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Cell walls as a source of signals regulating fate and development of
plant cells

S u m m a r y

Cell walls are the outermost functional zone of plant cells. Although they
surround individual cells, at the same time they form a part of supracellular
structure – the apoplast. On the other hand, they are also an indispensable
component of the structural and functional continuum formed between cell
wall, plasma membrane, and cytoskeleton (WMC continuum), and spanning the
whole cell. Thus, cell walls are crucial for the communication of cells with their
surrounding.

This paper constitutes a short review of the importance of plant cell walls
as a source of signalling molecules. Particular attention is paid to: 1) cell walls
as a kind of mechanical system characteristic to plants; 2) generation and trans-
port of extracellular signalling molecules, such as signalling peptides and
oligosaccharins; 3) apoplastic source of reactive oxygen species and nitric ox-
ide. The review is supplemented with the description of selected results coming
from our research group.
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1. Wstêp

Komunikacja miêdzy komórkami jest jednym z najwa¿niejszych czynników za-
pewniaj¹cych wzrost i rozwój organizmu oraz jego przetrwanie w œrodowisku. Aby
komórka mog³a zareagowaæ na bodziec, musi on do niej dotrzeæ i zostaæ rozpozna-
ny. Ta informacja zostaje nastêpnie przekazana do wnêtrza komórki, która urucha-
mia odpowiednie mechanizmy wykonawcze. Klasyczne modele szlaków sygnaliza-
cyjnych oparte s¹ na wynikach badañ komórek zwierzêcych. Zgodnie z nimi, po-
cz¹tek szlaku wyznaczony jest najczêœciej przez powstanie b³onowego kompleksu
receptor-ligand, a jego koñcem jest aktywacja w³aœciwych czynników transkrypcyj-
nych kontroluj¹cych ekspresjê genów. Organizacja komórek zwierz¹t i roœlin jest
jednak nieco odmienna, a to przek³ada siê na inny sposób funkcjonowania obu grup
organizmów, w tym na komunikacjê miêdzykomórkow¹.

Œciany komórkowe stanowi¹ najbardziej zewnêtrzn¹, integraln¹ czêœæ komórki
roœlinnej, niezbêdn¹ do jej prawid³owego funkcjonowania (1). Z racji swojego umiej-
scowienia, œciany s¹ struktur¹ doœæ szczególn¹. Z jednej strony, s¹ one trwale wbu-
dowane w swoiste kontinuum œciana komórkowa-b³ona komórkowa-cytoszkielet
(WMC, ang. cell wall-plasma membrane-cytoskeleton), przenikaj¹ce ka¿d¹ komórkê roœ-
liny. Z drugiej strony, œciany stanowi¹ czêœæ apoplastu, otaczaj¹cego i przenika-
j¹cego ca³¹ roœlinê. Z tego wzglêdu, œciany s¹ ³¹cznikiem pomiêdzy œwiatem komó-
rek a œwiatem uk³adów ponadkomórkowych. Od pewnego czasu wiadomo, ¿e pro-
toplasty komórek roœlinnych s¹ po³¹czone plazmodesmami, które stanowi¹ szlak
przekazywania nie tylko substancji drobnocz¹steczkowych, ale równie¿ bia³ek i kwa-
sów nukleinowych. Regulacja stopnia otwarcia plazmodesm umo¿liwia wyodrêbnia-
nie wielokomórkowych domen symplastowych o swoistym programie rozwojowym
(2). Coraz lepiej badacze zdaj¹ sobie jednak sprawê, ¿e same œciany komórkowe
mog¹ odgrywaæ wa¿n¹ rolê w komunikacji miêdzykomórkowej, nie tylko jako szlak
transportu cz¹steczek sygna³owych, czy jako obszar komórki, w którym dzia³aj¹ do-
meny receptorowe bia³ek b³onowych, lecz równie¿ jako Ÿród³o sygna³ów, które
wp³ywaj¹ na funkcjonowanie otoczonych œcianami protoplastów (3).

2. Budowa i funkcje œcian komórkowych

Obecnoœæ œcian komórkowych lub innych form wzmocnienia czy ochrony zew-
nêtrznych warstw komórki jest prawdopodobnie jedn¹ z najstarszych zdobyczy
ewolucyjnych ¿ywych komórek. Powsta³y one niezale¿nie u ró¿nych grup organi-
zmów (4). Œciany komórkowe roœlin, w odró¿nieniu od matriks zewn¹trzkomórko-
wej (ECM, ang. extracellular matrix) zwierz¹t, zbudowane s¹ w ok. 90% z polisachary-
dów, a bia³ka stanowi¹ jedynie 2-10% suchej masy œcian. Na podstawie istniej¹cych
modeli sugeruje siê, ¿e œciany s¹ kompleksem wzajemnie przenikaj¹cych siê sieci,
po³¹czonych mnogoœci¹ wi¹zañ kowalencyjnych, wodorowych, jonowych i hydrofo-
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bowych (5). G³ówny element strukturalny stanowi sieæ celulozowo-hemicelulozowa,
zanurzona w amorficznej matriks, któr¹ tworzy sieæ pektynowa, wzbogacona
w bia³ka i zwi¹zki fenolowe. Te ostatnie, w stanie spolimeryzowanym jako ligniny,
buduj¹ wa¿n¹ sieæ strukturaln¹ œcian komórkowych wtórnych. Dla dalszych rozwa-
¿añ istotne jest wspomnienie dwóch dalszych cech budowy œcian. Powi¹zania miê-
dzy polimerami œcian s¹ doœæ precyzyjnie kontrolowane. To sprawia, ¿e œciany sta-
nowi¹ swoiste sito molekularne o okreœlonej wielkoœci „oczek”. Co wiêcej, w uwod-
nionym ¿elu pektynowym dominuj¹ reszty kwasów uronowych, dziêki czemu œciany
na³adowane s¹ zwykle ujemnie. Te w³aœciwoœci sprawiaj¹, ¿e apoplastem mo¿e swo-
bodnie przemieszczaæ siê doœæ ograniczone spektrum cz¹steczek, zarówno pod
wzglêdem wielkoœci, jak i ich wypadkowego ³adunku elektrycznego.

Wspó³czesny ogl¹d œcian odbiega niezwykle mocno od obrazu martwej „skrzyn-
ki” otaczaj¹cej ¿ywy protoplast. Œciany to raczej niezwykle aktywne organelle, wspó³-
pracuj¹ce z innymi przedzia³ami komórki i zmieniaj¹ce siê dynamicznie przez ca³e
¿ycie komórki i roœliny. Przypisuje siê im wiele wa¿nych funkcji (6). Najlepiej rozpo-
znan¹ jest rola podstawowego elementu szkieletowego, która œciœle wi¹¿e siê z u-
dzia³em œcian w kontroli kszta³tu i wzrostu komórek, a dalej ca³ych roœlin. Œciany,
jako sk³adnik apoplastu, bior¹ udzia³ w transporcie substancji; t¹ drog¹ wêdruje
przynajmniej pewna czêœæ fitohormonów. Dziêki przenikaj¹cym je plazmodesmom,
œciany uczestnicz¹ te¿ w komunikacji miêdzykomórkowej. Poniewa¿ œciany s¹ wy-
eksponowane na zewn¹trz, stanowi¹ pierwsz¹ strefê kontaktu komórek z otocze-
niem, w tym ze œrodowiskiem zewnêtrznym. To one stanowi¹ element stref przejœ-
ciowych w uk³adach symbiotycznych – z grzybami mikoryzowymi czy bakteriami
wi¹¿¹cymi azot. W kontaktach z mikroorganizmami patogennymi œciany s¹ miej-
scem powstawania elicytorów – cz¹steczek, które aktywuj¹ skoordynowany zespó³
reakcji obronnych, takich jak wybuch oksydacyjny, depozycja kalozy, lignin, czy
bia³ek strukturalnych. Wreszcie, jak to zostanie przedstawione, œciany stanowi¹
Ÿród³o sygna³ów reguluj¹cych procesy rozwojowe komórek roœlin.

3. Œciany komórkowe jako uk³ad mechaniczny

Aby dobrze funkcjonowaæ w swoim œrodowisku, organizmy l¹dowe musia³y roz-
wi¹zaæ dwa podstawowe problemy: 1) utrzymaæ w³aœciwe œrodowisko wodne (os-
motyczne), oraz 2) pokonaæ lub przynajmniej zrównowa¿yæ dzia³anie si³y grawitacji.
Ró¿ne grupy organizmów poradzi³y z tym sobie w ró¿ny sposób. Zwierzêta wy-
kszta³ci³y bardzo efektywne systemy przenoszenia w poprzek b³ony komórkowej jo-
nów osmotycznie czynnych, takich jak Na+ i K+. To umo¿liwi³o utrzymanie zmien-
noœci kszta³tów komórek oraz ich zdolnoœci do migracji. Poniewa¿ jednak takie „na-
gie” komórki s¹ doœæ wra¿liwe na uszkodzenie i podatne na si³y grawitacji, rozwój
l¹dowych organizmów wielokomórkowych wymaga³ równie¿ wykszta³cenia wyspe-
cjalizowanego systemu szkieletu zewnêtrznego lub wewnêtrznego (7). U roœlin
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ewolucja przebiega³a inn¹ drog¹. Otoczone b³on¹ protoplasty zosta³y zamkniête we
wnêtrzu otoczki utworzonej przez œciany komórkowe, przeciwdzia³aj¹cej ciœnieniu
turgorowemu powstaj¹cemu w wyniki nap³ywu wody do wnêtrza komórki. Komórka
staje siê w ten sposób stabilnym mechanicznie uk³adem tensegralnym (8), w swej
postaci nieco podobnym do balonu lub dêtki rowerowej. Si³y generowane w takim
uk³adzie s¹ na tyle du¿e, ¿e mo¿liwe staje siê pokonanie si³y grawitacji i wzrost roœ-
lin, przy równoczesnym utrzymaniu zaopatrzenia w wodê (9).

Konsekwencje zamkniêcia protoplastów w œcianach komórkowych s¹ jednak bar-
dziej dalekosiê¿ne. Usuniêcie œcian komórkowych powoduje, ¿e protoplasty nie-
odmiennie przybieraj¹ kszta³t sferyczny, co wskazuje na podstawowe znaczenie
œcian w determinacji kszta³tu i stopnia wzrostu anizotropowego komórek (10). Œcia-
ny komórkowe dzia³aj¹ zatem jak gorset, œciskaj¹c protoplast i nadaj¹c mu okreœlo-
ny kszta³t. Jednoczeœnie ciœnienie turgorowe protoplastu powoduje, ¿e œciany ko-
mórkowe znajduj¹ siê w stanie sta³ego naprê¿enia. To oraz fakt, ¿e komórki s¹ œciœ-
le po³¹czone ze sob¹ œcianami komórkowymi, sprawiaj¹, ¿e zdecydowana wiêkszoœæ
komórek roœlinnych nie ma mo¿liwoœci migracji. U roœlin wyró¿nia siê zwykle oko³o
40 ró¿nych typów komórek, a ka¿dy z nich cechuj¹ takie w³aœciwoœci, jak rozmiar,
kszta³t, po³o¿enie w obrêbie roœliny, a tak¿e swoiste sk³ad i konstrukcja œciany ko-
mórkowej. Tak zatem, po³¹czenie protoplastów œcianami sprawia, ¿e komórki od-
bieraj¹ bodŸce mechaniczne docieraj¹ce od komórek bezpoœrednio je otaczaj¹cych,
ale równie¿, za poœrednictwem apoplastu, z miejsc bardziej odleg³ych. Morfogene-
za, a zatem formowanie kszta³tu roœlin, jest w tym uk³adzie wynikiem zlokalizowa-
nych podzia³ów komórek i ich selektywnego, nieodwracalnego powiêkszania siê za-
le¿nego od w³aœciwoœci œcian komórkowych (11).

Znaczenie w³aœciwoœci mechanicznych œcian i przekazywania bodŸców fizycz-
nych nie jest jeszcze najlepiej rozpoznane. Problem ten badany jest na kilku pozio-
mach organizacji biologicznej, od pojedynczych komórek poczynaj¹c, poprzez nie-
uorganizowane systemy wielokomórkowe (zawiesiny komórkowe i kalus), a na tkan-
kach, organach i ca³ych roœlinach koñcz¹c. Wyniki badañ uk³adów mniej zorganizo-
wanych wskazuj¹, ¿e do podzia³u komórki niezbêdna jest obecnoœæ funkcjonalnej
œciany komórkowej (12), zaœ sk³ad œcian w istotny sposób wp³ywa na przysz³y los ko-
mórek (13). Przyk³adowo, powsta³a po zap³odnieniu zygota morszczynu (Fucus sp.)
natychmiast otacza siê œcian¹ komórkow¹. Œciana komórkowa wspó³dzia³a nastêp-
nie w procesie determinacji polarnej osi komórki oraz s³u¿y jako rezerwuar infor-
macji morfogenetycznej, przekazywanej aktywnie na powrót do protoplastu regu-
luj¹c jego rozwój (14). Œciany komórkowe s¹ zatem nie tylko Ÿród³em, ale tak¿e
drog¹ przekazywania sygna³ów mechanicznych do wnêtrza i pomiêdzy komórkami
(15,16).

W uk³adach jednokomórkowych lub w zawiesinach komórek, bodziec mecha-
niczny nie jest przekazywany na s¹siednie komórki. Tymczasem w uk³adach wielo-
komórkowych zmiany w mechanice œcian i/lub ciœnieniu turgorowym indywidualnej
komórki wp³ywaj¹ na kszta³t otaczaj¹cych komórek i, w konsekwencji, na niektóre
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procesy rozwojowe. Wspomniano, ¿e zorganizowanie tkanek w roœlinach jest m.in.
rezultatem skoordynowanego ukierunkowania p³aszczyzn podzia³ów komórkowych.
Ta koordynacja zostaje utracona w tkankach rosn¹cych w formie kalusa. Mo¿na j¹
jednak przywróciæ poprzez przy³o¿enie zewnêtrznej si³y mechanicznej, co pokazuje
wyraŸnie, ¿e nieuporz¹dkowany wzrost kalusa jest spowodowany utrat¹ przez ko-
mórki w³aœciwego œrodowiska mechanicznego in planta (17,18). Jednym z najwa¿-
niejszych „integratorów” mechanicznych w roœlinach s¹, jak siê wydaje, zewnêtrzne
œciany komórkowe komórek epidermy, które wywieœæ mo¿na ze œcian komórko-
wych otaczaj¹cych jednokomórkow¹ zygotê. Œciany te s¹ 5-10 razy grubsze, a zara-
zem znacznie bardziej wytrzyma³e mechanicznie od œcian innych komórek. To spra-
wia, ¿e komórki le¿¹ce w g³êbi organów osiowych s¹ jak gdyby opasane rur¹
(10,19). Owo œciœniêcie komórek sprawia, ¿e wyczuwaj¹ one swoje bezpoœrednie
œrodowisko mechaniczne i dostosowuj¹ siê do niego. Usuniêcie laserem czêœci ko-
mórek merystemu korzeniowego Arabidopsis thaliana sprawia, ¿e pozosta³e zmie-
niaj¹ swe p³aszczyzny podzia³u tak, by zaj¹æ woln¹ przestrzeñ. Co wiêcej, komórki
potomne zmieniaj¹ swój wczeœniejszy kierunek rozwoju i ró¿nicuj¹ siê zgodnie
z now¹ pozycj¹ w korzeniu (20,21).

Wzrost i nabywanie kszta³tu przez komórki zale¿ne s¹ od w³aœciwoœci mecha-
nicznych œcian komórkowych. Przyjmuje siê, ¿e si³¹ napêdow¹ wzrostu jest turgor
generowany wewn¹trz protoplastu, natomiast kierunek wzrostu wyznaczany jest
przez lokalizacjê najs³abszych mechanicznie domen œcian przy wspó³dzia³aniu za-
równo cytoszkieletu mikrotubulowego, jak i aktynowego (22). Mo¿na zatem powie-
dzieæ, ¿e wzrost roœlin i osi¹gana przez nie forma s¹ optymalnie dostosowane do
warunków œrodowiska, a to przystosowanie znajduje swe najdobitniejsze odzwier-
ciedlenie w zmiennoœci w³aœciwoœci biomechanicznych œcian komórkowych (23).
Zmiany tych w³aœciwoœci mog¹ byæ osi¹gane poprzez ukierunkowan¹ depozycjê
sk³adników wzmacniaj¹cych œciany lub te¿ na skutek aktywnoœci bia³ek prowadz¹cej
do lokalnego zwiêkszenia rozci¹gliwoœci œciany komórkowej. Najlepiej poznanymi
bia³kami s¹ ekspansyny (przegl¹d w [24-26]). S¹ to doœæ swoiste bia³ka, które, na
drodze nieenzymatycznej, zrywaj¹ odwracalnie wi¹zania wodorowe miêdzy mikrofi-
brylami celulozowymi a glikanami, które z nimi oddzia³uj¹. W ten sposób ekspansy-
ny zaanga¿owane s¹ nie tylko we wzrost roœlin, ale równie¿ w dojrzewanie owo-
ców, tworzenie w³osków nasiennych bawe³ny, czy wreszcie w regulacjê morfogene-
zy (24,25). Szczególnie wa¿na jest ich rola w³aœnie w œcianach zewnêtrznych, gdzie
lokalne os³abienie struktury œcian zmienia naprê¿enia w obrêbie pojedynczej ko-
mórki lub ca³ego organu, a reakcj¹ komórek jest inicjacja formowania swoistych
struktur, jak w³oœniki korzeniowe (27), czy zawi¹zki liœciowe (28,29).

Roœliny s¹ wyj¹tkowo wra¿liwym detektorem bodŸców mechanicznych, gdy¿ na-
wet delikatny, krótkotrwa³y dotyk uruchamia mechanizm transdukcji sygna³u
(30,31). Co ciekawe, jeden z genów indukowanych dotykiem, TCH4 koduje endo-
transglikozylazê ksyloglukanu (XTH) – enzym bior¹cy udzia³ w rearan¿acji ³añcu-
chów hemiceluloz w œcianach. Na podstawie analizy mutantów acaulis A. thaliana wy-
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kazano, ¿e geny z rodziny XTH ulegaj¹ swoiœcie ekspresji w ró¿nych etapach rozwo-
ju organów roœlin (32).

Pozostaje jeszcze pytanie, w jaki sposób bodziec mechaniczny jest przekazywa-
ny do wnêtrza komórki? U ssaków kontakt komórek z ECM wp³ywa na regulacjê
procesu programowanej œmierci komórek, co poœrednio wi¹¿e siê z rozwojem no-
wotworów (33). Sygna³y mechaniczne z lub do ECM s¹ tu przekazywane za poœred-
nictwem bia³ek transb³onowych i cytoszkieletu. Kontrola mechaniczna komórek
zwierz¹t jest na tyle precyzyjna, ¿e zmiany w³aœciwoœci mechanicznych ECM mog¹
byæ bezpoœrednio prze³o¿one na zmiany w organizacji chromatyny (34). Podstawo-
wym elementem po³¹czeñ s¹ integryny, które z jednej strony oddzia³uj¹ z bia³kami
ECM, a z drugiej z bia³kami wi¹¿¹cymi siê z cytoszkieletem. Mimo ¿e bia³ka cyto-
szkieletu cechuj¹ siê wysokim stopniem zachowawczoœci ewolucyjnej, w genomie
Arabidopsis thaliana nie zidentyfikowano genów koduj¹cych integryny, czy bia³ka po-
dobne do nich, ani te¿ genów dla wiêkszoœci bia³ek oddzia³uj¹cych z integrynami
(35). Ró¿nice konstrukcyjne pomiêdzy bogat¹ w kolagen ECM a zbudowan¹ g³ównie
z celulozy œcian¹ komórkow¹, jak siê wydaje, mog³y wp³yn¹æ na rozwój innych ty-
pów po³¹czeñ w liniach rozwojowych roœlin i zwierz¹t (1). Paradoksalnie te¿, po-
³¹czenia typu zwierzêcego, jak siê wydaje, s¹ zbyt sztywne, by umo¿liwiæ dyna-
miczn¹ zmiennoœæ objêtoœci protoplastów roœlin przy równoczesnym utrzymaniu
zakotwiczenia cytoszkieletu w œcianach (36-39). U roœlin kontinuum WMC jest jed-
nak jak najbardziej funkcjonalne (40) i zawdziêcza to bia³kom, które wype³niaj¹ rolê
³¹czników pomiêdzy wnêtrzem i zewnêtrzn¹ stron¹ komórki. Choæ dowody s¹ na ra-
zie jeszcze doœæ s³abe, to uwa¿a siê, ¿e rolê tê mog¹ pe³niæ kinazy, takie jak WAK
(ang. wall-associated kinase), czy kinazy z zewn¹trzkomórkow¹ domen¹ receptoro-
w¹, np. LRK z domen¹ podobn¹ do lektyn lub LRX z domen¹ podobn¹ do ekstensyn.
Wskazywane s¹ równie¿ takie bia³ka, jak forminy, a nawet syntazy celulozy i kalozy.
Ponadto, nie wyklucza siê uczestnictwa niektórych glikoprotein, zw³aszcza bia³ek
arabinogalaktanowych, które znajdowane s¹ w komórkach w strefie pomiêdzy b³o-
n¹ a œcian¹ komórkow¹ (przegl¹d w [37,41]). Wiadomo te¿, ¿e selektywne trawienie
polisacharydów œcian lub zrywanie wi¹zañ kowalencyjnych pomiêdzy elementami
œciany komórkowej prowadzi do zaburzenia równowagi mechanicznej ca³ej komór-
ki i zmienia architekturê i dynamikê cytoszkieletu. Obserwowane zmiany nie s¹ izo-
tropowe, co sugeruje, ¿e w obrêbie œcian komórkowych wyró¿niæ mo¿na domeny
charakteryzuj¹ce siê swoistym sk³adem i organizacj¹ makrocz¹steczek (A. Kaspro-
wicz, P. Wojtaszek, dane nie publikowane).

4. Oligosacharyny

£añcuchy polisacharydowe s¹ po³¹czone w œcianach w ró¿ny sposób ze sob¹,
a czêstoœæ i zasiêg tych po³¹czeñ maj¹ g³ówne znaczenie dla w³aœciwoœci œcian.
St¹d, funkcjonuj¹ tu bia³ka enzymatyczne, których zadaniem jest m.in. kontrolowa-
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ne ciêcie polisacharydów, prowadz¹ce do powstania krótkich fragmentów cukro-
wych. Oligosacharynami nazywa siê takie oligosacharydy, które w niskich stê¿e-
niach wp³ywaj¹ na funkcjonowanie komórek na drodze innej ni¿ s³u¿¹c jako Ÿród³o
wêgla lub azotu (42). Choæ wywodz¹ siê one g³ównie ze œcian komórkowych roœlin,
to ich Ÿród³em mog¹ byæ równie¿ œciany grzybów lub bakterii. Do niedawna uwa-
¿ano, ¿e s¹ to cz¹steczki sygna³owe charakterystyczne wy³¹cznie dla roœlin. Dziœ ju¿
jednak wiadomo, ¿e oligosacharyny mog¹ równie¿ wystêpowaæ w organizmach
zwierz¹t.

4.1. Oligosacharyny wywodz¹ce siê z ksyloglukanów i pektyn

W trakcie wyd³u¿ania komórek najwiêksze zmiany wœród polisacharydów obser-
wuje siê we frakcji hemiceluloz, zw³aszcza w ksyloglukanie. Ulega on przebudowie
katalizowanej przez endotransglikozylazê ksyloglukanu, a tak¿e kontrolowanej de-
gradacji przez endo-�(1�4)-glukanazê. W wyniku jej aktywnoœci powstaj¹ oligome-
ry o ró¿nej d³ugoœci i sk³adzie, a zatem i zró¿nicowanej aktywnoœci biologicznej.
Najczêœciej, oligosacharyny te dzia³aj¹ antagonistycznie do auksyn, np. fragment
okreœlany jako XG9 w stê¿eniu 1nM hamuje indukowany auksyn¹ wzrost eksplanta-
tów grochu (43,44). S¹dzi siê, ¿e fragmenty ksyloglukanu operuj¹ w obrêbie swo-
istej pêtli sprzê¿enia zwrotnego, kontroluj¹c wraz z auksynami tempo wzrostu or-
ganów osiowych roœlin.

Pektyny równie¿ mog¹ byæ Ÿród³em krótkich oligosacharydów, okreœlanych mia-
nem oligogalakturonidów (OGA, ang. oligogalacturonides), których d³ugoœæ waha siê
najczêœciej pomiêdzy 2 a 20 jednostkami kwasu galakturonowego. W zale¿noœci od
d³ugoœci pe³ni¹ one zró¿nicowane funkcje. Niektóre, uwolnione przez endopoliga-
lakturonazy, dzia³aj¹ jak elicytory, uruchamiaj¹c reakcje obronne roœlin na infekcjê
patogenn¹, zw³aszcza grzybow¹. Inne spe³niaj¹ rolê sygna³ów w morfogenezie
i rozwoju roœlin. Najlepiej scharakteryzowane OGA o takiej aktywnoœci maj¹ d³ugoœæ
od 10 do 17 jednostek. Podobnie jak fragmenty ksyloglukanu, równie¿ OGA s¹ zwy-
kle antagonistami auksyn. W kulturach in vitro, OGA w stê¿eniach nanomolarnych
hamuj¹ indukowan¹ auksyn¹ elongacjê eksplantatów z pêdu grochu, czy ukorzenia-
nie eksplantatów liœciowych, oraz zale¿n¹ od auksyn embriogenezê somatyczn¹
marchwi. OGA reguluj¹ równie¿ morfogenezê eksplantatów w postaci cienkiej war-
stwy komórek liœcia tytoniu, indukuj¹c powstawanie kwiatów lub hamuj¹c tworze-
nie korzeni, w zale¿noœci od ich d³ugoœci (przegl¹d w [45]). Wci¹¿ jednak pozostaje
niejasne, czy OGA s¹ funkcjonalnymi cz¹steczkami sygna³owymi in planta? Dodanie
OGA do po¿ywek, w których hodowano ca³e siewki ogórka powodowa³o szybk¹ al-
kalizacjê pod³o¿a hodowlanego, a nie zmiany morfogenetyczne. Stwierdzono nato-
miast, ¿e zahamowany auksyn¹ wzrost korzenia mo¿e byæ szybciej przywrócony, je-
œli do pod³o¿a dodano OGA (46).
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4.2. Oligomery zawieraj¹ce N-acetyloglukozaminê

Chityna – polimer N-acetyloglukozaminy – jest drugim najobficiej wystêpuj¹-
cym polisacharydem na Ziemi. W roœlinach wy¿szych nie stwierdzono nigdy obecno-
œci chityny, czy chitozanu. St¹d dziwiæ mog¹ wyniki badañ ostatnich lat, na podsta-
wie których wskazuje siê, ¿e fragmenty zawieraj¹ce N-acetyloglukozaminê maj¹
du¿e znaczenie w sygnalizacji miêdzykomórkowej u roœlin. Grupa tych cz¹steczek
jest niezwykle zró¿nicowana, zarówno pod wzglêdem budowy chemicznej, jak i ich
pochodzenia. ZnaleŸæ wœród nich mo¿na fragmenty chityny – chitooligosacharydy,
jak i wolne N-glikany, uwolnione najprawdopodobniej z glikoprotein. To zró¿nico-
wanie strukturalne znajduje swoje odbicie funkcjonalne. Chitooligosacharyny spe³nia-
j¹ funkcje sygna³owe zarówno w reakcji roœlin na atak patogena, jak i w procesach
wzrostu i rozwoju (47).

Jednymi z lepiej poznanych cz¹steczek tego typu s¹ lipochitoligosacharydy, zna-
ne bardziej jako czynniki Nod. S¹ to oligosacharyny lipochitynowe syntezowane
i wydzielane przez bakterie z grupy rizobiów, które, po wnikniêciu do komórek ko-
rzeni roœlin motylkowych, pe³ni¹ rolê sygna³ów – mitogenów, indukuj¹cych u roœ-
lin podzia³y komórkowe prowadz¹ce do wykszta³cenia brodawki korzeniowej (prze-
gl¹d w [48]). Ich szkielet stanowi kilka cz¹steczek GlcNAc, do których przy³¹czone
s¹ ró¿ne podstawniki boczne. Te ostatnie decyduj¹ o swoistoœci rozpoznania go-
spodarz-symbiont, a tak¿e o czasie ¿ycia czynników Nod. Stê¿enie czynników Nod
na powierzchni i we wnêtrzu korzeni zale¿ne jest od aktywnoœci roœlinnych hydro-
laz (np. 49,50). Takimi enzymami s¹ chitynazy (EC 3.2.1.14), które katalizuj¹ rozry-
wanie wi¹zañ �-1,4-glikozydowych w polimerach GlcNAc, w tym czynników Nod
(51,52). Chitynazy zwykle klasyfikuje siê jako bia³ka PR (ang. pathogenesis-related),
jednak coraz czêœciej zwraca siê równie¿ uwagê na ich rolê w procesach wzrostu
i rozwoju u roœlin (53-55). Poniewa¿ g³ówny substrat chitynaz – chityna – nie wy-
stêpuje u roœlin, dlatego te¿ badacze wci¹¿ poszukuj¹ endogennych substratów dla
chitynaz. Najbardziej owocne pod tym wzglêdem okaza³y siê badania embriogenezy
somatycznej marchwi. W linii mutanta ts11, charakteryzuj¹cego siê zatrzymaniem
embriogenezy w stadium globularnym, zidentyfikowano swoist¹ chitynazê zewn¹trz-
komórkow¹ EP3, której dzia³anie znosi³o skutek mutacji (53). Podobny efekt wywie-
ra³o dodanie do medium hodowlanego czynnika NodRlv-V z Rhizobium leguminosarum
(56). Zatem w œcianie komórkowej roœlin istniej¹ cz¹steczki, których hydroliza z u-
dzia³em chitynaz prowadzi do uwolnienia sygna³u reguluj¹cego embriogenezê. W o-
statnich latach wykryto potencjalne endogenne substraty dla chitynaz, którymi oka-
za³y siê, zawieraj¹ce GlcNAc, oligosacharydowe ³añcuchy boczne bia³ek arabinoga-
laktanowych (57).

Niewiele wiadomo na temat percepcji chitooligosacharydów przez komórki roœ-
linne. Stwierdzono, ¿e w b³onach komórkowych roœlin istniej¹ bia³ka wi¹¿¹ce chito-
oligosacharydy (58). Poniewa¿ znanych jest coraz wiêcej chitynaz, które nie maj¹
g³ównej reszty kwasu glutaminowego w miejscu katalitycznym, wydaje siê, ¿e takie
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bia³ka mog¹ uczestniczyæ w detekcji takich oligosacharyn. Przyk³adem niech bêdzie
SrChi24 z Sesbania rostrata, która najprawdopodobniej wi¹¿e czynniki Nod (59).
U tytoniu zidentyfikowano b³onowe bia³ko receptorowe NtCHRK1 (ang. chitinase-re-
lated receptor-like kinase), którego domena cytoplazmatyczna jest funkcjonaln¹ ki-
naz¹ serynowo-treoninow¹, a domena zewn¹trzkomórkowa wykazuje podobieñ-
stwo do chitynaz klasy V (60).

5. Peptydy sygna³owe

Peptydy, obok steroidów i innych ma³ych cz¹steczek, s¹ najwa¿niejszymi media-
torami komunikacji miêdzy komórkami zwierz¹t. Zwykle maj¹ d³ugoœæ od kilkuna-
stu do 300 aminokwasów. Peptydy mog¹ dysponowaæ ogromnym zasobem informa-
cji sygna³owej, ze wzglêdu na du¿e zró¿nicowanie struktury ³añcucha peptydowego
i jego ewentualne modyfikacje potranslacyjne, oraz na szeroki wachlarz mo¿liwoœci
regulacji ich syntezy i aktywnoœci (61). Do niedawna wydawa³o siê, ¿e roœliny w ogó-
le nie korzystaj¹ z tej drogi komunikacji miêdzykomórkowej, co t³umaczono g³ów-
nie trudnoœciami w transporcie stosunkowo du¿ych i obdarzonych ³adunkiem cz¹s-
teczek. Dziœ wiadomo, ¿e sygnalizacja z udzia³em peptydów sygna³owych ma miej-
sce równie¿ u roœlin. Znanych jest kilka ligandów peptydowych, uczestnicz¹cych
w sygnalizacji komórkowej w procesach wzrostu i rozwoju roœlin i wci¹¿ odkrywane
s¹ nowe (przegl¹d w [62-64]). Co wa¿ne, zdecydowana wiêkszoœæ aktywnych pepty-
dów roœlinnych powstaje w przedziale zewn¹trzkomórkowym. Peptydy nie s¹ jedy-
nym elementem szlaku sygna³owego. Cz¹steczki peptydów s¹ polarne i nie przeni-
kaj¹ przez b³ony komórkowe. Musz¹ zatem byæ rozpoznane przez receptory w b³o-
nie komórkowej. Utworzenie kompleksu ligand-receptor wywo³uje w³aœciw¹ kaska-
dê sygna³ow¹. Bardzo interesuj¹cym obszarem badañ jest te¿ poszukiwanie u roœlin
proteaz aktywuj¹cych cz¹steczki prekursorowe peptydów.

5.1. Systeminy

Pierwszym peptydem sygna³owym odkrytym u roœlin by³a systemina. Zidentyfi-
kowano j¹ u pomidora podczas poszukiwania sygna³ów reguluj¹cych systemiczn¹
odpowiedŸ roœlin na zranienie wywo³ane ¿erowaniem larw owadów. Systemina (na-
zywana równie¿ TomSys; ang. tomato systemin) okaza³a siê krótkim, 18-aminokwa-
sowym peptydem, bogatym w reszty prolinowe (65), który powstaje poprzez kon-
trolowan¹ proteolizê d³u¿szego 200-aminokwasowego prekursora. Jako jeden z nie-
wielu peptydów sygna³owych prosystemina pomidora nie ma sekwencji sygna³owej,
umo¿liwiaj¹cej wejœcie na szlak sekrecyjny (66) i nie jest glikozylowana. Prosystemi-
nê wykryto technikami immunolokalizacji w cytozolu komórek parenchymy wi¹zek
przewodz¹cych (67), natomiast woln¹ systeminê, uwolnion¹ z prosysteminy, wykry-
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wa siê we floemie. Systemina wi¹zana jest przez receptor SR160 na powierzchni ko-
mórek docelowych (68), a skutkiem uruchomienia kaskady sygna³owej we wnêtrzu
komórki jest przede wszystkim synteza kwasu jasmonowego, który jest najprawdo-
podobniej sygna³em d³ugodystansowym aktywuj¹cym systemiczn¹ odpowiedŸ na
zranienie.

Wystêpowanie systeminy i peptydów do niej podobnych jest doœæ ograniczone,
gdy¿ wykryto je jedynie u roœlin z rodziny Solanaceae. Co ciekawe, TomSys jest nie-
aktywna w tytoniu, nie wykryto tu równie¿ ortologów systeminy. Z liœci tytoniu wy-
izolowano za to dwa inne peptydy 18-aminokwasowe uwalniane podczas zranienia
(69). Choæ nie wykazuj¹ one podobieñstwa do systeminy, to wykazuj¹ podobn¹ do
niej aktywnoœæ biologiczn¹: indukuj¹ aktywnoœæ inhibitorów proteaz i aktywuj¹ ki-
nazy MAP. St¹d, te bogate w hydroksyprolinê peptydy nazwano TobHypSys I i II
(ang. tobacco hydroxyproline-rich systemin). Obie systeminy tytoniu powstaj¹ z jedne-
go prekursora o d³ugoœci 165 aminokwasów, który zawiera N-koñcowy peptyd sy-
gnalny wprowadzaj¹cy na szlak sekrecyjny (69). Z kolei dalsze poszukiwania pepty-
dów u pomidora doprowadzi³y do identyfikacji trzech, bogatych w hydroksyprolinê,
glikopeptydów o d³ugoœci 20, 18 i 15 aminokwasów. Ze wzglêdu na podobieñstwo
do systemin tytoniu, nazwano je TomHypSys I, II i III. Powstaj¹ one poprzez ciêcie
proteolityczne jednego prekursora o d³ugoœci 146 aminokwasów (70). W tym przy-
padku wykazano, ¿e prekursor jest wydzielany do œcian komórkowych, choæ nie zi-
dentyfikowano jeszcze proteazy generuj¹cej w³aœciwe peptydy (71).

5.2. Fitosulfokiny

Jednym z krytycznych parametrów wzrostu zawiesin komórkowych jest minimal-
na gêstoœæ komórek, powy¿ej której mo¿liwa jest proliferacja. Zawiesiny o niskiej
gêstoœci wykazuj¹ ma³¹ aktywnoœæ mitotyczn¹. Mo¿na j¹ zwiêkszyæ dodaj¹c do kul-
tury medium z zawiesiny intensywnie dziel¹cej siê. ¯aden hormon roœlinny nie jest
w stanie zast¹piæ takiego przes¹czu, a czynnikami mitogennymi w medium hodow-
lanym s¹, jak siê okazuje, ma³e peptydy. Z zawiesiny komórek mezofilu Asparagus
officinalis wyizolowano dwa peptydy, nazwane fitosulfokinami (PSK-� i PSK-�) ze
wzglêdu na wystêpowanie w nich sulfonowanej tyrozyny (72). PSK-� i PSK-� s¹ od-
powiednio penta- i tetrapeptydami powstaj¹cymi ze wspólnego prekursora. Na pod-
stawie analizy genomowej wykazano, ¿e u Arabidopsis znajduje siê 5 genów ko-
duj¹cych preprofitosulfokiny. Geny te znajdowane s¹ równie¿ w innych grupach roœ-
lin wy¿szych (przegl¹d w [64]). Prekursor PSK u ry¿u sk³ada siê z 89 aminokwasów,
przy czym pocz¹tek sekwencji stanowi odcinany peptyd sygna³owy o d³ugoœci
22 aminokwasów, natomiast sekwencja dojrza³ego PSK umiejscowiona jest na C-koñ-
cu prekursora i uwalniana jest na drodze ciêcia proteolitycznego (73). Na podstawie
analizy profilu ekspresji genów PSK mo¿na s¹dziæ, ¿e fitosulfokiny mog¹ uczestni-
czyæ w regulacji podzia³ów komórkowych nie tylko kultur komórkowych, poniewa¿
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ich ekspresjê stwierdzono równie¿ w siewkach ry¿u (73) i rzodkiewnika (74). Udo-
wodniono udzia³ fitosulfokin w embriogenezie somatycznej, odró¿nicowaniu komó-
rek zawiesiny komórkowej cynii w cz³ony naczyniowe, a tak¿e w tworzeniu korzeni
przybyszowych z hipokotyli ogórka (przegl¹d w [63,64]). W b³onach komórkowych
ry¿u zidentyfikowano receptory dla fitosulfokin, nale¿¹ce do grupy receptorów LRR
o aktywnoœci kinazy serynowo-treoninowej (75). W wielu przypadkach dzia³anie fi-
tosulfokin uzale¿nione jest od auksyn i cytokinin (76). Ta obserwacja stanowi do-
godne pole do spekulacji, ¿e byæ mo¿e w szlakach sygnalizacyjnych aktywowanych
przez klasyczne hormony roœlinne bior¹ te¿ udzia³ ma³e hormony peptydowe.

5.3. Clavata 3

Clavata3 (CLV3) jest polipeptydem uczestnicz¹cym w determinacji losu komórek
merystemu wierzcho³kowego Arabidopsis thaliana. Równowaga pomiêdzy podzia-
³ami komórek w centralnej strefie merystemu a ró¿nicowaniem komórek strefy pe-
ryferycznej musi byæ zachowana podczas ca³ego ¿ycia roœliny. Analiza mutantów
rzodkiewnika z zaburzon¹ morfologi¹ merystemu wierzcho³kowego umo¿liwi³a iden-
tyfikacjê trzech genów CLAVATA (CLV1, CLV2, CLV3), których uszkodzenie powodu-
je przerost merystemu (77-79). Produkty wszystkich trzech genów funkcjonuj¹
w tym samym szlaku sygna³owym maj¹cym za zadanie utrzymanie sta³ej wielkoœci
populacji komórek merystemu. Ka¿dy ze sk³adników szlaku CLV jest cz³onkiem du-
¿ej rodziny genowej u A. thaliana. Istnieje 25 genów koduj¹cych bia³ka podobne do
CLV3 (bia³ka CLE) (80). CLV3 koduje polipeptyd o d³ugoœci 96 aminokwasów (81)
z 18-aminokwasowym peptydem sygnalnym na N-koñcu. Funkcjonalny polipeptyd
ma d³ugoœæ 78 aminokwasów. W wyniku analizy sekwencji potencjalnych prekurso-
rów CLV3 wykazano, ¿e kilkunastoaminokwasowy rejon na C-koñcu ³añcucha jest
wysoce konserwatywny zarówno u rzodkiewnika jak i u kukurydzy (80,82). Najnow-
sze dane pozwalaj¹ s¹dziæ, ¿e proteoliza CLV3 mo¿e prowadziæ do powstania ak-
tywnego peptydu na C-koñcu, poniewa¿ okazuje siê, ¿e sama C-koñcowa domena
CLV3 jest w stanie pe³niæ funkcjê CLV3 in vivo (83). Gen CLV1 koduje receptor LRR
o aktywnoœci kinazy (84). Bia³ko CLV2 jest podobne do CLV1, lecz nie zawiera dome-
ny kinazowej. Clavata3 stanowi ligand dla receptora CLV1, po jego zwi¹zaniu do-
chodzi do aktywacji kompleksu CLV1/CLV2 i dalej do aktywacji kaskady sygna³owej
prowadz¹cej do zahamowania podzia³ów komórkowych (85,86). Wytwarzany w war-
stwach L1 i L2 CLV3 wydzielany jest do matriks zewn¹trzkomórkowej i wi¹zany
przez receptor w warstwie L3, stanowi zatem sygna³ zewn¹trzkomórkowy o nie-
wielkim zasiêgu.
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5.4. Peptydy SCR

U wielu roœlin funkcjonuje mechanizm samoniezgodnoœci zabezpieczaj¹cy przed
samozapyleniem i krzy¿owaniem wsobnym. Najlepiej jest on poznany u roœlin z ro-
dziny Brassicaceae, gdzie kontrolowany jest przez pojedynczy locus S (ang. sterility)
(przegl¹d w [87]). ¯eñsk¹ determinant¹ samoniezgodnoœci s¹ dwa bia³ka zlokalizo-
wane w epidermie znamienia: SRK (ang. S-locus receptor-like kinase) oraz SLG (ang.
S-locus glycoprotein). SLG jest bia³kiem œcian komórkowych (88), natomiast SRK jest
kinaz¹ serynowo-treoninow¹ zawieraj¹c¹ domenê zewn¹trzkomórkow¹ podobn¹
do SLG (89). Mêsk¹ determinantê samoniezgodnoœci stanowi¹ ma³e polipeptydy
o d³ugoœci od 74 do 83 aminokwasów ³¹cznie z peptydem sygnalnym. Dojrza³e pep-
tydy maj¹ 8 konserwatywnych reszt cysteinowych tworz¹cych mostki disiarczkowe,
st¹d peptydy te nazywane s¹ SCR (ang. S-locus cysteine-rich proteins) (90). SCR s¹ wy-
twarzane przez mikrospory i komórki tapetum (91), sk¹d trafiaj¹ do otoczki egzyno-
wej py³ku. Podczas zapylenia SCR przemieszcza siê do œcian komórkowych komórek
epidermy znamienia, gdzie zostaje zwi¹zane przez receptor (92). Utworzenie pary
ligand-receptor uruchamia kaskadê prowadz¹c¹ do samoniezgodnoœci. Procesy za-
chodz¹ce po rozpoznaniu i odrzuceniu zgodnego py³ku nadal pozostaj¹ niejasne.

5.5. Inne potencjalne peptydy sygna³owe u roœlin

Z ró¿nych badañ wiadomo, ¿e istnieje jeszcze co najmniej kilka ma³o poznanych
peptydów zewn¹trzkomórkowych, dla których postuluje siê funkcjê sygna³ow¹
w procesach wzrostu, ró¿nicowania i rozwoju roœlin. Jednym z nich jest RALF (ang.
rapid alkalinization factor), który sw¹ nazwê zawdziêcza temu, ¿e dodany do zawiesi-
ny komórkowej tytoniu powoduje gwa³town¹ alkalizacjê medium hodowlanego
(93). RALF, podobnie jak systeminy, indukuje kinazy MAP, ale nie uruchamia ekspre-
sji inhibitorów proteaz i nie uczestniczy w odpowiedzi na zranienie. Dojrza³y poli-
peptyd liczy 49 aminokwasów i powstaje poprzez proteolizê 115-aminokwasowego
prekursora obdarzonego N-koñcowym peptydem sygnalnym. Wystêpowanie homo-
logów RALF stwierdzono u wielu gatunków roœlin w ró¿nych tkankach i organach,
jednak ich rola nie zosta³a dot¹d wyjaœniona. U A. thaliana zidentyfikowano gen,
którego uszkodzenie wywo³uje zaburzenia abscysji organów kwiatowych ju¿ po
zap³odnieniu. Mutanty ida (ang. inflorescence deficient in abscission) utrzymuj¹ okwiat
nawet po wysypaniu dojrza³ych nasion. Zidentyfikowany gen koduje 77-aminokwa-
sowe bia³ko z peptydem sygnalnym na N-koñcu, które najprawdopodobniej nale¿y
do nowej grupy ligandów peptydowych. Homologi genu IDA stwierdzono zarówno
w genomie rzodkiewnika, jak i roœlin innych gatunków (94). Kolejnym przyk³adem
mo¿e byæ bia³ko POLARIS (36 aminokwasów), które jest wytwarzane w siewkach
i wierzcho³ku wzrostu korzenia A. thaliana i jest niezbêdne do prawid³owej regulacji
wzrostu korzenia poprzez etylen i cytokininy (95).
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O wystêpowaniu niektórych zewn¹trzkomórkowych hormonów peptydowych
mo¿na wnioskowaæ jedynie poœrednio. Najlepszym tego przyk³adem jest uk³ad kon-
troluj¹cy rozmieszczenie aparatów szparkowych na powierzchni blaszki liœciowej.
Z trzech elementów uk³adu znane s¹ potencjalne receptory sygna³u zewn¹trzko-
mórkowego oraz proteaza serynowa typu subtilizyny, która ten sygna³ generuje.
Obecne poszukiwania koncentruj¹ siê na wykryciu bia³ka œcian, które jest substra-
tem subtyliazy (przegl¹d w [96]).

6. Tlenek azotu i reaktywne formy tlenu

Wytwarzanie reaktywnych form tlenu (RFT) i azotu (RFA) jest nieuniknion¹ kon-
sekwencj¹ funkcjonowania organizmów ¿ywych w okreœlonych warunkach fizyko-
chemicznych otaczaj¹cego je œrodowiska (97,98). Pod wzglêdem metabolizmu RFT
i RFA roœliny s¹ jednak doœæ szczególn¹ grup¹ organizmów. Z jednej strony, chyba
jako jedyne celowo wytwarzaj¹ i zu¿ywaj¹ du¿e iloœci RFT w normalnych procesach
rozwojowych (99). Z drugiej zaœ, roœliny, jako organizmy osiad³e, ¿yj¹ w „otwartym
systemie azotowym” i wykorzystuj¹ co najmniej kilka ró¿nych, znacz¹co innych ni¿
u zwierz¹t, dróg wytwarzania NO i kontrolowania jego zawartoœci (100-103).

Poniewa¿ RFT czy RFA s¹ zwi¹zkami bardzo reaktywnymi, zwykle s¹ one uzna-
wane za substancje szkodliwe dla komórek. Dopiero niedawno zauwa¿ono, ¿e w or-
ganizmach ¿ywych mog¹ one m.in. wype³niaæ funkcje sygna³ów w komunikacji miê-
dzykomórkowej. W tym wzglêdzie szczególn¹ rolê nale¿y przypisaæ tlenkowi azotu
i nadtlenkowi wodoru (H2O2) (104,105).

6.1. Biosynteza

Wspomniano, ¿e tlenek azotu u roœlin pochodzi z wielu Ÿróde³ i mo¿e byæ gene-
rowany zarówno na drodze enzymatycznej, jak i nieenzymatycznej. Tu zwrócimy
uwagê jedynie na dwa Ÿród³a, które dostarczaj¹ NO do apoplastu (przegl¹d w [106]).
Jednym z nich jest nieenzymatyczne przekszta³cenie azotynu do tlenku azotu w ci¹-
gu reakcji wed³ug schematu:

2NO2
– + 2H+ 2HNO2 NO + NO2 + H2O 2NO + ½ O2 + H2O.

Reakcja ta, jak siê wydaje, wystêpuje swoiœcie w apoplaœcie roœlin, gdzie panuj¹
odpowiednie warunki pH, dostêpne s¹ doœæ du¿e iloœci azotynów docieraj¹cych ze
œrodowiska, jak równie¿ zwi¹zków redukuj¹cych, takich jak kwas askorbinowy
(107).

Tlenek azotu mo¿e równie¿ powstawaæ z udzia³em enzymów wystêpuj¹cych we
wnêtrzu komórek roœlinnych. Jako zwi¹zek drobnocz¹steczkowy o charakterze lipofi-
lowym, NO ³atwo przenika przez b³ony, st¹d rola enzymów cytoplazmatycznych warta
jest rozpatrzenia. Tu wspomnieæ nale¿y syntazê tlenku azotu (AtNOS1 u A. thaliana),
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czy reduktazê azotanow¹ (NR, ang. nitrate reductase). NR wystêpuje m.in. w b³onie ko-
mórkowej komórek ryzodermy, gdzie tworzy kompleks z reduktaz¹ azotynow¹ (NI-NOR,
ang. NO-reductase) i jako enzym b³onowy uwalnia NO do przestrzeni zewn¹trzkomór-
kowej (108).

H2O2 jest najbardziej stabiln¹ spoœród powszechnie wystêpuj¹cych RFT. W od-
ró¿nieniu te¿ od pozosta³ych nie jest rodnikiem. Poniewa¿ jest obojêtny elektrycz-
nie, z ³atwoœci¹ przenika przez b³ony komórkowe. Biosynteza H2O2 nie bêdzie tu
omawiana, gdy¿ mo¿liwoœci jego wytwarzania w warunkach normalnych i w reakcji
na stres zosta³y szczegó³owo opisane w wielu pracach przegl¹dowych (99,104,109,
110).

6.2. Udzia³ H2O2 oraz NO w szlakach sygna³owych

Ze wzglêdu na swoje w³aœciwoœci chemiczne, H2O2 oraz NO mog¹ braæ udzia³
w komunikacji wewn¹trz- i miêdzykomórkowej przynajmniej na dwa sposoby, które
najprawdopodobniej nie s¹ rozdzielne. Jedn¹ z dróg jest aktywacja szlaków sy-
gna³owych przez utworzenie kompleksów receptor-ligand, najczêœciej z bia³kami
rezyduj¹cymi w b³onie komórkowej. Intryguj¹c¹ jest obserwacja z badañ komórek
zwierz¹t, ¿e równie¿ formowanie bia³kowych kompleksów receptor-ligand mo¿e
prowadziæ do wytwarzania RFT, które dalej stymuluj¹ szlaki sygna³owe (111).
W przypadku obu zwi¹zków mo¿liwa jest równie¿ zmiana funkcjonowania komórki
na drodze modyfikacji chemicznej makrocz¹steczek biologicznych na drodze innej
ni¿ ich zniszczenie. Tu znaczenie ma zdolnoœæ obu cz¹steczek do przenikania przez
b³ony komórkowe, gdy¿ oznacza to mo¿liwoœæ modyfikacji celów wewn¹trz komór-
ki. Badania procesów sygna³owych s¹ jeszcze dodatkowo utrudnione z tego powo-
du, ¿e wytworzonym RFT czêsto towarzyszy NO, a si³a i skutecznoœæ przekazywa-
nych sygna³ów zale¿ne s¹ od stê¿eñ i wzajemnego wspó³dzia³ania obu typów cz¹s-
teczek (104,112). Co wiêcej, sygnalizacja z udzia³em, np. NO, splata siê œciœle w re-
akcjach obronnych ze szlakami sygna³owymi aktywowanymi innymi cz¹steczkami,
np. kwasami salicylowym czy jasmonowym (113).

Nadtlenek wodoru jest g³ówn¹ RFT odpowiedzialn¹ za aktywacjê szlaków sygna-
lizacyjnych w komórce (104). W³aœciwie jedynym udokumentowanym przyk³adem
dzia³ania innych form tlenu jest wykorzystanie anionorodnika ponadtlenkowego
jako sygna³u uruchamiaj¹cego przejœcie z fazy wzrostu jednokomórkowego do two-
rzenia agregatów wielokomórkowych u œluzowca Dictyostelium discoideum (114). Nad-
tlenek wodoru jest cz¹steczk¹ mobiln¹, a z powodu swojej wzglêdnej trwa³oœci
mo¿e dyfundowaæ na znaczne odleg³oœci od miejsca wytworzenia i uruchamiaæ szla-
ki sygna³owe w innych komórkach (115,116). Chocia¿ w reakcjach obronnych czêsto
jest generowany •O2

-, to w³aœnie H2O2, powstaj¹cy na drodze dysmutacji •O2
-, jest

g³ówn¹ obserwowan¹ cz¹steczk¹ aktywn¹ (99,109). W tym kontekœcie interesuj¹ca
jest jednak obserwacja, ¿e u mutanta rhd2 (ang. root hair defective 2) A. thaliana,
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z uszkodzonym genem gp91phox koduj¹cym podjednostkê katalityczn¹ oksydazy
NADPH – enzymu generuj¹cego •O2

-, dochodzi do zaburzenia formowania w³oœni-
ków. Nie rozstrzygaj¹c, która z RFT odgrywa g³ówn¹ rolê w procesie wyd³u¿ania
w³oœników korzeniowych, s¹dzi siê, ¿e rola regulatorowa RFT w tym procesie pole-
ga na zmianie aktywnoœci kana³ów jonowych, g³ównie wapniowych i dalej aktywacji
bia³ek zale¿nych od Ca+2 (117).

Jedn¹ z mo¿liwych dróg dzia³ania RFT jest modyfikacja makrocz¹steczek biolo-
gicznych. Nadtlenek wodoru mo¿e utleniaæ i tym samym modulowaæ aktywnoœæ in-
nych sk³adników szlaków sygna³owych, takich jak fostatazy, czy kinazy bia³kowe,
a wœród nich równie¿ kinazy MAPK czy CDPK (104). Dalsze reakcje komórek mog¹
byæ uruchamiane poprzez np. bezpoœrednie dzia³anie czynników transkrypcyjnych
(109).

Choæ szlak sygna³owy tlenku azotu nie jest jeszcze do koñca rozpoznany u roœ-
lin, to na podstawie uzyskanych wyników badañ sugeruje siê, ¿e niektóre istotne
jego elementy, znane z komórek zwierz¹t, równie¿ i tu funkcjonuj¹. NO mo¿e mo-
dyfikowaæ niektóre bia³ka enzymatyczne. Addycja NO do jonów metali przejœcio-
wych – czêstych kofaktorów bia³ek – prowadzi do gwa³townych zmian aktywno-
œci. Na przyk³ad, aktywnoœæ cyklazy guanylanowej, wytwarzaj¹cej cAMP, wzrasta po-
nad 300-krotnie po przy³¹czeniu siê NO do jonu ¿elaza w grupie hemowej. Tak roz-
poczyna siê jeden z najwa¿niejszych szlaków sygna³owych NO: addycja NO prowa-
dzi do wzrostu stê¿enia cGMP, a dalej cADPR i aktywacji zale¿nych od nich kinaz
bia³kowych, fosfodiesteraz, czy kana³ów jonowych (118).

Tlenek azotu jest cz¹steczk¹ niezwykle reaktywn¹. Jednak w fizjologicznym stê-
¿eniu mo¿e byæ istotnym czynnikiem odpowiedzialnym za powstawanie modyfikacji
bia³ek uznawanych za modyfikacje sygna³owe. Poza aktywacj¹ cyklazy, najistotniej-
sze, jak siê wydaje, s¹: S-nitrozylacja reszt cysteiny oraz nitracja reszt tyrozyny
(103,119,120). Szczególne znaczenie mo¿e mieæ modyfikacja bia³ek cytoszkieletu,
która mo¿e bezpoœrednio wp³ywaæ na organizacjê strukturaln¹ komórki (A. £apa,
P. Wojtaszek, dane nie publikowane). Poniewa¿ S-nitrozylacji ulegaæ mo¿e równie¿
glutation, sugeruje siê, ¿e niskocz¹steczkowe S-nitrozotiole (tu nitrozoglutation)
mog¹ byæ jednym z sygna³ów przenosz¹cych informacjê o ataku patogena do s¹sied-
nich komórek, a co za tym idzie bior¹cych udzia³ w aktywacji nabytej odpornoœci
systemicznej roœlin (121).

Czêsto obserwowanym zjawiskiem jest synergizm dzia³ania H2O2 i NO. Takie
krzy¿owanie szlaków ma miejsce w trakcie takich procesów fizjologicznych, jak: li-
gnifikacja tkanki naczyniowej (122), odpowiedŸ grawitropowa korzenia (123), regu-
lacja stopnia otwarcia aparatów szparkowych (104), czy programowana œmieræ ko-
mórki, zw³aszcza zachodz¹ca w trakcie reakcji obronnych roœlin na infekcjê pato-
genn¹ (124).

Wyniki badañ w³asnych uzyskano w ramach projektów badawczych finansowanych przez granty Mini-
sterstwa Edukacji i Nauki: 3 P04C 011 22, PBZ-KBN 089/P06/2003, 2 P04C 040 26, PBZ-KBN-110/P04/2004
i 2 P04C 055 29.
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