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ROSLINNE EFEKTORY CYKLICZNYCH NUKLEOTYDOW

WPROWADZENIE

Wszystkie organizmy wykorzystuja siec
transdukcji sygnalu do regulacji procesow
wzrostu i rozwoju oraz odpowiedzi na szereg
czynnikow zewnetrznych, ktore moga wywo-
tywac¢ reakcje stresowe. W reakcjach tych
znamienne miejsce zajmuja wtorne przekaz-
niki, ktoérych pojawienie si¢ jest wymagane
do wzmocnienia sygnatu oraz aktywacji efek-
torow wrazliwych na zmiany stezenia tych
przekaznikow (BOUCHE i wspotaut. 2005).

Do grupy wtornych przekaznikow in-
formacji naleza m.in. cykliczne nukleotydy
(cNMP), wsrod ktorych cykliczny adenozyno
3’,5’-monofosforan (cAMP) i cykliczny guano-
zyno 3’,5-monofosforan (cGMP) petnia nad-
rzedna role.

Cykliczny AMP wyizolowany zostal po raz
pierwszy z watroby psa w trakcie badan nad
wplywem epinefryny i glukagonu na aktyw-
noS¢ fosforylazy glikogenu (RALL i wspotaut.
1957). Wkroétce po tym doszto do odkrycia

cGMP (ASHMAN i wspotaut. 1963). U zwierzat
CAMP jest zaangazowany w dzialanie hor-
monow i neurotransmiterOw oraz regulacje
szeregu szlakOw metabolicznych, np. w per-
cepcje i rozpoznawanie zapachow (NEWTON
i SMITH 2004). Cykliczny GMP uczestniczy w
procesie przetwarzania impulsu Swietlnego
na sygnal nerwowy, dziala na NO-zaleznym
szlaku regulacji skurczu mieSni oraz bierze
udzial w regulacji transportu jonow Na' w
poprzek btony (NEWTON i SMITH 2004).

Pomimo trwajacych od 30 lat badan fi-
zjologiczna rola cyklicznych nukleotydow u
roslin osiowych jest stabo poznana. Czytelni-
kow zainteresowanych ta tematyka, jak row-
niez zagadnieniem syntezy tych zwiazkow
odsylamy do prac przegladowych, ktore uka-
zaly sie na tamach Postepow Biologii Komor-
ki (SZALATY 2004, SZMIDT-JAWORSKA i wspol-
aut. 2007) i Postepow Biochemii (SzZMIDT-JA-
WORSKA 2011).

EFEKTORY CYKLICZNYCH NUKLEOTYDOW

Waznym etapem z punktu widzenia zro-
zumienia transdukcji sygnatu z udziatem cy-
klicznych nukleotydow jest identyfikacja i
charakterystyka efektorow cNMP. W komor-

kach ssakow aktywnoSC szeregu bialek jest
warunkowana obecnoScia cyklicznych nu-
kleotydow. Naleza do nich kinazy zalezne
od cyklicznych nukleotydow: kinaza zalezna
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od cAMP (ang. protein kinase A, PKA) oraz
kinaza zalezna od cGMP (ang. protein kina-
se G, PKG), kanaly bramkowane cyklicznymi
nukleotydami (ang. cyclic nucleotide gated
channel, CNGC) oraz fosfodiesterazy cyklicz-
nych nukleotydow (ang. phosphodiesterases,
PDE).

U roslin mechanizmy transdukcji sygna-
6w z udzialem cyklicznych nukleotydow sa
nadal owiane tajemnicq. Badania bioinforma-
tyczne genomow roslinnych ukierunkowa-
ne na znalezienie bialek efektorowych dla
cNMP, bazuja na ewolucyjnej konserwowal-
noSci domen wiazacych cykliczne nukleoty-
dy wsréd organizméw prokariotycznych i

eukariotycznych (BRIDGES i wspotaut. 2005).
Poznane zostaly 2 typy domen wiazacych
cykliczne nukleotydy: GAF oraz CNBD. Do-
mena GAF wystepuje w fosfodiesterazach
hydrolizujacych cykliczne nukleotydy, w fi-
tochromie oraz receptorach etylenu. Nalezy
jednak zaznaczyC, ze do chwili obecnej, z
wyjatkiem PDE, nie ma dowodow na zaanga-
zowanie tych domen w sygnalizacje wywoly-
wana przez cNMP. Powszechniej spotykana
domena CNBD wystepuje w roslinnych kana-
fach kationowych bramkowanych cykliczny-
mi nukleotydami (CNGC), w 5 grupach kana-
16w potasowych typu Shaker oraz w tioeste-
razie acetylo CoA (PILOT i wspotaut. 2003).

FOSFODIESTERAZY CYKLICZNYCH NUKLEOTYDOW

W komorkach zwierzecych fosfodieste-
razy cyklicznych nukleotydow hydrolizuja
cykliczne 3’,5-monofosforany nukleotydoéw
do 5-monofosforanéw nukleozydéw. Ich
aktywnosSc jest zwykle regulowana poprzez
przylaczenie uaktywnionej jonami wapnia
kalmoduliny. Fosfodiesterazy zgrupowano w
11 rodzinach (PDE 1-11). S3 one produktami
roznych genow kodujacych biatka o masach
od 60 do 130 kDa (BEAVO 1995, CORBIN i
FrANCIS 1999). Izoformy PDE charakteryzuje
odmienna specyficznoS¢. Enzymy nalezace
do trzech rodzin (PDE 3, 7, 8) sa specyficz-
ne wzgledem cAMP, trzy kolejne (PDE 5, 6,
9) wzgledem cGMP, a ostatnie 5 (PDE 1, 2,
4, 10, 11) wykazuje podwojna specyficznosc.
Wszystkie PDE sa dimerami. Zlokalizowane
na koncu karboksylowym domeny katalitycz-
ne zawieraja dwie sekwencje polaczone w
tandem, a w kazdej z nich znajduje si¢ mo-
tyw odpowiedzialny za wiazanie jonOw cyn-
ku.

Prowadzone od szeregu lat badania do-
starczyly dowodow wskazujacych na istnie-
nie tej grupy enzymow w komorkach ro-
slinnych. PDE odpowiedzialna za hydrolize
cNMP opisano po raz pierwszy w siewkach
grochu, jeszcze przed pojawieniem si¢ infor-
macji o wystepowaniu w komorkach roSlin-
nych cyklicznych nukleotydow. Kolejne ba-
dania potwierdzily ich wystepowanie np. u
ziemniaka (Solanum tuberosum), portulaki

(Portulaca oleracea), marchwi (Daucus ca-
rota) i rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana)
(NEWTON i SMITH 2004). Roslinne PDE moz-
na podzieli¢ na dwie klasy: (1) o aktywnoSci
fosfodiesterazy 3’:5-cyklicznych nukleotydow
i tworzeniu 3-NMP oraz 5-NMP, jako pro-
duktow reakcji oraz (2) o aktywnoSci fos-
fodiesterazy 2’:3’-cyklicznych nukleotydow i
tworzeniu 2-NMP, jako produktu hydrolizy.

Roslinne PDE ro6znia sie od ich zwierze-
cych odpowiednikow m.in. tym, Ze wyste-
puja w izoformach, ktore podlegaja odmien-
nej regulacji. Wykazano, ze dwie izoformy z
soi (Glycine max) maja rO0zne wymagania w
stosunku do jonéw wapniowych, przez co
charakteryzuje je zréznicowany mechanizm
regulacji (LEE i wspotaut. 2000). U szpinaku
(Spinacia sp.) istnieje kilka izoform PDE, z
ktorych tylko jedna wykazuje selektywnos¢
wzgledem 37:5-cNMP. Dodatkowo przejawia
ona wrazliwo$¢ na endogenne biatka efekto-
rowe i jest aktywowana przez jony wapnia
(DUPON i wspotaut. 1987). Enzym ten tworzy
kompleksy z kwasSnymi fosfatazami, rybonu-
kleazami i ATP-azami.

Opisano takze odmienne fosfodiesterazy,
ktore wykazuja aktywnoS¢ zarOwno wzgle-
dem cyklicznych nukleotydow purynowych,
jak i pirymidynowych, wskazujac tym samym
na podobienstwo do wielofunkcyjnych fos-
fodiesteraz wyizolowanych z tkanek ssakow
(CHIATANTE i wspotaut. 1990).

KINAZY ZALEZNE OD CYKLICZNYCH NUKLEOTYDOW

W komorkach zwierzecych transdukcja
sygnalu z udzialem cyklicznych nukleoty-

dow opiera si¢ gtownie na aktywacji kinaz
i procesie fosforylacji. Przykladowo, zalezna
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od cNMP modulacja transkrypcji u zwierzat
zwiazana jest z fosforylacja zaleznych od
cAMP i cGMP czynnikOw transkrypcyjnych
takich jak CREB, ktore reguluja aktywnosSc
wielu genow. Podobny mechanizm regulacji
zostal takze scharakteryzowany w komor-
kach grzybow, u ktorych odkryto izoformy
PKA (MARTINEM-ATIENZA i wspoétaut. 2007).

Do chwili obecnej istnieja sprzeczne do-
wody na istnienie takich enzymow w komor-
kach roslinnych.

CzeS¢ badan wskazuje na ich niska ak-
tywnosS¢ np. u rzesy (Lemna paucicostata),
kukurydzy (Zea mays), palmy kokosowej
(Coccos nucifera), ryzu (Oryza sativa) (KATO
i wspotaut. 1983, JANISTYN 1989, POLYA i
wspotaut. 1991, KOMATSU i HIRANO 1993).
Enzym oczyszczony z petunii (Petunia hybri-
da) fosforylowal, w sposob zalezny od cAMP,
syntetyczny substrat dla PKA — kemptid. U
bobu (Vicia faba) i pszenicy (Triticum vul-
gare) dochodzito do zaleznej od cAMP fos-
forylacji bialek w etioplastach i komorkach
szparkowych (NEWTON i SMITH 2004). Bada-
nia prowadzone na fasoli (Phaseolus vulga-
ris) wskazaly natomiast, ze forskolina bedaca
stymulatorem cyklazy adenylanowej i podno-
szaca endogenny poziom cAMP, podobnie
jak egzogenna aplikacja mikromolowych ste-
zen cAMP, zwickszala proces fosforylacji, a
inhibitor PKA wptywal hamujaco na ten pro-
ces (FRIEDRICH i wspotaut. 1999). Inhibitor
PKA czeSciowo hamowal takze indukowang
przez kwas abscysynowy (ABA) aktywnos¢
B-glukuronidazy (GUS) w komorkach tyto-
niu transformowanych konstruktem zawie-
rajacym promotor wrazliwy na ABA (rd29A-
-GUS). Ciekawe jest, ze kwas abscyzynowy
stymulowatl kinaze A (PKABA1), co wplywalo
na zahamowanie syntezy amylaz w warstwie
aleuronowej jeczmienia (GOMEZ-CADENAS i
wspotaut. 2001).

W  komorkach komeliny zwyczajnej
(Commelina communis) inhibitor kinazy G
— Rp-8-Br-cGMPS zapobiegal indukowanemu
przez auksyne otwieraniu aparatow szparko-
wych, sugerujac tym samym istnienie PKG
(COUSSON i VAVASSEUR 1998). Wzrost aktyw-
nosci tego enzymu w obecnosSci cGMP byt
natomiast obserwowany we frakcjach biatko-
wych z owsa (DUBOVSKAYA i wspotaut. 2002).
Wykazano wiazanie *H-cGMP do skladnikow
strukturalnych frakcji subkomorkowych, a
proces przylaczania cGMP byl zalezny od
fazy wzrostu i warunkow Swietlnych, w ja-
kich uprawiano roSliny. Przykltadowo, w zie-
lonych siewkach wiazanie bylo slabsze niz w

siewkach etiolowanych. Biatko wyizolowane
z frakcji cytozolowej posiadalo dwa miejsca
wiazania, jedno o niskim, a drugie o wyso-
kim powinowactwie do cGMP. AktywnoS¢
kinazy zaleznej od cGMP zaobserwowano
takze we frakcjach wyizolowanych z wilca
wielkokwiatowego (Pharbitis nil) (SZMIDT-JA-
WORSKA i wspotaut. 2003, 2009). W kolejnym
etapie wyizolowano bialtko o masie czastecz-
kowej 70kDa, ktore bylo stymulowane przez
mikromolowe stezenia cGMP. Reagowalo
ono z przeciwcialami skierowanymi na do-
mene Kkatalityczna PKG ssakow. Przeprowa-
dzone doswiadczenia, ktore mialy na celu
scharakteryzowanie genu kodujacego PKG z
P. nil nie daly jednak pozytywnych wynikow.

Zastanawiajace jest, ze wyniki z badan
biochemicznych z wykorzystaniem homo-
genatow lub frakcji bialek podczyszczonych
Swiadcza o istnieniu procesu fosforylacji za-
leznego od obecnosci cNMP, podczas gdy ba-
dania molekularne nie potwierdzaja w pelni
tych odkry¢. Istnieja co prawda doniesienia
o istnieniu u roslin genéw kodujacych biatka
o sekwencji charakterystycznej dla drozdzo-
wych i zwierzecych kinaz zaleznych od cy-
klicznych nukleotydéw u fasoli (P. vuligaris),
ryzu (Oryza sativa), kukurydzy (Zea mays),
grochu (Pisum sativum), ziemniaka (Sola-
num berthaultii) i rzodkiewnika (A. thalia-
na) (LAWTON i wspolaut. 1989, BIERMANN i
wspotaut. 1990, LIN i wspotaut. 1991, CORBIN
i FRANCIS 1999), lecz byly one przedmiotem
krytyki (HAMMOND i ZHAO 2000). Jednakze
te pionierskie badania wskazuja nie tylko na
istnienie tej grupy genow u roslin, lecz row-
niez sugeruja role powstajacych na ich bazie
biatek w procesach wzrostu i rozwoju roSslin.
Przyktadowo, gen SBPK z kietkujacego pylku
S. berthaultii koduje biatko o bardzo wyso-
kiej homologii do kinaz zaleznych od cAMP i
cGMP (CORBIN i FRANCIS 1999). SBPK nie po-
siada domeny regulatorowej, co wskazuje, ze
zyskuje on te funkcje w polaczeniu z innymi,
regulacyjnymi podjednostkami, w sposob po-
dobny do tego, jaki zostat opisany dla wielu
zwierzecych PKA. Inaktywacja ekspresji genu
poprzez zastosowanie techniki anty-sens spo-
wodowala, ze rosliny wytwarzaly zmienione
ziarna pylku, co wskazuje jednoczesSnie na
jego udziat w mikrosporogenezie.

Tak wiec, nie mozna wykluczy¢ istnienia
takich kinaz, lecz cechowataby je niska ho-
mologia do ich grzybowych i zwierzecych
odpowiednikow.

Istotnych danych dostarczyly prowadzone
w ostatnich latach analizy bioinformatyczne.
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Ryc. 1. Schemat ilustrujacy domenowa budowe
przypuszczalnej roslinnej kinazy zaleznej od cy-
klicznych nukleotydow (A); pojedyncza kopia
genu zostala zidentyfikowana u Arabidopsis
thaliana, a geny homologiczne u Ricinus co-
munis, Oryza sativa, Physcomitrella patens i
Ostreococcus tauri (B) (wg MARTINEZ-ATIENZA i
wspotaut. 2007, zmodyfikowana).

Wskazaly one na obecno$S¢ w genomach ro-
slinnych unikalnych genow, ktére w swojej
budowie zawieraja zaroOwno domene¢ wiazaca
cykliczne nukleotydy (CNBD), jak i domene
kinazowa (Ryc. 1) (KrRUPA i wspotaut. 2000).
U Arabidopsis ta przypuszczalna kinaza zalez-
na od cyklicznych nukleotydéw (At2g20040)
wykazuje 48% podobienstwo do PKG typu

II z komorek ssakow. W swojej budowie do-
mena regulatorowa CNBD B wydaje si¢ byc¢
zdegenerowana, natomiast CNBD A cechuje
bardzo wysoki stopien konserwowalnoSci.
Problemem jest brak petli bogatej w glicy-
ne (G50XG52XXG55) w domenie I kinazy.
Co ciekawe, czeS¢ fosfatazy PP2C jest takze
czeScia tej samej ramki odczytu. Czy rzeczy-
wiScie gen ten koduje kinaze zalezna od cy-
klicznych nukleotydoéw i/lub fosfataze — wy-
maga dalszych analiz. Pojedyncza kopia tego
genu zostala oznaczona u A. thaliana, a geny
homologiczne u racznika (Ricinus commiu-
nis), ryzu (O. sativa), mchu Physcomitrella
patens i glonu Ostreococcus kauri (MARTI-
NEM-ATIENZA i wspotaut. 2007). Ponadto gen
z A. thaliana ulega ekspresji w obszarach o
wysokiej aktywnoSci mitotycznej, w rozwija-
jacych sie pedach i kwiatach, a takze w ele-
mentach tkanki waskularnej. Proby uzyska-
nia bialka rekombinowanego w komorkach
E. coli doprowadzily do uzyskania nieaktyw-
nego biatka.

Niedawno pojawila si¢ praca wskazujaca
na istnienie w komorkach roslinnych bia-
tek podobnych do kinaz (AtWAKL10), ktore
posiadaja dwie domeny: o aktywnosci cykla-
zy guanylanowej i kinazy zaleznej od cGMP.
Stwierdzono zaangazowanie tego biatka w
mechanizmy obronne roSlin w nastepstwie
infekcji (MEIER i wspotaut. 2010).

KANALY BRAMKOWANE CYKLICZNYMI NUKLEOTYDAMI (CNGC)

BUDOWA I MECHANIZM DZIALANIA

CNGC sa nieselektywnymi kanatami katio-
nowymi, ktorych aktywnoS¢ jest regulowana
poprzez bezposrednie wiazanie cyklicznych
nukleotydoéw. Zostaly one po raz pierwszy
opisane w komoérkach wechowych i foto-
receptorach siatkéwki oka kregowcow (Za-
GOTTA i SIEGELBOUM 1996, CRAVEN i ZAGOTTA
2000).

Ograniczona ilo$s¢ danych literaturowych
dotyczacych innych efektorow cNMP u ro-
slin powoduje, ze CNGC urosty do rangi
glownego efektora cyklicznych nukleotydow,
ktore przenosza informacje zawarte w zmia-
nach stezenia cNMP na kolejny element tan-
cucha transdukgji.

Kanaly CNGC zostaly dobrze scharakte-
ryzowane w komorkach zwierzecych. Sa to
kanaly kationowe, aktywowane w obecnoSci
liganda, ktore charakteryzuje rozny stopiefi
selektywnosci wzgledem Ca** i kationow jed-

nowartoSciowych. Zwierzece CNGC sa ak-
tywowane przez cAMP i/lub c¢cGMP i alloste-
rycznie hamowane przez zwiazanie kalmodu-
liny. Natywne CNGC sa heterotetramerami.
Do tej pory w genomie ssakow zlokalizowa-
no 6 podjednostek CNGC (4a i 2B) (MASER i
wspotaut. 2001).

Zbudowane s3 one z 6 domen transblo-
nowych, a region pora zlokalizowany jest po-
miedzy 5 i 6 domena. Czwarta domena po-
siada podobienstwo do receptorow typu Sha-
ker (REHMANN i wspotaut. 2007). Skierowany
do cytozolu koniec N jest odpowiedzialny za
wiazanie kalmoduliny, podczas gdy na C-kon-
cu zlokalizowany jest odcinek wiazacy cNMP
(Ryc. 2).

Roslinne CNGC, poczatkowo odkryte u
jeczmienia, zostaly nastepnie scharakteryzo-
wane u innych gatunkéw np. tytoniu, ryzu
i rzodkiewnika (CHIN i wspotaut. 2009, Ka-
PLAN i wspolaut. 2007). W genomie A. thalia-
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Ryc. 2. Drzewo filogenetyczne wykonane po-
przez porOwnanie 39 domen wiazacych cy-
kliczne nukleotydy (CNBD) z roSlin i zwierzat
(za KAPLAN i wspotaut. 2007).

na zlokalizowano az 20 podjednostek CNGC.
Ro6znia siec one w budowie od ich zwierze-
cych odpowiednikow. Na podstawie homo-
logii w sekwencji aminokwasowej dokonano
podziatu roSlinnych CNGC na cztery grupy,
z ktorych grupa IV dzieli sie na 2 podgrupy
(IVA i IVB) (MASER i wspotaut. 2001).
Czasteczki roSlinnych CNGC zawieraja 6
odcinkéw transblonowych (S1-6) z porem
zlokalizowanym pomiedzy piata i szosta do-
mena. Konce aminowy i karboksylowy skie-
rowane sa do wnetrza komorki. Hydrofilo-
wy koniec karboksylowy zawiera czeSciowo
zachodzace na siebie dwie domeny: wiazaca
cykliczne nukleotydy (CNBD) i wiazaca kal-
moduline (CaMBD) (CHIN i wspotaut. 2009,
SHERMAN i FrROMM 2009). Analiza selektyw-
noSci plazmolemmy wskazala, ze przeplyw
jonow jest zalezny od obecnoSci liganda
(cNMP) i polega na jego bezposrednim od-
dziatywaniu z domena wiazaca cykliczne
nukleotydy w kanale CNG (LEMTIRI-CHLIEH i
BERKOWITZ 2004). Z kolei w konsekwencji
przylaczenia kompleksu CaM-Ca** dochodzi
do inaktywacji kanatu poprzez blokade do-
meny wiazacej cGMP (ALl i wspotaut. 2007).
Tak wiec, same jony wapnia, poprzez wiaza-
nie do kalmoduliny i bialek kalmodulinopo-
dobnych (CMLs), moga modulowa¢ przeptyw
jonow poprzez CNGC (Ryc. 3) (YUEN i CHRI-
STOPHER 2010; ALI i wspoétaut. 2006, 2007)
Badania z wykorzystaniem technik im-
munocytologicznych, zmierzajace do okre-
Slenia subkomorkowej lokalizacji CNGC z
jeczmienia (HvCBT1), tytoniu (NtCBP4) i
rzodkiewnika (AtCNGC), wykazaly obecnos¢
tych kanalow w plazmolemmie komorek li-
Scia i korzenia (SHERMAN i FROMM 2009). Sy-
gnat byl obserwowany rowniez w siateczce

K*(Na*)

CaM Ca?*

Bl-B6 oP

CNBD

8d-Ld

COOH oB
aC

cNMP

Ryc. 3. Model obrazujacy mechanizm aktywa-
¢ji i inaktywacji roslinnych kanatéw bramko-
wanych cyklicznymi nukleotydami. Poniewaz
powstal on na podstawie fragmentarycznych
danych z badan prowadzonych na roznych ga-
tunkach roslin, stad moze on nie by¢ uniwer-
salny dla wszystkich kanatow bramkowanych
cyklicznymi nukleotydami (za KAPLAN i wspoOk
aut. 2007, zmodyfikowana).

srodplazmatycznej, aparacie Golgiego i pe¢-
cherzykach zlokalizowanych w okolicy pla-
zmolemmy, co wskazuje na jego syntez¢ w
ER i transport pecherzykami AG do plazmo-
lemmy (CHRISTOPHER i wspotaut. 2007, YUEN
i CHRISTOPHER 2010). Niedawno wykazano,
ze CNGC20 moze byc¢ takze przenoszony do
chloroplastow (SHERMANN i FROMM 2009).

Badania in silico sugeruja, ze kanaly te sa
tetramerami (HUA i wspotaut. 2003b). Eks-
presja roslinnych CNGC w systemie 00Cytow
zaby szponiastej (Xenopus laevis) i kulturach
ssaczych komorek nerki, wraz z analizami
patch-clamp wykazata, ze funkcjonalne kana-
ly moga byc¢ utworzone jako kompleks biatek
homomerycznych. W swojej budowie kanaly
bramkowane cNMP sa podobne do rodziny
TM1-6, w sktad ktorej wchodza kanaly jono-
we posiadajace 6 domen transbtonowych
typu Shaker.
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Do chwili obecnej skonstruowano kilka
trojwymiarowych modeli CNGC (BAXTER i
wspotaut. 2008, KAPLAN i wspotaut. 2007),
co pozwolilo jednoczes$nie na zidentyfikowa-
nie aminokwasow, ktore moga by¢ odpowie-
dzialne za wiazanie liganda.

SELEKTYWNOSC JONOWA

Tradycyjnie badanie wlasSciwosci kana-
6w jonowych jest prowadzone z wykorzy-
staniem metod elektrofizjologicznych z uzy-
ciem oocytOw zaby szponiastej oraz ludzkich
komorek embrionalnych nerek (HEK). Juz w
1999 r. LENG i wspolaut. zademonstrowali,
ze ekspresja AtICNGC2 w oocytach Xenopus
laevis warunkuje przeplyw K* w obecnoSci
cAMP lub cGMP. Kolejne analizy wykona-
ne na plazmolemmie komorek szparkowych
wykazaly, ze obecnoS¢ cAMP jest niezbedna
do uzyskania przeptywu jonéw Na', K', Li',
Cs', Rb* przez btone¢ u roélin typu dzikiego,
przy czym kanal ten wykazywal najwyzsze
powinowactwo do jonow Na' (LENG i wspot-
aut. 2002). U mutantéw dndl (ang. defence
not dead), u ktérych nie stwierdzono obec-
noSci AtCNGC2, nie zanotowano takiego
przeptywu (ALl i wspoétaut. 2007). Odmien-
na specyficzno$¢ odnotowano w przypadku
AtCNGCl, ktory przewodzi w takim samym
stopniu jony K*, jak i Na* (HUA i wspolaut.
2003a).

W komorkach zwierzecych za selektyw-
nosS¢ kanatlow CNGC i rozroznienie jonow
odpowiadaja motywy aminokwasowe GYG
oraz GET. Jednakze sama ich obecno$¢ nie
warunkuje rozrézniania jonow jedno- i dwu-
wartoSciowych (KAPLAN i wspotaut. 2007).
U roslin nie stwierdzono istnienia analogicz-
nych sekwencji. Przeprowadzone analizy wy-
kazaly, ze kanaly CNG z rzodkiewnika posia-
daja odpowiednio trojki GQN i AND. Motyw
GQN jest obecny w 16 sposrod 20 CNGC
Arabidopsis (KAPLAN i wspotaut. 2007), pod-
czas gdy AND jest charakterystyczny tylko
dla AtCNGC2. Wykazano ponadto, ze zamia-
na AND na AET, powodujaca, ze roslinny
AtCNGC2 bardziej przypomina jego zwierze-
cy odpowiednik, przywraca kanalowi moz-
liwos¢ przewodzenia Na* zarOwno w oocy-
tach X laevis, jak i komorkach HEK. Wnio-
skowano wiec, ze motyw AND w AtCNGC2
warunkuje przewodzenie K*, bez mozliwoSsci
przewodzenia Na' (HUA i wspotaut. 2003a).
Podobna zaleznos$¢ zaobserwowano takze w
przypadku AtCNGC4 (BALAGUE i wspotaut.
2003).

Z powodu niestabilnosci CNGC w ukla-
dach roslinnych tylko kilka z nich scharakte-
ryzowano z wykorzystaniem metod elektro-
fizjologicznych. Z tego tez powodu analizy
funkcjonalne CNGC wykonywano z wykorzy-
staniem tzw. systemOw heterologicznych, to
znaczy mutantow drozdzowych i E. coli po-
siadajacych uszkodzony mechanizm pobiera-
nia kationow.

Powszechnie wykorzystywanym mutan-
tem drozdzowym jest szczep CV163, ktory
pozbawiony jest trkl i trk2, dwoch najwaz-
niejszych kanalow potasowych. Nie moze on
przetrwa¢ w Srodowisku bez dostarczenia
mu takich kanaléw z zewnatrz. W 1998 r.
SCHUURINK i wspolaut. wykazali, ze kom-
plementacja mutantow CNGC z jeczmienia
(HvCBT1) nie przywraca im mozliwosci po-
bierania jonow K* ze Srodowiska. Poszukujac
wyjasSnienia tego braku pozytywnego efektu
przeprowadzono bardziej szczegotowe anali-
zy, ktore wskazaly na istotne rdéznice w bu-
dowie tego kanatlu. HvCBT1 posiada co praw-
da 6 domen transbtonowych podobnych do
tych spotykanych w kanatach K* typu Shaker
i zwierzecych CNGC, ale z sekwencja GQN
zamiast konserwowalnej GYG w miejscu
pora. Poniewaz sekwencja GYG determinuje
selektywnoS¢ kanalow, jej brak spowodowat
anomali¢ w funkcjonowaniu HvCBT1. Wpro-
wadzenie tej sekwencji umozliwilo komor-
kom drozdzy wzrost na pozywce zawieraja-
cej K' (SCHUURINK i wspotaut. 1998).

Podobne analizy zostaly wykonane takze
dla AtCNGC10 rzodkiewnika, ktére doprowa-
dzity do tych samych wnioskow (LI i wspot-
aut. 2005).

Prowadzone w ostatnich latach bada-
nia pokazaly, ze takze AtCNGC1, AtCNGC3,
AtCNGC4 i AtCNGC10 sa zdolne do kom-
plementacji nadwrazliwoSci mutantéw droz-
dzowych WD3 (trkl/trk2-deficient) na niskie
stezenie K*, w obecnosci nie ulegajacego hy-
drolizie analogu cAMP (L1 i wspotaut. 2005).
Podobne rezultaty uzyskano dla AtCNGC11
i AtCNGC12 oraz biatkka chimerycznego
AtCNGC11/12 (YOSHIOKA i wspotaut. 2000).
Jednakze w przeciwienstwie do AtCNGC2,
w przypadku AtCNGC11/12 stymulacja wzro-
stu drozdzy nastepowala jedynie w obecno-
Sci cAMP. Badania te zostaly potwierdzone
w kolejnych latach, kiedy BAXTER i wspotaut.
(2008) stwierdzili bezposSrednie wiazanie
cAMP do AtCNGC12 i AtCNGC11/12.

Poniewaz juz wstepne analizy wykazaly,
ze CNGC nie sa kanatami selektywnymi, ba-
dano ich zaangazowanie w transport takze
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innych jonow. W doswiadczeniach wykorzy-
stano mutanty z zaburzonym transportem
jonow wapniowych (MID1 i CCH1/ELY151).
Kanaly te sa zaangazowane w odpowiedzZ ha-
ploidalnych komoérek drozdzy na czynnik o
(feromon MAT o), ktory umozliwia tym ko-
morkom koniugacje. Wykazano, ze suplemen-
tacja szczepu zmutowanego dodaniem jedne-
go z roSlinnych kanatléw CNGC (AtCNGCI,
11, 12 lub 11/12) umozliwia ten proces
(AL i wspotaut. 2005, URQUHART i wspotaut.
2007).

W przypadku jonéw sodowych, do analiz
wykorzystano drozdzowy szczep G-19 wraz-
liwy na zasolenie. WrazliwoS¢ ta wynika z
delecji w genie kodujacym biatko pompy so-
dowej (ENA1-4). Mutant drozdzowy z wpro-
wadzonym A:CNGC3 jest wrazliwy jedynie
na bardzo wysokie stezenie soli i jest w sta-
nie gromadzi¢ nadmiar jonOw Na*w znacz-
nie wyzszym stezeniu niz organizmy kontro-
Ine, do ktorych wprowadzono pusty wektor.
Wskazuje to jednoznacznie, ze AtCNGC3
dziata jako kanat Na® (GOBERT i wspoOlaut.
2000).

ROLA CNGC W PROCESACH (PATO)
FIZJOLOGICZNYCH

Badania prowadzone na mutantach rzod-
kiewnika, zmierzajace do okreSlenia roli, jaka
odgrywaja poszczegélne jony w procesach
zachodzacych w komorkach roSlinnych, leza
u podstaw okreslenia funkcji poszczegolnych
kanalow bramkowanych cyklicznymi nukle-
otydami. Badania fenotypowe mutantéw po-
zbawionych czynnych CNGC wykazaly ich
udzial w procesach uzyskiwania tolerancji
na metale ciezkie, odpornosci na stres solny,
programowanej Smierci komorki czy odpor-
noSci na infekcje (Tabela 1) (CHRISTOPHER i
wspotaut. 2007). Ponadto, zar6wno selek-
tywnos¢, jak i profil ekspresji r6znych CNGC
wskazuje, ze odgrywaja one role¢ w regulacji
roznych proceséOw zwiazanych ze wzrostem
i rozwojem roSlin (Ryc. 4). O znaczacej roli
biatek kodowanych przez CNGC Swiadczy
m.in. fakt, ze bardzo trudno jest uzyskac li-
nie mutantéw homozygotycznych z insercja
T-DNA, za§ wydajnoS¢ pozyskiwania roSlin z
genem w pozycji anty-sens jest bardzo niska.

ARAZI i wspotaut. (1999) jako pierwsi
wykazali, ze nadekspresja genu kodujacego
CNGC, ktory zostal oznaczony NtCBP4, pro-
wadzi do tolerancji tytoniu na Ni*, a nad-
wrazliwoSci na Pb*. Kolejne badania poka-
zaly, ze u transgenicznego tytoniu ekspresja
fragmentu genu NtCBP4 poprawia tolerancje

na jony olowiu i prowadzi do ostabienia aku-
mulacji tych jonéw, w porownaniu do roslin,
w ktorych dochodzilo do ekspresji pelnego
genu (SUNKAR i wspotaut. 2000).

Mutant Arabidopsis posiadajacy insercje
w AICNGCI wykazuje tolerancje na Pb*', co
objawia si¢ rownoczesSnie obnizonym po-
ziomem akumulacji tego kationu. W tym
przypadku nie zaobserwowano tolerancji
na nikiel, co sugeruje, iz AtCNGC1 jest spe-
cyficzny jedynie dla jonow Pb?*. Powyizsze
wyniki pozwalaja stwierdzi¢, ze NtCPB4 i
AtCNGC1 sa zaangazowane w przeplyw jo-
now metali ciezkich. JednoczeSnie pojawily
sie prace wskazujace, ze mutanty pozbawio-
ne AtCNGCl1 charakteryzuja si¢ obnizonym
przeptywem takze jonOw wapnia, co moze
sugerowac, ze AtCNGC1 jest zaangazowany
w przepuszczanie jonow dwuwartoSciowych.
Poniewaz do ekspresji AfCNGCI1 dochodzi
przede wszystkim w korzeniach (SUNKAR i
wspotaut. 2000, MA i wspotaut. 20006), suge-
ruje si¢ zaangazowanie tego kanalu w pobie-
ranie jonOw ze Srodowiska.

Z kolei izoforma AtCNGC2 byla anali-
zowana pod katem wrazliwoSci na zmiany
pH oraz stezenia K'Y, Na* oraz Mg?*', Ca*. W
tym przypadku mutant pozbawiony tego ka-
natu wykazywal nadwrazliwo$¢ na Ca*. W
porownaniu do roSlin typu dzikiego charak-
teryzowal si¢ on zmiana w ogolnym pokroju
roSliny, mniejsza rozeta liSciowa oraz reduk-
cja ilosci korzeni (CHAN i wspolaut. 2003).
Kolejne badania dowiodly, ze nadwrazliwoS§¢
mutanta cngc2 na jony wapnia nie wynika
z akumulacji tego jonu, lecz jest zwiazana z
zaburzeniem transdukcji sygnalu na szlaku,
w ktorym jony wapnia odgrywaja kluczowa
role. Co ciekawe, wykazano jednoczesSnie
podobienstwa we wzorze ekspresji CNGC2
przy wyzszym stezeniu Ca** i pojawieniu si¢
stresorOw biotycznych i abiotycznych. Wska-
zuje to na udzial Ca*’/CNGC w transdukgcji
informacji uruchamianej w momencie poja-
wienia sie stresora (CHAN i wspotaut. 2008).

Takze AtCNGC3 jest zaangazowany w
homeostaze jonow u roslin. Mutanta cngc3
cechuje ostabiony proces kietkowania w od-
powiedzi na wysokie, zewne¢trzne stezenie
jonow Na', przy braku reakcji na podniesie-
nie stezenia K* i NH,*. Analizujac ten proces
wykazano, ze AtCNGC3 nie bierze udzialu w
pobieraniu jonow, lecz raczej jest zaangazo-
wany w mechanizm transportu toksycznych
w nadmiarze jonow Na® z wrazliwych do
bardziej tolerancyjnych tkanek w zarodku
(GOBERT i wspotaut. 2000).
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Ryc. 4. Wz6r ekspresji dwudziestu kanalow bramkowanych cyklicznymi nukleotydami (CNGC ang.
Cyclic Nucleotide Gated Channels) w organach Arabidopsis thaliana (wg DIETRICH i wspoOlaut.

2010).

nie mniejsze i cechuje je ostabiona ptodnosc
oraz nadwrazliwoS¢ na wzrost stezenia Ca?
(CHAN i wspotaut. 2003).

Z kolei roSliny z nieczynnym AtCNGC10
odznaczaja sic 20% redukcja powierzchni i
grubosci blaszki liSciowej oraz znaczna re-
dukcja dlugosci komorek migkiszu palisado-
wego. Ponadto, w liSciach tych roslin docho-
dzito do znaczacego nagromadzenia skrobi,
a kwitnienie zachodzilo okoto 10 dni wcze-
Sniej. Nastepuje takze redukcja dlugoSci ko-
rzeni, ktorej towarzysza zaburzenia w proce-

sie grawitropizmu (CHRISTOPHER i wspolaut.
2007).

W  przypadku AtCNGC18 stwierdzono
jego zaangazowanie w proces wzrostu la-
giewki pytkowej (FRIETSCH i wspotaut. 2007).
Analizy genu reporterowego GUS wykazaly,
ze AICNGC18 ulega ekspresji jedynie w ziar-
nach pylku. Unieczynnienie tego genu wywo-
luje zmiany w morfologii i procesach fizjolo-
gicznych zachodzacych podczas kietkowania
ziaren pylku i tworzenia lagiewki pytkowej.
Lagiewki pylkowe takich mutantow sa krot-
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kie i cienkie, przedwczesnie koncza wzrost
i charakteryzuja si¢ brakiem ukierunkowa-
nia. Ekspresja AtICNGCI18 w E.coli powoduje
akumulacje Ca*, co dodatkowo potwierdza
zaangazowanie tego kanalu w proces wzro-
stu lagiewki pylkowej, gdyz obecnos¢ jonow
wapniowych jest niezbedna do jej wzrostu
i reorientacji (MOUTINHO i wspotaut. 2001).
Kontynuowanie tych badan pozwolilo na
potwierdzenie zaangazowania w ten proces
trzech kolejnych kanatow: AtCNGC7, 8 i 18
(Bock i wspotaut. 20006).

Do chwili obecnej wykazano udzial sze-
regu CNGC w generowaniu reakcji obron-
nej podczas infekcji patogena. Kluczowe w
tych badaniach byly dosSwiadczenia YOSHIOKA
i wspotaut. (2001, 20006), ktorzy wytworzyli
mutanta ¢pr22 (ang. constitutive expression
of PR gene 22). Powstal on poprzez 3 kb
delecje, ktora polaczyla czeS¢ 5° AtCNGCI11
i czeS¢ 3 AICNGCI2 tworzac chimeryczny
gen AICNGCI11/12. Mutacja ta prowadzi do
szeregu zmian zaré6wno fenotypowych, m. in.
zahamowania wzrostu, skrecenia liSci, oraz
biochemicznych, takich jak akumulacja sali-
cylanow i pojawienie si¢ reaktywnych form
tlenu, co skutkuje zwickszeniem odpornosci
na czynniki stresowe. Mutanty typu knock-
-out wykazuja, w porownaniu do roslin typu
dzikiego, czeSciowy spadek odpornoSci na
infekcje wirulentnym Hyaloperonospora pa-
rasitica. SzczegOtowe analizy wykazaly jed-
nak, ze obserwowany fenotyp cpr22 nie jest
wynikiem aktywnoSci AtCNGCI11 i 12, lecz
zwiazany jest z pojawieniem si¢ chimery
AICNGC11/12. AtCNGC11/12, podobnie jak
w przypadku niezmienionych AtCNGCI11 i
12, przewodzi z rOwna intensywnoS$cia za-
rowno jony Ca*, jak i K'. Jednakze inhibi-
tory kanalow wapniowych, do ktoérych na-
leza jony Gd*' i La*, hamowaly aktywnoS¢
AtCNGC11/12, podczas gdy inhibitor kana-
6w K' nie powodowal takiej reakcji. Suge-

rowaé to moze, ze naplyw Ca®*" wymagany
do indukcji programowanej Smierci komor-
ki (PCD) jest przynajmniej czeSciowo Kkie-
rowany przez CNGCs. Ponadto, w procesie
tym wymagana jest aktywnoS¢ podobna do
kaspaz. Kaspazy sa proteazami cysteinowy-
mi, ktére u zwierzat biora udzial w PCD.
Do tej pory nie odkryto ortologow kaspaz u
roslin, a biatkiem, ktore w swojej budowie
najbardziej przypomina kaspazy jest enzym
VPE (ang. vacuolar processing enzymem). W
przypadku omawianego mutanta traktowanie
wyciszaczem i inhibitorem kaspazy 1 (Ac-
-YVAD-CHO i Ac-YVADCMK) prowadzi do za-
hamowania procesu programowanej Smierci
komorki (URQUHART i wspoétaut. 2007).

Innymi mutantami, ktore wykorzystano
do ustalenia roli CNGC u roSlin, sa mutanty
dndl, dnd2/hlml o zaburzonej odpowiedzi
na pewne wirulentne szczepy patogenow
(CLOUGH i wspoétaut. 2000, BALAGUE i wspot-
aut. 2003, JURKOWSKI i wspotaut. 2004).
W przypadku obu mutantéw dochodzi do
zaburzen w funkcjonowaniu AtCNGC2 i
AtCNGC4. Charakteryzuja si¢ one konstytu-
tywna ekspresja genow PR, kodujacych bial-
ka zwiazane z patogeneza (ang. pathogenesis-
-related), podniesionym poziomem salicyla-
now i zwiekszona odpornoscia na patogeny
wirulentne, podobnie jak ma to miejsce w
przypadku cpr22 (CLOUGH i wspotaut. 2000,
JURKOWSKI i wspotaut. 2004). Przeprowa-
dzone analizy elektrofizjologiczne dowiodly,
ze otwarcie kanatlu AtCNGC2 prowadzi do
wzrostu stezenia jonow Ca*" i tlenku azotu
(ALI i wspotaut. 2007).

Powyzsze dane wskazuja, ze obserwowa-
ne u ¢pr22 nabycie odpornosci, przejawiajace
si¢ akumulacja salicylanow i ekspresja genu
PR, jest zwiazane z ekspresja AICNGC11/12
i brakiem AtCNGC2 i 4. Co sugeruje, ze do
aktywacji reakcji nadwrazliwoSci wymagana
jest precyzyjna homeostaza kationow.

PODSUMOWANIE

Istnieje duza ilos¢ dowodow potwierdza-
jaca obecnoS¢ oraz precyzujaca role cAMP i
cGMP u roslin. W chwili obecnej najmnie;j
informacji posiadamy o efektorach zdol-
nych do odbioru informacji zawartych w
zmianach stezenia cyklicznych nukleotydow.
Sposrod biatek posiadajacych domeny zdol-
ne do wiazania cyklicznych nukleotydow
na szczegOlna uwage zastuguja dwa najwaz-
niejsze: kinazy zalezne od cNMP oraz kanaly

bramkowane ich obecnoscia. Niewielka ilo$¢
danych dotyczaca roli kinaz regulowanych
cNMP moze sugerowac, ze nie jest to szlak
dominujacy. Uwage za to przykuwaja coraz
liczniejsze doniesienia dotyczace budowy
i roli kanatow bramkowanych cNMP. Duza
ilos¢ genow kodujacych CNGC u roSlin, w
poréwnaniu do 6 CNGC w komorkach ssa-
kow, wskazuje na ich znaczenie i prawdo-
podobna wysoka funkcjonalna i organowa
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specjalizacje w procesach, w ktore sa zaanga-
zowane. Jednakze w celu pelnego zrozumie-
nia funkcji poszczegolnych CNGC konieczne
sa bardziej szczegolowe analizy, co moze byc¢
trudne zwazywszy na fakt duzej ilosSci CNGC
u roSlin. Ponadto nie wiadomo czy utrata
jednej z podjednostek sprawi, iz pozostale
podjednostki beda nieaktywne. Tak wiec klu-
czem do zrozumienia funkcji CNGC, jak row-
niez regulacji ich aktywnosSci, jest okreSlenie
ktore podjednostki oddzialuja ze soba, czy
oddzialywanie to jest state, czy podjednostki
moga si¢ reorganizowac zaleznie od rodzaju
stymulatora czy fazy wzrostu i rozwoju. Po-

niewaz od kilku lat istnieje spore zaintere-
sowanie zarowno cyklicznymi nukleotydami
jak i szlakami sygnalizacyjnymi, w ktore sa
one zaangazowane, w najblizszej przysztoSci
nalezy spodziewac sie odpowiedzi na cze$¢ z
tych pytan.

Zagadnienia zwiazane z kanalami bramko-
wanymi cyklicznymi nukleotydami sa warte
uwagi takze z innego powodu. Od lat bada-
cze szukaja zarysowujacego si¢ powiazania
pomiedzy szlakiem cyklicznych nukleotydow,
a szlakiem wapniowym. Wydaje si¢, ze kana-
ly CNGC moga by¢ miejscem konwersji sy-
gnatu cNMP na sygnal Ca?'.

ROSLINNE EFEKTORY CYKLICZNYCH NUKLEOTYDOW

Streszczenie

Mechanizmy, za pomoca ktorych sygnaly we-
wnatrz- i zewnatrzkomorkowe wywotuja specyficzna
odpowiedZ biologiczna sa istotne dla regulacji funk-
¢ji komorek, procesé6w wzrostu i rozwoju oraz odpo-
wiedzi na zmiany Srodowiska.

W ostatnich latach dokonal si¢ ogromny postep
w badaniu elementéw zaangazowanych w regulacje
proceséw zachodzacych w komorkach roSlinnych o
czym Swiadczy olbrzymia iloS¢ publikacji poruszaja-
cych problem sygnalizacji komorkowe;.

Cykliczne nukleotydy (cNMP) sa czasteczkami
sygnalnymi, ktérych obecnosS¢ i zaangazowanie w
szereg procesow w komorkach roslinnych nie budza
juz watpliwosci. Z fizjologicznego punktu widzenia,

stezenie cNMP w miejscu ich dziatania nie moze by¢
ani za wysokie ani za niskie, a jest to normowane
przez odpowiednie uklady generujace i inaktywuja-
ce cykliczne nukleotydy. Ponadto na koncowy efekt
biologiczny ma wplyw sprawnos$¢ systemow efekto-
rowych wrazliwych na zmiany stezenia cyklicznych
nukleotydéw takich jak fosfodiesterazy, kinazy regu-
lowane lub zalezne od cNMP i kanaly bramkowane
cyklicznymi nukleotydami. W pracy tej podsumowa-
no aktualng wiedze dotyczaca efektorow cyklicznych
nukleotydow, skupiajac si¢ zarowno na ich budowie,
jak i aspekcie ich funkcjonowania w komorkach ro-
slinnych.

PLANT EFFECTORS OF CYCLIC NUCLEOTIDES

Summary

The mechanisms by which intra- and extra-
cellular signals induce a specific biological re-
sponse are important for the regulation of cell
function, processes of growth and development
and responses to environmental changes. In re-
cent years, enormous progress has been made in
studies of elements involved in the regulation of
processes occurring in plant cells. Cyclic nucleo-
tides (cNMP) are signaling molecules whose pres-
ence and involvement in a number of processes in
plant cells is well documented. From the physio-
logical point of view, the concentration of cNMP’s

at a site of their action could be neither too high
nor too low, as it is controlled by the systems
that lead to their synthesis or inactivation. In ad-
dition, the final biological effect depends on the
efficiency of the effector systems such as cyclic
nucleotide phosphodiesterases, cNMP-dependent
or cNMP-regulated protein kinase and cyclic-nucle-
otide gated channels, that are sensitive to changes
in cNMP concentration. In this paper we summa-
rize the current knowledge on the cyclic nucleo-
tide effectors, focusing both on their structure
and functioning in plant cells..
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