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ROLA TLENKU AZOTU W METABOLIZMIE KOMORKI ROSLINNE]J

WSTEP

W ostatnich latach chyba najbardziej in-
tensywnie badana czasteczka sygnalna jest tle-
nek azotu (NO). Od 1998 r., gdy przyznano
nagrode Nobla w dziedzinie medycyny i fizjol-
ogii za wktad w badania nad rola tego zwiazku
w ukladzie naczyniowo-sercowym czlowieka,
wzrosto zainteresowanie znaczeniem NO tak-
ze w organizmach roSlinnych. Pomimo krotk-
iego czasu prowadzenia badan nad rola NO w
fizjologii roslin (pierwsza praca DURNERA i
wspolaut. mowiaca o udziale tlenku azotu w
odpowiedzi roslin na atak patogenu ukazata si¢
w 1998 r.) mozemy mowic o istotnym znacze-
niu tego zwiazku dla funkcjonowania komorki
roslinnej. W latach 2003-2004 ukazaly si¢ pra-
ce dotyczace m.in. identyfikacji syntazy NO
(NOS) w komorkach roslinnych, rzucajace
nowe Swiatlo na to zagadnienie i odpo-
wiadajace na szereg pytan o znaczenie NO w
roSlinach. Daleko jednak jeszcze do petnego i
kompleksowego opisu roli tej czasteczki w me-
tabolizmie roSlin.

Tlenek azotu NO jest wolnym rodnikiem.
W obecnosci tlenu NO jest nietrwaly. W natle-
nionych roztworach wodnych okres pottrwa-
nia NO wynosi kilka sekund, gdyz w tych wa-
runkach tlenek azotu reaguje z tlenem tworzac
dwutlenek azotu, brazowy gaz bedacy wolnym
rodnikiem. Dwutlenek azotu reaguje z organi-
cznymi zwiazkami nienasyconymi tworzac

wolne rodniki, z niesparowanym elektronem
na atomie wegla. Dalsze reakcje, w ktorych
uczestnicza rodniki, prowadza do powsta-
wania rodnikéw ponadtlenkowych ROO, alko-
ksylowych RO i kolejnych czasteczek dwu-
tlenku azotu. Tlenek azotu latwo reaguje z
anionorodnikiem ponadtlenkowym O,, w
wyniku czego powstaje nadtlenoazotyn
ONOO". Nadtlenoazotyn jest nietrwaly w za-
kresie fizjologicznego pH, lecz ze wzgledu na
stosunkowo diugi okres pottrwania (ok. 1s)
moze dyfundowac na znaczne odlegtosci w ko-
morce. Nadtlenoazotyn reaguje latwo z gru-
pami tiolowymi bialek i wielonienasyconymi
resztami kwasow tluszczowych w lipidach
wywolujac powazne uszkodzenia struktur
komorkowych (WENDEHENNE i wspolaut.
2001). Reakcja charakterystyczna dla nadtleno-
azotynu jest nitrylowanie reszt tyrozylowych w
biatkach, katalizowane przez jony metali
przejSciowych (BARTOSZ 1995).

W komorkach ssakow NO jest produkowa-
ny przez enzym — syntaze¢ tlenku azotu (NOS),
wystepujaca w kilku izoformach (NATHAN i XIE
1994). Substratem NOS jest tlen czasteczkowy
i L-arginina, produktami reakcji — czasteczka
NO i aminokwas L-cytrulina. Badania ostatnich
lat wykazaty, ze roSliny posiadaja enzym
pelniacy podobna funkcje jak NOS w komor-
kach zwierzecych (katalizujacy tworzenie NO
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z L-argininy) (CUETO i wspotaut. 1996, BARRO-
SO i wspotaut. 1999). Aktywnos¢ ta jest hamo-
wana przez podanie specyficznych inhibito-
row zwierzecych syntaz tlenku azotu (CUETO i
wspotaut. 1996). U kukurydzy zidentyfikowa-
no biatko o masie 166 kDa, reagujace z prze-
ciwcialami przeciwko kroliczej neuronalnej
izoformie NOS, jak i z przeciwcialami przeciw-
ko mysiej indukowalnej izoformie NOS (RIBE-
IRO i wspolaut. 1999). Nie udato si¢ jednak wy-
izolowac biatka ani genu wykazujacego homo-
logie do zwierzecej NOS (DURNER i KLESSIG
1999). CHANDOK i wspotaut. (2003) zaobser-
wowali, ze atak patogenu indukuje aktywnosc
enzymu odpowiedzialnego za synteze NO u
rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana) i tytoniu
(Nicotiana tabacum). Enzym ten wykazuje
analogie do jednej z form biatka P — dekarbok-
sylazy glicyny. Okazuje si¢ wiec, ze sekwencja
roslinnych biatek NOS jest catkowicie r6zna od
sekwencji ich ssaczych odpowiednikow
(CHANDOK i wspotaut. 2003). GUO i wspotaut.
(2003) wyizolowali gen AtNOS1 kodujacy en-
zym o aktywnosSci syntazy tlenku azotu. Pro-
dukt genu A¢tNOS1 rzodkiewnika byl podobny
do biatka zaangazowanego w synteze NO u $li-
maka Helix pomatia. Nie wykazywal natomiast

homologii do ssaczej indukowanej NOS, cho-
ciaz jego funkcjonalna charakterystyka byta
zblizona. Aktywnos¢ tego enzymu zalezala od
NADP (fosforan dinukleotydu nikotynoami-
do-adeninowego) i tak jak w przypadku konsty-
tutywnych izoform ssaczych NOS, od kalmodu-
liny i jonéw Ca** (GUO i wspotaut. 2003). Nie
zaobserwowano stymulacji aktywnosci enzy-
mu w obecnoSci specyficznych kofaktorow
ssaczych NOS, takich jak: tetrahydrobioptery-
na, hem, FAD (dinukleotyd flawinoadenino-
wy), FMN (monomucleotyd flawinowy) (GUO i
wspotaut. 2003).

Tlenek azotu powstaje nie tylko w reak-
cjach katalizowanych przez syntaze tlenku azo-
tu. Alternatywnym zrodlem NO jest reakcja re-
dukcji jonéw azotanowych zachodzaca w ko-
morkach bakterii, grzybow i roslin. NO jest tez
jednym z produktow asymilacji azotanow i od-
dychania. W warunkach fizjologicznych rosli-
ny sa eksponowane na dzialanie NO produko-
wanego przez mikroorganizmy glebowe.
Uwalnianie NO do atmosfery zachodzi w reak-
cjach nitryfikacji i denitryfikacji. Nitryfikacja
NH," jest gtownym zrodtem N, emitowanego
do atmosfery, gdzie ulega on utlenieniu do NO
i NO, (WOJTASZEK 2000).

ROLA NO W REGULACJI METABOLIZMU KOMORKI ROSLINNEJ

Tlenek azotu jest czasteczka bioraca udziat
w regulacji r6znorodnych proceso6w w komor-
kach roSlinnych, takich jak: wzrost i rozwoj,
metabolizm oddechowy, reakcja na patogeny,
procesy starzenia i dojrzewania oraz odpo-
wiedz roslin na warunki stresowe (LAMATTINA
i wspotaut. 2003) (Tabela 1). Czasteczka NO
pelni w tych procesach miedzy innymi role sy-
gnalowa (DURNER i KLESSIG 1999, LAMATTINA i
wspolaut. 2003). Transdukcja sygnalu NO w
komorkach roSlinnych odbywa sie, podobnie
jak w komorkach zwierzecych, przez cGMP
(cykliczny guanozynomonofosforan) i aktywa-
cje cyklazy guanylanowej (DURNER i wspolaut.
1998, DURNER i KLESSIG 1999, WENDEHENNE i
wspotaut. 2001). Obszerny opis dziatania NO, z
uwzglednieniem roli sygnalowej tej czasteczki

znajdzie zainteresowany Czytelnik w pracy
przegladowej opublikowanej w Postepach Bio-
logii Komo6rki (MATKOWSKI 2002). Stezenia w
jakich NO wykazuje funkcje fizjologiczna sa
duzo nizsze niz optymalne stezenia mikro- i
makroelementOw oraz witamin i wahaja sie¢ w
granicach 107'°-107° M (BELIGNI i LAMATTINA
2001). Produkcja tlenku azotu oznaczona w
nietraktowanych liSciach rzodkiewnika, wyki
(Vicia faba) i chinskiej r6zy (Hibiskus rosa si-
nensis) wynosita 1-18 nmolg 'h™" i wzrastata
w obecnosci jonow azotynowych, sugerujac
zaangazowanie reduktazy azotanowej w synte-
z¢ NO (VANIN i wspoétaut. 2004). Ten fizjolo-
giczny (podstawowy) poziom NO w tkance byt
zawsze nizszy niz stezenie NO obserwowane
po ataku patogenu (VANIN i wspotaut. 2004).

DWA OBLICZA TLENKU AZOTU

ObecnosS¢ niesparowanego elektronu w
czasteczce sprawia, ze tlenek azotu wykazuje
wlasnosci cytotoksyczne badz pelni funkcje
ochronna (BELIGNI i LAMATTINA 1999a, b, ¢©).

Niszczaca rola NO w komorce wynika
prawdopodobnie z faktu, ze czasteczka ta
latwo reaguje z anionorodnikiem ponadtlen-
kowym tworzac nadtlenoazotyn, reagujacy z
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Tabela 1. Przyklady réznorodnej aktywnosSci NO w roSlinach.

Reakcja fizjologiczna Tkanka Roslina Cytowana literatu-
ra
Zapobieganie chlorozom po- liScie Ziemniak (Solanum tuber- BELIGNI i LAMATT-

wstajacym w odpowiedzi na
podanie herbicydow (methyl-
viologen), zapobieganie po-
wstawaniu nekroz wywotlanych
infekcja patogenem

osum)

INA 1999a, ¢

Indukcja programowanej
Smierci komorkowej,
fragmentacjii DNA

liscie, kallus
zawiesina ko-
morkowa

Cis (Taxus breviofolia),
Rzodkiewnik (Arabidopsis
thaliana)

PEDROSO i
wspotaut. 2000a, b
CLARKE i wspoétaut.
2002

Wzrost odpornoSci na zasolenie
i wysoka (50°C) temperature

siewki, liScie

Ryz (Oryza sativa)

UCHIDA i wspoélaut.
2002

Wzrost odpornoSci na susze,

lisScie

Pszenica (Triticum

GARCIA-MATA i

ruch aparatow szparkowych aestivum) LAMATTINA 2001
Wzmozona ekspresja genu ko- liScie, zawiesina | Tyton (Nicotiana tabac- DURNER i
dujacego PAL (amoniakoliaza komorkowa um) wspotaut. 1998,
L-fenyloalaniny), wzrost po- NAVARRE i
ziomu cGMP (cykliczny guano- wspotaut. 2000
zynomonofosforan),
Regulacja aktywnoSci akonitazy
Regulacja procesoOw dojrzewania | owoce Awokado (Persea america- | LESHEM i wspotaut.
owocow i starzenia tkanek na), banan (Musa sapien- 1998

tum), kiwi (Actinidia si- WILLS i wspotaut.

nensis) 2000

Truskawka (Fragaria

ananassa)
Hamowanie aktywnoSci drogi hypokotyle Fasolnik chinski (Vigna ra- | YAMASAKI i
cytochromowej i fosforylacji etiolowanych diata) wspotaut. 2001
oksydacyjnej siewek

Regulacja procesow oddecho-
wych, wyrzut cytochromu ¢ z
mitochondriow,

Indukcja transkrypcji genu
AOXIa kodujacego biatko al-
ternatywnej oksydazy (AOX)

zawiesina ko-
morkowa

Marchew (Daucus carota)

Rzodkiewnik (Arabidopsis
thaliana)

ZOTTINI i
wspotaut. 2002
HUANG i wspotaut.
2002

Wzrost i réznicowanie komorek

liScie, korzenie

Kukurydza (Zea mays)

RIBEIRO i
wspotaut. 1999

Inicjacja tworzenia korzeni przy-
byszowych

hypokotyle

Ogoérek (Cucumis sativus)

PAGNUSSAT i
wspotaut. 2002

Fotomorfogeneza,

stymulacja kietkowania nasion,
hamowanie wzrostu wydhuze-
niowego hypokotyli,
de-etiolacja (synteza chlorofilu)

nasiona, hypo-
kotyle, liScie

Satata (Lactuca sativa),
Rzodkiewnik (Arabidopsis
thaliana), Pszenica (Tritic-
um aestivum)

BELIGNI i LAMATT-
INA 2000

Ruchy aparatow szparkowych liScie Groch (Pisum sativum) NEILL i spoétaut.
2002a
Hamowanie fotofosforylacji liscie Szpinak (Spinacia oler- TAKAHASHI i YAMA-

acea)

SAKI 2002
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DNA, biatkami i grupami tiolowymi, co jest
bezposrednia przyczyna hamowania aktywno-
Sci enzymow i degradacji struktur komorko-
wych.

Jednak reakcje NO z reaktywnymi formami
tlenu (RFT) moga wywotywac nie tylko efekty
destrukcyjne dla komorki, ale tez zapobiegac
rozprzestrzenianiu sie uszkodzen wywotywa-
nych przez inne wolne rodniki, w szcze-
golnosci przez anionorodnik ponadtlenkowy
(BELIGNI i LAMATTINA 1999b, BEERS i
MCDOWELL 2001, NEILL i wspolaut. 2002b).
Zalezy to od stosunku stezenia NO do RFT.
Udowodniono, ze w warunkach uszkodzen ko-
morki wywotywanych przez RFT, NO moze
przerywac tancuch reakcji prowadzacych do
tworzenia kolejnych RFT i tym samym og-
raniczy¢ rozmiary wywotywanych przez nie
zmian. Funkcje ochronna NO wykazano w ba-
daniach, w ktorych reaktywne formy tlenu
okazaly sie bardziej toksyczne niz NO i anion
kwasu nadtlenoazotawego (WINK i wspotaut.
1993). W doswiadczeniach prowadzonych na
lisciach ziemniaka (Solanum tuberosum) trak-
towanych NO obserwowano zahamowanie
chlorozy spowodowanej przez RFT, powstate
po podaniu herbicydu. W przypadku infekcji li-
Sci ziemniaka przez patogen podanie NO spo-
wodowalo ograniczenie wycieku elektrolitow
z komorki, fragmentacji DNA i w rezultacie
zmniejszenie liczby komorek wchodzacych na
droge apoptozy (BELIGNI i LAMATTINA 1999c¢).
DELLEDONNE i wspoétaut. (2002) zapropono-
wali model wspotdziatania NO i O, " w reakgji
nadwrazliwoSci roSlin (ang. hypersensitive res-
ponse, HR). Reakcja ta polega na gwattownym
zamieraniu komorek, ktore weszly w kontakt z
patogenem lub znajduja si¢ w jego bezposred-
nim sasiedztwie. Prowadzi to do pojawienia si¢
nekroz, co uniemozliwia rozprzestrzenianie
sie patogenu do nie porazonych czesci rosliny.
Wydaje si¢, ze w przypadku komorek roslin-
nych program Smierci komorkowej jest akty-
wowany w sytuacji zbalansowanej rownowagi
pomiedzy stezeniami NO i H,O,, a nie zalezy
bezposrednio od stezenia O, .

NO podany zewnatrzkomorkowo hamowat
produkcje H,O, indukowana stresem zranie-
nia, a takze obnizatl ekspresje¢ genu /PO induko-
wanego zranieniem w liSciach batata (Upo-

moea battatas) (JIH i wspotaut. 2003). Wydaje
sie, ze NO moze regulowac nie tylko poziom
H,0,, ale takze syntez¢ tej czasteczki w warun-
kach stresu mechanicznego (JIH i wspotaut.
2003).

Wyniki badafn wykonanych na nasionach i
siewkach tubinu (Lupinus luteus) wskazuja na
ochronna role NO w warunkach stresu osmo-
tycznego oraz w obecnoSci metali ciezkich:
cynku i kadmu (KOPYRA i GWOZDZ 2003). Au-
torzy sugeruja, ze moze byC to zwiazane ze
zwickszeniem aktywnoSci enzymow antyoksy-
dacyjnych gloéwnie dysmutazy ponadtlenko-
wej, w obecnosci donora NO. Podobne wyniki
uzyskano na siewkach ryzu (Oryza sativa)
traktowanych NO w niskim (1 M) stezeniu. Za-
obserwowano prawie dwukrotne zwickszenie
aktywnoSsci enzymOw systemu antyoksydacyj-
nego: katalazy, peroksydazy askorbinianowej,
reduktazy glutationowej, dysmutazy ponad-
tlenkowej, co zapobiegalo powstawaniu
uszkodzen wywolanych przez poZniejsze
umieszczenie roSlin w warunkach stresu sol-
nego i wysokiej temperatury (UCHIDA i
wspotaut. 2002).

Hamowanie przez NO aktywnoSci niekto-
rych enzymow moze by¢ korzystne dla komor-
ki. Dzieje si¢ tak w przypadku akonitazy, ktorej
inaktywacja przez NO powoduje obnizenie
naplywu elektronéow na tancuch mitochon-
drialny i tym samym zapobiega stresowi oksy-
dacyjnemu. Co wiecej, NO aktywuje prze-
ksztatcenie cytosolowej akonitazy w biatko IRP
(ang. iron regulatory protein) regulujace ho-
meostaze jonow zelazowych w komorce
(NAVARRE i wspotaut. 2000). Jony Fe katalizuja
reakcje Fentona, prowadzaca do wytwarzania
rodnikow hydroksylowych, zatem ogranicze-
nie dostepnosci Fe zapobiega stresowi oksyda-
cyjnemu. Mozna powiedzie¢, ze chociaz jako
wolny rodnik NO pod wieloma wzgledami wy-
kazuje dzialanie podobne do innych RFT, w
pewnych warunkach moze zapobiegac roz-
przestrzenianiu si¢ stresu oksydacyjnego w ko-
morkach roSlinnych (Ryc. 1). Dodatkowo po-
twierdzaja to badania wykonane na chloropla-
stach poddawanych stresowi foto-oksydacyj-
nemu, w ktorych wykazano antyoksydacyjne
dzialanie NO polegajace na wychwytywaniu
RFT (BELIGNI i LAMATINA 2002).
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TLENEK AZOTU A REDUKTAZA AZOTANOWA

W warunkach stresu wywotanego przez in-
fekcje mikroorganizmow NO jest syntetyzowa-
ny przy udziale syntazy tlenku azotu, ktorej me-
chanizm dzialania i regulacja nie do kofica jesz-
cze zostaly poznane (CHANDOK i wspolaut.
2003, GUO i wspotaut. 2003). NO moze byc tez
wytwarzany na drodze nieenzymatycznej w re-

Funkcja cytotoksyczna

S

tezie NO w obecnosci jonOw azotynowych na
terenie apoplasu komoérek warstwy aleurono-
wej ziarniaka jeczmienia (Hordeum vulgare)
(BETHKE i wspotaut. 2004). Reakcja ta wyma-
gala kwasnego pH apoplastu i obecnosci jo-
now NO, w mieszaninie inkubacyjnej. Autorzy
sugeruja, ze w warunkach naturalnych NO po-

Funkcja ochronna

&

Niskie stezenia RFT NOS Wysokie stezenia RFT
NR
R-NO
*OH R’
RO-NO
/ RO"
2
H,0, + Fe ™ ROO’ ROO-NO
Uszkodzenia /
biatek, lipidéw, NO
DNA
0," Inaktywacja akonitazy,
\ konwersja akonitazy w
\ biatko IRP
ONOO Indukcja syntezy AOX
Cyklaza

guanylanowa

Komorkowy system antyoksydacyjny:
glutation, askorbinian, karotenoidy,

v

cGMP

polifenole, enzymy antyoksydacyjne

Ryc. 1. Podwojna natura dziatania tlenku azotu. Reakcje w ktorych NO pelni role ochronna (prawa
strona) i reakcje w ktorych NO odgrywa role cytotoksyczna (lewa strona).

Oznaczenia: R — wolne rodniki, RO — rodnik alkoksylowy, ROO — rodnik ponadtlenowy, cGMP — cykliczny gu-
anozynomonofosforan, AOX — bialko oksydazy alternatywnej, NOS — syntaza NO, NR — reduktaza azotanowa,
RFT — reaktywne formy tlenu (wg BELIGNIEGO i LAMATTINY 1999b, zmodyfikowana).

akcji chemicznej redukcji NO,” w kwasnym pH
lub w reakcji redukcji NO,~ w obecnosci karo-
tenoidow na Swietle (WOJTASZEK 2000). W wa-
runkach fizjologicznych droga wytwarzania
tlenku azotu w reakcji redukcji azotynow w
chloroplastach w obecnosci askorbinianu wy-
daje si¢ mato prawdopodobna lub wrecz nie-
mozliwa z uwagi na zasadowy odczyn stromy
chloroplastow (YAMASAKI 2000). Pojawito si¢
natomiast doniesienie o nieenzymatycznej syn-

wstajacy ta droga z jonow azotynowych obec-
nych w roztworze glebowym, moze zapobie-
gac rozwojowi patogenOw w czasie kietkowa-
nia ziarniaka, co wielokrotnie jest przyczyna
zahamowania wschodow.

Nie ma jednak obecnie watpliwosci, ze w
komorkach roslinnych NO jest syntetyzowany
w reakcji katalizowanej przez syntaz¢ tlenku
azotu (NOS) lub/i reduktaze azotanowa (NR).
Reduktaza azotanowa jest enzymem odpowie-
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dzialnym za konstytutywna syntez¢ NO w nie-
infekowanych komorkach roslinnych (YAMA-
SAKI i wspotaut. 1999, YAMASAKI i SAKIHAMA
2000, MOROT-GAUDRY-TALARMAIN i wspotaut.
2002). NR jest enzymem cytosolowym, katabo-
lizujacym reakcje redukcji azotanéw do azoty-
néw w obecnosci NAD(P)H (fosforan dinukle-
otydu nikotynoamido-adeninowy — forma zre-
dukowana) jako donora elektronow (CRA-
WFORD i GLASS 1998). W normalnych warun-
kach powstajace w tej reakcji jony azotynowe
sa transportowane do plastydow, gdzie przy
udziale reduktazy azotynowej (NiR) nastepuje
ich redukcja do jonéw amonowych. Synteze
NO przy udziale NR udowodniono w liSciach
soi (Glycine max) (DEAN i HARPER 1988) i ku-
kurydzy (Zea mays) (YAMASAKI i wspotlaut.
1999). Wytwarzanie NO w obecnosci NR jest
hamowane po podaniu azydku sodu (NaN3) —
inhibitora NR (YAMASAKI i SAKIHAMA 2000). Z
uwagi na to, ze NO pelni role czasteczki sy-
gnatowej w komorkach roslinnych istotne wy-
daje si¢ oszacowanie w jakim stopniu NR
uczestniczy w produkcji NO. KAISER i HUBER
(2001) podaja, ze wytwarzanie NO przy udzia-
le NR w obecnosSci NADH (dinukleotyd nikoty-
noamido-adeninowy — forma zredukowana) i
azotynow stanowi tylko okoto 1% catkowitej
aktywnosci redukcyjnej enzymu. Nalezy jed-
nak pami¢ta¢, ze NO natychmiast reaguje z
anionorodnikiem  ponadtlenkowym  (po-
wstajacym w wielu reakcjach na terenie ko-
morki), tworzac nadtlenoazotyn, co moze za-
niza¢ warto$ci oznaczanego stezenia NO.
Uwzgledniajac ubytek NO zwiazany z reakcja
tej czasteczki z anionorodnikiem ponadtlenko-
wym wykazano, ze produkcja NO w liSciach
wyki, rzodkiewnika i chinskiej rozy jest znacz-
nie wyzsza (okoto 20 krotnie) niz oznaczana do
tej pory (VANIN i wspotaut. 2004). Produkcja
NO przy udziale NR wymaga specyficznej regu-
lacji aktywnosSci NR i jest SciSle uzalezniona od
stezenia jonow azotynowych w komorce, co z
kolei jest regulowane przez stosunek aktywno-
Sci NR do NiR (reduktaza azotynowa). Yamasa-
ki i jego grupa, na podstawie wynikOw badan
na kukurydzy sugeruja, ze NO moze by¢ produ-
kowany przy udziale NR w warunkach akumu-
lacji jonow azotynowych w cytoplazmie.
Translokacja jonow azotynowych z cytoplazmy
do chloroplastu wymaga istnienia réznicy pH
po obu stronach btony (ApH), a sama redukcja
jonow azotynowych obecnosci zredukowane;j
ferredoksyny. Oba te warunki sa spelnione
wtedy, gdy nastepuje wytwarzanie sily reduk-

cyjnej NAD(P)H w fotosyntetycznym transpor-
cie elektronow. Akumulacja jonéw azotyno-
wych i wysoka emisja NO w komorkach roslin-
nych nast¢puje zatem wowczas, gdy zahamo-
wany jest fotosyntetyczny transport elektro-
now, w ciemnosci lub w warunkach fotoinhi-
bicji (YAMASAKI i SAKIHAMA 2000). VANIN i
wspotaut. (2004) sugeruja natomiast, ze synte-
za NO katalizowana przez NR w kompleksowy
sposob zalezy od stosunku zawartoSci azoty-
now do azotanéw i catkowitego stezenia obu
jonow w uktadzie. Synteze¢ NO w obecnosci NR
oznaczono rowniez, gdy substratem byty jony
azotanowe, ale w tym przypadku obserwowa-
no okoto 30 minutowa faze opdznienia, wska-
Zujaca, ze rzeczywistym substratem do syntezy
NO katalizowanej przez NR sa jony azotynowe
(YAMASAKI i SAKIHAMA 2000). Potwierdzily to
badania wykonane na komercyjnym enzymie
NR kukurydzy (ROCKEL i wspotaut. 2002). Uzy-
wajac jonow azotanowych jako substratu zaob-
serwowano emisje NO po okoto 30 minutach,
gdy stezenie azotynOw bylo najwyzsze. Aktyw-
noS¢ NR oznaczana jako produkcja jonoéw azo-
tynowych wynosita 10 nmol min™', podczas
gdy maksymalna produkcja NO jedynie 0,09
nmol min'. Synteza NO przy udziale roslinnej
NR stonecznika (Heliantus annuus) oraz liSci
szpinaku (Spinacia oleracea) byla nizsza w
ciemnoSci niz na Swietle i stanowila tylko nie-
wielki procent catkowitej aktywnosci tkanko-
wej reduktazy azotanowej (ROCKEL i wspotaut.
2002). Redukcja jonow azotynowych do NO
jest procesem jednoelektronowym o niezna-
nym podtozu molekularnym, nie wiadomo tez
dlaczego jest ograniczona do tak niskiego po-
ziomu calkowitej aktywnoSci enzymu (ROCKEL
i wspotaut. 2002).

Potranslacyjna regulacja aktywnoSci NR
przez fosforylacje i wiazanie biatka 14-3-3,
wptywa na katalizowana przez NR synteze NO.
Ekstrakt enzymatyczny z pobranych na Swietle
lisci szpinaku inkubowano z 5-AMP (adenozy-
nomonofosforan) i EDTA (kwas etylenodiami-
no-tetraoctowy), co powodowato catkowitg ak-
tywacj¢ bialka NR w wyniku defosforylacji i
odlaczenia bialka 14-3-3. Po dodaniu do mie-
szaniny reakcyjnej NADH i azotanOw zaobser-
wowano emisje NO, ktora zanikata po okoto 10
min. Inkubacja ekstraktu z ATP (adenozynotri-
fosforan), Mg2+ oraz inhibitorem NR, inakty-
wujacym enzym przez tworzenie nieaktywne-
go kompleksu ufosforylowane biatko NR —
bialko 14-3-3 (P-NR-14-3-3), powodowala
calkowite zahamowanie zaleznej od jonow
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azotynowych syntezy NO (ROCKEL i wspotaut.
2002).

BARBER i KAY (1996) wykazali, ze NR moze
wykorzystywac tlen czasteczkowy jako akcep-
tor elektronow, w wyniku czego powstaje
anionorodnik ponadtlenkowy O, . Zatem jed-
noczesna synteza NO i O, ", katalizowana
przez NR w obecnoSci azotynOw, prowa-
dzitaby do powstawania nadtlenoazotynu
ONOO". Doswiadczenia in vitro z uzyciem
oczyszczonej NR kukurydzy wykazaly, ze NR w
pewnych warunkach, gdy substratem reakcji
sa jony azotynowe, moze by¢ enzymem odpo-
wiedzialnym za syntez¢ trzech typow toksycz-
nych czasteczek o charakterze wolnych rod-
nikow: NO, NO, i ONOO™ (YAMASAKI i SAKIH-
AMA 2000). Zwickszona emisje NO i towa-
rzyszaca mu synteze ONOO~ zaobserwowano
w liSciach transgenicznego tytoniu, zawie-
rajacego gen kodujacy reduktaze azotynowa w

orientacji antysensownej (MOROT-GOUDRY-
TALARMAIN i wspotaut. 2002).

Wydaje sie zatem, ze synteza NO zalezna od
NR nie jest, jak poczatkowo przypuszczano,
specyficzna jedynie dla roslin z rodzaju Legu-
minosae, posiadajacych konstytutywna NR, ale
w okreslonych warunkach NO moze by¢ pro-
duktem reakcji katalizowanej przez reduktazy
azotanowe wystepujace u innych roslin (YAMA-
SAKI 2000).

Pojawily si¢ tez doniesienia o istnieniu en-
zymu zwigzanego z btong plazmatyczna, reduk-
tazy azotyny: NO (NI-NOR), zaangazowanej w
synteze¢ NO w obecno$ci azotynéw w pH 6,1
(STOHR i ULLRICH 2002). Synteza NO w obec-
nosci izolowanej frakcji plazmolemy byla nie-
zalezna od tlenu i niewrazliwa na inhibitory
NR. Dodatkowe obserwacje wykluczyly ponad-
to zaangazowanie blonowej NR w synteze NO
(STOHR i wspotaut. 2001).

TLENEK AZOTU A MITOCHONDRIA ROSLINNE

Tlenek azotu wplywa na intensywnos¢ od-
dychania w mitochondriach watroby krolika
poprzez hamowanie aktywnoSci oksydazy cy-
tochromu ¢, na zasadzie wspolzawodnictwa o
miejsce wiazania z czasteczka tlenu (SHIVA i
wspotaut. 2001). Podobnie, oksydaza cyto-
chromu ¢ (COX) w roSlinnym tancuchu odde-
chowym jest niezwykle wrazliwa na tlenek
azotu. Transport elektronéw droga cyto-
chromowa w mitochondriach izolowanych z
liScieni soi byt hamowany prawie catkowicie w
obecnosci NO, nie obserwowano natomiast
hamowania aktywnoSci drogi alternatywne;j
(MILLAR i DAY 1996). Indukujac in vitro syn-
tez¢ NO zalezna od NR zbadano wptyw NO na
oddychanie w mitochondriach izolowanych z
hypokotyli fasolnika chinskiego (Vigna ra-
diata) (YAMASAKI i wspotaut. 2001). Obecnosc¢
izolowanego enzymu NR w mieszaninie inku-
bacyjnej zawierajacej mitochondria nie po-
wodowala zadnych zmian w intensywnosci po-
bierania tlenu w warunkach, gdy dziataly obie
drogi transportu elektronéw. Po dodaniu nPG
(gallusan n-propylu), bedacego inhibitorem
alternatywnej drogi oddechowej, NR i azotany
hamowaly pobieranie tlenu na drodze cyto-
chromowej. Z kolei, aktywnoS¢ alternatywnej
drogi oddechowej, mierzona przy zahamowa-
nej drodze cytochromowej, nie wykazywata
zmian w obecnosci NR. Autorzy sugeruja, ze
poniewaz NR i kompleks I mitochondrialnego

tancucha elektronow wykorzystuja NADH jako
donor elektronow, indukowane przez NR ha-
mowanie drogi cytochromowej moze byc spo-
wodowane ograniczona dostepnoscia NADH.
Jednak dodanie zewnetrznego NADH nie przy-
wrocito pierwotnej aktywnosci drogi cyto-
chromowej (YAMASAKI i wspotaut. 2001). Zba-
dano tez wplyw NO na fosforylacje oksyda-
cyjna w mitochondriach roslinnych. Trans-
portowi elektronéw przy udziale drogi cyto-
chromowej towarzyszy synteza trzech czaste-
czek ATP. W przypadku transportu elektronow
droga alternatywna, gdy substratem jest
NADH, tylko kompleks I (oksydoreduktaza
NADH — ubichinon) jest zaangazowany w ge-
nerowanie sity protonomotorycznej i tym sa-
mym synteze ATP. W przypadku gdy donorem
elektronow jest bursztynian, transportowi
elektron6w na drodze alternatywnej nie towa-
rzyszy synteza ATP, z uwagi na omini¢cie miej-
sca sprzezenia kompleks I-kompleks II (oksy-
doreduktaza NADH:ubichinon — oksydoredu-
ktaza bursztynian:ubichinon) (MACKENZIE i
MCINTOSH 1999). NO syntetyzowany po do-
daniu NR do mitochondriéw z hypokotyli fa-
solnika chinskiego hamowat prawie catkowi-
cie produkcje ATP (YAMASAKI i wspoélaut.
2001). Zmierzono tez wytwarzanie H,O, w mi-
tochondriach izolowanych z hypokotyli fasol-
nika chinskiego lub watroby Swini. NO spowo-
dowatl wzrost syntezy H,O, w mitochondriach
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watroby Swini, w ktorych nie wystepuje alter-
natywna droga oddechowa. Nie zaobserwo-
wano jednak zadnego wptywu NO na poziom
syntezy H,O, w mitochondriach roSlinnych.
Wryniki te potwierdzaja hipotez¢ wysuni¢ta
przez MILLARA i DAYA (1996), ze oddychanie
droga alternatywna moze miec¢ na celu ogra-
niczenie wytwarzania H,O, w warunkach gdy,
droga cytochromowa jest hamowana przez
NO, tym bardziej, ze wysoka emisja NO moze
zachodzi¢ w r6znych rejonach komorek roslin-
nych (YAMASAKI i wspotaut. 1999, CORPAS i
wspotaut. 2001, STOHR wspotaut. 2001). Na
podstawie badan potencjatu blony mito-
chondrialnej sugeruje si¢, ze hamowanie syn-
tezy ATP przez NO moze by¢ spowodowane
przez spadek sily protonomotorycznej, ktorej
przyczyna jest wiazanie NO do biatka oksydazy
cytochromowej (COX) (YAMASAKI i wspoaut.
2001). Czasteczka NO, z uwagi na tatwos¢ z
jaka penetruje btony biologiczne, moze mig-
rowac do roznych organelli komorkowych, w
tym do mitochondrium, gdzie moze hamowac
aktywnos¢ COX. Powoduje to zwickszona re-
dukcje ubihinonu i nadprodukcje aniono-
rodnika ponadtlenkowego (O, ") Reakcja po-
miedzy O, " i H,0, prowadzi do wytworzenia
rodnika wodorotlenowego (OH). Powstajace
na tej drodze reaktywne formy tlenu wywotuja
uszkodzenia  struktury bton  mitochon-
drialnych i mitochondrialnego DNA (CADENAS
i DAVIES 2000), ktore ulegaja wzmocnieniu
pod wplywem nadtlenoazotynu powstajacego
w reakcji NO i anionorodnika ponadtlenko-
wego. Uzyskane przez grupe Yamasaki rezulta-
ty wskazuja na niewrazliwoS¢ alternatywnej
drogi oddechowej na NO i potwierdzaja wczes-
niejsze sugestie, ze skierowanie elektronow na
te droge moze obniza¢ wytwarzanie aktyw-
nych form tlenu w mitochondrialnym tancu-
chu oddechowym w warunkach, gdy istnieje
nadprodukcja tlenku azotu. Tym bardziej, ze
MAXWELL i wspotaut. (1999), badajac kulture
komorkow3 transgenicznych roSlin tytoniu, za-
obserwowali, ze w warunkach nadekspresji
genu alternatywnej oksydazy (AOX) spada syn-
teza reaktywnych form tlenu. Natomiast za-
hamowanie aktywnoSci AOX przez wprowa-
dzenie genu kodujacego biatko AOX w orien-
tacji antysens spowodowato zwi¢kszona pro-
dukcje RFT. ZOTTINI i wspotaut. (2002) badali
wplyw tlenku azotu na mitochondria komorek
kultury zawiesinowej marchwi (Daucus ca-
rota). Jako donor NO stosowano nitroprusy-
dek sodu (SNP). Inkubacja zawiesiny komor-

kowej marchwiz 1 mM SNP spowodowata 50%
spadek oddychania catkowitego, przy czym
bylo to zwiazane z obnizeniem aktywnosci dro-
gi cytochromowej. Analiza immonologiczna
biatek z przeciwcialami przeciwko AOX wy-
kazata, ze w obecnoSci SNP dochodzi do zwie-
kszenia syntezy biatka oksydazy alternatywne;j.
Potencjat elektryczny btony mitochondrialnej
spadal w warunkach traktowania zawiesiny ko-
morkowej NO. Zaobserwowano tez obnizenie
zawartoSci cytochromu ¢ w mitochondriach
(ZOTTINI i wspotaut. 2002). Spadek potencjatu
elektrycznego blony mitochondrialnej oraz
wyrzut cytochromu ¢ z mitochondriow sg syg-
nalem wejscia komorki na droge apoptozy
(JONES 2000). Indukcje genu AOXIa (ko-
dujacego biatko AOX) zaobserwowano takze w
komorkach zawiesiny rzodkiewnika traktow-
anej zwiazkiem uwalniajagcym NO — NOR-3
(E)-ethyl-2-[(E)-hydroxyimino]-5-nitro-3-hexe-
ne-amide (HUANG i wspotaut. 2002). Ekspres;ji
genu AOX /a towarzyszyta wzmozona indukcja
genow kodujacych inne enzymy antyoksyda-
cyjne, takie jak peroksydaza glutationowa i
transferaza glutationowa. Natomiast, co bylo
zaskakujace, nie obserwowano wzmozonej
ekspresji genow katalazy i dysmutazy ponad-
tlenkowej (HUANG i wspotaut. 2002). Indukcja
ekspresji AOX w obecnosci NO potwierdza
przypuszczenia, ze synteza biatka AOX moze
by¢ indukowana w warunkach dziatania
czynnikow abiotycznych lub biotycznych
wywolujacych stres oksydacyjny (MILLAR i DAY
1997). Ponadto stosunek stezenia RFT, pow-
stajacych w mitochondriach, do stezenia NO
moze byc istotnym czynnikiem regulujacym re-
alizacje programu Smierci komorkowej, a
NO-zalezna indukcja genow antyoksydacyj-
nych i AOX moze by¢ podstawa odpowiedzi ro-
sliny na stres oksydacyjny.

Zbadano takze wplyw NO na aktywnos¢
akonitazy z liSci tytoniu (NAVARRE i wspotaut.
2000). Akonitaza jest enzymem zawierajacym
wiazanie zelazowo-siarkowe i katalizuje izome-
ryzacje cytrynianu do izocytrynianu. Forma mi-
tochondrialna akonitazy jest niezbednym
elementem cyklu Krebsa, dlatego tez jej inakty-
wacja prowadzi do zaklécenia gospodarki
energetycznej komorki. Akonitaza liSci tytoniu
byta wrazliwa na NO, a jej aktywnoSc¢ spadata w
obecnosci H,0, o koto 70%. Sugeruje to, ze w
warunkach wzmozonej syntezy NO lub rea-
ktywnych form tlenu w komoérce dochodzi do
zahamowania aktywnosSci akonitazy w wyniku
wypierania zelaza z czasteczki enzymu (NAVAR-
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RE i wspotaut. 2000). Wzrost stezenia cytry-
nianu w komorce, zwiazany z inaktywacja
przez NO mitochondrialnej i cytosolowe;j
akonitazy, moze prowadzi¢ do obnizenia syn-
tezy ATP w mitochondriach, spowodowanego

indukcja przez cytrynian genu oksydazy alter-
natywnej (VANLERBERGHE i MCINTOSH 1996).

PODSUMOWANIE

Tlenek azotu w ciagu ostatnich paru lat zna-
lazt sie w centrum uwagi biologow, a szczegol-
nie biochemikow i fizjologow roslin. Podwoj-
na natura dzialania zwiazku, tzn. jego cytotok-
syczna lub ochronna rola w komorce stwarza
szerokie pole do dalszych badan. Nie do kofica
rozwiazana pozostaje nadal kwestia regulacji
aktywnoSci enzymu lub enzymow odpowie-
dzialnych za synteze NO w komorkach roSlin-
nych oraz oznaczenie in vivo poziomu endo-
gennego NO w roSlinach. Nie ma jednak
watpliwosci, ze tlenek azotu, podobnie jak re-
aktywne formy tlenu moze odgrywac role re-
gulatora wielu procesoOw metabolicznych za-
chodzacych na terenie komorki roslinnej. Wy-
daje sie ponadto, ze odpowiedz na NO na po-

ziomie komorkowym jest kompleksowa i wa-
runkuje poZniejsza ewentualna odpornos¢ na
roznego rodzaju stresy (NEILL i wspotaut.
2002b, LAMATTINA i wspotaut. 2003, GOULD i
wspotaut 2003). Chociaz NO nie jest regulato-
rem wzrostu i rozwoju, w wielu przypadkach
wywoluje reakcje fizjologiczne charaktery-
styczne dla znanych hormondéw roslinnych ta-
kich jak: auksyny, gibereliny czy etylen (LAMAT-
TINA i wspotaut. 2003). Biorac pod uwage
skomplikowany system transdukcji sygnatow i
role NO, nalezy te czasteczke traktowac jako
jedno z istotnych ogniw, by¢ moze, niezbed-
nych na drodze przekazywania informacji w
komorkach roslinnych (NEILL i wspotaut.
2002Db).

NITRIC OXIDE ACTION IN PLANT CELL METABOLISM

Summary

Nitric oxide (NO) is a bioactive molecule that ex-
erts a number of diverse activities in plants.

NO in plant cells is produced by nitrate oxidase
synthase (NOS) or nitrate reductase (NR). The rela-
tionship between NR activity and NO production is
presented. NO coordinates and regulates the cellular
function of mitochondria and reduces the total cell
respiration due to strong inhibition of the cytochrome
pathway. There are some reports demonstrating that
NO increases the contribution of the alternative path-
way to total respiration by inducing the expression of
alternative oxidase (AOX). Owing to the presence of

an unpaired electron the NO molecule exibits a dual
mode of action. Depending on the circumstances, NO
in combination with an other reactive oxygen species
(ROS) may be either toxic or protective. It is able to
scavenge other reactive intermediates and end chain-
propagated reactions. The reaction between super-
oxide and NO leads to formation of peroxynitrite and
it thus suggested to be a deleterious mechanism. In sys-
tems where the toxicity is due predominantly to per-
oxides, NO can act as a protective agent. The participa-
tion of NO in the antioxidant system in plant cells is
also described.
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