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cGMP (AshmAn i współaut. 1963). U zwierząt 
cAMP jest zaangażowany w działanie hor-
monów i neurotransmiterów oraz regulację 
szeregu szlaków metabolicznych, np. w per-
cepcję i rozpoznawanie zapachów (newton 
i smith 2004). Cykliczny GMP uczestniczy w 
procesie przetwarzania impulsu świetlnego 
na sygnał nerwowy, działa na NO-zależnym 
szlaku regulacji skurczu mięśni oraz bierze 
udział w regulacji transportu jonów Na+ w 
poprzek błony (newton i smith 2004). 

Pomimo trwających od 30 lat badań fi-
zjologiczna rola cyklicznych nukleotydów u 
roślin osiowych jest słabo poznana. Czytelni-
ków zainteresowanych tą tematyką, jak rów-
nież zagadnieniem syntezy tych związków 
odsyłamy do prac przeglądowych, które uka-
zały się na łamach Postępów Biologii Komór-
ki (szAlAty 2004, szmidt-JAworskA i współ-
aut. 2007) i Postępów Biochemii (szmidt-JA-
worskA 2011).

Wszystkie organizmy wykorzystują sieć 
transdukcji sygnału do regulacji procesów 
wzrostu i rozwoju oraz odpowiedzi na szereg 
czynników zewnętrznych, które mogą wywo-
ływać reakcje stresowe. W reakcjach tych 
znamienne miejsce zajmują wtórne przekaź-
niki, których pojawienie się jest wymagane 
do wzmocnienia sygnału oraz aktywacji efek-
torów wrażliwych na zmiany stężenia tych 
przekaźników (Bouche i współaut. 2005). 

Do grupy wtórnych przekaźników in-
formacji należą m.in. cykliczne nukleotydy 
(cNMP), wśród których cykliczny adenozyno 
3’,5’-monofosforan (cAMP) i cykliczny guano-
zyno 3’,5’-monofosforan (cGMP) pełnią nad-
rzędną rolę.

Cykliczny AMP wyizolowany został po raz 
pierwszy z wątroby psa w trakcie badań nad 
wpływem epinefryny i glukagonu na aktyw-
ność fosforylazy glikogenu (rAll i współaut. 
1957). Wkrótce po tym doszło do odkrycia 
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EFEKTORY CYKLICZNYCH NUKLEOTYDÓW

Ważnym etapem z punktu widzenia zro-
zumienia transdukcji sygnału z udziałem cy-
klicznych nukleotydów jest identyfikacja i 
charakterystyka efektorów cNMP. W komór-

kach ssaków aktywność szeregu białek jest 
warunkowana obecnością cyklicznych nu-
kleotydów. Należą do nich kinazy zależne 
od cyklicznych nukleotydów: kinaza zależna 
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eukariotycznych (Bridges i współaut. 2005). 
Poznane zostały 2 typy domen wiążących 
cykliczne nukleotydy: GAF oraz CNBD. Do-
mena GAF występuje w fosfodiesterazach 
hydrolizujących cykliczne nukleotydy, w fi-
tochromie oraz receptorach etylenu. Należy 
jednak zaznaczyć, że do chwili obecnej, z 
wyjątkiem PDE, nie ma dowodów na zaanga-
żowanie tych domen w sygnalizację wywoły-
waną przez cNMP. Powszechniej spotykana 
domena CNBD występuje w roślinnych kana-
łach kationowych bramkowanych cykliczny-
mi nukleotydami (CNGC), w 5 grupach kana-
łów potasowych typu Shaker oraz w tioeste-
razie acetylo CoA (Pilot i współaut. 2003).

od cAMP (ang. protein kinase A, PKA) oraz 
kinaza zależna od cGMP (ang. protein kina-
se G, PKG), kanały bramkowane cyklicznymi 
nukleotydami (ang. cyclic nucleotide gated 
channel, CNGC) oraz fosfodiesterazy cyklicz-
nych nukleotydów (ang. phosphodiesterases, 
PDE). 

U roślin mechanizmy transdukcji sygna-
łów z udziałem cyklicznych nukleotydów są 
nadal owiane tajemnicą. Badania bioinforma-
tyczne genomów roślinnych ukierunkowa-
ne na znalezienie białek efektorowych dla 
cNMP, bazują na ewolucyjnej konserwowal-
ności domen wiążących cykliczne nukleoty-
dy wśród organizmów prokariotycznych i 

FOSFODIESTERAZY CYKLICZNYCH NUKLEOTYDÓW

W komórkach zwierzęcych fosfodieste-
razy cyklicznych nukleotydów hydrolizują 
cykliczne 3’,5’-monofosforany nukleotydów 
do 5’-monofosforanów nukleozydów. Ich 
aktywność jest zwykle regulowana poprzez 
przyłączenie uaktywnionej jonami wapnia 
kalmoduliny. Fosfodiesterazy zgrupowano w 
11 rodzinach (PDE 1-11). Są one produktami 
różnych genów kodujących białka o masach 
od 60 do 130 kDa (BeAvo 1995, corBin i 
frAncis 1999). Izoformy PDE charakteryzuje 
odmienna specyficzność. Enzymy należące 
do trzech rodzin (PDE 3, 7, 8) są specyficz-
ne względem cAMP, trzy kolejne (PDE 5, 6, 
9) względem cGMP, a ostatnie 5 (PDE 1, 2, 
4, 10, 11) wykazuje podwójną specyficzność. 
Wszystkie PDE są dimerami. Zlokalizowane 
na końcu karboksylowym domeny katalitycz-
ne zawierają dwie sekwencje połączone w 
tandem, a w każdej z nich znajduje się mo-
tyw odpowiedzialny za wiązanie jonów cyn-
ku.

Prowadzone od szeregu lat badania do-
starczyły dowodów wskazujących na istnie-
nie tej grupy enzymów w komórkach ro-
ślinnych. PDE odpowiedzialną za hydrolizę 
cNMP opisano po raz pierwszy w siewkach 
grochu, jeszcze przed pojawieniem się infor-
macji o występowaniu w komórkach roślin-
nych cyklicznych nukleotydów. Kolejne ba-
dania potwierdziły ich występowanie np. u 
ziemniaka (Solanum tuberosum), portulaki 

(Portulaca oleracea), marchwi (Daucus ca-
rota) i rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana) 
(newton i smith 2004). Roślinne PDE moż-
na podzielić na dwie klasy: (1) o aktywności 
fosfodiesterazy 3’:5’-cyklicznych nukleotydów 
i tworzeniu 3’-NMP oraz 5’-NMP, jako pro-
duktów reakcji oraz (2) o aktywności fos-
fodiesterazy 2’:3’-cyklicznych nukleotydów i 
tworzeniu 2’-NMP, jako produktu hydrolizy.

Roślinne PDE różnią się od ich zwierzę-
cych odpowiedników m.in. tym, że wystę-
pują w izoformach, które podlegają odmien-
nej regulacji. Wykazano, że dwie izoformy z 
soi (Glycine max) mają różne wymagania w 
stosunku do jonów wapniowych, przez co 
charakteryzuje je zróżnicowany mechanizm 
regulacji (lee i współaut. 2000). U szpinaku 
(Spinacia sp.) istnieje kilka izoform PDE, z 
których tylko jedna wykazuje selektywność 
względem 3’:5’-cNMP. Dodatkowo przejawia 
ona wrażliwość na endogenne białka efekto-
rowe i jest aktywowana przez jony wapnia 
(duPon i współaut. 1987). Enzym ten tworzy 
kompleksy z kwaśnymi fosfatazami, rybonu-
kleazami i ATP-azami. 

Opisano także odmienne fosfodiesterazy, 
które wykazują aktywność zarówno wzglę-
dem cyklicznych nukleotydów purynowych, 
jak i pirymidynowych, wskazując tym samym 
na podobieństwo do wielofunkcyjnych fos-
fodiesteraz wyizolowanych z tkanek ssaków 
(chiAtAnte i współaut. 1990).

KINAZY ZALEŻNE OD CYKLICZNYCH NUKLEOTYDÓW

W komórkach zwierzęcych transdukcja 
sygnału z udziałem cyklicznych nukleoty-

dów opiera się głównie na aktywacji kinaz 
i procesie fosforylacji. Przykładowo, zależna 
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siewkach etiolowanych. Białko wyizolowane 
z frakcji cytozolowej posiadało dwa miejsca 
wiązania, jedno o niskim, a drugie o wyso-
kim powinowactwie do cGMP. Aktywność 
kinazy zależnej od cGMP zaobserwowano 
także we frakcjach wyizolowanych z wilca 
wielkokwiatowego (Pharbitis nil) (szmidt-JA-
worskA i współaut. 2003, 2009). W kolejnym 
etapie wyizolowano białko o masie cząstecz-
kowej 70kDa, które było stymulowane przez 
mikromolowe stężenia cGMP. Reagowało 
ono z przeciwciałami skierowanymi na do-
menę katalityczną PKG ssaków. Przeprowa-
dzone doświadczenia, które miały na celu 
scharakteryzowanie genu kodującego PKG z 
P. nil nie dały jednak pozytywnych wyników.

Zastanawiające jest, że wyniki z badań 
biochemicznych z wykorzystaniem homo-
genatów lub frakcji białek podczyszczonych 
świadczą o istnieniu procesu fosforylacji za-
leżnego od obecności cNMP, podczas gdy ba-
dania molekularne nie potwierdzają w pełni 
tych odkryć. Istnieją co prawda doniesienia 
o istnieniu u roślin genów kodujących białka 
o sekwencji charakterystycznej dla drożdżo-
wych i zwierzęcych kinaz zależnych od cy-
klicznych nukleotydów u fasoli (P. vulgaris), 
ryżu (Oryza sativa), kukurydzy (Zea mays), 
grochu (Pisum sativum), ziemniaka (Sola-
num berthaultii) i rzodkiewnika (A. thalia-
na) (lAwton i współaut. 1989, BiermAnn i 
współaut. 1990, lin i współaut. 1991, corBin 
i frAncis 1999), lecz były one przedmiotem 
krytyki (hAmmond i zhAo 2000). Jednakże 
te pionierskie badania wskazują nie tylko na 
istnienie tej grupy genów u roślin, lecz rów-
nież sugerują rolę powstających na ich bazie 
białek w procesach wzrostu i rozwoju roślin. 
Przykładowo, gen SBPK z kiełkującego pyłku 
S. berthaultii koduje białko o bardzo wyso-
kiej homologii do kinaz zależnych od cAMP i 
cGMP (corBin i frAncis 1999). SBPK nie po-
siada domeny regulatorowej, co wskazuje, że 
zyskuje on tę funkcję w połączeniu z innymi, 
regulacyjnymi podjednostkami, w sposób po-
dobny do tego, jaki został opisany dla wielu 
zwierzęcych PKA. Inaktywacja ekspresji genu 
poprzez zastosowanie techniki anty-sens spo-
wodowała, że rośliny wytwarzały zmienione 
ziarna pyłku, co wskazuje jednocześnie na 
jego udział w mikrosporogenezie.

Tak więc, nie można wykluczyć istnienia 
takich kinaz, lecz cechowałaby je niska ho-
mologia do ich grzybowych i zwierzęcych 
odpowiedników.

Istotnych danych dostarczyły prowadzone 
w ostatnich latach analizy bioinformatyczne. 

od cNMP modulacja transkrypcji u zwierząt 
związana jest z fosforylacją zależnych od 
cAMP i cGMP czynników transkrypcyjnych 
takich jak CREB, które regulują aktywność 
wielu genów. Podobny mechanizm regulacji 
został także scharakteryzowany w komór-
kach grzybów, u których odkryto izoformy 
PKA (mArtinem-AtienzA i współaut. 2007).

Do chwili obecnej istnieją sprzeczne do-
wody na istnienie takich enzymów w komór-
kach roślinnych. 

Część badań wskazuje na ich niską ak-
tywność np. u rzęsy (Lemna paucicostata), 
kukurydzy (Zea mays), palmy kokosowej 
(Coccos nucifera), ryżu (Oryza sativa) (kAto 
i współaut. 1983, JAnistyn 1989, PolyA i 
współaut. 1991, komAtsu i hirAno 1993). 
Enzym oczyszczony z petunii (Petunia hybri-
da) fosforylował, w sposób zależny od cAMP, 
syntetyczny substrat dla PKA — kemptid. U 
bobu (Vicia faba) i pszenicy (Triticum vul-
gare) dochodziło do zależnej od cAMP fos-
forylacji białek w etioplastach i komórkach 
szparkowych (newton i smith 2004). Bada-
nia prowadzone na fasoli (Phaseolus vulga-
ris) wskazały natomiast, że forskolina będąca 
stymulatorem cyklazy adenylanowej i podno-
sząca endogenny poziom cAMP, podobnie 
jak egzogenna aplikacja mikromolowych stę-
żeń cAMP, zwiększała proces fosforylacji, a 
inhibitor PKA wpływał hamująco na ten pro-
ces (friedrich i współaut. 1999). Inhibitor 
PKA częściowo hamował także indukowaną 
przez kwas abscysynowy (ABA) aktywność 
β-glukuronidazy (GUS) w komórkach tyto-
niu transformowanych konstruktem zawie-
rającym promotor wrażliwy na ABA (rd29A-
-GUS). Ciekawe jest, że kwas abscyzynowy 
stymulował kinazę A (PKABA1), co wpływało 
na zahamowanie syntezy amylaz w warstwie 
aleuronowej jęczmienia (gomez-cAdenAs i 
współaut. 2001). 

W komórkach komeliny zwyczajnej 
(Commelina communis) inhibitor kinazy G 
— Rp-8-Br-cGMPS zapobiegał indukowanemu 
przez auksynę otwieraniu aparatów szparko-
wych, sugerując tym samym istnienie PKG 
(cousson i vAvAsseur 1998). Wzrost aktyw-
ności tego enzymu w obecności cGMP był 
natomiast obserwowany we frakcjach białko-
wych z owsa (duBovskAyA i współaut. 2002). 
Wykazano wiązanie 3H-cGMP do składników 
strukturalnych frakcji subkomórkowych, a 
proces przyłączania cGMP był zależny od 
fazy wzrostu i warunków świetlnych, w ja-
kich uprawiano rośliny. Przykładowo, w zie-
lonych siewkach wiązanie było słabsze niż w 
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Wskazały one na obecność w genomach ro-
ślinnych unikalnych genów, które w swojej 
budowie zawierają zarówno domenę wiążącą 
cykliczne nukleotydy (CNBD), jak i domenę 
kinazową (Ryc. 1) (KruPA i współaut. 2006). 
U Arabidopsis ta przypuszczalna kinaza zależ-
na od cyklicznych nukleotydów (At2g20040) 
wykazuje 48% podobieństwo do PKG typu 

II z komórek ssaków. W swojej budowie do-
mena regulatorowa CNBD B wydaje się być 
zdegenerowana, natomiast CNBD A cechuje 
bardzo wysoki stopień konserwowalności. 
Problemem jest brak pętli bogatej w glicy-
nę (G50XG52XXG55) w domenie I kinazy. 
Co ciekawe, część fosfatazy PP2C jest także 
częścią tej samej ramki odczytu. Czy rzeczy-
wiście gen ten koduje kinazę zależną od cy-
klicznych nukleotydów  i/lub fosfatazę — wy-
maga dalszych analiz. Pojedyncza kopia tego 
genu została oznaczona u A. thaliana, a geny 
homologiczne u rącznika (Ricinus commu-
nis), ryżu (O. sativa), mchu Physcomitrella 
patens i glonu Ostreococcus kauri (mArti-
nem-AtienzA i współaut. 2007). Ponadto gen 
z A. thaliana ulega ekspresji w obszarach o 
wysokiej aktywności mitotycznej, w rozwija-
jących się pędach i kwiatach, a także w ele-
mentach tkanki waskularnej. Próby uzyska-
nia białka rekombinowanego w komórkach 
E. coli doprowadziły do uzyskania nieaktyw-
nego białka. 

Niedawno pojawiła się praca wskazująca 
na istnienie w komórkach roślinnych bia-
łek podobnych do kinaz (AtWAKL10), które 
posiadają dwie domeny: o aktywności cykla-
zy guanylanowej i kinazy zależnej od cGMP. 
Stwierdzono zaangażowanie tego białka w 
mechanizmy obronne roślin w następstwie 
infekcji (meier i współaut. 2010). 

Ryc. 1. Schemat ilustrujący domenową budowę 
przypuszczalnej roślinnej kinazy zależnej od cy-
klicznych nukleotydów (A); pojedyncza kopia 
genu została zidentyfikowana u Arabidopsis 
thaliana, a geny homologiczne u Ricinus co-
munis, Oryza sativa, Physcomitrella patens i 
Ostreococcus tauri (B) (wg mArtinez-AtienzA i 
współaut. 2007, zmodyfikowana).

KANAŁY BRAMKOWANE CYKLICZNYMI NUKLEOTYDAMI (CNGC)

BUDOWA I MECHANIZM DZIAŁANIA

CNGC są nieselektywnymi kanałami katio-
nowymi, których aktywność jest regulowana 
poprzez bezpośrednie wiązanie cyklicznych 
nukleotydów. Zostały one po raz pierwszy 
opisane w komórkach węchowych i foto-
receptorach siatkówki oka kręgowców (zA-
gottA i siegelBoum 1996, crAven i zAgottA 
2006).

Ograniczona ilość danych literaturowych 
dotyczących innych efektorów cNMP u ro-
ślin powoduje, że CNGC urosły do rangi 
głównego efektora cyklicznych nukleotydów, 
które przenoszą informacje zawarte w zmia-
nach stężenia cNMP na kolejny element łań-
cucha transdukcji.

Kanały CNGC zostały dobrze scharakte-
ryzowane w komórkach zwierzęcych. Są to 
kanały kationowe, aktywowane w obecności 
liganda, które charakteryzuje różny stopień 
selektywności względem Ca2+ i kationów jed-

nowartościowych. Zwierzęce CNGC są ak-
tywowane przez cAMP i/lub cGMP i alloste-
rycznie hamowane przez związanie kalmodu-
liny. Natywne CNGC są heterotetramerami. 
Do tej pory w genomie ssaków zlokalizowa-
no 6 podjednostek CNGC (4α i 2β) (mäser i 
współaut. 2001). 

Zbudowane są one z 6 domen transbło-
nowych, a region pora zlokalizowany jest po-
między 5 i 6 domeną. Czwarta domena po-
siada podobieństwo do receptorów typu Sha-
ker (rehmAnn i współaut. 2007). Skierowany 
do cytozolu koniec N jest odpowiedzialny za 
wiązanie kalmoduliny, podczas gdy na C-koń-
cu zlokalizowany jest odcinek wiążący cNMP 
(Ryc. 2). 

Roślinne CNGC, początkowo odkryte u 
jęczmienia, zostały następnie scharakteryzo-
wane u innych gatunków np. tytoniu, ryżu 
i rzodkiewnika (chin i współaut. 2009, kA-
PlAn i współaut. 2007). W genomie A. thalia-
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śródplazmatycznej, aparacie Golgiego i pę-
cherzykach zlokalizowanych w okolicy pla-
zmolemmy, co wskazuje na jego syntezę w 
ER i transport pęcherzykami AG do plazmo-
lemmy (christoPher i współaut. 2007, yuen 
i christoPher 2010). Niedawno wykazano, 
że CNGC20 może być także przenoszony do 
chloroplastów (shermAnn i fromm 2009). 

Badania in silico sugerują, że kanały te są 
tetramerami (huA i współaut. 2003b). Eks-
presja roślinnych CNGC w systemie oocytów 
żaby szponiastej (Xenopus laevis) i kulturach 
ssaczych komórek nerki, wraz z analizami 
patch-clamp wykazała, że funkcjonalne kana-
ły mogą być utworzone jako kompleks białek 
homomerycznych. W swojej budowie kanały 
bramkowane cNMP są podobne do rodziny 
TM1-6, w skład której wchodzą kanały jono-
we posiadające 6 domen transbłonowych 
typu Shaker.

na zlokalizowano aż 20 podjednostek CNGC. 
Różnią się one w budowie od ich zwierzę-
cych odpowiedników. Na podstawie homo-
logii w sekwencji aminokwasowej dokonano 
podziału roślinnych CNGC na cztery grupy, 
z których grupa IV dzieli się na 2 podgrupy 
(IVA i IVB) (mäser i współaut. 2001).

Cząsteczki roślinnych CNGC zawierają 6 
odcinków transbłonowych (S1-6) z porem 
zlokalizowanym pomiędzy piątą i szóstą do-
meną. Końce aminowy i karboksylowy skie-
rowane są do wnętrza komórki. Hydrofilo-
wy koniec karboksylowy zawiera częściowo 
zachodzące na siebie dwie domeny: wiążącą 
cykliczne nukleotydy (CNBD) i wiążącą kal-
modulinę (CaMBD) (chin i współaut. 2009, 
shermAn i fromm 2009). Analiza selektyw-
ności plazmolemmy wskazała, że przepływ 
jonów jest zależny od obecności liganda 
(cNMP) i polega na jego bezpośrednim od-
działywaniu z domeną wiążącą cykliczne 
nukleotydy w kanale CNG (lemtiri-chlieh i 
Berkowitz 2004). Z kolei w konsekwencji 
przyłączenia kompleksu CaM-Ca2+ dochodzi 
do inaktywacji kanału poprzez blokadę do-
meny wiążącej cGMP (Ali i współaut. 2007). 
Tak więc, same jony wapnia, poprzez wiąza-
nie do kalmoduliny i białek kalmodulinopo-
dobnych (CMLs), mogą modulować przepływ 
jonów poprzez CNGC (Ryc. 3) (yuen i chri-
stoPher 2010; Ali i współaut. 2006, 2007) 

Badania z wykorzystaniem technik im-
munocytologicznych, zmierzające do okre-
ślenia subkomórkowej lokalizacji CNGC z 
jęczmienia (HvCBT1), tytoniu (NtCBP4) i 
rzodkiewnika (AtCNGC), wykazały obecność 
tych kanałów w plazmolemmie komórek li-
ścia i korzenia (shermAn i fromm 2009). Sy-
gnał był obserwowany również w siateczce 

Ryc. 2. Drzewo filogenetyczne wykonane po-
przez porównanie 39 domen wiążących cy-
kliczne nukleotydy (CNBD) z roślin i zwierząt 
(za kAPlAn i współaut. 2007).

Ryc. 3. Model obrazujący mechanizm aktywa-
cji i inaktywacji roślinnych kanałów bramko-
wanych cyklicznymi nukleotydami. Ponieważ 
powstał on na podstawie fragmentarycznych 
danych z badań prowadzonych na różnych ga-
tunkach roślin, stąd może on nie być uniwer-
salny dla wszystkich kanałów bramkowanych 
cyklicznymi nukleotydami (za kAPlAn i współ-
aut. 2007, zmodyfikowana).
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Z powodu niestabilności CNGC w ukła-
dach roślinnych tylko kilka z nich scharakte-
ryzowano z wykorzystaniem metod elektro-
fizjologicznych. Z tego też powodu analizy 
funkcjonalne CNGC wykonywano z wykorzy-
staniem tzw. systemów heterologicznych, to 
znaczy mutantów drożdżowych i E. coli po-
siadających uszkodzony mechanizm pobiera-
nia kationów. 

Powszechnie wykorzystywanym mutan-
tem drożdżowym jest szczep CV163, który 
pozbawiony jest trk1 i trk2, dwóch najważ-
niejszych kanałów potasowych. Nie może on 
przetrwać w środowisku bez dostarczenia 
mu takich kanałów z zewnątrz. W 1998 r. 
schuurink i współaut. wykazali, że kom-
plementacja mutantów CNGC z jęczmienia 
(HvCBT1) nie przywraca im możliwości po-
bierania jonów K+ ze środowiska. Poszukując 
wyjaśnienia tego braku pozytywnego efektu 
przeprowadzono bardziej szczegółowe anali-
zy, które wskazały na istotne różnice w bu-
dowie tego kanału. HvCBT1 posiada co praw-
da 6 domen transbłonowych podobnych do 
tych spotykanych w kanałach K+ typu Shaker 
i zwierzęcych CNGC, ale z sekwencją GQN 
zamiast konserwowalnej GYG w miejscu 
pora. Ponieważ sekwencja GYG determinuje 
selektywność kanałów, jej brak spowodował 
anomalię w funkcjonowaniu HvCBT1. Wpro-
wadzenie tej sekwencji umożliwiło komór-
kom drożdży wzrost na pożywce zawierają-
cej K+ (schuurink i współaut. 1998).

Podobne analizy zostały wykonane także 
dla AtCNGC10 rzodkiewnika, które doprowa-
dziły do tych samych wniosków (li i współ-
aut. 2005).

Prowadzone w ostatnich latach bada-
nia pokazały, że także AtCNGC1, AtCNGC3, 
AtCNGC4 i AtCNGC10 są zdolne do kom-
plementacji nadwrażliwości mutantów droż-
dżowych WD3 (trk1/trk2-deficient) na niskie 
stężenie K+, w obecności nie ulegającego hy-
drolizie analogu cAMP (li i współaut. 2005). 
Podobne rezultaty uzyskano dla AtCNGC11 
i AtCNGC12 oraz białka chimerycznego 
AtCNGC11/12 (yoshiokA i współaut. 2006). 
Jednakże w przeciwieństwie do AtCNGC2, 
w przypadku AtCNGC11/12 stymulacja wzro-
stu drożdży następowała jedynie w obecno-
ści cAMP. Badania te zostały potwierdzone 
w kolejnych latach, kiedy BAxter i współaut. 
(2008) stwierdzili bezpośrednie wiązanie 
cAMP do AtCNGC12 i AtCNGC11/12.

Ponieważ już wstępne analizy wykazały, 
że CNGC nie są kanałami selektywnymi, ba-
dano ich zaangażowanie w transport także 

Do chwili obecnej skonstruowano kilka 
trójwymiarowych modeli CNGC (BAxter i 
współaut. 2008, kAPlAn i współaut. 2007), 
co pozwoliło jednocześnie na zidentyfikowa-
nie aminokwasów, które mogą być odpowie-
dzialne za wiązanie liganda. 

SELEKTYWNOŚć JONOWA

Tradycyjnie badanie właściwości kana-
łów jonowych jest prowadzone z wykorzy-
staniem metod elektrofizjologicznych z uży-
ciem oocytów żaby szponiastej oraz ludzkich 
komórek embrionalnych nerek (HEK). Już w 
1999 r. leng i współaut. zademonstrowali, 
że ekspresja AtCNGC2 w oocytach Xenopus 
laevis warunkuje przepływ K+ w obecności 
cAMP lub cGMP. Kolejne analizy wykona-
ne na plazmolemmie komórek szparkowych 
wykazały, że obecność cAMP jest niezbędna 
do uzyskania przepływu jonów Na+, K+, Li+, 
Cs+, Rb+ przez błonę u roślin typu dzikiego, 
przy czym kanał ten wykazywał najwyższe 
powinowactwo do jonów Na+ (leng i współ-
aut. 2002). U mutantów dnd1 (ang. defence 
not dead), u których nie stwierdzono obec-
ności AtCNGC2, nie zanotowano takiego 
przepływu (Ali i współaut. 2007). Odmien-
ną specyficzność odnotowano w przypadku 
AtCNGC1, który przewodzi w takim samym 
stopniu jony K+, jak i Na+ (huA i współaut. 
2003a). 

W komórkach zwierzęcych za selektyw-
ność kanałów CNGC i rozróżnienie jonów 
odpowiadają motywy aminokwasowe GYG 
oraz GET. Jednakże sama ich obecność nie 
warunkuje rozróżniania jonów jedno- i dwu-
wartościowych (kAPlAn i współaut. 2007). 
U roślin nie stwierdzono istnienia analogicz-
nych sekwencji. Przeprowadzone analizy wy-
kazały, że kanały CNG z rzodkiewnika posia-
dają odpowiednio trójki GQN i AND. Motyw 
GQN jest obecny w 16 spośród 20 CNGC 
Arabidopsis (kAPlAn i współaut. 2007), pod-
czas gdy AND jest charakterystyczny tylko 
dla AtCNGC2. Wykazano ponadto, że zamia-
na AND na AET, powodująca, że roślinny 
AtCNGC2 bardziej przypomina jego zwierzę-
cy odpowiednik, przywraca kanałowi moż-
liwość przewodzenia Na+ zarówno w oocy-
tach X. laevis, jak i komórkach HEK. Wnio-
skowano więc, że motyw AND w AtCNGC2 
warunkuje przewodzenie K+, bez możliwości 
przewodzenia Na+ (huA i współaut. 2003a). 
Podobną zależność zaobserwowano także w 
przypadku AtCNGC4 (BAlAgué i współaut. 
2003).
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na jony ołowiu i prowadzi do osłabienia aku-
mulacji tych jonów, w porównaniu do roślin, 
w których dochodziło do ekspresji pełnego 
genu (sunkAr i współaut. 2000). 

Mutant Arabidopsis posiadający insercję 
w AtCNGC1 wykazuje tolerancję na Pb2+, co 
objawia się równocześnie obniżonym po-
ziomem akumulacji tego kationu. W tym 
przypadku nie zaobserwowano tolerancji 
na nikiel, co sugeruje, iż AtCNGC1 jest spe-
cyficzny jedynie dla jonów Pb2+. Powyższe 
wyniki pozwalają stwierdzić, że NtCPB4 i 
AtCNGC1 są zaangażowane w przepływ jo-
nów metali ciężkich. Jednocześnie pojawiły 
się prace wskazujące, że mutanty pozbawio-
ne AtCNGC1 charakteryzują się obniżonym 
przepływem także jonów wapnia, co może 
sugerować, że AtCNGC1 jest zaangażowany 
w przepuszczanie jonów dwuwartościowych. 
Ponieważ do ekspresji AtCNGC1 dochodzi 
przede wszystkim w korzeniach (sunkAr i 
współaut. 2000, mA i współaut. 2006), suge-
ruje się zaangażowanie tego kanału w pobie-
ranie jonów ze środowiska.

Z kolei izoforma AtCNGC2 była anali-
zowana pod kątem wrażliwości na zmiany 
pH oraz stężenia K+, Na+ oraz Mg2+, Ca2+. W 
tym przypadku mutant pozbawiony tego ka-
nału wykazywał nadwrażliwość na Ca2+. W 
porównaniu do roślin typu dzikiego charak-
teryzował się on zmianą w ogólnym pokroju 
rośliny, mniejszą rozetą liściową oraz reduk-
cją ilości korzeni (chAn i współaut. 2003). 
Kolejne badania dowiodły, że nadwrażliwość 
mutanta cngc2 na jony wapnia nie wynika 
z akumulacji tego jonu, lecz jest związana z 
zaburzeniem transdukcji sygnału na szlaku, 
w którym jony wapnia odgrywają kluczową 
rolę. Co ciekawe, wykazano jednocześnie 
podobieństwa we wzorze ekspresji CNGC2 
przy wyższym stężeniu Ca2+ i pojawieniu się 
stresorów biotycznych i abiotycznych. Wska-
zuje to na udział Ca2+/CNGC w transdukcji 
informacji uruchamianej w momencie poja-
wienia się stresora (chAn i współaut. 2008). 

Także AtCNGC3 jest zaangażowany w 
homeostazę jonów u roślin. Mutanta cngc3 
cechuje osłabiony proces kiełkowania w od-
powiedzi na wysokie, zewnętrzne stężenie 
jonów Na+, przy braku reakcji na podniesie-
nie stężenia K+ i NH4

+. Analizując ten proces 
wykazano, że AtCNGC3 nie bierze udziału w 
pobieraniu jonów, lecz raczej jest zaangażo-
wany w mechanizm transportu toksycznych 
w nadmiarze jonów Na+ z wrażliwych do 
bardziej tolerancyjnych tkanek w zarodku 
(goBert i współaut. 2006).

innych jonów. W doświadczeniach wykorzy-
stano mutanty z zaburzonym transportem 
jonów wapniowych (MID1 i CCH1/ELY151). 
Kanały te są zaangażowane w odpowiedź ha-
ploidalnych komórek drożdży na czynnik α 
(feromon MAT α), który umożliwia tym ko-
mórkom koniugację. Wykazano, że suplemen-
tacja szczepu zmutowanego dodaniem jedne-
go z roślinnych kanałów CNGC (AtCNGC1, 
11, 12 lub 11/12) umożliwia ten proces 
(Ali i współaut. 2005, urquhArt i współaut. 
2007).

W przypadku jonów sodowych, do analiz 
wykorzystano drożdżowy szczep G-19 wraż-
liwy na zasolenie. Wrażliwość ta wynika z 
delecji w genie kodującym białko pompy so-
dowej (ENA1-4). Mutant drożdżowy z wpro-
wadzonym AtCNGC3 jest wrażliwy jedynie 
na bardzo wysokie stężenie soli i jest w sta-
nie gromadzić nadmiar jonów Na+ w znacz-
nie wyższym stężeniu niż organizmy kontro-
lne, do których wprowadzono pusty wektor. 
Wskazuje to jednoznacznie, że AtCNGC3 
działa jako kanał Na+ (goBert i współaut. 
2006).

ROLA CNGC W PROCESACH (PATO)
FIZJOLOGICZNYCH

Badania prowadzone na mutantach rzod-
kiewnika, zmierzające do określenia roli, jaką 
odgrywają poszczególne jony w procesach 
zachodzących w komórkach roślinnych, leżą 
u podstaw określenia funkcji poszczególnych 
kanałów bramkowanych cyklicznymi nukle-
otydami. Badania fenotypowe mutantów po-
zbawionych czynnych CNGC wykazały ich 
udział w procesach uzyskiwania tolerancji 
na metale ciężkie, odporności na stres solny, 
programowanej śmierci komórki czy odpor-
ności na infekcje (Tabela 1) (christoPher i 
współaut. 2007). Ponadto, zarówno selek-
tywność, jak i profil ekspresji różnych CNGC 
wskazuje, że odgrywają one rolę w regulacji 
różnych procesów związanych ze wzrostem 
i rozwojem roślin (Ryc. 4). O znaczącej roli 
białek kodowanych przez CNGC świadczy 
m.in. fakt, że bardzo trudno jest uzyskać li-
nie mutantów homozygotycznych z insercją 
T-DNA, zaś wydajność pozyskiwania roślin z 
genem w pozycji anty-sens jest bardzo niska.

ArAzi i współaut. (1999) jako pierwsi 
wykazali, że nadekspresja genu kodującego 
CNGC, który został oznaczony NtCBP4, pro-
wadzi do tolerancji tytoniu na Ni2+, a nad-
wrażliwości na Pb2+. Kolejne badania poka-
zały, że u transgenicznego tytoniu ekspresja 
fragmentu genu NtCBP4 poprawia tolerancję 
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Ostatnio po-
jawiły się kolejne 
dowody na zaanga-
żowanie CNGC w 
homeostazę jono-
wą. Badania doty-
czyły AtCNGC11 i 
12 (chin i współ-
aut. 2008). Anali-
za wzrostu korze-
ni mutantów typu 
knock-out zarówno 
AtCNGC11, jak i 12 
wykazała, że są one 
wrażliwe na zwięk-
szenie stężenia Ca2+ 
i K+ w takim samym 
stopniu, jak rośliny 
typu dzikiego. Na-
tomiast podwójny 
mutant cngc11/12 
charakteryzował się 
zwiększoną wraż-
liwością tylko na 
jony Ca2+ (chin i 
współaut. 2009). 
Sugeruje to, że eli-
minacja obu genów 
i powstających na 
ich bazie białek 
może prowadzić do 
gwałtownej próby 
naprawy tej straty 
poprzez wywołanie 
nadekspresji genów 
kodujących inne ka-
nały jonowe. 

W wyniku prze-
prowadzonych ana-
liz wykazano znaczą-
cy wzrost poziomu 
ekspresji AtCNGC2 
zarówno w liście-
niach, w rozwinię-
tych liściach, jak 
również we wcze-
snych etapach sta-
rzenia się rzodkiew-
nika, co wskazuje, 
że gen ten podlega 
ekspresji podczas 
całego cyklu życio-
wego A. thaliana. 
Mutant cngc2 różni 
się fenotypowo od 
roślin typu dzikie-
go. Rośliny są znacz-
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sie grawitropizmu (christoPher i współaut. 
2007).

W przypadku AtCNGC18 stwierdzono 
jego zaangażowanie w proces wzrostu ła-
giewki pyłkowej (frietsch i współaut. 2007). 
Analizy genu reporterowego GUS wykazały, 
że AtCNGC18 ulega ekspresji jedynie w ziar-
nach pyłku. Unieczynnienie tego genu wywo-
łuje zmiany w morfologii i procesach fizjolo-
gicznych zachodzących podczas kiełkowania 
ziaren pyłku i tworzenia łagiewki pyłkowej. 
Łagiewki pyłkowe takich mutantów są krót-

nie mniejsze i cechuje je osłabiona płodność 
oraz nadwrażliwość na wzrost stężenia Ca2+ 
(chAn i współaut. 2003). 

Z kolei rośliny z nieczynnym AtCNGC10 
odznaczają się 20% redukcją powierzchni i 
grubości blaszki liściowej oraz znaczną re-
dukcją długości komórek miękiszu palisado-
wego. Ponadto, w liściach tych roślin docho-
dziło do znaczącego nagromadzenia skrobi, 
a kwitnienie zachodziło około 10 dni wcze-
śniej. Następuje także redukcja długości ko-
rzeni, której towarzyszą zaburzenia w proce-

Ryc. 4. Wzór ekspresji dwudziestu kanałów bramkowanych cyklicznymi nukleotydami (CNGC ang. 
Cyclic Nucleotide Gated Channels) w organach Arabidopsis thaliana (wg dietrich i współaut. 
2010).
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rować to może, że napływ Ca2+ wymagany 
do indukcji programowanej śmierci komór-
ki (PCD) jest przynajmniej częściowo kie-
rowany przez CNGCs. Ponadto, w procesie 
tym wymagana jest aktywność podobna do 
kaspaz. Kaspazy są proteazami cysteinowy-
mi, które u zwierząt biorą udział w PCD. 
Do tej pory nie odkryto ortologów kaspaz u 
roślin, a białkiem, które w swojej budowie 
najbardziej przypomina kaspazy jest enzym 
VPE (ang. vacuolar processing enzymem). W 
przypadku omawianego mutanta traktowanie 
wyciszaczem i inhibitorem kaspazy 1 (Ac-
-YVAD-CHO i Ac-YVADCMK) prowadzi do za-
hamowania procesu programowanej śmierci 
komórki (urquhArt i współaut. 2007). 

Innymi mutantami, które wykorzystano 
do ustalenia roli CNGC u roślin, są mutanty 
dnd1, dnd2/hlm1 o zaburzonej odpowiedzi 
na pewne wirulentne szczepy patogenów 
(clough i współaut. 2000, BAlAgué i współ-
aut. 2003, Jurkowski i współaut. 2004). 
W przypadku obu mutantów dochodzi do 
zaburzeń w funkcjonowaniu AtCNGC2 i 
AtCNGC4. Charakteryzują się one konstytu-
tywną ekspresją genów PR, kodujących biał-
ka związane z patogenezą (ang. pathogenesis-
-related), podniesionym poziomem salicyla-
nów i zwiększoną odpornością na patogeny 
wirulentne, podobnie jak ma to miejsce w 
przypadku cpr22 (clough i współaut. 2000, 
Jurkowski i współaut. 2004). Przeprowa-
dzone analizy elektrofizjologiczne dowiodły, 
że otwarcie kanału AtCNGC2 prowadzi do 
wzrostu stężenia jonów Ca2+ i tlenku azotu 
(Ali i współaut. 2007).

Powyższe dane wskazują, że obserwowa-
ne u cpr22 nabycie odporności, przejawiające 
się akumulacją salicylanów i ekspresją genu 
PR, jest związane z ekspresją AtCNGC11/12 
i brakiem AtCNGC2 i 4. Co sugeruje, że do 
aktywacji reakcji nadwrażliwości wymagana 
jest precyzyjna homeostaza kationów.

kie i cienkie, przedwcześnie kończą wzrost 
i charakteryzują się brakiem ukierunkowa-
nia. Ekspresja AtCNGC18 w E.coli powoduje 
akumulację Ca2+, co dodatkowo potwierdza 
zaangażowanie tego kanału w proces wzro-
stu łagiewki pyłkowej, gdyż obecność jonów 
wapniowych jest niezbędna do jej wzrostu 
i reorientacji (moutinho i współaut. 2001). 
Kontynuowanie tych badań pozwoliło na 
potwierdzenie zaangażowania w ten proces 
trzech kolejnych kanałów: AtCNGC7, 8 i 18 
(Bock i współaut. 2006). 

Do chwili obecnej wykazano udział sze-
regu CNGC w generowaniu reakcji obron-
nej podczas infekcji patogena. Kluczowe w 
tych badaniach były doświadczenia yoshiokA 
i współaut. (2001, 2006), którzy wytworzyli 
mutanta cpr22 (ang. constitutive expression 
of PR gene 22). Powstał on poprzez 3 kb 
delecję, która połączyła część 5’ AtCNGC11 
i część 3’ AtCNGC12 tworząc chimeryczny 
gen AtCNGC11/12. Mutacja ta prowadzi do 
szeregu zmian zarówno fenotypowych, m. in. 
zahamowania wzrostu, skręcenia liści, oraz 
biochemicznych, takich jak akumulacja sali-
cylanów i pojawienie się reaktywnych form 
tlenu, co skutkuje zwiększeniem odporności 
na czynniki stresowe. Mutanty typu knock-
-out wykazują, w porównaniu do roślin typu 
dzikiego, częściowy spadek odporności na 
infekcję wirulentnym Hyaloperonospora pa-
rasitica. Szczegółowe analizy wykazały jed-
nak, że obserwowany fenotyp cpr22 nie jest 
wynikiem aktywności AtCNGC11 i 12, lecz 
związany jest z pojawieniem się chimery 
AtCNGC11/12. AtCNGC11/12, podobnie jak 
w przypadku niezmienionych AtCNGC11 i 
12, przewodzi z równą intensywnością za-
równo jony Ca2+, jak i K+. Jednakże inhibi-
tory kanałów wapniowych, do których na-
leżą jony Gd3+ i La3+, hamowały aktywność 
AtCNGC11/12, podczas gdy inhibitor kana-
łów K+ nie powodował takiej reakcji. Suge-

PODSUMOWANIE

Istnieje duża ilość dowodów potwierdza-
jąca obecność oraz precyzująca rolę cAMP i 
cGMP u roślin. W chwili obecnej najmniej 
informacji posiadamy o efektorach zdol-
nych do odbioru informacji zawartych w 
zmianach stężenia cyklicznych nukleotydów. 
Spośród białek posiadających domeny zdol-
ne do wiązania cyklicznych nukleotydów 
na szczególną uwagę zasługują dwa najważ-
niejsze: kinazy zależne od cNMP oraz kanały 

bramkowane ich obecnością. Niewielka ilość 
danych dotycząca roli kinaz regulowanych 
cNMP może sugerować, że nie jest to szlak 
dominujący. Uwagę za to przykuwają coraz 
liczniejsze doniesienia dotyczące budowy 
i roli kanałów bramkowanych cNMP. Duża 
ilość genów kodujących CNGC u roślin, w 
porównaniu do 6 CNGC w komórkach ssa-
ków, wskazuje na ich znaczenie i prawdo-
podobną wysoką funkcjonalną i organową 
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nieważ od kilku lat istnieje spore zaintere-
sowanie zarówno cyklicznymi nukleotydami 
jak i szlakami sygnalizacyjnymi, w które są 
one zaangażowane, w najbliższej przyszłości 
należy spodziewać się odpowiedzi na część z 
tych pytań.

Zagadnienia związane z kanałami bramko-
wanymi cyklicznymi nukleotydami są warte 
uwagi także z innego powodu. Od lat bada-
cze szukają zarysowującego się powiązania 
pomiędzy szlakiem cyklicznych nukleotydów, 
a szlakiem wapniowym. Wydaje się, że kana-
ły CNGC mogą być miejscem konwersji sy-
gnału cNMP na sygnał Ca2+. 

specjalizację w procesach, w które są zaanga-
żowane. Jednakże w celu pełnego zrozumie-
nia funkcji poszczególnych CNGC konieczne 
są bardziej szczegółowe analizy, co może być 
trudne zważywszy na fakt dużej ilości CNGC 
u roślin. Ponadto nie wiadomo czy utrata 
jednej z podjednostek sprawi, iż pozostałe 
podjednostki będą nieaktywne. Tak więc klu-
czem do zrozumienia funkcji CNGC, jak rów-
nież regulacji ich aktywności, jest określenie 
które podjednostki oddziałują ze sobą, czy 
oddziaływanie to jest stałe, czy podjednostki 
mogą się reorganizować zależnie od rodzaju 
stymulatora czy fazy wzrostu i rozwoju. Po-

ROŚLINNE EFEKTORY CYKLICZNYCH NUKLEOTYDÓW

Streszczenie

Mechanizmy, za pomocą których sygnały we-
wnątrz- i zewnątrzkomórkowe wywołują specyficzną 
odpowiedź biologiczną są istotne dla regulacji funk-
cji komórek, procesów wzrostu i rozwoju oraz odpo-
wiedzi na zmiany środowiska. 

W ostatnich latach dokonał się ogromny postęp 
w badaniu elementów zaangażowanych w regulację 
procesów zachodzących w komórkach roślinnych o 
czym świadczy olbrzymia ilość publikacji poruszają-
cych problem sygnalizacji komórkowej.

Cykliczne nukleotydy (cNMP) są cząsteczkami 
sygnalnymi, których obecność i zaangażowanie w 
szereg procesów w komórkach roślinnych nie budzą 
już wątpliwości. Z fizjologicznego punktu widzenia, 

PLANT EFFECTORS OF CYCLIC NUCLEOTIDES

Summary

stężenie cNMP w miejscu ich działania nie może być 
ani za wysokie ani za niskie, a jest to normowane 
przez odpowiednie układy generujące i inaktywują-
ce cykliczne nukleotydy. Ponadto na końcowy efekt 
biologiczny ma wpływ sprawność systemów efekto-
rowych wrażliwych na zmiany stężenia cyklicznych 
nukleotydów takich jak fosfodiesterazy, kinazy regu-
lowane lub zależne od cNMP i kanały bramkowane 
cyklicznymi nukleotydami. W pracy tej podsumowa-
no aktualną wiedzę dotyczącą efektorów cyklicznych 
nukleotydów, skupiając się zarówno na ich budowie, 
jak i aspekcie ich funkcjonowania w komórkach ro-
ślinnych.

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

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