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Spotkanie na szlakach sygnatowych —
czy poliaminy indukuja syntez¢ tlenku azotu
1 modyfikuja poziom nadtlenku wodoru u roslin?
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Polyamines are ubiquitous polycationic compounds that are produced by almost all living organ-
isms, including plants, animals, fungi and bacteria. These multifunctional compounds are able
to interact with polyanionic biomolecules such as DNA, phospholipids or proteins e.g. enzymes.
The precise mode of polyamines action still remained unknown. Plants do not seem to have
specific receptors for polyamines, it is particularly interesting to investigate how polyamines
perform diverse function in plant cells. Authors recently reported a possible linkage between
polyamine-dependent signal transduction and nitric oxide (NO) another signalling molecule.

The other results suggest that PAs can also act directly as stress-protecting compounds.
They are able to moderate the activities of reactive oxygen species synthesis and scavenging
system enzymes and thus influence the ROS level. These molecules could be components of
the repertoire of signals, which lately — in contrast to the negative connotation of the term
‘oxidative stress’ — are more usefully described as ‘oxidative signalling’, by which plant cells
sense the environment and in this way appropriately adjust gene expression, metabolism and
physiology to stress conditions.
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WSTEP

Poliaminy, do ktérych naleza putrescyna, sper-
midyna i spermina (Ryc. 1), sa powszechnie
wystepujacymi alifatycznymi aminami. Syn-
tetyzowane sg przez prawie wszystkie zywe
organizmy, w tym rosliny, zwierzeta, grzyby
1 bakterie. Budza one nieustannie zaintereso-
wanie badaczy, gdyz spektrum ich fizjologicz-
nego oddziatywania jest bardzo szerokie. Jak

dotad nie stwierdzono specyficznych receptoréw
dla poliamin, stad tez szczegolnie interesujace
jest, w jaki sposéb poliaminy odgrywaja tak
réznorodne funkcje w komdrkach roslin (Cohen
1998, Bouchereau et al. 1999). Wedlug Bagni
i Torrigiani (1992) oraz Galston i Kaur-Sawhney
(1995) poliaminy sa uwazane za nowa klasg
regulatorow wzrostu. Przy fizjologicznym pH
majg charakter polikationowy i moga taczyc¢ si¢
biomolekutami o charakterze polianionowym,
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Ryc. 1. Budowa powszechnie wystepujacych poliamin ali-
fatycznych.

Fig. 1. The molecular structure of common aliphatic
polyamines.

takimi jak kwasy nukleinowe, fosfolipidy i wiele
rodzajow biatek tacznie z enzymami, ktorych
aktywnos¢ jest bezposrednio modyfikowana
przez polaczenie z poliaminami (Bouchereau
et al. 1999). Jednakze, oprocz dziatania bez-
posredniego tych zwiazkow, ostatnio postulo-
wano zalezny od poliamin system transdukcji
sygnatu. Ciekawym aspektem w tym wzgledzie,
jest mozliwe wspodtdziatanie pomigdzy poliami-
nami, a innymi molekutami sygnatlowymi, np.
tlenkiem azotu — NO (Yamasaki, Cohen 2006,
Arasimowicz, Floryszak-Wieczorek 2007) oraz
nadtlenkiem wodoru — H,0, (Martin-Tanguy
2001, Neill et al. 2002). W ten sposob znane
od dawna zwiazki — poliaminy, stajg si¢ po-
nownie substancjami, ktore sag w centrum za-
interesowania badaczy, a nowe, nieznane dotad
mechanizmy dziatania poliamin wyjasniaja tak
szerokie spektrum ich fizjologicznego oddziaty-
wania. Zadaniem tej pracy jest przedstawienie
aktualnego pogladu badaczy na dzialanie po-
$rednie poliamin, polegajace na ich wspdl-
dziataniu z innymi molekutami sygnatowymi:
tlenkiem azotu i nadtlenkiem wodoru.

TLENEK AZOTU

Tlenek azotu (NO) jest fatwo podlegajacym
dyfuzji gazowym wolnym rodnikiem, ktory

odgrywa kluczowa rol¢ jako wewnatrz- i mie-
dzykomorkowy przekaznik sygnatu u zwierzat.
U tych organizmdw syntetyzowany jest gtdéwnie
dzigki aktywnosci syntazy tlenku azotu (NOS),
ktéra katalizuje powstawanie tlenku azotu i ami-
nokwasu cytruliny, a substratami tej reakcji sa
tlen i arginina (Nathan, Xie 1994, Arasimowicz,
Floryszak-Wieczorek 2007). Natomiast w syn-
tezie tlenku azotu u roslin moze braé przy-
puszczalnie udzial syntaza tlenku azotu oraz
reduktaza azotanowa (Cueto et al. 1996, Barroso
et al. 1999, Bethke et al. 2004, Crawford, Guo
2005). Istniejg takze doniesienia o syntezie NO
uroslin z argininy przez enzym homologiczny do
NOS slimakéw (Neill et al. 2003), jednak udziat
tego enzymu budzi wiele kontrowersji (Yama-
saki, Cohen 2006). Natomiast Tun et al. (2006)
wskazujg na jeszcze jedng przypuszczalng droge
syntezy NO bezposrednio z poliamin dzigki ak-
tywnosci nieznanego enzymu. Mozliwy jest tez
udzial oksydazy ksantyny (Neill et al. 2003),
jak i nieenzymatyczne uwalnianie NO w obec-
nosci azotynu, przy silnym oswietleniu lisci,
w kwasnym pH oraz w obecnosci karotenoidow
(Rockel et al. 2002).

Tlenek azotu — reaktywna forma azotu moze
powodowac¢ u roslin zardwno reakcje obronne,
jak 1 efekty potencjalnie szkodliwe dla orga-
nizmu ros$linnego (Neill et al. 2003, Gniaz-
dowska 2004, Lamotte et al. 2004, Arasimowicz,
Floryszak-Wieczorek 2007). NO bierze udziat
w wielu procesach wzrostowych i rozwojowych,
m.in. takich jak programowana $§mier¢ komorki,
zamykanie aparatdw szparkowych, kietkowanie
nasion i rozwoj korzeni (Lamattina 2003, Neill
et al. 2003, Lamotte et al. 2004). NO uczestniczy
w odpowiedziach roslin na warunki stresowe
srodowiska, warunkuje ekspresje genow zwia-
zanych z obrong organizmu roslinnego zar6wno
przed biotycznymi, jak i abiotycznymi czynni-
kami stresowymi (Lamattina et al. 2003).

U roslin, pewnym i nie budzacym watpli-
wosci enzymem zaangazowanym w synteze
NO wydaje si¢ by¢ reduktaza azotanowa (NR),
bedaca jedynym biatkiem, ktérego udziat w syn-
tezie NO zostat potwierdzony. Z kolei, jak dotad,
nie stwierdzono obecnosci ani transkryptu, ani
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Ryc. 2. Wplyw poliamin na syntezg tlenku azotu. NO moze
powstawa¢ w komorkach roslin dzigki aktywnosci zaleznej
od azotynow reduktazy azotanowej (wyjasnienie str. 57), oraz
nieznanego mechanizmu z argininy, czy tez syntazy tlenku
azotu przez enzym(y) homologiczny(e) do NOS §limakow.
Przypuszczalnie istnieje tez negatywny wptyw NO na syn-
tez¢ PA poprzez hamowanie aktywnosci ODC — enzymu
cyklu ornitynowego. Skroty: Arg — arginina, PA — polia-
miny, NO — tlenek azotu, ODC — dekarboksylaza ornityny,
NR - reduktaza azotanowa, NOS — syntaza NO (Yamasaki,
Cohen 2006).

Fig. 2. Polyamines in relations to NO production. NO can be
produced in plant cells by nitrite-dependent nitrate reductase
(for explanation see p. 57), and by unknown arginine-de-
pendent mechanisms or homologous to snail NOS. Abbrevia-
tions: Arg — arginine, PA — polyamine, NO — nitric oxide,
ODC - ornithine decarboxylase, NR — nitrate reductase,
NOS — NO synthase (Yamasaki, Cohen 2006).

biatka homologicznego do zwierzgcej syntazy
NO u roélin (Zemojtel et al. 2006). Jak nalezy
domniemywaé NR nie jest jedynym zrédlem
NO, gdyz nawet przy dostatecznej obecnosci
substratu produkcja NO stanowi tylko 1% zdol-
nosci redukcyjnej azotanu NR. Synteza NO wy-
maga obecno$ci azotynu, natomiast azotan nie
jest bezposrednim substratem, a wregcz hamuje
reakcje¢ katalizowang przez NR (Rockel et al.
2002).

Co do biochemicznego aspektu oddzialy-
wania PAs na NR, to nieoczekiwanie okazalo
si¢, ze poliaminy (Ryc. 2) hamowaly redukcje
azotanu jak i azotynu do NO (Yamasaki, Cohen
2006). Dziatanie to polega przypuszczalnie na in-
terakcji poliamin z biatkiem 14-3-3 (Yamasaki,
Cohen 2006). Biatko to normalnie stymuluje ak-
tywnos¢ enzymu (Kaiser, Huber 2001), a w obec-
nosci poliaminy wywotywato efekt przeciwny,

tj. hamowato aktywnos$¢ NR. Efekt ten byt sil-
niejszy w przypadku egzogennej sperminy niz
pozostatych poliamin. Istnienie po-translacyjnej
modulacji NR przez potaczenie z dimerem 14-3-3
powodowato obnizenie syntezy NO przez NR, co
zostato potwierdzone eksperymentalnie zaréwno
w warunkach in vivo jak i in vitro (Kaiser, Huber
1997, Rockel et al. 2002).

Z kolei badania Tun et al. (2006) wskazuja
na to, ze egzogenne poliaminy stymulowaty
synteze NO. Autorzy podaja, ze poliaminy in-
dukowaty synteze¢ NO w niektorych tkankach
siewek Arabidopsis thaliana. Podane roSlinie
spermina i spermidyna indukowaty syntezg NO
w merystemie wierzchotkowym, jak réwniez
w strefie elongacyjnej korzenia oraz w pierw-
szych li§ciach — szczegolnie intensywnie w sys-
temie tkanek przewodzacych. Nie stwierdzono
natomiast generowania NO w liScieniach. Naj-
silniejsze uwalnianie NO powodowaly spermi-
dyna i spermina, natomiast arginina i putrescyna
wywotywaly duzo stabszy efekt. Ponadto, re-
akcja byta hamowana zaré6wno poprzez dodanie
inhibitora zwierzgcej syntazy tlenku azotu, jak
i inhibitora biosyntezy NO u roslin, oraz zmia-
tacza NO, co sugeruje przypuszczalny udzial
wiasnie syntazy tlenku azotu (NOS) w stymu-
lowanej przez poliaminy syntezie NO (Tun et al.
20006).

Wedtug Tun et al. (2006) istnieje wiele poten-
cjalnych powiagzan pomigdzy PA i NO, co znaj-
duje swoje odzwierciedlenie w wielu procesach
fizjologicznych roslin, np. w odpowiedzi roslin
na abiotyczne i biotyczne czynniki stresowe oraz
W opoOznianiu procesow starzenia. Zwlaszcza do-
brze udokumentowany jest wplyw PA poprzez
NO na ekspresj¢ genow odpornosci. Przykta-
dowo spermina stymulowala po 6 godzinach
aktywnos¢ dwoch kinaz biatkowych (WIPK
i SIPK) zaangazowanych w ekspresj¢ gendw
obronnych (Takahashi et al. 2004). Znacznie
krétszego czasu wymagata, indukowana przez
egzogenne poliaminy, biosynteza NO (Tun et al.
2006), co moze wskazywac na to, ze NO uczest-
niczy w sekwencji reakcji obronnych poprzez
aktywowanie MAP-kinaz. Stymulacja ekspresji
genow odpornosci przez NO byla wykazana
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Ryec. 3. Struktura koniugatow poliamin potencjalnych do-
noréw tlenku azotu (Yamasaki, Cohen 2006).

Fig. 3. The molecular structures of polyamine conjugates,
possible NO donors (Yamasaki, Cohen 2006).

juz wczesniej (Polverari et al. 2003). Ogolnie
wiadomo, Ze rdznego rodzaju stresy abiotyczne
zwigkszaja biosyntez¢ PAs w celu tagodzenia
uyjemnych skutkéw stresu (Bouchereau et al.
1999). Wzrost zawarto$ci poliamin w nastep-
stwie stresu wodnego i osmotycznego stwier-
dzono u wielu gatunkow roslin, m.in. u zbdz
(Flores, Galston 1984). Ponadto wykazano, ze
akumulowany w warunkach deficytu wody kwas
abscysynowy (ABA) dziata réwniez poprzez
wtorny przekaznik (ang. second messenger),
jakim jest NO (Neill et al. 2003). Stwierdzono,
ze zarowno ABA, jak i H,0,, syntetyzowany
w warunkach stresu wodnego indukuje genero-
wanie NO i posredniczy w zamykaniu szparek
(Zhang et al. 2007), a takze odgrywa istotng
rolg w tagodzeniu ujemnych skutkdéw deficytu

wody w mezofilu liSci (Neill 2007). Stymulo-
wane przez PAs generowanie NO moze takze
posredniczy¢ w opdzniajacym starzenie dzia-
faniu PAs (Bregoli et al. 2002), czemu towa-
rzyszy hamowanie syntezy etylenu (Leshem
et al. 1998). Na potwierdzenie powyzszego
oddzialywania, rdwniez egzogenne cytokininy
hamuja procesy starzenia odcietych organdw (Li
et al. 2000), powodujac gwattowne uwalnianie
endogennego NO (Tun et al. 2001). Do stymu-
lacji biosyntezy NO pod wptywem cytokininy
(zeatyny) dochodzito nie tylko u typu dzikiego
Arabidopsis, ale takze u mutanta (nial, 2) po-
zbawionego aktywnosci NR, co wskazuje na
to, ze NR nie uczestniczy w szybkiej indukcji
generowania NO poprzez cytokining. Ostatnio
Tun et al. (2008) zaktadaja, ze gwaltowna syn-
teza NO pod wplywem poliamin moze podlegaé
podobnej regulacji aktywnos$ci enzymu(6w)
biosyntezy NO, jak to ma miejsce w przypadku
cytokinin.

Wykazano réwniez, ze NO moze bezpo-
$rednio reagowaé z poliaminami i tworzy¢
potaczenia typu poliamina-NONO (Ryc. 3)
w warunkach stresu anoksji. Polaczenie sper-
mina-NONO mogtoby stuzy¢ jako donor NO.
Jak dotad, w innych uktadach do§wiadczalnych
ten bezposredni zwiazek pomiedzy PA i NO,
nie zostal eksperymentalnie potwierdzony.
W zwiazku z powyzszym zasadne wydaja si¢
dalsze badania tych przemian, majace na celu
wyjasnienia istoty tego ,,spotkania na szlakach”
transdukcji sygnatu dwoch molekut, tj. poliamin
i tlenku azotu (Yamasaki 2005).

NADTLENEK WODORU

Reaktywne formy tlenu (RFT) sa zrédiem
potencjalnych uszkodzen, jak i naleza do waz-
nych molekut sygnatowych (Halliwell, Gutterige
1989, Neill et al. 2002). Ostatnio, w przeciwien-
stwie do negatywnego terminu ,,stres oksyda-
cyjny” (Mittler 2002) sugeruje si¢ uzywanie
bardziej adekwatnego okreslenia ,,sygnat oksy-
dacyjny” (Foyer, Noctor 2005), dzigki ktéoremu
komorki roslin odbieraja sygnaly ze $rodo-
wiska 1 w ten sposob odpowiednio dostosowuja
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Ryc. 4. Sygnat H,O, u roslin. Szare strzatki — potencjalne drogi syntezy i rozktadu, czarne strzatki — potencjalne efekty
dziatania H,0,. Podkreslenia wskazuja na zwiazek pomigdzy H,0, a poliaminami (wg Neill et al. 2002, zmodyfikowane).

Fig. 4. H,0, signalling in plants. Grey arrows represent potential synthesis and degradation, black arrows represent potential
cellular effects of H,0,. Underlines indicate a link between H,0, and polyamines (by Neill et al. 2002, modified).

ekspresj¢ genow, metabolizm i fizjologi¢ do
warunkow stresowych.

Nadtlenek wodoru (H,0,) jest RFT gene-
rowang w zwigkszonych ilo$ciach szczegolnie
w warunkach stresu oksydacyjnego. Ze stresem
oksydacyjnym mamy do czynienia wowczas,
gdy nastepuje zachwianie rownowagi pomigedzy
generowaniem RFT a ich rozktadem. H,0, po-
wstaje glownie wskutek dysmutacji anionorod-
nika ponadtlenkowego (O, ) dzigki aktywnosci
dysmutazy ponadtlenkowej (SOD; EC 1.15.1.1).
Generowanie RFT ma réwniez miejsce podczas
transportu elektronow (Ryc. 4), odbywajacego
si¢ gtéwnie w takich procesach jak fotosynteza,
czy oddychanie mitochondrialne. W komorce
roslinnej (aktywnej fotosyntetycznie) waznym
zrodtem H,O, jest réwniez proces fotooddy-
chania. Niepetna redukcja tlenu przez elektrony

transportowane przy udziale odpowiednich
przenosnikéw prowadzi do powstania aniono-
rodnika ponadtlenkowego (O,’ 7). Generowanie
RFT jest indukowane w ro$linach narazonych na
dziatanie szerokiego rodzaju abiotycznych i bio-
tycznych czynnikow stresowych. Naleza do nich
ekstremalne temperatury, promieniowanie UV,
nadmierna energia $wietlna, dziatanie ozonu,
fitohormony takie jak ABA, odwodnienie, zra-
nienie, elicytory i patogeny (Elstner 1982, Smir-
noff 2002, Bolkhina et al. 2003, Foyer, Noctor
2003).

Enzymatycznymi zrodtami generujacymi
powstawanie H,O, moga by¢ takze oksydazy
aminowe (Bartosz 1997, Bolwell et al. 2002),
w tym oksydazy dwuaminowa (DAO) i polia-
minowa (PAO, Ryc. 5), co wskazuje na jedna
z mozliwych drég dzialania poliamin (Smith
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Ryc. 5. Schemat syntezy H,0, podczas degradacji putre-
scyny, spermidyny i sperminy przez oksydaz¢ dwuaminowa
(DAO) i oksydazg poliaminowg (POA) (wg Bouchereau et
al. 1999).

Fig. 5. Pathways H,0, synthesis under putrescine, spermidine
and spermine degradation by diamine oxidase (DAO) and
polyamine oxidase (PAO) (by Bouchereau et al. 1999).

1985). Syntetyzowany ta droga H,0, moze
dziata¢ w obronie komdrki roslinnej przed ata-
kiem patogena (Cona 2006). Jednakze szersze
dziatanie ma H,0, jako czasteczka sygnalowa,
ktéra moze wyzwala¢ reakcje nadwrazliwosci
(HR), czy programowang smieré¢ komorki (PCD)
(Foyer, Noctor 2005). Spermina poprzez H,0,
moze wystepowac jako induktor biatek PR (ang.
pathogen related proteins) zwiazanych z patoge-
neza. Dochodzi wowczas zardwno do wyzwa-
lania aktywno$ci enzymatycznej istniejacych
biatek PR (takze kaspaz), jak i do uruchomienia
odpowiednich gendw i indukcji ich biosyntezy.
Konieczne sa jednak dalsze precyzyjne infor-
macje dotyczace dzialania poliamin zwigzanego
z odpornoscia (Walters 2003, Tang, Newton
2005). W warunkach stresu chtodu dochodzi do
wzmozonej syntezy RFT wskutek zwigkszonej
aktywnosci oksydazy NADPH (Shen et al.
2000). U odmiany ogoérka tolerancyjnej na ten
stres stwierdzono znacznie nizszy poziom RFT

i aktywnosci oksydazy NADPH, czemu towa-
rzyszyt wyzszy poziom spermidyny i mniejsze
uszkodzenia spowodowane chtodem. W bada-
niach z zastosowaniem egzogennej poliaminy
1 inhibitora syntezy poliamin wykazano, ze sper-
midyna obnizata spowodowana stresem chtodu
indukcje aktywnosci oksydazy NADPH i w ten
sposéb obnizata zawarto§¢ RFT w roslinach
ogorka. Wykazano, ze w warunkach stresu wod-
nego poliaminy maja takze wplyw na aktywnos¢
enzymow antyoksydacyjnych zaangazowanych
w usuwanie RFT (Kubi$ 2006). Egzogenna sper-
midyna, poprzez wpltyw na aktywno$¢ enzymow
uczestniczacych w usuwaniu RFT, dysmutazy
ponadtlenkowej (Kubis 2005, 2008), peroksydaz
i katalazy (Kubi§ 2003, 2008) oraz enzyméw
szlaku askorbinianowo-glutationowego — re-
duktazy glutationowej, peroksydazy askorbi-
nianowej i reduktazy monodehydroaskorbinianu
(Kubis$ 2001), umozliwiata obnizenie poziomu
wysoce reaktywnych form tlenu — nadtlenku wo-
doru i anionorodnika ponadtlenkowego (Kubis
2005, 2008). Poliaminy modyfikowaty takze
aktywnos¢ innych enzymoéw, takich jak: kinazy
biatkowe, fosfatazy i ATPazy (Tassoni et al.
1998, 2002). Mozna przypuszczaé, ze wplyw
poliamin na aktywno$¢ innych enzymow za-
angazowanych w powstawanie RFT mogl by¢
takze przyczyna obserwowanego nizszego po-
ziomu nadtlenku wodoru i anionorodnika po-
nadtlenkowego.

PODSUMOWANIE

Dotychczas u roslin nie stwierdzono wyste-
powania specyficznych receptoréw poliamin.
Wspotdziatanie poliamin z innymi molekutami
sygnalowymi, takimi jak nadtlenek wodoru
i tlenek azotu, wskazuje na powiazanie szlakéw
transdukcji sygnalu poliaminowego ze szlakami
przekazu sygnatu dla reaktywnych form tlenu
i azotu u roslin (Yamasaki, Cohen 2006). Odpo-
wiadajac na pytanie postawione w tytule pracy,
mozna powiedzie¢, ze dotychczasowe badania
nie pozwalaja na jednoznaczne stwierdzenie, ze
poliaminy wptywaja na poziom RFT. Wigcej wy-
nikow badan dotyczy wspodtdziatania poliamin
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i H,0,. Jednakze, w przypadku wspotdziatania
PAs z NO opublikowano jak dotad wyniki po-
jedynczych prac badawczych i wymagajq one
kontynuacji.
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