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REDAGOWANIE RNA W CHLOROPLASTACH.
CO WIADOMO NA TEMAT REGULACJI TEGO PROCESU?

RNA EDITING IN CHLOROPLAST GENOME.
WHAT IS KNOWN ABOUT THE REGULATION OF THIS PROCESS?
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Streszczenie: Redagowanie RNA jest jednym z potranskrypcyjnych procesow dojrzewania RNA, prowa-
dzacych do uzyskania funkcjonalnej czasteczki RNA. Jest procesem wystgpujacym u wigkszosci organi-
zmow eukariotycznych (od pierwotniakéw do cztowieka) oraz u niektorych grup wiruséw. Mechanizmy
redagowania sg jednak specyficzne dla gatunkdw, rodzajow czy tez krolestw. Dotychczas redagowanie
RNA jest dobrze poznane jedynie w przypadku nielicznych gatunkow. Sugeruje sig, ze podstawg redagowa-
nia substytucyjnego u roslin jest reakcja deaminacji, ktéra nie powoduje przerwania szkieletu cukrowo-
fosforanowego czasteczki RNA, a gtownym czynnikiem determinujacym rozpoznanie miejsca redagowania
w chloroplastach jest sekwencja nukleotydowa znajdujaca si¢ powyzej miejsca redagowania (zwykle o
dtugosci 20-30 nt). Uwaza sig, ze za rozpoznawanie miejsc redagowania odpowiedzialne sa biatka pehiace
rol¢ czynnikéw trans. Najprawdopodobniej naleza one do niezwykle licznej u roslin rodziny biatek PPR
(ang. Pentatrico Peptide-Repeat protein family). W przypadku roslin, utrzymywanie skomplikowanego oraz
energochtonnego procesu redagowania RNA wydaje si¢ w kontekscie funkcjonowania komorki nieekono-
miczne, poniewaz wszystkie zmiany z niego wynikajace moglyby by¢ wprowadzone na poziomie DNA
bez negatywnych skutkow dla organizmu. Dlatego tez powstalo kilka hipotez dotyczacych ewolucji,
znaczenia oraz mechanizmow tego procesu. Obecnie badania dotyczace redagowania koncentrujg si¢ na
poszukiwaniu cech wspdlnych pomigdzy analogicznymi miejscami redagowania u r6znych gatunkéw oraz
miejscami redagowania transkryptow réznych gendw. Opracowywane sg systemy pozwalajace na badanie
redagowania in vitro oraz narzedzia stuzace do badania tego zjawiska umozliwiajace bezposrednie wykry-
wanie defektow redagowania, systematyczne badanie stanu redagowania oraz badanie redagowania in vitro
z wykorzystaniem barwnikéw fluorescencyjnych. W pracy tej zostal przedstawiony obecny stan wiedzy
dotyczacej redagowania RNA u roslin, ze szczegdlnym uwzglednieniem genomow chloroplastowych, oraz
mechanizmow regulacji redagowania w tych organellach.

Stowa kluczowe: chloroplasty, redagowanie RNA, dojrzewanie RNA, procesy potranskrypcyjne.

Summary: The RNA editing is one of the post-transcriptional modifications which prepare RNA for
fulfilling its function. It is well known that editing is a common process for most of eukaryotic organisms
(from protozoan to human) and for some groups of viruses, however its mechanism is specific for species,
genera and kingdoms. Up to now RNA editing is well characterized for few species only. It is suggested
that substitutional RNA editing is conducted by deaminase so as it does not lead to the sugar-phosphate
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backbone brakeage. The sequence, usually 20 to 30 nucleotides long, placed directly upstream of the
editing site is believed to be a cis-acting element and to play the crucial role in indicating the site undergoing
editing. Trans-acting factors, preferably the proteins from the large family of PPR (Pentatrico Peptide-
Repeat) proteins, should be able to recognize and attach to cis-acting elements initiating the editing
process. In the plant kingdom keeping so complicated and energy consuming process seems to be super-
fluous because all the changes introduced by RNA editing could be placed directly in DNA without any
harmful effects. For that reason several hypothesis concerning editing evolution, significance and mecha-
nisms were developed. Currently the studies concerning the RNA editing in plants focus on determining
any similarities and/or differences between sequences adjacent to the same editing sites in different species
and these placed in the different parts of the genome. At the same time some effort is taken to develop
efficient in vitro systems to study the RNA editing and to prepare some tools able to detect directly the
editing defects, systematically control the RNA editing reaction state and analyse this process in vitro
with use of fluorescent dyes. In this article we attempted to put together known facts referring to the RNA
editing in plants with an emphasis on the chloroplast genome (particularly on regulation of the mechanism
of RNA editing).

Key words: chloroplasts, RNA editing, RNA maturation, post-transcriptional processing.

1. WPROWADZENIE

Redagowanie RNA definiowane jest jako potranskrypcyjna modyfikacja preRNA
w celu zmiany niesionej przez nie informacji i uzyskania funkcjonalnej czasteczki
mRNA, tRNA Iub rRNA. Wstawianie, usuwanie lub modyfikacja zasad prowadzi
do zmian sekwencji transkryptu w stosunku do sekwencji kodowanej w DNA.
Redagowanie RNA dotyczy roznych organizmoéow (wiruséw RNA, pierwotniakow,
zwierzat, grzybow i roslin) oraz kazdego z genomdéw: jadrowego, mitochondrialnego
i chloroplastowego. Systemy sluzace modyfikacji RNA oraz przebieg tego procesu
sa charakterystyczne dla danego typu redagowania i nie sa zwiazane z konkretna
sekwencja peptydowa. Wprowadzane zmiany dotycza najczesciej aminokwasow
majacych wpltyw na prawidlowe funkcjonowanie biatka. Mozna wyrdzni¢ dwie
glowne klasy redagowania oparte na: wstawianiu lub usuwaniu zasad w RNA -
zaobserwowane u zwierzat, wirusOw oraz u grzybow; zamianie zasad (zwykle
cytozyny lub uracylu) — wykryte w transkryptach jadrowych i mitochondrialnych u
zwierzat 1 pierwotniakow oraz transkryptach mitochondrialnych i chloroplastowych
u réznych grup roslin ladowych [7, 9]. W tabeli 1 przedstawiono opisane dotad
przypadki redagowania substytucyjnego, wystepujacego w krolestwach zwierzat i
roslin, wraz z krotkim opisem zachodzacych zmian.

W kroélestwie roslin redagowanie odkryto jedynie w transkryptach mitochon-
drialnych i chloroplastowych, natomiast nie zaobserwowano go w RNA pochodza-
cym z jadra. Istniejg gatunki roslin ladowych, u ktérych dotad nie wykryto procesu
redagowania. Nalezy do nich porostnica wieloksztattna (Marchantia polymorpha,
Marchantiopsida), ktorej sekwencje plastomu (genomu chloroplastowego, cpDNA)
i chondriomu (genomu mitochondrialnego, mtDNA) stuzyly wielokrotnie jako odnosnik
podczas wyszukiwania miejsc redagowania w cpDNA i mtDNA innych gatunkow
ro$lin [15]. Redagowanie RNA prowadzi zwykle do powstania aminokwasu o innych
wiasciwosciach fizykochemicznych, przy czym aminokwas ten jest zachowany u
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innych gatunkéw roslin [50]. U okrytonasiennych redagowaniu ulegaja wlasciwie
wszystkie transkrypty mitochondrialne i niektore mRNA chloroplastowe [23]. Co
wigcej, w nielicznych transkryptach chloroplastowych redagowanie zachodzi jedynie
czesciowo (ang. partial editing), to znaczy, ze ulegaja mu tylko niektére z
czasteczek danego mRNA. Prawdopodobnie decyduja o tym warunki rozwojowe i
srodowiskowe, aczkolwiek redagowanie czgsciowe wystepuje dos¢ rzadko [4].
Redagowanie RNA w mitochondriach i chloroplastach dotyczy przewaznie pierwszej
lub drugiej pozycji kodonu, z wyrazna przewaga tej drugiej [52]. W obu tych
organellach odmienna jest natomiast czegstotliwos¢ redagowania RNA, gdyz
zdecydowanie wigksza liczbg miejsc redagowania zaobserwowano w RNA
mitochondrialnym. Podczas gdy liczba miejsc redagowania w transkryptach genow
chloroplastowych roslin okrytonasiennych jest oceniana na okoto 30, to w przypadku
genéw mitochondrialnych moze dochodzi¢ nawet do 1000 [7]. W tabelach 1 i 2
zestawiono informacje dotyczace roznych typow redagowania RNA w mitochon-
driach i chloroplastach roslin.

2. SPECYFICZNE CECHY REDAGOWANIA RNA
W CHLOROPLASTACH

Redagowanie RNA jest procesem kosztownym energetycznie i wydawac by sie
moglo — zbednym. Nie jest jasne, dlaczego tak skomplikowany mechanizm powstat
i jest utrzymywany w komorkach roslinnych. Najprawdopodobniej redagowanie RNA
pojawito si¢ ewolucyjnie do$¢ podzno, a jego zadaniem bylo kompensowanie bledow
powstajacych w sekwencjach gendéw lub tez zwigkszenie zmiennosci ewolucyjne;j.
Za potencjalne przyczyny wystgpowania redagowania RNA u roslin uwaza sig tez
regulacje ekspresji genéw i/lub wytwarzanie izoform biatek [7, 9, 16, 45]. Do tej
pory nie znaleziono satysfakcjonujacych dowodéw na regulacje procesow fizjologicz-
nych przez zjawisko redagowania [43] lub ze wystgpowanie transkryptéw redago-
wanych i nieredagowanych prowadzi do syntezy réznych form bialek [9, 45].
Wykazano natomiast tkankowa specyficznos¢ redagowania [18] oraz zaleznosé
wystgpowania redagowania od stadium rozwojowego roslin [4, 13].

2.1. Mechanizm redagowania RNA u roslin

Jak dotad, niewiele wiadomo o biochemicznych podstawach redagowania RNA
u roslin poza tym, ze polega ono na zamianie cytozyny na uracyl w okreslonym
miejscu w transkryptach gendw chloroplastowych i mitochondrialnych oraz dodatko-
wo uracylu na cytozyne w transkryptach gendw tych organelli roslin nizszych [23].
Wykryto réwniez redagowanie prowadzace do zastapienia adenozyny przez inozytol
w przypadku co najmniej jednego chloroplastowego tRNA — tRNA Arg (ACQ).
Miejsce redagowania znajduje si¢ w antykodonie. Jednoczesnie u rzodkiewnika
(Arabidopsis thaliana, Brassicaceae) opisano enzym katalizujacy te reakcje, ktorym
jest bialko AtTadA o dos¢ nietypowej strukturze. N-koncowa domena sktadajaca
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si¢ z wigcej niz 1000 aminokwasdw nie jest niezbgdna dla katalitycznej aktywnosci
biatka, podczas gdy region C-koncowy wykazuje podobienstwo do tadA (deaminazy
adenozyny tRNA) z E. coli [19]. Nieznany jest natomiast mechanizm lezacy u
podtoza zamiany C<>U oraz w jaki sposdb nastgpuje rozpoznanie odpowiedniej
cytozyny. Najczesciej zaklada sig, ze do zajscia redagowania wymagane sa co
najmniej trzy elementy: czynniki frans zaangazowane w rozpoznawanie miejsca
redagowania, sekwencje (elementy) cis oddzialujace z czynnikami trans oraz
niezidentyfikowany dotad enzym przeprowadzajacy reakcje. Czynniki trans w
polaczeniu z enzymem tworzylyby hipotetyczny kompleks redagujacy tzw. edytosom
(ryc. 1) [23, 32].

Czynnik trans rozpoznajacy

miejsce edycji np. CRR4
Niezidentyfikowany enzym
deaminujacy RNA

5 3

U
\ J

V
Hipotetyczny edytosom skiadajgcy sie
z czasteczki rozpoznajacej element cis
oraz wigzacej enzym przeprowadzajacy reakcje

RYCINA 1. Edytosom przylaczony do odpowiedniej sekwencji cis znajdujacej si¢ w bezposrednim
poblizu miejsca redagowania. Hipotetyczny uktad czynnikéw bioracych udzial w reakcji redagowania
RNA. Pomimo ze wiele badan przemawia za co najmniej dwusktadnikowym sktadem czynnika trans
(czasteczka rozpoznajaca miejsce redagowania oraz enzym przeprowadzajacy reakcj¢), nadal nie
wykluczono udziatu jednej czasteczki majacej jednoczesnie zdolnos¢ do rozpoznawania miejsca
redagowania i przeprowadzania reakcji (na podstawie [32] zmodytikowane)

FIGURE 1. Editosome attached to appropriate cis-element adjacent to the specific editing site. Hypo-
thetical arrangement of factors participating in RNA editing. Although many research results indicate that
trans-factor consist of at least two different molecules (one recognizing the editing site and the other with
enzymatic activity) it still cannot be excluded that trans-factor is one molecule with both catalytic and
specific RNA site binding function (based on [32] modified)

Wiazanie odpowiedniego czynnika trans z elementem cis wydaje si¢ by¢
krytycznym etapem dla przebiegu catego procesu [20] w przeciwienstwie do
obecnos$ci cytozyny w miejscu redagowania, co wykazano w eksperymentach
wigzania potencjalnych czynnikdéw trans do RNA oraz testach kompetencyjnych.
Nieredagowane transkrypty (C w miejscu redagowania) miaty jedynie nieznacznie
wyzsze powinowactwo do wiazacych je biatek [32, 36] niz RNA o identycznej
sekwencji, za wyjatkiem badanego miejsca redagowania (w miejscu redagowania
znajdowat si¢ uracyl). Udowodniono réwniez niezaleznos$¢ redagowania i transkrypcji.
Brak redagowania w pozycji ndhD-1 (nie powstaje kodon START) nie miat wpltywu
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na redagowanie w pozycji ndhD-2, natomiast brak redagowania w pozycji
ndhD-2 nie mial wplywu na poziom translacji [33].

2.1.1. Enzymy katalizujace reakcje redagowania C<>U

Sugeruje sie, ze podstawa redagowania substytucyjnego jest reakcja deaminacji,
ktéra nie powoduje przerwania szkieletu cukrowo-fosforanowego czasteczki RNA.
Niejasne jest natomiast, czy w tym procesie bierze udzial jedna z klasycznych
deaminaz wykrytych u rzodkiewnika, skoro substancje chelatujace jony cynku nie
mialy wplywu na reakcje redagowania in vifro [46]. Deaminaza mogtaby katalizowaé
réwniez konwersj¢ U do C, co nie wyklucza przeprowadzania obu reakcji przez
rézne enzymy [2]. Mozliwe jest rowniez wspotdziatanie roznych deaminaz, co
zasugerowano na podstawie roznic w przebiegu reakcji redagowania w odpowiedzi
na zastapienie nukleotydéw znajdujacych sie tuz powyzej (pozycja -1) réznych miejsc
redagowania u tytoniu (Nicotiana tabacum, Solanaceae) [26]. Sugerowano rowniez
udziat transaminaz jako enzymow zdolnych do katalizowania procesu redagowania
RNA. Jednakze do zajscia reakcji redagowania RNA nie sa wymagane substancje
bedace akceptorami grupy aminowej, niezbedne w przypadku reakcji przepro-
wadzanych przez enzymy z tej grupy, co podaje w watpliwos¢ takie rozwigzanie
[28, 46]. Proponowano tez udziat helikazy w procesie redagowania, ktérej rola
miatoby by¢ rozwijanie struktury trzeciorzedowej transkryptu. Ulatwiloby to innym
czynnikom tworzenie silnego wiazania z matryca. Enzym ten méglby tez bra¢ udziat
w odlaczaniu kompleksu redagujacego od czasteczki RNA, ktory po uwolnieniu
moglby przeprowadzaé kolejne reakcje redagowania [28, 48].

2.1.2. Wspdldziatanie elementow cis i czynnikdw trans w redagowaniu C<>U

Do chwili obecnej badania dotyczace charakterystyki potencjalnych sekwencji cis
oraz czynnikow trans przeprowadzano jedynie na dwoch gatunkach roslin: rzodkiew-
niku i tytoniu, z nastgpujacych przyczyn: 1) chloroplasty tytoniu sg stosunkowo latwe
do transformacji, czyli mozliwe jest uzyskiwanie roslin transplastomicznych [4, 13,
42]; 2) dla obu gatunkdéw opracowano systemy do badania edycji in vitro w tzw.
ekstraktach chloroplastowych [12, 14]; 3) w przypadku rzodkiewnika scharakteryzo-
wano liczne mutacje genow jadrowych prowadzace do braku redagowania
okreslonych transkryptow chloroplastowych (pierwsza opisang spontaniczng mutacja
byta mutacja w genie crr4, uniemozliwiajaca redagowanie ndhD-1) [4, 38, 47, 51].

Systemy in vitro oraz eksperymenty z wykorzystaniem roslin transplanstomicz-
nych postuzyly gléwnie do charakterystyki sekwencji cis — ich potozenia wzgledem
miejsc redagowania oraz niezb¢dnej dla zajscia redagowania dlugosci tych elementow.
Do wykrywania czynnikow frans wykorzystano mutanty rzodkiewnika oraz
sieciowanie RNA-biatko za pomoca UV [22, 26, 27, 32-34, 38, 51, 53]. Zdolno$¢
wiazania si¢ potencjalnych czynnikoéw frans z sekwencjami cis wigcej niz jednego
miejsca redagowania badano z zastosowaniem testow kompetencji [20, 26, 27].

Dotychczasowe badania wskazuja, ze glownym czynnikiem determinujacym
rozpoznanie miejsca redagowania RNA w chloroplastach jest sekwencja nukleoty-
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dowa znajdujaca sie powyzej miejsca redagowania, zwykle o dlugosci 20-30 nt.
Natomiast najczgsciej sekwencje potozone ponizej miejsca redagowania maja w tym
wzgledzie niewielki wptyw [20, 41, 45]. Poréwnanie sekwencji otaczajacych rozne
miejsca redagowania transkryptéw w wiekszosci przypadkow nie wykazato znacza-
cego podobienstwa pomigdzy nimi, nie znaleziono konserwatywnego motywu, dlatego
tez nie jest mozliwe przewidywanie miejsca zajscia redagowania, szczegdlnie w
obszarach nieulegajacych translacji oraz w transkryptach tRNA i rRNA [9, 20, 34,
45]. Przypuszczaé mozna, ze brak konserwatywnych elementdw cis moze by¢
powodem dla istnienia duzej liczby réznorodnych czynnikow trams, bioracych udziat
W rozpoznawaniu poszczeg6lnych miejsc redagowania [2]. Sposrod wszystkich
poznanych przypadkéw redagowania RNA, majacych wplyw na regiony kodujace
bialka, tylko u roslin czynniki odpowiadajace za rozpoznanie miejsca redagowania
sa kodowane w innym genomie niz miejsce docelowe [50]. Jednoczesnie wigkszos¢
czynnikow trans jest nie tylko miejscowo-, ale tez gatunkowo-specyficznych, co
oznacza, ze ich pojawienie si¢ jest $cisle zwiazane z obecnoscia specyficznego dla
nich miejsca redagowania. Przeniesienie sekwencji RNA zawierajacych miejsca
ulegajace redagowaniu z jednego gatunku do drugiego czesto powoduje brak
redagowania, o ile w roslinach biorcach nie wystepuje analogiczne miejsce
redagowania. Stwierdzono jednak, ze u grochu (Pisum sativum, Fabaceae) biatko
o masie 70 kDa rozpoznaje miejsce redagowania w RNA petB analogicznie do
opisanego wczesniej u tytoniu. Mogloby to wskazywac na konserwatywnosé czyn-
nikow frans wsrdd przynajmniej niektorych gatunkow [14, 26]. Na podstawie
dotychczas zgromadzonych danych mozna wnioskowaé, ze do przeprowadzenia
procesu redagowania transkryptow plastomu i chondriomu konieczne jest kilkaset
roznych czynnikow trans [24]. Wykazano tez, ze w uktadach in vitro redagowanie
jest niewrazliwe na nukleazy, co moze wskazywaé, ze czasteczki RNA nie biora
udzialu w rozpoznawaniu miejsc redagowania i nie spetniaja roli katalitycznej, a za
te funkcje odpowiedzialne sa biatka. Przeprowadzone w ostatnich latach badania
podwazyly jednak hipotezg¢ o specyficznosci kompleksu cis-trans dla kazdego z
miejsc redagowania [20, 27, 34]. Analizy genetyczne transkryptéw genow petd i
psaC u rzodkiewnika wykazaly, ze biatko CRP1 moze wiaza¢ si¢ z elementami cis
obu tych miejsc. Rowniez biatka PGR3 i HCF152 biorg prawdopodobnie udziat w
rozpoznawaniu kilku miejsc redagowania i/lub uczestnicza w innych procesach
dojrzewania RNA [45], natomiast miejsca redagowania w genach matK i ndhB
(ndhB-11), majace podobne elementy cis umiejscowione przed miejscem redago-
wania, sg prawdopodobnie rozpoznawane przez ten sam czynnik trans [27, 36].
Udowodniono, ze biatka CLB19, CRR22, CRR28 rozpoznaja wigcej niz jedno
miejsce redagowania, odpowiednio: rpod i clpP 5], ndhB-7, ndhD-5 i rpoB-3 oraz
ndhB-2 i ndhD-3 [34]. W ostatnich latach stwierdzono, ze do rozpoznania dwdch
miejsc redagowania przez jeden, wspolny czynnik frans wystarczy podobienstwo
sekwencji nukleotydowej, znajdujacej si¢ powyzej tego miejsca (=15 do —1), na
poziomie 60% [20]. Dodatkowo zauwazono, ze niektére czynniki trans (CLB19 i
CRR28) rozpoznaja wigcej niz jedno miejsce redagowania, pomimo braku znaczacego
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podobienstwa pomiedzy ich sekwencjami cis [34]. Mozna wigc przypuszczaé, ze
istnieja miejsca redagowania, ktore rozpoznawane sa przez specyficzny tylko dla
nich czynnik frans (na przyktad psbL, psbE, petB) i takie, do ktorych przytacza
si¢ czynnik frans, majacy zdolnos¢ wigzania si¢ z elementami cis co najmniej jednego
dodatkowego miejsca redagowania [5, 20, 26, 27, 34]. By¢ moze niektére z
czynnikéw frans moga przytaczaé si¢ do zréznicowanych sekwencji cis wykorzystujac
roézne regiony czasteczki [34].

Przetomem w charakterystyce czynnikéw trans byto odkrycie mutanta crr4
rzodkiewnika niemajacego zdolnosci syntezy bialka CRR4, niezbednego do
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RYCINA 2. Liczba dotychczas scharakteryzowanych biatek PPR u wybranych gatunkéw roslin
FIGURE 2. Amount of currently characterized PPR proteins in some selected plant species

przeprowadzenia redagowania w pozycji ndhD-1. Bialko to okazato si¢ by¢ czlon-
kiem niezwykle licznej u roslin rodziny bialek PPR (ang. PentatricoPeptide Repeat),
bioracych udziat w wielu procesach dojrzewania RNA w organellach [1, 11, 21,
24,25, 30, 32, 43, 44] (ryc. 2). Ewolucyjne rozpowszechnienie tych bialek (450 biatek
z tej rodziny kodowanych jest w genomie jadrowym rzodkiewnika, a co najmniej
477 u ryzu (Oryza sativa, Poaceae), wraz z wyodrebnieniem si¢ specyficznej dla
roslin podgrupy PLS (ang. PLant-specific PLS Subfamily) (ryc. 3), wydaje si¢ by¢
silnie skorelowane z pojawieniem si¢ procesu substytucji C do U [24, 32, 45].
Pomigdzy biatkami z rodziny PPR scharakteryzowanymi u rzodkiewnika i ryzu
znaleziono ponad 80% ortologéow, co $wiadczy o silnym charakterze konserwa-
tywnym bialek z tej rodziny w genomach roslin. Stwierdzono rowniez wysoka
specyficznos¢ poszczegdlnych biatek PPR do przeprowadzania specyficznych (dla
konkretnych PPR) proceséw dojrzewania RNA chloroplastéw i mitochondriow.
Dowodem moga by¢ dane uzyskane w eksperymentach z wykorzystaniem réznych
mutantéw rzodkiewnika, niesyntetyzujacych konkretnych biatek PPR, charaktery-
zujacych si¢ silnymi zaburzeniami rozwoju i/lub wzrostu. Tak $ciste i wysoce
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RYCINA 3. Rodzina bialek PPR. Podrodzina biatek PLS jest charakterystyczna dla roslin. Nie opisano jej
dotad w innych organizmach: P — 35-aminokwasowy motyw powtarzany do 30 razy; L1, S, L2 —
modyfikacje motywu P, ktore znalez¢é mozna jedynie w podrodzinie PLS, charakterystycznej dla roslin;
E, E+, DYW —ro6zne koncowe motywy aminokwasowe, na podstawie ktérych rozrézniane sa poszczegolne
podklasy podrodziny PLS; nazwa DYW jest odzwierciedleniem charakterystycznej dla tego motywu
sekwencji — tripeptydu Asp-Tyr-Try (D-Y-W) (na podstawie [24] zmodyfikowane)

FIGURE 3. PPR protein family. PLS subfamily is characteristic for plants only and was not detected in
any other species: P — 35-aminoacid motive repeated up to 30 times; L1, S, L2 — modifications of P
motive, found only in PLS subfamily, characteristic for plants; E, E+, DY W — different terminal aminoacid
motives, each characteristic for the specific PLS subclass; name DYW comes from sequence characteristic
for that region — tripeptyde Asp-Tyr-Try (D-Y-W) (based on [24] modified)

specyficzne oddziatywania sa przyczyna konserwatywnosci sekwencji kodujacych
biatka PPR w genomach jadrowych réznych gatunkéw roslin [25, 44].
Wspomniane biatko CRR4 nalezy do podrodziny PLS (podklasy E+). Sklada sig¢
z 11 motywow PPR, majacych zdolnos¢ wiazania RNA [29], motywu E i silnie
konserwatywnego (w tej podklasie) 15-aminokwasowego regionu na C-koncu [22,
24, 32]. Liczba powtdorzen motywow PPR w biatkach z rodziny PPR jest bardzo
zroznicowana, co mogloby by¢ zrédtem réznorodnosci czynnikow trans (o ile
wszystkie sg biatkami PPR). Dodatkowo, liczba powtdrzen tych motywow moze
mie¢ wplyw na specyfike wigzania okreslonego RNA [22, 32, 37]. Tlumaczytoby
to réznice w masie czasteczkowej czynnikow trans opisanych dla miejsc redago-
wania w genach psbL, psbE i petB (odpowiednio 25, 56 i 70 kDa) u tytoniu [14,
26-27]. Poniewaz wigkszos¢ biatek z rodziny PPR wydaje si¢ funkcjonowaé przez
wiazanie si¢ z jednym lub niewielka liczba transkryptow organellowych [5, 20, 22,
32-34, 38, 51, 53], mozliwe jest, ze zmiany w cpDNA i mtDNA doprowadzaja do
ewolucji genow PPR (np. zwigkszenia ich liczby i réznorodnosci). Bylby to przykiad
koewolucji genomu jadrowego i genomdéw semiautonomicznych organelli. Ekspansja
podrodziny PLS moze odzwierciedla¢ specyficzne cechy plastomu i chondriomu, np.
pojawienie si¢ redagowania RNA charakterystycznego dla roslin ladowych [8, 16,
25, 33]. W 2007 roku opisano kolejne biatko (CRR21) z podrodziny PLS biorace
udzial w redagowaniu RNA chloroplastowego (miejsce ndhD-2) [33]. Nastepnie
jako czynniki trans scharakteryzowano biatka CLB19, CRR22, CRR28, RARE-1
oraz YSI1 [5, 34, 38, 53]. Poniewaz biatkka CRR4, CRR21 i CLB19 naleza do tej
samej podgrupy (E+) zaproponowano, ze biatka z podgrup E i E+ moga pehic rolg
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czynnikow trans w redagowaniu i zasugerowano wspolna funkcj¢ domen E i E+.
Skoro nie wykazano dotad funkcji katalitycznej regionow E i E+, uwaza sie, ze ich
rola jest najprawdopodobniej wigzanie enzymu odpowiedzialnego za przeprowadzenie
redagowania [33].

Pomimo wczesniejszego przekonania, ze biatka z podgrupy DYW nie biorg udzialu
w redagowaniu RNA [33] wykazano, ze co najmniej kilku przedstawicieli tej
podgrupy (RARE-1, CRR22, CRR28 oraz YS1) zaangazowanych jest w proces
redagowania [34, 38, 53]. Co wigcej, zasugerowano bezposredni udzial domeny DY W
w katalizowaniu tej reakcji [38, 44]. Na katalityczna funkcje elementu DY W miatoby
wskazywac réwnolegle pojawienie si¢ podgrupy DY W bialek PPR oraz zjawiska
redagowania podczas ewolucji roslin ladowych, a takze podobienstwo sekwencji
aminokwasowej tego regionu do sekwencji deaminazy cytydyny innych organizméw
[30, 39, 44]. Jak dotad nie udalo si¢ potwierdzi¢ powyzszej hipotezy, natomiast
przytoczy¢ mozna kilka argumentdw na jej podwazenie: 1) niektore biatka uznane
za czynniki frans (biatka z podgrupy E i E+) nie majg elementu DYW, 2) w
badaniach in vitro z wykorzystaniem bialek CRR22 i CRR28 wykazano, ze
obecnos¢ elementu DY W nie jest czynnikiem krytycznym dla zachodzenia redago-
wania, 3) w przypadku niektorych bialek ortologicznych rzodkiewnika i ryzu, np.:
OsPPR _10g39460/AtPPR 3225060 i OsPPR_01g08120/AtPPR 3g15930, zaob-
serwowano brak elementow DY W w sekwencji bialek rzodkiewnika, podczas gdy
byly obecne w sekwencji biatek kodowanych w genomie ryzu [30, 34]. Wykazano
natomiast aktywnos¢ RNazy domeny DYW [30, 34, 53].

2.2. Hipotezy dotyczace ewolucji i przebiegu procesu redagowania u roslin

Redagowanie RNA wykazuje duze zroznicowanie ewolucyjne, ktdre przejawia
si¢ w gatunkowo specyficznej obecnosci lub braku okreslonych miejsc redagowania
oraz wystepowaniu tzw. preredagowania, mutacji na poziomie DNA, polegajacej na
zastapieniu cytozyny tymina. Specyficzny wzdr miejsc redagowania nazywany jest
edytotypem. Jak wiadomo, redagowaniu ulegaja tylko niektére transkrypty, zwykle
W sposéb specyficzny dla gatunku (nawet wsrod gatunkéw blisko spokrewnionych),
podczas gdy inne nie [10, 17, 40, 49-50]. Réznice w przebiegu tego procesu moga
dotyczy¢ rowniez poszczegdlnych genow, co dobrze ilustruje przyktad genu ndhB.
Dotychczas opisano w nim 15 miejsc redagowania u okrytonasiennych, 2 u biczycy
trojwrebnej (Bazzania trilobata, Marchantiales), 4 u mchu Physcomitrella patens,
1 u psylota Psilotum nudum, 20 miejsc u glewika Anthoceros formosae i brak
takiego miejsca u porostnicy wieloksztattnej (M. polymorpha, Marchantiales) [23].
Najwigksze roznice we wzorze redagowania wystepuja pomigdzy roslinami wyzszymi
i nizszymi zarowno pod wzgledem wystepowania zjawiska odwrotnego redagowania
(ktore wiasciwie nie jest spotykane; patrz tabela 2), preferencji co do redagowanych
kodondw i pozycji redagowanej cytozyny w kodonie, jak i ilosci zjawisk redagowania
przypadajacych na plastom czy chondriom [7, 23, 50, 52].

W komoérkach roslinnych wystepuje réwniez kilka innych, dotad niewyjasnionych
zagadnien, takich jak: sklad edytosomu, sposéb i przyczyna utraty i powstawania
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nowych miejsc redagowania, a takze liczba i specyficzno$¢ oddziatywania czynnikow
trans. Obecnie preferowany jest poglad, ze edytosom powinien sktadac sig¢ z wigcej
niz jednej czasteczki. Pomimo ze w eksperymentach sieciowania z wykorzystaniem
swiatta UV wykrywano dotad jedynie pojedyncze czasteczki bialek wiazace si¢ z
sekwencjami cis [20, 22, 27, 32, 33] i jak dotad nie udato si¢ wykry¢ i wyizolowaé
enzymu przeprowadzajacego reakcj¢ redagowania, wiele uzyskanych dotychczas
danych zdaje si¢ wskazywac¢ na bardziej ztozong budowe kompleksu redagujacego.
Przede wszystkim, na podstawie dotychczasowych badan uwaza sig, ze czynnikami
trans wchodzacymi w sklad edytosomu sa biatka. Zwykle zaktada sie, ze okreslona
funkcje powinny pehi¢ bialka nalezace do jednej rodziny. Zwazywszy na wykryta
do tej pory liczbe miejsc redagowania w transkryptach chloroplastowych i mitochon-
drialnych, rodzina bialek zaangazowanych w redagowanie powinna by¢ niezwykle
liczna. Taki warunek speinia rodzina biatek PPR, a udziat bialek z tej grupy w
procesie redagowania zostat udowodniony co najmniej dla siedmiu wczesniej wspom-
nianych bialek. Poniewaz u zadnego z tych biatek nie stwierdzono zdolnosci do
deaminacji cytozyny, pomimo potencjalnej zdolnosci elementu DYW do przeprowa-
dzania tej reakcji, zasugerowano ze cecha ta dotyczy¢ moze pozostatych cztonkow
podrodziny PLS [39]. Dlatego wtasnie postuluje si¢ udziat drugiego czynnika w
budowie edytosomu, czasteczki o wlasciwosciach katalitycznych, najprawdopodobniej
jakiegos$ typu deaminazy [32]. Zaznaczy¢ nalezy, ze zaleta wielopodjednostkowe;j
budowy edytosomu bylaby mozliwos$¢ przeprowadzenia réznorodnych procesow
redagowania z wykorzystaniem réznych czynnikoéw rozpoznajacych i wspolnej czesci
katalitycznej [20, 22, 32, 33].

Mozna zalozyé, ze genom ewoluuje w kierunku rownowagi pomiedzy utrata a
uzyskiwaniem nowych miejsc redagowania. Oprocz stopniowej utraty miejsc
redagowania w trakcie ewolucji, zaobserwowano réwniez pojawienie si¢ kilku nowych
miejsc w pozno wyodrgbnionej grupie roslin kwiatowych, mimo ze redagowanie nie
jest procesem niezbednym dla roslin ladowych, na co wskazuje brak redagowania
u porostnicowatych (Marchantiales) [49, 50]. Dlaczego wigc, pomimo braku
krytycznej roli w funkcjonowaniu roslin, redagowanie przetrwato w ich komorkach?
By¢ moze proces, ktory powstat w trakcie ewolucji roslin ladowych, najprawdo-
podobniej w celu kompensowania niekorzystnych mutacji, ktérych wiele mogto
pojawi¢ si¢ w momencie ,,wyjscia roslin na lad” (chociazby w wyniku silniejszego
oddzialywania promieniowania) zostal zachowany, aby wykluczy¢ koniecznosé
wprowadzania zmian na poziomie DNA [16, 25]. Oczywiscie wystepowanie
redagowania nie uniemozliwia powstawania mutacji przywracajacych funkcjonalnosé
kodonéw w cpDNA (chloroplastowego DNA) i mtDNA (mitochondrialnego DNA),
o czym najlepiej swiadczy wystgpowanie zjawiska preredagowania.

Interesujaca wydaje si¢ hipoteza dotyczaca powstawania i zachowywania miejsc
redagowania w chloroplastach i mitochondriach, wedlug ktérej dotyczy ono przede
wszystkim kodowanych przez cpDNA i mtDNA bialek blonowych, stanowiacych
najliczniejszg frakcje bialek powstajacych na terenie tych organelli [16]. Sekwencje tych
biatek sa niezwykle bogate w aminokwasy hydrofobowe, a odpowiadajace im kodony
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skladaja si¢ w gléwnej mierze z adeniny i tyminy. Ze wzgledu na to, ze w trakcie
ewolucji zaobserwowano wyrazne dazenie do wyrdéwnania sktadu nukleotydowego w
cpDNA i mtDNA (zgodnie z zaproponowang przez [31] teoria) zaburzona zostata
»hydrofobowos¢” wielu bialek. Dlatego najwazniejsza funkcja redagowania mialoby byé
przywracanie hydrofobowosci biatek blonowych — przywracanie prawidtowej struktury
tych biatek, umozliwiajac jednoczesnie zachowanie zrownowazonego skladu nukle-
otydowego w genomach chloroplastow i mitochondriow [16].

Najprostsza przyczyna zaniku miejsca redagowania jest, jak wspomniano wczesniej,
pojawienie si¢ mutacji punktowej C—T (preredagowania) w miejscu redagowania
(ryc. 4). Jednakze poza tym klasycznym scenariuszem moze istnie¢ inne wythu-
maczenie. W miejscu redagowania ndhG-1 u jednego z ekotypow rzodkiewnika
dochodzi do zastapienia Ala przez Val, podczas gdy u pozostatych przebadanych
ekotypow i innych gatunkéw roslin zachodzi zamiana Ser/Phe lub Ser/Leu.
Aminokwasy kodowane przed i po redagowaniu najczesciej bardzo roznia si¢ pod
wzgledem fizykochemicznym, stad ogromne znaczenie tego zjawiska dla prawidlo-
wego funkcjonowania biatka. Mozliwe jest, ze konwersja innego typu, np. Ala/Val,
niepowodujaca znaczacej zmiany w strukturze biatka, nie jest ewolucyjnie stabilna i
dane miejsce redagowania zanika [49].

Znacznie trudniejsze jest zrozumienie mechanizmu powstawania nowego miejsca
redagowania, poniewaz zdarzenie takie wymaga wystgpienia w genomie cytozyny
ulegajacej redagowaniu wraz z odpowiednia sekwencja cis umozliwiajaca jej
rozpoznanie. Jeden z proponowanych modeli zaklada, ze nowe miejsca redagowania
powstaja w wyniku losowego ko-redagowania (ang. haphazard co-editing). Z.god-

C U M jaCdoT DNA
utac]
C U - miejJ:ce edoycjmcfnika
(tzw. preedycja)
R L
/ 2
cpDNA

CpDNA Mutacja T do C w cpDNA +

podobienstwo sekwencji
w regionie bezposrednio
powyzej miejsca edycji

RYCINA 4. Schematyczne przedstawienie drog prowadzacych do pojawiania si¢ i zaniku miejsc
redagowania w genomie chloroplastowym (na podstawie [20] zmodyfikowane)

FIGURE 4. Schematic diagram representing the potential ways of gaining and losing the editing sites in
chloroplast genome (based on [20] modified)
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nie z tym modelem, krétkie sekwencje homologiczne umozliwiaja czynnikom tranms
wigzanie si¢ z nowymi miejscami i redagowanie RNA (ryc. 4). Jezeli powstaly kodon
jest wazny dla funkcjonowania danego biatka, to w wyniku pozytywnej selekcji
interakcja pomiedzy czynnikami redagujacymi i nowym miejscem powinna zostaé
wzmocniona. Nastepujaca pdzniej duplikacja genu kodujacego czynnik frans moze
prowadzi¢ do niezaleznej koewolucji obu miejsc redagowania z ich czynnikami trans
oraz, w konsekwencji, powstania dwoch niezaleznych miejsc redagowania [4].
Potwierdzeniem dla tego modelu zdaje si¢ by¢ podobienstwo potencjalnych sekwencji cis
u rzodkiewnika dla miejsc redagowania genéw matK-2 i ndhB-11. W przeciwienstwie
do matK-2, ndhB-11 reprezentuje nietypowe zjawisko redagowania polegajace na eliminacji
konserwatywnego kodonu. Stad wniosek, ze matK-2 bylo prawdopodobnie pierwotnym
miejscem redagowania, natomiast miejsce redagowania w genie ndhB powstalo wtornie
na skutek podobienstw sekwencji [49]. Czynnikiem sprzyjajacym powstawaniu nowych
miejsc redagowania mogtby by¢ fakt, ze do rozpoznawania dwéch niezaleznych elementow
cis przez wspdlny czynnik frans wystarczy jedynie 60% podobienstwa pomigdzy sekwen-
cjami nukleotydowymi umieszczonymi bezposrednio powyzej miejsca redagowania (—15
do —1) [20]. Jednoczesnie zdolnos¢ czynnikéw trans do rozpoznawania sekwencji o
umiarkowanym podobienstwie [20, 34] moglaby tlumaczy¢, w jaki sposdb u tytoniu (mimo
braku redagowania w tej pozycji) doszto do redagowania miejsca ndhA-1 wprowadzonego
eksperymentalnie z transkryptu innego gatunku — szpinaku (Spinacia oleracea,
Chenopodiaceae). Role niewystepujacego u tytoniu czynnika frans, rozpoznajacego to
miejsce, mogtby spei¢ czynnik frans dla innego miejsca redagowania (ndhF-1), poniewaz
elementy cis obu tych miejsc wykazuja okolo 60% podobienstwa sekwencji [49].

Wyzej wspomniane kwestie daty do pewnego stopnia odpowiedz na kolejne z
wcigz niewyjasnionych zagadnien zwiazanych z redagowaniem u roslin, czyli
uniwersalnosci czy tez unikalnosci czynnikow frans dla poszczegdlnych miejsc
redagowania. Na mozliwo$¢ wiazania si¢ jednego czynnika trans z wigcej niz jednym
elementem cis (pomimo braku konserwatywnosci tych sekwencji) wskazano po raz
pierwszy w 2003 roku [4]. Jednakze dopiero w 2008 roku udowodniono na podstawie
badan biochemicznych i sieciowania RNA — biatka z wykorzystaniem promieniowania
UV, ze takie zjawisko rzeczywiscie wystepuje w przypadku miejsc redagowania
ndhB-9 i ndhF-1 [20]. Do podobnych wnioskow, iz niektdre czynniki frans moga
rozpoznawac¢ wiecej niz jedno miejsce redagowania, w ostatnich latach doszty
réowniez dwie inne grupy badaczy [5, 34]. Nie mozna jednak wykluczyé¢, ze czesé
miejsc redagowania ma unikalne dla siebie czynniki trams, jak zatozono w przypadku
psbL, psbE oraz petB [14, 26, 27].

Zauwazy¢ tez nalezy, ze w przypadku redagowania u roslin nizszych, takich jak
glewik — A. formosae czy papro¢ — Adiantum capillus-veneris, hipoteza ,,jeden
czynnik jedno miejsce redagowania”, ktdra zaproponowano dla roslin wyzszych,
spowodowataby konieczno$¢ kodowania setek réznych, miejscowo-specyficznych
biatek [50]. Nawet biatka z rodziny PPR nie wydaja si¢ by¢ wystarczajaco liczne,
szczegolnie, ze z redagowaniem wigze si¢ jedynie podrodzine PSL (charakterystyczna



358 M. GUZOWSKA-NOWOWIEJSKA, W. PLADER

dla ro$lin), a gléwnie 2 podgrupy E i E+ (wyklucza si¢ obecnie udzial w redagowaniu
podgrupy DYW) [5, 8, 32-34, 37, 38, 53].

3. PERSPEKTYWY I OBECNE KIERUNKI BADAN

Wiedza o zjawisku redagowania RNA u roslin jest wciaz fragmentaryczna,
szczegolnie w odniesieniu do mechanizmoéw, enzymdw oraz czynnikdw bioracych
w nim udzial, pomimo odkry¢ z ostatnich lat dotyczacych udziatu bialek PPR w
charakterze czynnikow frans, czy tez charakterystyki wybranych elementow cis [5,
20, 22, 26, 27, 32-34, 38, 53]. Wraz z opublikowaniem sekwencji kolejnych genomow
jadrowych, mitochondrialnych i chloroplastowych, mozliwe bedzie badanie i porow-
nawcza analiza mechanizmow redagowania RNA u kolejnych gatunkow, co sprzyjaé
bedzie znalezieniu pewnych cech wspdlnych pomigdzy miejscami redagowania w
roznych genach lub analogicznymi miejscami réznych gatunkéw. Szczegdlnie
przydatne mogg by¢ badania organizméw blisko spokrewnionych, ze wzgledu na duze
podobienstwo edytotypow organizméw mato odleglych ewolucyjnie. Do tej grupy
eksperymentow zaliczy¢ mozna: badanie réznych ekotypdéw rzodkiewnika [49],
poréwnanie gatunkdéw z rodziny psiankowatych (Solanaceae) — tytoniu (N. tabacum)
i pokrzyku wilczej jagody (Atropa belladonna) [42] oraz pomidora (Solanum
lycopersicon) 1 ziemniaka (Solanum tuberosum) [17], a takze charakterystyke
redagowania u 4 gatunkéw z rodziny dyniowatych (Cucurbitaceae) [10].W celu
wyjasnienia, czy u roslin istnieje tkankowa specyficznos¢ redagowania RNA,
konieczne jest ustalenie ewentualnych regul przebiegu procesu redagowania w
réznych stadiach rozwojowych oraz organach roslin. W tym zakresie istniejg tylko
fragmentaryczne dane dotyczace kukurydzy (Zea mays) [35], rzodkiewnika [3] oraz
tytoniu [13]. Opracowanie skutecznych systeméw pozwalajacych na badanie
redagowania in vitro [12, 14, 28, 46], dla innych gatunkéw roslin niz rzodkiewnik,
tyton i groch, w znacznym stopniu ulatwitoby badanie mechanizméow redagowania,
szczegdlnie ze dotychczas stosowane metody bazuja na transformacji organelli
roslinnych, co jest wciaz procesem skomplikowanym, ograniczonym do nielicznych
gatunkéw 1 niewykonalnym na razie w przypadku mitochondriow. Dzieki osiagnieciom
kilku zespolow badaczy uzyskano nowe narzedzia stuzace do badania zjawiska
redagowania, umozliwiajace bezposrednie wykrywanie defektow redagowania,
systematyczne badanie stanu redagowania oraz system badania redagowania in vitro
z wykorzystaniem barwnikdéw fluorescencyjnych, ktore moga ulatwic i przyspieszyé
zdobywanie wiedzy na temat wciaz tak slabo poznanego zjawiska, jakim jest
redagowanie RNA u roslin [6, 41, 47].
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