie w obecnosci cyklicznych nukleotydow u rzesy
(Lemna paucicostata), kukurydzy (Zea mays), palmy kokosowej (Cocos nucifera),
ryzu i petunii (Petunia) [40, 41, 44, 70].

Polya 1 wspotpracownicy [70] cze$ciowo oczyscili enzym z petunii, ktory fosforylowat
Kemtide (LRRASLG), syntetyczny substrat dla PKA. Jest jednak ciekawe, ze kinaza
ta nie byla stymulowana przez cAMP, jedynie zahamowanie aktywnosci kinazy przez
podjednostke regulacyjna PKA bylo odwracane przez cAMP.

Dodanie zwierzecej PKA do ekstraktow roslinnych spowodowato fosforylacje
niektorych bialek; np. fosforylacji ulegaly fitochrom zaréwno forma P, jak i P [87],
karboksylaza fosfoenolopirogronianowa [78] i syntaza fosfosacharozy [38].

Dodatkowo istnieja dane dotyczace zaleznej od cAMP fosforylacji w etioplastach
i chloroplastach pszenicy oraz w komoérkach szparkowych u bobu (Vicia faba), co
wskazuje na istnienie kinazy zaleznej od cAMP u tych roslin [64]. Badania
prowadzone na fasoli wskazaly natomiast, ze forskolin, podobnie jak aplikacja
mikromolowych stezen ¢cAMP, zwigkszal fosforylacjg. Inhibitor PKA hamowat
zaindukowane przez forskolin zwigkszenie fosforylacji [28]. Jednakze w badaniach
tych nie wyizolowano samej kinazy.

Inhibitor Pk-A czg$ciowo hamowal takze indukowana przez ABA aktywno$¢
B-glukuronidazy (GUS) w komorkach tytoniu transformowanych konstruktem
zawierajacym wrazliwy na ABA promotor (rd29A-GUS). Interesujace jest, ze
ABA indukowat aktywno$¢ kinazy A (PKABAL1), ktora nastgpnie hamowata induk-
cje syntezy amylaz w warstwie aleuronowej jgczmienia [33].

O obecnosci w komorkach roslinnych kinazy zaleznej od ¢cGMP poczatkowo
swiadczyty jedynie dowody posrednie. W komorkach komeliny zwyczajnej inhibitor
kinazy G zapobiegal indukowanemu przez auksyny otwieraniu aparatow szparko-
wych, sugerujac tym samym istnienie PKG [20]. Aktywnos$¢ enzymu regulowanego
przez cGMP zostata takze zaobserwowana we frakcjach biatkowych z owsa [21].
Autorzy wykazali wiazanie znakowanego *H-cGMP do sktadnikéw strukturalnych
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frakcji subkomorkowych siewek owsa. Wiazanie jest zalezne od warunkéw inkubacji
i naswietlania rosnacych roslin. W zielonych siewkach wiazanie jest stabsze niz w
siewkach etiolowanych. Najsilniejsze wiazanie wystapilo we frakcji cytozolowe;.
Biatko z tej frakcji ma 2 miejsca wiazania, jedno o wysokim, a drugie o niskim
powinowactwie do cGMP, a wigzanie nukleotydu wzrasta po naswietleniu §wiatlem
czerwonym i po podaniu Ca®'.

Aktywnos¢ kinazy zaleznej od cGMP zaobserwowano we frakcjach wyizolowa-
nych z Pharbitis nil [75], stosujac kombinacj¢ chromatografii jonowymiennej i
powinowactwa. Wyizolowane biatko jest polipeptydem o masie czasteczkowej 70
kDa i jest stymulowane przez mikromolowe stezenia cGMP. Reaguje ono takze z
przeciwciatami skierowanymi na domeng katalityczna PKG ze $winki morskie;.

Dowody z zakresu biologii molekularnej ujawnity obecnos¢ biatka kinazowego o
homologii do kinaz biatkowych zaleznych od cyklicznych nukleotydoéw u fasoli (Phaseolus
vulgaris), ryzu (Oryza sativa), kukurydzy (Zea mays), grochu (Pisum sativum) i
rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana) [4, 47, 50, 56]. Jednakze homologia w sekwencji
DNA nie daje pewnosci, czy istnieje funkcjonalne biatko i czy produkty tych gendéw
faktycznie funkcjonuja in vivo jako kinazy regulowane przez cykliczne nukleotydy.

W pracy Newtona i Smitha [64] mozna znalez¢ informacje o odkryciu nowych
sekwencji kinazy zawierajacych miejsca wigzania cyklicznych nukleotydow. Petna
sekwencja cDNA biatek wiazacych cykliczne nukleotydy zostata poznana u rzod-
kiewnika i tytoniu.

Istnieja takze doniesienia o wystepowaniu u roslin genéw kodujacych biatka o
sekwencji charakterystycznej dla drozdzowych i zwierzecych kinaz zaleznych od
cyklicznych nukleotydow [35]. Gen SBPK, z kietkujacego pytku Solanum berthaultii
koduje biatko o bardzo wysokiej homologii do kinaz zaleznych od cAMP i cGMP [17].
SBPK nie ma domeny regulatorowej, co wskazuje, ze SBPK zyskuje t¢ funkcje w
potaczeniu z innymi, regulacyjnymi podjednostkami, w sposéb podobny do tego, jaki
zostat opisany dla wielu zwierzecych PKA. Inaktywacja ekspresji genu poprzez
zastosowanie anty-sensownej ekspresji spowodowata, ze rosliny wytwarzaty w duzych
ilosciach zmienione ziarna pylku. Majac powyzsze na uwadze mozna zatozy¢, ze biatko
to bierze udziat w transdukcji sygnatu podczas tworzenia ziaren pytku.

Cykliczne nukleotydy w komoérkach roslinnych, podobnie jak w innych komérkach
eukariotycznych, przejawiaja swoje dziatanie jako wewnatrzkomoérkowe przekazniki,
tak wigc musza istnie¢ enzymy zdolne do szybkiego obnizania stezenia cyklicznych
nukleotydow.

W komorkach zwierzgcych fosfodiesteraza cyklicznych nukleotydoéw katalizuje
hydrolize 3°,5’-monofosforanu nukleotydow (cAMP i cGMP), przeksztatcajac je do
monofosforanu 5’-nukleotydow. Fosfodiesterazy te sa zwykle regulowane przez
kalmoduling. Do tej pory ponad 40 r6znych izoform PDE zostalo zidentyfikowanych
i sklasyfikowanych w 11 rodzinach (PDE 1-11). Sa one produktami ré6znych genow
kodujacych biatka o masach od 60 do 130 kDa [17, 74].

Wsrod roznych izoform PDE enzymy nalezace do 3 rodzin (PDE 3.7.8) sa
cAMP-specyficzne; trzy (PDE 5,6,9) — cGMP-specyficzne, a 5 (PDE 1,2,4,10,11)
wykazuja podwdjna specyficznosé. Wszystkie z tych enzymow sa dimerami, lecz
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rola tej dimeryzacji w samym dziataniu enzymu nie jest znana. U zwierzat enzymy
te zawieraja domeng katalityczna w okolicy konca C o wysokiej homologii wérdd
wszystkich PDE i domeng lub motyw regulatorowy na koncu N. Domeny katali-
tyczne wszystkich znanych PDE zawieraja 2 sekwencje potaczone w tandem, a
w kazdej z nich znajduje sie motyw bioracy udzial w wiazaniu jonéw Zn>".
Mechanizm rozrywania wiazania fosfodiestrowego w cyklicznych nukleotydach
przez PDE moze przypomina¢ mechanizm spotykany w pewnych proteazach, lecz
obecnos¢ jonow cynku wymagana do tego procesu zostata po raz pierwszy opisana
dopiero przy charakterystyce PDE [17].

Poczatkowo badania dotyczace cyklicznych nukleotydéw u roslin koncentrowaty
si¢ na cyklazach i kinazach cyklicznych nukleotydow, natomiast PDE byly uwazane
za mato ciekawe. Trwalo to do czasu, kiedy zauwazono jak wiele izoform PDE
znajduje si¢ w komorkach i jak ro6znia si¢ one dziataniem i wrazliwoscia.

Obecnie istnieja liczne dowody na aktywnos¢ fosfodiesteraz cyklicznych nukleoty-
dow u roslin. Czes¢ doswiadcezen byta prowadzona kilka lat temu, lecz mozna znalez¢
takze niedawno uzyskane wyniki jak np. dotyczace Arabidopsis thaliana [37].
Badania te wykazaty, ze roslinne fosfodiesterazy mozna podzieli¢ na 2 klasy: (1) o
aktywnosci fosfodiesterazy 2’:3’-cyklicznych nukleotyddéw i tworzeniu 2°-NMP jako
produktu hydrolizy oraz (2) o aktywnosci fosfodiesterazy 3’:5’-cyklicznych nukleoty-
dow i tworzeniu mieszaniny 3’-NMP 1 5’-NMP.

Fosfodiesteraza zdolna do hydrolizy 3’:5’-cyklicznych nukleotydow zostata oznaczo-
na w surowych ekstraktach z réznych tkanek roslinnych [64]. Enzymy te dziataja
w kwasnym pH, nie wymagaja kationéw dwuwartosciowych do swojego dzialania
i sa niewrazliwe ma metylksantyng. Produktem hydrolizy 3’:5’-cNMP sa 3’-NMP i
5’-NMP, podczas gdy produktem dziatania zwierzecych PDE jest tylko 5’-NMP [1].
Tak wigc whasciwosci roslinnych PDE sa roézne od tych, jakie zostaty okreslone w
przypadku PDE z innych organizmoéw eukariotycznych.

Fosfodiesteraza zdolna do hydrolizy cAMP do AMP zostata opisana w siewkach
grochu jeszcze przed pojawieniem sig¢ pierwszego doniesienia o wystgpowaniu
cyklicznych nukleotydéw w tkankach roslinnych. Zauwazono, ze w przeciwienstwie
do PDE ssakow, fosfodiesteraza z siewek grochu wykazuje wigksza aktywnosé¢
wzgledem 2°,3’-cyklicznej AMP (produktu rozpadu RNA) niz do wtornego przekaz-
nika, jakim jest 3°,5’-cAMP. Jednakze po6zniejsze badania z bardziej oczyszczona
PDE wykazaty, ze w ekstraktach istnieje wigcej niz jedna forma PDE [64].
Wystepowanie szeregu izoform fosfodiesteraz pozwala na wyjasnienie réznic w
wynikach uzyskiwanych przez rézne grupy badawcze.

Spektrometri¢ masowa wykorzystano do badania w fasoli (Phaseolus vulgaris)
wplywu réznych kationéw na kompleks fosfodiesteraz z chloroplastow. Uzyskane
wyniki wskazaly, ze preferowanym substratem sa 3°,5’-cykliczne nukleotydy oraz
ze jony Fe*" stymuluja hydrolize ¢cCMP [73]. Prowadzono takze badania nad
wptywem roznych izoform CaM na regulacje aktywnosci PDE. Wykazano, ze 2
izoformy z soi (Glycine max) maja rézne wymagania w stosunku do jonow
wapniowych, a tym samym réznie oddziatuja z PDE [48].
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Dla szpinaku (Spinacia oleracea) opisano 3 izoformy PDE [7], z ktorych dwie
scharakteryzowano bardziej szczegdétowo. Pierwsza odpowiada enzymowi opisanemu
przez Lin i Warner [64], natomiast druga ma wigksza aktywnos¢ wzgledem 3°,5’-cGMP
13°,5’-cAMP oraz bardzo niska aktywno$¢ wzgledem 2°,3’-cNMP. Dodatkowo przejawia
ona wrazliwo$¢ na endogenne biatka efektorowe i jest aktywowana przez Ca®' [22].
Enzym ten tworzyt tez kompleksy z kwasnymi fosfatazami, rybonukleazami,
nukleotydazami i ATPazami. Fosfodiesterazy zostaly takze znalezione u ziemniaka
(Solanum tuberosum), jeczmienia, Portulaca, fasoli (Phaseolus vulgaris), Lemna
paucicostata 1 marchwi (Daucus carota) [64]. Fosfodiesteraza opisana u salaty
(Lactuca sativa )[14] roézni si¢ od pozostatych fosfodiesteraz 3°,5’-cyklicznych
nukleotydow tym, ze wykazuje ona aktywnos$¢ zarowno do cyklicznych nukleoty-
dow purynowych, jak i pirymidynowych, wykazujac tym samym pewne podobienstwo
do wielofunkcyjnych fosfodiesteraz wyizolowanych z watroby $wini.

FIZJOLOGICZNA ROLA CYKLICZNYCH NUKLEOTYDOW

Nie sposéb opisaé wszystkie procesy, w ktorych udzial cyklicznych nukleotydow
zostat udowodniony. Wybrane przyktady nie tylko maja pokazaé, jak szerokie jest
spektrum dziatania tych zwiazkow, lecz takze zobrazowac ztozonos$¢ powiazan pomig-
dzy cyklicznymi nukleotydami a innymi elementami bioracymi udziat w transdukcji
sygnatow.

Mimo ze wiele procesow fizjologicznych jest potencjalnie wrazliwych na zmiany
stezenia cAMP, rola tego cyklicznego nukleotydu byta czesto kwestionowana.
Dopiero od polowy lat dziewigédziesiatych XX w. zaczgly pojawiaé si¢ prace w
bardziej przekonujacy sposob dokumentujace rolg cAMP u ro$lin, np. w transporcie
jonow u rzodkiewnika i marchwi [46], cyklu komorkowym w komodrkach BY-2
tytoniu [25], reakcjach obronnych roslin podczas produkgji fitoaleksyn [45], aktywacji
amoniakoliazy fenyloalaniny [5] oraz w reakcjach swietlnych u glonow [34].

Dowody na rolg¢ cAMP w regulacji wzrostu komérek uzyskano w badaniach nad
lagiewka pytkowa. Wzrost tagiewki pytkowe;j jest $cisle zalezny od ciaglego naptywu
K" i Ca®" do szczytu tagiewki, podtrzymujacego turgor komorki i kontrolujacego
orientacj¢ fagiewki pytkowe;j [88]. Poprzez analiz¢ wewnatrzkomdrkowego stgzenia
cAMP Mountinho i inni [57] odkryli, ze dodanie wiazacego si¢ na stale do blon
dibu-tyryl-cAMP podnosito wewngtrzne st¢zenie cCAMP z poziomu spoczynkowego
(100 nM) do 220-300 nM. Wywolane $wiatlem uwalnianie uwigzionego na szczycie
lagiewki cAMP powodowato natychmiastowe wygigcie lagiewki w kierunku
wyzszego stezenia cAMP. Przypomina to wiec proces uwalniania uwiezionego Ca*".
W tagiewkach pytkowych lilii wykazano takze, ze cAMP bierze udziat w procesach
samoniezgodno$ci. Tak wigc ogolnie wyniki wskazuja na udzial cyklicznych
nukleotydow w procesach rozpoznawania migdzykomorkowego [79].
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W protoplastach transformowanych akworyna dodanie cAMP prowadzi do
podniesienia stgzenia cytoplazmatycznego wapnia, taczac tym samym zmiany w
stezeniach cyklicznych nukleotydéw i wapnia [82]. Podobne zjawisko zaobserwo-
wano w przypadku wyzej omawianych tagiewek pytkowych.

Ehsan i wspolpracownicy [25] doniesli o fluktuacjach w stezeniu cAMP, a zmiany
te byly scisle uzaleznione od fazy cyklu komérkowego w komorkach tytoniu BY-2.
Najwyzsze st¢zenie zaobserwowano podczas fazy S, najnizsze natomiast w fazie
G1. Zastosowanie zwiazku hamujacego aktywno$¢ AC powoduje brak wzrostu
cAMP w fazie S, a co za tym idzie spadek aktywnosci mitotycznej. Autorzy postuluja
jednoczes$nie istnienie cyklazy adenylanowej, ktérej aktywnosc¢ jest regulowana przez
prostaglandyny lub zwiazki podobne do prostaglandyn (np. kwas jasmonowy), ktore
odgrywaja doniosta role w cyklu komérkowym.

Istnieja takze dowody na udziat cAMP w procesach obronnych rosliny, podczas
produkcji fitoaleksyn. Mechanizm, w ktorym sygnat odebrany przez receptory
btonowe przeklada si¢ na ekspresje gendéw, obejmuje zmiany w poziomie Ca’",
kwasu jasmonowego, aktywnych form tlenu, diacyloglicerolu, InsP, i cAMP.

Pierwsze dane $wiadczace o udziale cAMP w komorkowych reakcjach obronnych
dotyczyly udziatu tego cyklicznego nukleotydu w syntezie fitoaleksyn u Ipomea [66].
Podobny efekt zostat nastgpnie opisany u marchwi [46]. U Medicago sativa zaobser-
wowano znaczacy wzrost w aktywnosci genu PAL kodujacego amoniakoliaze
fenyloalaniny. Enzym ten katalizuje poczatkowe reakcje na szlaku syntezy fitoaleksyn.
Traktowanie siewek roztworem niehydrolizujacego analogu cAMP (dibutyryl-cAMP)
zwigksza aktywno$¢ PAL i syntezg fitoaleksyn [16]. Dodatkowo, stymulujacy wplyw
toksyny cholery na synteze fitoaleksyn u marchwi i na aktywno$¢ PAL w kulturach
komodrkowych fasoli sugeruje udziat biatek G w tych procesach [5].

Analizowano takze mozliwos¢ regulacji procesoéw fizjologicznych przez cykliczny
AMP poprzez wptyw na ekspresje¢ gendw. Z komorek Vicia faba wyizolowano
fragment genu o wysokiej homologii do zwierzgcych biatek CREB [24]. Takze u
fasoli zidentyfikowano fragment genu kodujacy biatko wiazace si¢ do DNA, przypo-
minajace w sekwencji 1 wrazliwosci na metylacje biatko wiazace CRE (CREB)
ssakow. Fosforylacja CREB przez PKA naturalnie kontroluje transkrypcje w komor-
kach zwierzgcych, lecz proces ten nie zostat dostatecznie udokumentowany u roslin
1 istnieja jedynie posrednie dowody na jego istnienie.

Najwigcej badan na temat udziatu cGMP w réznych procesach dotyczy okreslenia
ilosci samego cGMP oraz jego roli w szlaku zaleznym od NO regulujacym ekspresje
genow kodujacych biatka reakcji obronnej roslin, roli cGMP jako modulatora
otwierania aparatéw szparkowych, czy jako wtornego przekaznika w szlaku fitochro-
mowym [6, 59]. Cykliczny GMP odgrywa tez rol¢ w regulacji otwierania kanatow
jonowych 1 jest elementem bioracym udzial w reakcjach giberelin w warstwie
aleuronowej jeczmienia [69]. Ostatnio wykazano, ze ¢cGMP jest produkowany w
odpowiedzi na stres abiotyczny (stres osmotyczny) oraz ze bierze on udzial w
procesach transkrypcji i transporcie kationow w korzeniach Arabidopsis thaliana
[55, 64].
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Cykliczny GMP uczestniczy w wielu szlakach transdukcji sygnatéw hormonalnych.
Penson i wspotpracownicy [69] prowadzac badania na jeczmieniu odkryli, Ze poziom
c¢GMP zwigksza si¢ czasowo po inkubacji tkanek w kwasie giberelowym. Podobnego
zjawiska nie opisano natomiast po podaniu kwasu abscysynowego. Ponadto inhibitor
cyklazy guanylanowej (LY 83583) blokuje zarowno indukowane przez gibereliny
podniesienie poziomu cGMP, jak i syntez¢ oraz uwalnianie 0-amylazy. Inhibitor ten
hamuje indukowang przez GA syntez¢ GAMyb, lecz wykazuje o wiele stabszy efekt
niz ABA. ABA oraz indukowana kwasem abscysynowym kinaza A (PKABA1) silnie
hamuja indukcje amylazy w ziarniakach jeczmienia mutanta ,,slender” [33]. GAMyb
1 amylaza ulegaja silnej ekspresji u tego mutanta, nawet pod nieobecnos¢ GA, natomiast
synteza GAMyb jest hamowana przez ABA, PKABALI i inhibitor syntezy cGMP.

Cousson [18] dostarczyt dowody na udzial cGMP w indukowanych przez auksyny
ruchach komoérek szparkowych u Commelina communis. Gehring [31] natomiast
sugeruje udziat cGMP w reakcjach otwierania szparek po zastosowaniu peptydow
natriuretycznych.

Oba cykliczne nukleotydy sa elementami sygnalizacji obronnej rosliny. Czasowy
wzrost wewnatrzkomorkowego poziomu cAMP w odpowiedzi na elicytory odpowie-
dzi obronnej zostal zaobserwowany w kulturach komorkowych Medicago sativa i
komorkach fasoli [16, 64]. Takze traktowanie lisci tytoniu tlenkiem azotu indukuje
czasowy wzrost stezenia cGMP 1 ekspresje gendow zwiazanych z procesami obronny-
mi [23]. Ponadto opisano chwilowy wzrost poziomu cAMP w odpowiedzi na obec-
nos¢ elicytora [16], tak wigc cNMP biora udziat w otwieraniu kanatéw jonowych
w naturalnej reakcji fizjologicznej podczas infekcji przez patogen.

Obecnie uwaza sig, ze sygnat cGMP u roslin bierze udzial w programowane;j
smierci komoérki (PCD, ang. Programmed Cell Death). Clarke 1 wspotpracownicy
[15] odkryli, ze zawiesiny komorkowe Arabidopsis generuja podniesienie poziomu
NO w odpowiedzi na wirulentne bakterie Pseudomonas syringae i ze poziom ten
jest wystarczajacy do zaindukowania $mierci komorki w sposob niezalezny od ROS
(ang. Reactive Oxygen Specieses). Na podstawie tego zasugerowano, ze indukowa-
na przez tlenek azotu $mier¢ komorki jest forma programowanej $mierci komorki
wymagajacej ekspresji genu i ma wiele cech wspolnych z PCD komorek ssakow.
Specyficzny inhibitor cyklazy guanylanowej (ODQ) blokuje indukowana przez NO
smier¢ komorki u Arabidopsis, a dziatanie tego inhibitora mozna odwrdéci¢ poprzez
podanie niehydrolizujacego analoga cGMP (8-Br-cGMP). Sam niehydrolizujacy
analog, nie moze zastapi¢ jednak indukowanej przez tlenek azotu $mierci komorki.
Tak wigc synteza cGMP jest wymagana, lecz nie jest wystarczajaca do przeprowa-
dzenia tego procesu w komorkach Arabidopsis.

Cykliczny GMP odgrywa takze rolg w procesach zaleznych od $wiatta. Dibutyryl-
c¢GMP indukuje zmiany w iloéci zwiazkéw terpenowych w plastydach u szpinaku,
po wstawieniu roslin do ciemnosci, co przypomina efekt fitochromowy [9]. U Lemna
naswietlanie daleka czerwienia podnosi poziom cGMP i stymuluje kwitnienie [36].
Cykliczny GMP takze bierze udziat w fotoperiodycznej indukcji kwitnienia u Pharbitis
nil. Jego aplikacja powoduje kwitnienie roslin hodowanych w nieindukcyjnych
warunkach [76]. Jednak najsilniejsze dowody na udziat cGMP w szlaku fitochromo-
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wym pochodza z do§wiadczen prowadzonych na mutantach pomidora. Mikroiniekcja
cGMP do komoérek mutanta aurea, majacego znacznie obnizony poziom fitochromu,
zastepuje reakcje fitochromowe i prowadzi do ekspresji pewnych genow [6]. Przykta-
dowo aktywnos¢ syntazy chalkonowej wydaje si¢ by¢ indukowana przez cGMP, a
proces ten jest powszechny wsrod genow kodujacych fotoprotektanty, poniewaz
zidentyfikowano u nich wspdlne motywy rozpoznajace cGMP. Badacze ci przedsta-
wili takze dowody, ze wspolna aplikacja Ca’>" i ¢cGMP indukowata petny rozwéj
chloroplastéw, zastepujac w ten sposob dziatanie fitochromu. Represja syntazy aspa-
raginianowej — kolejny proces, w ktory wilaczany jest fitochrom, takze wymaga
obecnosci cGMP i Ca*" [59, 60], a ekspresja pozwolita zidentyfikowaé elementy cis
wewnatrz promotora syntazy asparaginianowej, ktory jest niezbedny do tej regulacji.

Sugeruje sig, ze z fitochromowa indukcja gendw za posrednictwem cGMP zwiazany
jest tlenek azotu. NO jest czasteczka sygnalna wlaczona w szereg procesow zachodza-
cych w komorkach [72]. Wykazano, ze donory NO (tj. zwiazki uwalniajace NO) maja
wplyw na indukcje¢ ekspresji pewnych genéw zwiazanych z reakcjami obronnymi [23].
Indukowana przez NO ekspresja gendw obronnych jest kierowana przez cGMP i
cADPR, co stanowi analogi¢ do procesow kierowanych przez NO w komoérkach
zwierzgeych. Stwierdzono takze, ze NO 1 cGMP sa przekaznikami w indukowanych
przez IAA procesach ukorzeniania u Cucumis sativus [68]. Ostatnio pojawily si¢ prace
wskazujace na role¢ NO w indukowanym przez ABA zamykaniu aparatow
szparkowych. Zamykanie aparatow szparkowych indukowane zarowno przez ABA,
jak i tlenek azotu wymagato syntezy i dziatania cGMP [65].

Poniewaz podobny system powiazan migdzy $wiattem, cyklicznym GMP i tlenkiem
azotu opisano takze u zwierzat oraz u sluzowca Physarum polycephalum [32], jest
wigc prawdopodobne, ze dziatanie cGMP ma charakter uniwersalny.

PODSUMOWANIE

Chociaz poczatkowe watpliwosci dotyczace wystepowania cyklicznych nukleoty-
dow w komorkach roslinnych zostaty catkowicie rozwiane, to jednak wiele zagadnien
zwiazanych z ich dzialaniem u roslin jest ciagle niejasne.

Istnieje wiele dowodow, ze enzymy zwiazane z metabolizmem cyklicznych nukleotydow
sa obecne w komorkach ro$linnych. Istnieja takze coraz liczniejsze doniesienia o udziale
cyklicznych nukleotydow w wielu procesach. Jest to jednak niewiele w porownaniu z tym,
co do tej pory wiadomo o cyklicznych nukleotydach u zwierzat. Kolejne doswiadczenia
polegajace na monitorowaniu zmian w ilosci tych nukleotydéw oraz analiza aktywnosci
enzymow zwiazanych z ich synteza i dezaktywacja w procesach fizjologicznych powinna
pozwoli¢ na precyzyjniejsze okreslenie ich roli u roslin.

Obecnos¢ cyklicznych nukleotydéw u ros$lin sugeruje, ze podobnie jak u innych
Eukaryota, funkcjonuje u nich system transdukcji sygnatow, w ktdrych uczestnicza
cNMP. Konieczne sa jednak dalsze badania, ktore okresla rolg, jaka cGMP odgrywa
w systemie przekazywania informacji u roslin.
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