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Streszczenie: Realizacja wewnetrznego programu genetycznego, ktora prowadzi do powstania organizmu
rosliny, wymaga skorelowania przebiegu endogennych proceséw wzrostu i rozwoju z réznymi bodzca-
mi srodowiskowymi. Zasadnicza rol¢ w tym procesie odgrywaja regulatory wzrostu i rozwoju nazywane
hormonami roslinnymi lub fitohormonami. Zgodnie z definicja, hormony roslinne sa czasteczkami sygna-
lowymi wytwarzanymi przez rosling w bardzo niskich st¢zeniach. Syntetyzowane w jednych czgsciach
organizmu, przemieszczaja si¢ do innych czgsci przez system wiazek przewodzacych lub, jak ma to
miejsce przynajmniej w przypadku auksyn, dzigki skomplikowanemu systemowi bezposredniego trans-
portu z komorki do komorki. Fitohormony dziataja na specyficzne tkanki docelowe, chociaz inaczej niz
u zwierzat odpowiedzi sg czgsto efektem dziatania dwoch lub wigkszej liczby hormonéw. Kluczowym w
poznaniu hormonalnej kontroli wzrostu i rozwoju roslin jest zrozumienie mechanizmow ich percepcji i
szlakow przekazywania sygnatu. Pomimo wielu lat badan, dopiero niedawno udato si¢ zidentyfikowaé
receptory niektérych z fitohormondéw, co niewatpliwie spowodowato znaczny postgp w rozumieniu
przez fizjologéw funkcjonowania tych substancji u roslin. Badania ujawnily rdwniez zupelie nowy
mechanizm sygnalizacji wewnatrzkomorkowej, w ktérym rolg receptorow petnia ligazy ubikwitynowo-
biatkowe. Biatka te funkcjonuja jako sktadnik systemu ubikwitynowo-proteasomalnego (UPS), ktory
poprzez selektywna hydrolize biatek regulatorowych uczestniczy w kontroli przekazywania sygnalow
w komorkach eukariontéw. Ligazy ubikwitynowo-biatkowe E3 specyficznie wiaza bialkowe substraty i
posrednicza w ich ubikwitylacji, a nastgpnie degradacji w proteasomie 26S. W genomie Arabidopsis
thaliana wystgpuje okoto 1400 genoéw kodujacych poszczegolne elementy UPS, z czego okoto 90%
genow koduje ligazy E3, obejmujace duza rodzing biatek lub kompleksow biatkowych zawierajacych w
swej budowie charakterystyczne domeny RING-finger, U-box lub HECT. Analiza sekwencji nukleoty-
dowych ujawnita, ze sktadniki UPS wykazuja duza zachowawczos$é w obrebie réznych gatunkow krole-
stwa roslin. Sposrod wszystkich ligaz ubikwitynowo-biatkowych wystepujacych u roslin najlepiej zba-
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dane zostaty te nalezace do klasy SCF, ktérej skrot pochodzi od nazw trzech podjednostek: SKP1, kuliny
(ang. cullin) i biatka z kaseta F — FBP (ang. F-box protein). Biatka z kaseta F stanowia najwigksza rodzing
bialek A. thaliana i kodowane sa przez 2,7% genomu tej rosliny. Odkrycia ostatnich lat wykazaty, ze
roslinne biatka AtTIR1 (ang. A. thaliana Transport Inhibitor Response 1), OsGID1 (ang. O. sativa Gibbe-
rellin Insensitive Dwarf 1) oraz AtCOI1 (ang. 4. thaliana CORonatine Insensitive 1), petlniace podsta-
wowa rol¢ w mechanizmach dziatania odpowiednio auksyn, giberelin i kwasu jasmonowego, s biatkami
FBP (AtTIR1 i AtCOI) Iub blisko z nimi wspdtdziatajq (OsGID1), natomiast zadaniem catych komplek-
sow SCF jest posredniczenie w degradacji represoréw odpowiedzi na hormony. W przypadku auksyn,
reakcje na hormon sg zablokowane przez biatka AUX/IAA tworzace heterodimery z biatkami ARF, ktore
sq z kolei aktywatorami transkrypcji genow odpowiedzi na auksyny. Przy wysokim st¢zeniu auksyn,
hormon wiaze si¢ z bialkiem TIR1, co umozliwia rowniez zwigzanie AUX/IAA z kompleksem SCF,
a nast¢pnie ubikwitylacje¢ i degradacje represorow w proteasomie 26S. W konsekwencji tego dochodzi do
odblokowania czynnikéw transkrypcyjnych ARF. W przypadku jasmoniandéw, odpowiedzi na hormon
blokowane sa przez biatka JAZ, ktore wiaza si¢ z czynnikami transkrypcyjnymi MYC2. Pod wpltywem
JA nastepuje aktywacja kompleksu ligazy ubikwityny SCFC", ktéra znakuje biatka JAZ i skierowuje je
do degradacji, przez co odblokowuje aktywatory transkrypcji MYC2. Oprocz auksyn i jasmonianow
réwniez gibereliny sa hormonami, w percepcj¢ ktorych zaangazowany jest kompleks ligazy ubikwityny
typu SCF. Dziatanie GA blokowane jest przez bialka DELLA, ktore wiaza biatka GAMyb, PIF3, PIF4
oraz prawdopodobnie inne czynniki transkrypcyjne kontrolujace ekspresje gendw odpowiedzi na gibere-
liny. Biatka DELLA sa réwniez aktywatorami ekspresji niektorych gendéw regulowanych przez gibereli-
ny. Wsrod nich sg geny kodujace enzymy biosyntezy giberelin i niektére sktadniki ich szlakow sygnato-
wych, wlacznie z receptorem GID1. Pod wptywem giberelin receptor GID1 oddziatuje z DELLA,
a nastgpnie wytworzony kompleks GA-GID1-DELLA rozpoznawany jest przez ligaz¢ ubikwityno-
wo-biatkowa SCFP¥SIY! ktora znakuje biatka represorowe do degradacji. W tym przypadku hormon
nie jest wigzany bezposrednio przez biatko FBP, ale uczestniczy w tym dodatkowa czasteczka podjed-
nostki receptorowej kompleksu SCF. Z uwagi na waznos¢ kompleksu ligazy ubikwitynowo-biatkowej w
przekazywaniu sygnatu, oczywiste jest, ze proces jej tworzenia i funkcjonowania jest scisle regulowany.
Uczestnicza w tym trzy biatka lub kompleksy biatkowe, tj. biatko RUB1 (ang. Related to UBiquitin 1) i
CANDI (ang. Cullin Associated Neddylation Dissociated 1) oraz sygnatosom COP9 (CSN). Przedstawio-
ny w pracy mechanizm przekazywania sygnaldéw hormonalnych zostal jak dotad opisany jedynie u
ro$lin, jednak ze wzgledu na powszechne wystgpowanie ligaz ubikwitynowo-biatkowych w komorkach
eukariotycznych, nie jest wykluczone, ze ten nowy mechanizm moze wystgpowaé takze u innych
organizmow.

Stowa kluczowe: hormony roslinne, ligazy ubikwitynowe, percepcja i transdukcja sygnatu.

Summary: Plant growth and development, which determinate plant form, require the integration of a
variety of environmental signals with the intrinsic genetic program. Fundamental to this process are
several growth regulators called the plant hormones or phytohormones. In accordance with definition, the
plant hormones are signal molecules produced within the plant and occur in extremely low concentrations.
They are often synthesized in one part of the plant and are transported to another location through the
plant vasculature system or, at least in the case of auxin, through a complex cell-to-cell transport system.
They interact with specific target tissues to cause physiological responses and unlikely to animals
responses are often the result of two or more hormones acting together. Central to comprehending
hormonal control of plant growth and development is the understanding of how the hormones are perce-
ived and the signal is transduced. Despite decades of study, only recently receptors for several of these
substances have been identified, providing plant physiologists with a much clearer picture of hormonal
control. Moreover, studies have revealed a quite novel model of signal transduction in which ubiquitin
ligases function as hormone receptors. In eukaryotes, ubiquitin ligases operate in the ubiquitin-proteaso-
me system (UPS) participating in the control of signal transduction events by selectively eliminating
regulatory proteins. E3 ubiquitin ligases specifically bind degradation substrates and mediate their poly-
ubiquitylation and later degradation by the 26S proteasome. In Arabidopsis thaliana more than 1400
genes encode components of the UPS. About 90% of these genes encode subunits of the E3 ubiquitin
ligases comprise large family of protein or protein complexes containing a RING-finger, U-box domain
or a HECT domain. Analysis of nucleotide sequences have revealed also that the UPS is strongly conse-
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rved in plants kingdom. The most thoroughly studied in plants is the SCF class of E3 ubiquitin ligases.
The name of this class is derived from three of its four subunits: SKP1, cullin and the F-box protein
(FBP). FBP represent the largest superfamily in Arabidopsis, comprising 2,7% of this plant genome. The
recent study revealed that plant proteins: AtTIR1 (A. thaliana Transport Inhibitor Response 1), OsGID1
(O. sativa Gibberellin Insensitive Dwarf 1) and AtCOI1 (A. thaliana CORonatine Insensitive 1), which
play important role respectively in auxin, jasmonate and gibberellin signal transduction, are F-box prote-
ins (AtTIR1, AtCOI1) or closely related (OsGID1), whereas the role of the SCF is to degrade repressors
of hormone response. In the case of auxin, auxin-responsive genes are repressed by AUX/IAA proteins
heterodimerizing with ARF transcription factors. Upon an auxin stimulus, the TIR1 binds auxin, enabling
the recruitment of AUX/IAA proteins to the SCF complex for ubiquitination. Subsequently, AUX/IAA
degradation by the 26S proteasome derepresses the ARF transcription factors. In the case of jasmonate,
JAZ proteins negatively regulate jasmonate response by repressing MY C2 transcriptional activity. After
binding of jasmonate, the SCF“®"" ubiquitin-ligase targets JAZ proteins for ubiquitin-mediated proteoly-
sis, derepressing MYC2. In addition to auxin and jasmonate, gibberellin is yet another plant hormone
whose perception involves an SCF ubiquitin ligase complex. DELLA proteins repress GA response by
negatively regulating GAMyb, PIF3, PIF4, and presumably other transcription factors that control the
expression of GA-inducible genes. DELLA proteins also promote the expression of several GA-repressi-
ble genes, some of which encode GA biosynthetic enzymes and components of the response pathway
including the GID1 receptors. In the consequence of GA binding , the GID1 receptor interacts with
DELLA and the new created complex (GA-GID1-DELLA) is recognized by the SCF¥P¥S™! ubiquitin-
ligase, which targets DELLA for ubiquitin-mediated degradation. It is seen, that GAs is not directly sensed
by an F-box protein but instead by an extension molecule of the SCF substrate receptor subunit. Given the
importance of SCFs to signal transduction, it is not surprising that SCF assembly and function are highly
regulated. So far, tree proteins or protein complexes have been implicated in SCF regulation: RUBI
(Related to UBiquitin 1), CANDI1 (Cullin Associated Neddylation Dissociated 1) and the COP9 signaloso-
me (CSN). The mechanism of hormonal signal transduction, presented in this paper has been described
only in plants, however, due to extensive occurrence of ubiquitin ligases in eukaryotic cells, it can be
supposed, that this novel hormone-signaling mechanism may also exist in other organisms.

Key words: plant hormones, ubiquitin ligases, signal perception and transduction.

1. WSTEP

Hormony to substancje chemiczne koordynujace procesy zyciowe zachodzace w
réznych komérkach organizméw wielokomorkowych [2]. Zardwno u zwierzat, jak i
u roslin syntetyzowane zazwyczaj w jednych czegsciach organizmu, przemieszczaja
si¢ do innych, gdzie wplywaja na przebieg proceséw wzrostu i rozwoju. Wyniki
prowadzonych od dziesiecioleci badan fizjologicznych wykazywaly plejotropowosé
dziatania hormonow roslinnych (fitohormondw), co w swiadomosci wielu fizjologow
roslin wytworzyto przekonanie o ich niespecyficznosci. W miar¢ poznawania
molekularnych mechanizméw funkcjonowania fitohormondw staje si¢ jasne, ze
dziatanie kazdego z nich jest jednak specyficzne, czego podstawa sa odrgbne
receptory i zwiazane z nimi szlaki sygnatowe. Przyczyng obserwowanych efektow
plejotropowych sa liczne interakcje, do jakich dochodzi pomiedzy szlakami
przekazywania sygnalow poszczegdlnych fitohormonow. Percepcja, a nastgpnie
transdukcja sygnatu okreslonego hormonu prowadzi czesto do aktywacji badz represji
charakterystycznego zestawu biatek i/lub genow, wsrdd ktorych znajduja si¢ biatka
i geny zwiazane z metabolizmem i szlakami sygnalowymi innych fitohormondw.
Charakterystyczne dla hormonow roslinnych jest rowniez to, ze obiekty docelowe
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ich dziatania moga by¢ inne w zaleznosci od stezenia uzytego hormonu, rodzaju tkanki i fazy
rozwojowej rosliny. Mozna jednak wskaza¢ wiele reakcji roslin na fitohormony wykazujacych
duza specyficznos¢, choéby stymulacja przez gibereliny ekspresji genow enzymow
amylolitycznych w komorkach warstwy aleuronowej ziarniakow zbdz lub stymulacja przez
auksyny gendw, ktorych biatkowe produkty odpowiedzialne sa za biosynteze etylenu [18, 72].

Mechanizmy dziatania poszczegolnych fitohormondw zostaly juz w znacznej mierze
opisane w polskich kwartalnikach [6, 37, 38, 41, 53, 69, 80], istnieje jednak potrzeba
uwzglednienia najnowszych doniesien oraz dokonania pewnego podsumowania w tej
dziedzinie. W niniejszej pracy chcieliby$Smy zwrdci¢ uwage Czytelnika na fakt, ze poza
oczywista rdéznicag w naturze hormonow roslinnych i zwierzecych, dosy¢ odmienne sa
takze ich szlaki sygnalowe. U zwierzat tworza je przede wszystkim kinazy bialkowe
i wtorne przekazniki, jak, np. cykliczne nukleotydy, trojfosforan inozytolu czy
diacyloglicerol. U roslin natomiast, w przypadku trzech sposrod siedmiu najbardziej
znanych hormonow, istota dziatania szlaku sygnalizacyjnego, oprdcz wtdérnych
przekaznikow, kinaz i fosfataz, jest aktywacja ligaz ubikwitynowo-biatkowych. Sytuacja
taka ma miejsce w przypadku auksyn, jasmonianow oraz giberelin. Pojawienie sie
fitohormonu prowadzi do aktywacji odpowiedniej ligazy i w konsekwencji do
uruchomienia procesu proteolitycznej degradacji biatek represorowych uczestniczacych
w regulacji aktywnosci genéw odpowiedzi na te hormony.

2. LIGAZY UBIKWITYNOWO-BIALKOWE W SZLAKACH
SYGNALOWYCH AUKSYN, JASMONIANOW I GIBERELIN

W komorkach eukariontow wystepuja dwa podstawowe systemy degradacyjne
biatek — lizosomalny oraz ubikwitynowo-proteasomalny — UPS (ang. Ubiquitin-26S
Proteasome System) [21]. Szlak ubikwitynowo-proteasomalny, ktorego istota jest
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FIGURE 1. The protein ubiquitilation pathway (for details see text)
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zdolnos¢ do selektywnego wybierania biatek przeznaczonych do hydrolizy, odpowie-
dzialny jest w komorce za degradacje licznych bialek regulatorowych. W genomie
Arabidopsis thaliana wystgpuje okoto 1400 genow kodujacych poszczegdlne
elementy UPS, z czego okoto 90% genéw koduje monomeryczne lub polimeryczne
ligazy ubikwitynowo-biatkowe E3 [49].

Glowna funkcja ligaz jest rozpoznawanie i wigzanie bialkowego substratu oraz
przeniesienie na niego biatka znacznikowego — ubikwityny (Ub) (ryc. 1). Przylaczenie
ubikwityny do bialka substratowego poprzedzone jest reakcja aktywacji ubikwityny
katalizowana przez enzym aktywujacy E1. W pierwszym etapie dochodzi do
utworzenia ubikwityloadenylanu (Ub-AMP), a nastepnie powstaje wysokoener-
getyczne wigzanie tioestrowe pomigdzy ubikwityna a reszta cysteiny w centrum
katalitycznym enzymu E1. Zaktywowana w ten sposéb ubikwityna zostaje przenie-
siona na reszt¢ cysteiny w enzymie koniugujacym E2, skad ligaza ubikwitynowo-
biatkowa E3 przenosi ja na biatkowy substrat. Proces ten powtarza si¢ kilkakrotnie,
az zostanie utworzony tancuch poliubikwitynowy. Wyznakowane polipeptydy sa
nastgpnie degradowane w proteasomach [36, 61].
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RYCINA 2. Budowa i regulacja aktywnosci ligazy E3 typu SCF: (A) —nieaktywna ligaza; (B) — tworzenie
funkcjonalnego kompleksu ligazy; (C) — aktywna ligaza; (D) — deaktywacja ligazy (za [21, 54]
zmodyfikowane, szczegdty w tekscie)

FIGURE 2. The structure and the regulation of E3 SCF ligase activity: (A) — inactive ligase; (B) —
formation of functional ligase complex; (C) —active ligase; (D) — inactivation of ligase (according to [21,
54] modified, for details see text)
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Roslinne ligazy E3 tworza duza rodzine bialek lub kompleksow biatkowych z
charakterystycznymi domenami RING-finger (ang. Really Interesting New Gene),
HECT (ang. Homologous to the E6-AP C-Terminus) lub U-box [61].
Najwazniejsze, z punktu widzenia regulacji szlakéw przekazywania sygnatow
hormonalnych, sa jednak wspomniane ligazy ubikwityny E3 typu SCF (ang. SKPI-
Cullin-F-box-RBX1) (ryc. 2). Sa to kompleksy biatkowe zbudowane z co najmnie;j
4 podjednostek. Rdzen ligazy tworzy kulina i biatko RBX1/ROC1 (ang. Ring BoX
protein 1/Regulator Of Cullins 1) natomiast biatka SKP1/ASK1 (ang. S-phase
Kinase associated Protein 1/Arabidopsis SKP 1-related) oraz FBP (ang. F-Box
Protein) stanowia wymienne elementy kompleksu. Biatka FBP, zawierajace
charakterystyczna domeng F, decyduja o swoistosci wigzania substratow przeznaczo-
nych do degradacji i sa najliczniejsza rodzing biatek rzodkiewnika (jest ich ponad
700, co stanowi 2,7% wszystkich bialek kodowanych przez genom) [26].

Tworzenie aktywnej ligazy E3 typu SCF rozpoczyna si¢ od przylaczenia do
nieaktywnego kompleksu CUL1-RBX1-CAND1 wielopodjednostkowego kompleksu
COP9/CSN (ang. COnstitutive Photomorphogenic 9/COPY Signalosome) z
jednoczesnym odlaczeniem biatka CANDI1 (ang. Cullin-Associated and Neddylation-
Dissociated 1) (ryc. 2). Nastepnie do kuliny przylacza sie biatko RUB1 (ang. Related
to UBiquitin 1 —u zwierzat NEDDS), co powoduje jej modyfikacje i w konsekwencji
dotaczenie podjednostki SKP1/ASK1 oraz biatka FBP wraz z substratem majacym
ulec ubikwitylacji. Biatko CAND1 wspotzawodniczy z podjednostka SKP1/ASK1 o
wiazanie z kulina, ale tylko wowczas, gdy nie jest ona polaczona z bialkiem RUB1/
NEDD8 [79]. Zbudowany z o$miu polipeptydéw kompleks biatkowy COP9/CSN jest
niezbedny w przebiegu procesu ubikwitylacji substratu. Wykazano jednak, ze uczestniczy
on rowniez w reakcji derubinylacji/denedylacji kuliny, hamujac w ten sposob aktywnosé
ligazy SCF. Przylaczanie do kuliny biatka RUB1 (zwane rubinylacja), jest reakcja
trojstopniowa. Biora w niej udziat enzymy analogiczne do E1 i E2 uczestniczace w
aktywacji i koniugacji ubikwityny oraz ligaza, ktora jest biatkko RBX1 bedace
podjednostka kompleksu ligazy SCF [27].

Odkrycia ostatnich lat wykazaly, ze roslinne biatka AtTIR1 (ang. A. thaliana Transport
Inhibitor Response 1) [35], OsGIDI1 (ang. O. sativa Gibberellin Insensitive Dwarf
1) [66] oraz AtCOIl (ang. A. thaliana COronatine Insensitive 1) [34], pehiace
podstawowa role w odpowiedzi roslin na auksyny, gibereliny i kwas jasmonowy, sa biatkami
FBP (TIR1 i COI) lub blisko z nimi wspéltdzialaja (GID1).

2.1. Auksyny

Auksyny sa podstawowymi fitohormonami odpowiedzialnymi za prawidtowy
przebieg embriogenezy, stymulacje podzialow komorek i ich wzrost na dlugos¢,
kontrolg morfogenezy tkanek i calych organdéw, dominacj¢ wierzchotkowa, jak i
odpowiedzi tropiczne. Najwazniejsza naturalng auksyna jest kwas indolilo-3-octowy
— IAA (ang. Indole-3-Acetic Acid) [55, 74].

Badania nad molekularnymi mechanizmami dzialania auksyn rozpoczely si¢ na
poczatku lat 70. ubieglego stulecia wykryciem bialka ABP1 (ang. Auxin Binding
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Protein 1), charakteryzujacego sie wysokim powinowactwem i specyficznoscia
wzgledem auksyn oraz uczestnictwem w indukowanych przez ten hormon odpowie-
dziach komorkowych zachodzacych w obrebie blony plazmatycznej. ABP1 zostal
uznany za receptor blonowy auksyn, jednak mimo uplywu blisko 40 lat od jego odkrycia
funkcja, jaka pehi, nie jest do konca zrozumiata. Powodem tego jest niejasna lokalizacja
subkomoérkowa ABP1, brak jednoznacznie okreslonych dalszych elementow szlaku
sygnatlowego zwigzanego z tym biatkiem, a takze trudno$¢ w wykazaniu udziatu tego
receptora w regulacji ekspresji genéw odpowiedzi na auksyng [53].

2.1.1. Czynniki odpowiedzi
auksynowych ARF i biatka

represorowe AUX/IAA TABELA 1. Wybrane geny wczesnej odpowiedzi
na auksyng

Traktowanie roslin auksyna, poza TABLE 1. Selected early auxin response genes
pewnymi zmianami na poziomie blon, Geny Gatunek rosliny Czas
prowadzi do wzrostu ekspresji odp. na
specyficznych genow (tab. 1). Wsrod IAA
nich do najl.epiej s‘charakte— . Rodzina genéw AUX/TAA (min)
ryzowanych naleza 3 rodziny: AUX/
IAA (ang. AUXin/Indole-3-Acetic GmAUX22 Glycine max 15
Acid), SAUR (ang. Small Auxin Up |GmAUX28 (soja zwyezajna) 30
RNA) i GH3, a takze geny kodujace |GHI1 15
syntazy ACC [55]. Promotory |PS-1AA4-5 Pisum sativum 5
pierwotnych genéw odpowiedzi na [pg_1aag (groch zwyczajny) o
auksyne zawierajg charakterystyczna |zrg3 Vigna radiata 20
sekwencje¢ nukleotydowa TGTCTC ARGA (fasola mung) 0
nazwang AuxRE (ang. Auxin
Responsive Element). Poznanie tej AtAUX2-11 (IAA4) Arabia.’opsz:s thaliana30
sekwencji pozwolilo na identyfikacje w AtAUX2-27 (IAAS) Sj:s g;ﬁ;;mk %0
komorkach A. thaliana czynnikéw |IAA1-IAAG6 5-25
transkrypcyjnych ARF (ang. Auxin [IAA7, IAAS 60-120
Response Factors) regulujacych [1AA9-1AA14 15-60
aktywno$¢ gendw c?dpowiedzi N2 b Rodzina genow SAUR
auksyng. W genomie A. thaliana g {jgs Glycine max 35
odkryto 23 geny ARF, z czego jeden ARG Viena vadiara 5
— ARF23 jest pseudogenem. Bialkowe SAURCACT Ag b idomsis haliamal
produkty tych gendéw wiaza si¢ z AuxRE rabidopsis thatiana
za porednictwem znajdujacej si¢ na N-  [3- Rodzina gendw GH3
koncu domeny DBD (ang. DNA Binding |GH3 Glycine max >
Domain) (ryc. 3A). Sklada sig ona z ok.  |4- Geny kodujace syntazy ACC
350 aminokwasow i zawiera w swej |ACS4 Arabidopsis thaliana25
centralnej czesci motyw B3 wystepujacy (CmACS2 Cucurbita maxima 20
takze w innych roslinnych czynnikach (dynia olbrzymia)
transkrypcyjnych, takich jak: ABI3, [0sACSI Oryza sativa -
FUSCA3, RAV1 i RAV2. W bialkach (1y2 siewny)
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RYCINA 3. Budowa czynnikow odpowiedzi auksynowych ARF (A) i biatek represorowych AUX/IAA
(B) 4. thaliana: DBD — domena wigzaca DNA (kolorem ciemnoniebieskim zaznaczono dodatkowe
aminokwasy); MR — domena regulatorowa (AD — aktywujaca, RD — represorowa); CTD — domena
odpowiedzialna za dimeryzacj¢ biatek ARF. QSL, SPL, SL/G, S —domeny bogate w glutaming (Q), seryn¢
(S), leucyng (L), proling (P) lub glicyng (G) (za [22] zmodyfikowane, szczegoly w tekscie)

FIGURE 3. The structure of auxin response factors ARF (A) and repressor proteins AUX/IAA (B) in 4.
thaliana: DBD — DNA-binding domain (with the dark-blue color additional amino acids were depicted);
MR - regulatory domain (AD — activating, RD — repressing); CTD — dimerization domain; QSL, SPL,
SL/G, S —glutamine (Q), serine (S), leucine (L), proline (P) or glycine (G) rich domain (according to [22],
modified, for details see text)

ARF10, 16 i 17 domena DBD zawiera dodatkowo 3236 reszt aminokwasowych, a w przypadku
ARF23 jest niepelnej dlugosci. C-koniec wiekszosci bialek ARF zawiera domene CTD (ang.
Carboxy-1erminal Dimerization domain) z dwoma charakterystycznymi motywami III i IV,
odpowiedzialnymi za dimeryzacje [22]. W srodkowej czesci ARF wystepuje zmienna domena
MR (ang. Middle Region). W rdznych biatkach ARF region ten moze dziala¢ jako domena
aktywujaca AD (ang. Activation Domain) lub jako domena represorowa RD (ang. Repression
Domain). Domena AD bogata jest w reszty glutaminy, seryny i leucyny, natomiast
domena RD w reszty seryny oraz w niektorych przypadkach w reszty proliny,
leucyny i/lub glicyny. Biatka ARF5-8 i ARF19 funkcjonuja jako aktywatory
transkrypcji wezesnych gendw odpowiedzi na auksyny, natomiast przyjmuje sig, ze
pozostate biatka ARF dzialaja jako represory transkrypcji, cho¢ potwierdzone to
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zostalo jedynie w przypadku ARF2-4 i 9. Ekspresja genéw ARF zachodzi we
wszystkich dojrzalych organach i w wigkszo$ci przypadkdéw nie jest regulowana
przez auksyny [71] natomiast wiadomo, ze poziom co najmniej pieciu transkryptow
ARF u rzodkiewnika jest regulowany przez microRNA [14].

Bialka ARF moga wigza¢ si¢ do sekwencji AuxRE jako monomery, homodimery,
heterodimery z innymi bialkami ARF lub jako heterodimery z biatkami AUX/IAA.
Kontrola aktywnosci bialek ARF zachodzi poprzez interakcje z biatkami AUX/IAA.
Aktywnosc¢ tych ostatnich regulowana jest przez proteolityczng degradacje z udzialem
UPS. Istotne znaczenie w tym procesie odgrywa ligaza ubikwityny SCFTR!,
U A. thaliana wystepuje 29 biatek AUX/IAA, natomiast u ryzu 31 bialek i wigkszos¢
z nich zawiera cztery konserwatywne domeny oznaczane numerami -1V [29, 42].
Wystepujace na C-koncu domeny 11l i IV wykazuja znaczne podobienstwo do domen
IIT i IV obecnych w bialkach ARF (ryc. 3B) oraz odpowiedzialne sa za oddziatywania
pomiedzy AUX/IAA-ARF. Heterodimery AUX/IAA-ARF hamuja aktywnosé
transkrypcyjng pierwotnych genow odpowiedzi na auksyny. Przypuszcza si¢, ze w
procesie represji aktywnie uczestniczy takze domena I biatek AUX/IAA zawierajaca
motyw LxLxL [42], ktory oddzialuje z korepresorem TPL (ang. TOPLESS), co najmniej
w przypadku IAA12/BDL (ang. I4412/BODENLOS) [62]. Utworzona przez 13 reszt
aminokwasowych domena II bialek AUX/IAA — oznaczana jako ,,DEGRON” —
decyduje o ich stabilnosci. Dzigki niej dochodzi do potaczenia z biatkiem TIR1 (ang.
Transport Inhibitor Response I) wchodzacym w skiad ligazy ubikwitynowej SCF'R
odpowiedzialnej za znakowanie do degradacji [56].

2.1.2. Wiazanie biatek represorowych do kompleksu ligazy SCF™®!

Odpowiedzialne za specyficzne wiazanie AUX/IAA do kompleksu ligazy biatko TIR1,
zostalo zidentyfikowane okoto 10 lat temu. Dopiero niedawno jednak odkryto, ze odgrywa
ono wyjatkowa rolg w mechanizmie funkcjonowania auksyn. Okazalo si¢, ze TIR1 ma
zdolno$¢ wiazania auksyn, co wplywa bezposrednio na tworzenie kompleksu TIR1-IAA-
AUX/IAA [11, 35]. Wczes$niej przypuszczano, ze oddzialywania ligazy SCF™R! z AUX/
IAA zachodza w nastepstwie modyfikacji kowalencyjnych (fosforylacja, hydroksylacja,
acetylacja) lub izomeryzacji cis-trans wiazania peptydowego polozonego za jedna z dwoch
konserwatywnych reszt proliny w domenie Il bialka AUX/IAA [36].

TIR1 wykazuje lokalizacje jadrowa i ma typowa budowe biatek FBP. Na C-koricu fancucha
polipeptydowego wystepuje domena zawierajaca 18 powtorzen leucynowych LRR (ang.
Leucine Rich Repeat) wiazaca auksyne i biatka AUX/IAA, natomiast na N-koncu wystepuje
domena F posredniczaca w interakcjach z bialkiem SKP1/ASK1 kompleksu ligazy E3.
Domena F ma takze wplyw na zalezne od hormonu, tworzenie kompleksu TIR1-AUX/IAA,
bowiem jej delecja lub mutacje punktowe w konserwatywnych resztach aminokwasowych
obnizaja lub catkowicie znosza powstawanie tych kompleksow [11, 35].

W genomie A. thaliana zidentyfikowano pig¢ homologdéw TIR1, wykazujacych
45-87% identycznosci sekwencji aminokwasowej. Trzy sposrdéd tych bialek:
AFBI1-3 (ang. Auxin signaling F-Box protein 1-3) wykazuja najwyzszy stopien
identycznosci (61-72%). Podobnie jak bialko TIR1 zawieraja one domene LRR i
wiaza AUX/IAA w sposob zalezny od TAA. Bialka kodowane przez geny 7IRI,
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AFBI-3 wystgpuja w nadmiarze i kazde z nich moze by¢ zastapione innym. Tylko
poczworna mutacja tirl/afbl/afb2/afb3 powoduje brak odpowiedzi na auksyng. Do chwili
obecnej niewiele wiadomo na temat regulacji ekspresji gendw TIR1/AF B. Nieliczne badania
wskazuja na udzial w tym procesie interferujacych mikroRNA (np. miR393) [11, 12].
Istotne znaczenie w aktywacji kompleksu ligazy ubikwityny SCF™! ma opisany
wezesniej mechanizm rubinylacji kuliny. Uczestniczacy w tym procesie enzym typu
El sklada si¢ z dwoch bialek: AXR1 (ang. Auxin Resistant 1) i ECR1 (ang. El
C-terminal Related 1), natomiast enzym E2 to biatko RCE1 (ang. Rubl
Conjugating Enzyme 1). Mutanty z defektami w genach AXR! i RCEI wykazuja
szereg zmian rozwojowych, a podwojne mutanty axrl/rcel sa letalne. We
wiasciwym przebiegu degradacji bialek AUX/IAA bierze takze udzial sygnatosom
COPY/CSN zwiazany z procesem derubinylacji kompleksu SCF™®! [10, 54].

2.1.3. Oddziatywanie biatka TIR1 z auksyna

Miejsce wiazania auksyny do biatka receptorowego TIR1 znajduje si¢ w specjalnej
kieszeni utworzonej przez domeng LRR. Hormon przylacza si¢ do hydrofobowego
dna tej kieszeni poprzez oddzialywania hydrofobowe, van der Waalsa i wiazania
wodorowe. W tym samym miejscu wigzane sg rowniez biatka AUX/IAA. Analiza
modelowa receptora wolnego i zwiazanego z ligandem wykazata, ze czasteczka
hormonu nie zmienia ksztattu TIR1, natomiast zachowuje si¢ jak ,.klej molekularny”
(ang. molecular glue) zwigekszajac powierzchni¢ wigzania AUX/IAA do TIR1 i
stabilizujac oddziatywania miedzy tymi biatkami. W interakcjach TIR1-IAA bierze
takze udzial szesciofosforan inozytolu (IP6), ktory jest SciSle zwiazany z TIRI1.
Wilasciwosci oraz przestrzenne usytuowanie miejsca wigzacego IP6 wskazuja, ze
petni on prawdopodobnie funkcje kofaktora TIR1 [63].

Oprocz TAA, biatko TIR1 wigze takze auksyny syntetyczne, jak np. kwas
2-4-dichlorofenoksyoctowy (2,4-D) czy kwas naftylo-1-octowy (1-NAA), ale ich
powino-wactwo do receptora jest nizsze [35]. Pod tym wzgledem receptor TIR1
roézni sie od receptora blonowego ABPI1, poniewaz wykazano, ze powinowactwo
ABP1 do 1-NAA jest wyzsze niz do IAA [5]. Z kolei antyauksyny, przez
podobienstwo swojej czasteczki do auksyn, konkuruja z nig o miejsce wiazania na
receptorze. Wykazano, ze antyauksyna zawierajaca dodatkowy tancuch akrylowy
w pozycji a w czasteczce IAA, wiaze sig do TIR1 w taki sam sposéb jak 1AA,
jednak dodatkowy tancuch blokuje interakcje TIR1 z AUX/IAA [24]. Ostateczny
rezultat dzialania antyauksyn zalezy od stosunku ich stg¢zenia do stezenia auksyn.

2.1.4. Ogodlny model regulacji ekspresji genéw przez auksyny

Mechanizm aktywujacy proteolityczna degradacje bialek AUX/IAA z udzialem
biatka TIR1 ma elementarne znaczenie w regulowanych przez auksyny procesach
wzrostu i rozwoju. Przy niskim stezeniu auksyn lub ich braku, biatka AUX/IAA
tworza heterodimery z czynnikami odpowiedzi auksynowej ARF blokujac w ten
sposdb ich aktywujace lub hamujace dziatanie na ekspresj¢ pierwotnych gendw
odpowiedzi auksynowej (ryc. 4). Wysokie stezenie auksyn powoduje natomiast
wigzanie hormonu do biatka TIR1 lub jego homologéw przy udziale IP6, a nastgpnie
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RYCINA 4. Mechanizm dzialania auksyn u 4. thaliana (szczegdly w tekscie)

FIGURE 4. Mechanism of auxin action in A. thaliana (for details see text)

po przytaczeniu substratu powstaje kompleks TIR1-IAA-AUX/IAA. Do bialek AUX/
IAA zostaje dotaczona ubikwityna przy udziale ligazy E3 regulowanej przez uktad
rubinylacja/derubinylacja kuliny, biatko CANDI i sygnatosom COP9/CSN. Degradacja
biatka AUX/IAA prowadzi do uwolnienia z heterodimeru AUX/IAA-ARF odpowied-
niego biatka ARF, ktére moze aktywowaé lub hamowac ekspresje pierwotnych
gendéw odpowiedzi na auksyny.

Najwazniejsza role w procesach wzrostu i rozwoju kontrolowanych przez auksyne wydaja
si¢ odgrywac biatkowe produkty genéw SAUR. Ekspresja wczesnych genow odpowiedzi
auksynowej AUX/IAA jest natomiast elementem mechanizmu ujemnego sprzgzenia
zwrotnego dziatania auksyn, umozliwiajacego zatrzymanie odpowiedzi w przypadku obnizenia
si¢ stezenia bodzca. Podobnemu celowi stuzy takze stymulacja ekspresji genéw GH3,
ktorych produkty biatkowe sa enzymami inaktywujacymi auksyng przez koniugacje z
aminokwasami. Ten podwojny mechanizm ujemnego sprzezenia zwrotnego sugeruje istotne
znaczenie ,,wylaczania” dzialania bodzca auksynowego [55].

Istotng cecha funkcjonowania opisanego szlaku sygnalowego auksyn jest wyrazne
skrécenie drogi jego przebiegu oraz bezposrednie powiazanie z procesem transkrypcji. Jawi
si¢ to jako zupelnie nowy mechanizm regulacyjny w dzialaniu hormonéw. Podobny przebieg
szlakdw sygnalizacyjnych obserwuje si¢ rowniez w przypadku jasmoniandw i giberelin.
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2.2. Jasmoniany

Jasmoniany to substancje organiczne powstajace w wyniku przemian kwasu
linolenowego [70]. Po raz pierwszy wyizolowano je na poczatku lat 60. z Jasminum
grandiflorum, jednak dopiero na poczatku lat 80. uznano je za jedne z waznych
regulatorow wzrostu i rozwoju roslin. Odgrywaja one istotna rolg w kontroli wielu
procesow, ale szczegolnie wazny jest ich udzial w reakcjach roslin na stres biotyczny i
abiotyczny [39]. Poczatkowo zakltadano, ze biologicznie aktywny jest wolny kwas
jasmonowy — JA (ang. Jasmonic Acid) i/lub jego lotny ester metylowy (JA-Me).
Obecne badania dowodza, ze bioaktywna molekula jest koniugat JA z aminokwasem
izoleucyna — JA-Ile. W literaturze polskiej mechanizm dzialania tego fitohormonu zostat
szczegdlowo opisany przez Frankowskiego i innych w 2009 r. [19].

2.2.1. Bialka COIl i JAZ jako kluczowe elementy szlaku jasmonianowego

COI1 - bialko z domena F. Badania percepcji i transdukcji sygnatu jasmoniano-
wego staly sie mozliwe dzigki wyselekcjonowaniu niewrazliwego na koronatyne
mutanta A. thaliana—coil (ang. coronatine insensitive 1). Koronatyna jest
fitotoksyna syntetyzowana przez patogena roslin Pseudomonas syringae, wyka-
zujaca duze podobienstwo strukturalne i funkcjonalne do JA-Me i JA-lle. Gen COIl
koduje polipeptyd bedacy podjednostka ligazy E3 typu SCF (SCF“°'), majacy na
N-koncu domeng F, a na C-konicu powtorzenia bogate w leucyng LRR. Mutacja
w obrebie domeny F, uniemozliwiajaca oddzialywanie COI1 z biatkiem ASKI
kompleksu ligazy, objawia si¢ utrata wrazliwosci rosliny na jasmoniany [32, 33].

Bialko COI1 jest blisko spokrewnione z rodzing TIR1/AFB. Podobnie jak w biatku TIR1,
w strukturze I-rzgdowej COIl obecne sg reszty hydrofobowych aminokwasow, ktore moga
tworzy¢ kieszen wiazaca hormon i biatkowy substrat. Do dzisiaj nie ma jednak ostatecznych
dowoddéw na to, ze COII jest receptorem jasmonianow, ani czy do zwiazania hormonu
wymagana jest obecnos¢ kofaktora, jakim w przypadku TIR1 jest IP6 [32].

Bialka JAZ - represory transkrypcji. Substratem dla ligazy ubikwityny
SCFC°! sg zidentyfikowane w 2007 r. biatka JAZ (ang. Jdsmonate ZIM-domain),
ktére ulegaja szybkiej degradacji w obecnosci jasmoniandw i sa represorami trans-
krypcji genow aktywowanych przez te fitohormony [7, 64, 76]. U A. thaliana
zidentyfikowano 12 biatek JAZ (ryc. 5), z ktérych JAZI1, JAZ3, JAZ6, JAZ10
wystepuja na terenie jadra komérkowego [7, 64], natomiast lokalizacja pozostatych
nie jest dobrze okreslona. Wszystkie one maja w swej N-koncowej czesci 28-amino-
kwasowa domeng ZIM (ang. Zinc-finger Inflorescence Meristem) o nieznanej
funkcji oraz 26-aminokwasowy motyw Jas na C-koncu. Z uwagi na obecnos¢ w
obrgbie domeny ZIM charakterystycznej sekwencji aminokwaséw TIF[F/Y]XG,
biatka JAZ nazywane sa tez TIFY. Obecno$¢ funkcjonalnej domeny Jas jest
niezb¢dna dla oddzialywania bialek JAZ z COI1, bowiem mutacje w obregbie tego
motywu hamuja proteolityczng degradacje bialek JAZ i prowadza do ich nadmierne;j
akumulacji w komorce [59]. W przypadku JAZ3 wykazano jednak, ze za interakcje
z COIl odpowiada N-koniec, a nie C-koniec biatka, co wskazuje na ztozono$é
oddziatywan miedzy biatkami JAZ i COI1 [7, 33, 76].
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RYCINA 5. Porownanie budowy biatek z rodziny JAZ A. thaliana (za [7, 60, 68], zmodyfikowane,
szczegbly w tekscie)

FIGURE 5. Comparison of structure of JAZ family proteins in 4. thaliana (according to [7, 60, 68],
modified, for details see text)

Bialka JAZ, podobnie jak funkcjonujace w szlaku auksynowym biatka AUX/IAA, nie
maja domeny, za pomoca ktorej moglyby wigza¢ si¢ bezposrednio do DNA, dlatego swoje
funkcje represyjne spehiaja przez tworzenie kompleksdéw z czynnikami transkrypcyjnymi.

2.2.2. Czynniki transkrypcyjne

Analizy sekwencji nukleotydowych wykazaly, ze w promotorach genow regulo-
wanych przez jasmoniany znajduja si¢ charakterystyczne, szescionukleotydowe motywy
typu G (ang. G-box) [7, 13]. Wszystkie one moga by¢ miejscem wiazania czynnikdw
transkrypcyjnych AtMYC2/JIN1 (ang. AtMYC2/Jasmonate I[Nsensitive 1) zawie-
rajacych w swych czasteczkach domene bHLH (ang. basic Helix-Loop-Helix). Biatka
te, wiazac sie z DNA, aktywuja geny odpowiedzi na zranienia i stres oksydacyjny
(m.in. VSP2, LOX3, TAT), a hamuja jednoczesnie aktywnos¢ trans-krypcyjna genow
odpowiedzi zwigzanych z obrona roslin przed patogenami (m.in. PDF1.2, HEL) (ryc.
6) [13, 43]. Wspomniane grupy gendw regulowane sa takze przez czynnik odpowiedzi
na etylen — ERF1 (ang. Ethylene Response Factor 1), jednakze jego dziatanie jest
przeciwstawne. Geny, ktorych aktywnos¢ jest hamowana przez ERF1, pod wplywem
AtMYC2 ulegaja aktywacji i odwrotnie. Biosynteza biatek ERF1, jak i niektorych
innych biatek nalezacych do rodziny czynnikow transkrypcyjnych ERF, kontrolowana
jest takze przez jasmoniany [43, 44].

Oprocz AtMYC2 i ERF1 znane sa takze inne czynniki transkrypcyjne uczestni-
czace w powstawaniu odpowiedzi na jasmoniany. Wsrdd nich mozemy wyréznié
m.in. zawierajace charakterystyczna domen¢ WRKY, biatlko WRKY70 funkcjo-
nujace jako integrator szlaku jasmonianowego i salicylanowego oraz biatka ORA.
Te ostatnie u A. thaliana sa one homologiczne do zidentyfikowanych u Catha-
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RYCINA 6. Wspotdziatanie jasmonianow z etylenem i kwasem salicylowym w odpowiedzi rosliny na
atak patogenow i zranienia: CEV1 — czynnik transkrypcyjny ; ET — etylen; MPK4 — kinaza biatkowa
aktywowana mitogenem; OPDA — prekursor jasmonianéw; SA — kwas salicylowy. WIPK — kinaza
biatkowa aktywowana zranieniem (za [43, 46, 70], szczegdty w tekscie)

FIGURE 6. Cooperation of jasmonates with ethylene and salicylic acid in the reaction on pathogen attack
and wounding: CEV1 — Constitutive Expression of VSP 1; ET — Ethylene; MPK4 — Mitogen-Activated
Protein Kinase 4; OPDA — jasmonates precursor; SA — Salicylic Acid, WIPK — Wound-Induced Protein
Kinase (according to [43, 46, 70], modified, for details see text)

ranthus roseus biatek ORCA. Sposréd réznych biatek rodziny ORA u rzodkiewnika,
ORAA47 jest zaleznym od COI, pozytywnym regulatorem biosyntezy jasmonianow,
podczas gdy ORAS59 i ORA37 dzialaja pozytywnie lub negatywnie na rézne grupy
gendw zwigzanych z odpowiedzia roslin na warunki stresowe [70].

Blokowanie dzialania czynnikéw transkrypcyjnych AtMY C2 nastepuje przez fizyczne
wigzanie jego N-koncowej czgsci z C-koncowa czescia biatka JAZ3 [7]. Jednak interakcje
czynnikow transkrypcyjnych kontrolujacych aktywnos¢ gendw odpowiedzi na jasmoniany
z represorami transkrypcji JAZ sa ciagle malo poznane. Nie wiadomo np., jaka jest
ostateczna liczba czynnikow transkrypcyjnych kontrolujacych te reakcje oraz czy
wszystkie znane bialka represorowe JAZ biora w nich udzial.
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2.2.3. Regulacja funkcjonowania szlaku jasmonianowego

Przy niskim stgzeniu jasmonianow lub ich braku, C-koncowa domena bialek JAZ
oddziatuje z N-koncem biatka AtMYC2, co bezposrednio blokuje dziatanie tego ostatniego,
natomiast pojawienie si¢ duzej liczby czasteczek sygnalowych prowadzi do proteolitycznej
degradacji represoréw JAZ i nastepuje uwolnienie MYC2 z kompleksu JAZ-MYC2
(ryc. 7). Biatko MYC2 wiaze si¢ z sekwencja JARE zlokalizowang w promotorach
licznych genow odpowiedzi na JA, wplywajac na ich ekspresje.

Podobnie jak w przypadku auksyn, réwniez w szlaku jasmonianowym funkcjonuje
mechanizm ujemnego sprzezenia zwrotnego stuzacy do wylaczenia sygnalu w przypadku
zmniejszenia si¢ stezenia hormonu. Mechanizm ten polega na aktywacji transkrypcji gendw
JAZ (np. JAZ3) przez czynnik transkrypcyjny AtMYC2 [7]. Funkcjonowanie szlaku
jasmonianéw regulowane jest takze przez mechanizm dodatniego sprzgzenia zwrotnego,
w ktérym uwolnione z heterodimeru czynniki transkrypcyjne zwiekszaja aktywnosé
transkrypcyjna gendw kodujacych enzymy biosyntezy kwasu jasmonowego [7, 8, 64].
Zrozumienie znaczenia tego mechanizmu wymaga jednak dalszych badan.

Regulacja szlaku jasmonianowego odbywa si¢ rowniez przez rubinylacj¢/derubiny-
lacje kuliny. Mutacja w genie AXRI, ktorego biatkowy produkt odpowiedzialny jest
za rubinylacje, jak i obnizony poziom funkcjonalnego kompleksu COP9/CSN, prowadzi
do spadku lub catkowitego braku wrazliwosci na jasmoniany [34].
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RYCINA 7. Mechanizm dziatania jasmonianow u A. thaliana (szczegoty w tekscie)
FIGURE 7. Mechanism of jasmonates action in A4. thaliana (for details see text)
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2.3. Gibereliny

Gibereliny (GA) to tetracykliczne, dwuterpenoidowe kwasy karboksylowe, znane przede
wszystkim z ich udzialu w kietkowaniu nasion, regulacji wzrostu pedu na dlugos$¢ oraz
indukgji kwitnienia u roslin dnia dhugiego [17]. Rodzina giberelin liczy ponad 120 substancji,
ale tylko cztery z nich GA1, GA3, GA4 i GA7 wykazuja aktywnosc fizjologiczna. Pozostale
sq ich prekursorami lub produktami katabolizmu [47, 75].

Pierwotne doswiadczenia nad mechanizmami dziatania giberelin wykonywane byty
na komoérkach warstwy aleuronowej ziarniakow zboz. Komorki te, same nie zawierajac
wykrywalnych ilosci GA, reaguja na fitohormon wydzielaniem enzyméw hydrolitycznych,
koniecznych do degradacji skrobi zmagazynowanej w bielmie. Jedna z najszybszych
odpowiedzi na gibereliny, do jakich dochodzi w komérkach warstwy aleuronowej, jest
wzrost stezenia jonow wapnia w cytoplazmie. Wyniki badan sugeruja, ze w przekazywaniu
sygnalu giberelinowego uczestnicza takze heterotrimeryczne biatka G, cykliczne nukleotydy
oraz kinazy i fosfatazy biatkowe [15]. Do dzisiaj nie udalo si¢ jednak wskaza¢ konkretnego
receptora blonowego, ktory moglby wspoldziata¢ z tymi elementami w regulacji ekspresji
genéw odpowiedzi na gibereliny.

Badania ostatnich lat pokazaty natomiast, ze podobnie jak w przypadku auksyn i
jasmonianow, ogromna role w powstawaniu odpowiedzi na gibereliny w komorkach
roslinnych odgrywa szlak sygnalowy zwiazany z aktywacja ligazy ubikwityny (59).

2.3.1. Represory odpowiedzi giberelinowe;j

Postepy w badaniach mechanizméw dziatania giberelin staly si¢ mozliwe dzigki
wyselekcjonowaniu szeregu mutantdw ryzu i A. thaliana o zmienionej wrazliwosci
na ten hormon. Doprowadzito to w konsekwencji do zidentyfikowania genow,
ktérych biatkowe produkty, zawierajace charakterystyczna sekwencj¢ DELLA, sa
represorami odpowiedzi giberelinowej [4].

Budowa i funkcja bialek DELLA. Biatka DELLA, stanowiace czgs$¢ licznej
nadrodziny roslinnych regulatoréw transkrypcji GRAS (ang. GAI, RGA and
Scarecrow) [15], maja w swej czasteczce kilka konserwatywnych domen. Na N-
koncu polipeptydu znajduje si¢ 27-aminokwasowy motyw ,,DELLA” oraz sekwencja
TVHYNP, ktore przedzielone sa niekonserwatywnym regionem (ryc. 8). Mutacja
w kazdej z tych domen wywotuje kartowaty fenotyp, brak wrazliwosci roslin na
egzogenne gibereliny oraz mniejsza wrazliwos$¢ na proteolityczna degradacje, co
prowadzi do nadmiernej akumulacji biatka w komorkach. Kolejna sekwencja —
pS/T/V — nie wplywa na stabilno$¢ bialek DELLA i okreslana jest jako domena
regulatorowa. Domeny LR (ang. Leucine Repeat) oraz VHIID odpowiadajace za

DELLA  TYHYME p&THhY LR WHID LR .
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RYCINA 8. Najwazniejsze domeny wystepujace w czasteczkach bialek DELLA (szczegdty w tekscie)
FIGURE 8. Most important domains of DELLA proteins (for details see text)
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dimeryzacje bialek, sa istotne w mechanizmach represji transkrypcji, jaka ma miejsce
z udziatem bialek DELLA [73]. Domena ,,GRAS”, wystepujaca na C-koncu biatek
DELLA, sktfada si¢ z dwoch poddomen SH2 i SAW, za pomoca ktorych biatka te
oddzialuja z biatkami FBP wchodzacymi w sktad kompleksu ligazy ubikwitynowe;j
SCFSYVSID2 Tworzenie kompleksu DELLA-FBP u 4. thaliana nastepuje w sposob
bezposredni, natomiast u ryzu potrzebny jest do tego dodatkowy czynnik [67].

W genomie A. thaliana znajduje si¢ 5 genow DELLA: RGA (ang. Represor of
GA 1-3), GAI (ang. GA-Insensitive), RGLI (ang. RGA Like 1), RGL2 (ang. RGA
Like 2), RGL3 (ang. RGA Like 3), natomiast w genomie ryzu jest tylko jeden gen
— SLRI (ang. SLender Rice I). Homologi genow DELLA zidentyfikowano réwniez
u innych gatunkéw roslin. Charakterystyke oraz funkcje kodowanych przez nie bialek
przedstawiono w tabeli 2. U A. thaliana biatka GAI i RGA sa gléwnymi represorami
w czasie wzrostu wegetatywnego 1 indukcji kwitnienia, RGL1 i RGL2 odgrywaja istotng
rolg w kietkowaniu nasion, RGA, RGL1 i RGL2 wspdlnie moduluja rozwdj kwiatu,
natomiast funkcja RGL3 nie zostala do tej pory wyjasniona [1, 30].

Udzial bialek DELLA w regulacji transkrypcji genéw odpowiedzi na
gibereliny. Przy braku lub w warunkach niskich stezen giberelin biatkka DELLA
lacza si¢ z czynnikami transkrypcyjnymi kontrolujacymi ekspresje pierwotnych genow
odpowiedzi na gibereliny, powodujac hamowanie transkrypcji. Wzrost stezenia
giberelin w komorkach aktywuje proteolitycza degradacje bialek DELLA w
proteasomach, co prowadzi do uwolnienia wspomnianych czynnikow transkrypcyj-
nych i aktywacji genow [23] (ryc. 9).
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RYCINA 9. Mechanizm dziatania giberelin u 4. thaliana (wigcej szczegoldw w tekscie)
FIGURE 9. Mechanism of gibberellin action in A. thaliana (more details in the text)
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TABELA 2. Charakterystyka i funkcja bialek DELLA u wybranych gatunkow roslin
TABLE 2. Characterization and function of DELLA proteins in selected plants species

Gatunek Nazwa biatka Charakterystyka i funkcja biatka

A. thaliana GAI syn. RGA2 533 AA; w odréznieniu od bialek RGA sa mniej
(Restoration of Growth |wrazliwe na GA; hamuja kietkowanie nasion, wzrost
on Ammonia 2), wegetatywny i indukcje¢ kwitnienia
AtGRAS-3
RGA syn. GRS 587 AA; sposrod wszystkich biatek DELLA sa
(GAI-Related najbardziej wrazliwe na aplikacj¢ egzogennych GA,
Sequence), ostabienie transportu auksyn opéznia ich degradacje

RGA1 (Restoration of |indukowana przez GA; hamuja kietkowanie nasion,
Growth on Ammonia 1), \wzrost wegetatywny, indukcje kwitnienia oraz
AtGRAS-10 rozwoéj kwiatu

RGLI1 syn. AtGRAS-9 511 AA; reguluja rozwdj kwiatu, uczestnicza w kiel-
kowaniu nasion oraz w rozwoju zalazka i pylnika

RGL2 syn. SCL19 547 AA; funkcjonuja jako gldwne represory w
(SCarecrow-Like protein [procesie kielkowania nasion, regulujg rozwoéj kwiatu
19), AtGRAS-15 (platki, preciki, pylniki)
RGL3 syn. AtGRAS-27 523 AA, nieznana funkcja

Oryza sativa SLR1 syn. OsGAI 625 AA

Triticum RHT1(Reduced Height 623 AA

aestivum protein 1)

Zea mays D8 (Dwarf-8) 630 AA

Vitis vinifera VvGAIl 590 AA

Hordeum SLN1 (SLender 1) 618 AA

vulgare

AA — aminokwasy

Najwczesniej poznanymi czynnikami transkrypcyjnymi oddziatujacymi z biatkami
DELLA sa biatka GAMyb, cho¢ nalezy zaznaczy¢, ze ich funkcjonowanie budzi do
tej pory wiele watpliwosci (15). Aktywuja one ekspresje genow enzymow amyloli-
tycznych w komoérkach warstwy aleuronowej ziarniakow zbdz oraz genow
zwiazanych z powstawaniem i rozwojem kwiatéw zaréwno u zbdz [31], jak i u
A. thaliana [45]. Sposrdd kilku GAMyb znajdujacych si¢ w genomie A. thaliana,
najwigcksza homologie do tego typu gendéw z ziarniakdw zbdz wykazuja AtGAMyb33
i AtGMyb65. Wspdlna cecha bialek GAMyb jest obecnos¢ charakterystycznej
domeny DBD, ztozonej z dwdch fragmentéw R2 i R3. W obrebie kazdego fragmentu
zawarte sa trzy motywy tworzace helisy, z ktérych po dwie z kazdego fragmentu
uczestnicza w rozpoznawaniu specyficznych sekwencji DNA, okreslanych jako
GARE (ang. Gibberellic Acid Response Element). Sekwencje GARE zlozone sa
z 21 nukleotydéw i znajduja si¢ w promotorach wigkszosci genéw odpowiedzi na
gibereliny [65]. Analiza funkcjonalna wykazala, ze sekwencja GARE jest tez istotna
z punktu widzenia interakcji giberelin i kwasu abscysynowego.

Innymi niezwykle waznymi czynnikami transkrypcyjnymi, ktorych aktywnos¢ jest
regulowana przez DELLA sa biatka PIF (ang. Phytochrome Interacting Factors)
[9, 16], nalezace do rodziny czynnikow transkrypcyjnych negatywnie regulujacych
roézne aspekty zaleznego od $wiatta rozwoju siewek. Biatka PIF hamuja kietkowanie
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[51], stymuluja wydtuzanie hypokotyla [50] i kwitnienie oraz kontroluja biosyntezg
chlorofilu [23]. Maja one trzy konserwatywne domeny: domen¢ APB, za pomoca
ktérej moga oddziatywaé z fitochromem, domeng DBD oraz domeng bHLH, ktéra
bierze udzial w interakcjach biatko-biatko. Po raz pierwszy biatka PIF zostaty
zidentyfikowane jako elementy szlaku sygnatowego fitochromu B. W ciemnosci
wiaza sie one z sekwencja G (ang. G-box) znajdujaca si¢ w promotorach genow
zwigzanych ze wzrostem siewek. Przeksztalcenie na $wietle fitochromu do aktywnej
formy P powoduje jego transport do jadra i potaczenie z biatkami PIF (m.in. PIF3
i PIF4) [3]. Wywoluje to szybka degradacj¢ tych biatlek w proteasomach i w
rezultacie zahamowanie transkrypcji kontrolowanych przez nie genéw [50, 58]. Pod
nieobecnos¢ giberelin biatka DELLA wiaza si¢ z bialkami PIF (PIF3, 4, 5),
przeciwdzialajac wiazaniu do DNA. Przy braku $wiatta dochodzi do wzrostu poziomu
giberelin w komorkach, co pociaga za soba aktywacj¢ proteolitycznej degradacji
biatek DELLA, a tym samym uwolnienie bialek PIF i aktywowanie procesow
etiolowanego wzrostu siewek [9, 16, 57].

Biatka DELLA nie maja wyraznej domeny oddziatujacej z DNA, wydaje si¢
jednak, ze moga wplywaé réwniez bezposrednio na transkrypcj¢ gendw, tak jak inne
biatka z nadrodziny GRAS, np. SHR (ang. SHort-Root) lub SCR (ang. Scarecrow)
[40]. W tych przypadkach biatka DELLA zachowuja si¢ jak aktywatory transkrypcji.
Do genow aktywowanych przez biatka DELLA naleza migdzy innymi te, ktorych
produkty biatkowe katalizuja biosynteze giberelin (GA20ox, GA30x) oraz gen
XERICO, ktorego produkt biatkowy zwiazany jest z akumulacja ABA. Aktywowana
giberelinami proteolityczna degradacja biatek DELLA prowadzi do zahamowania
aktywnosci tych gendéw, a tym samym zatrzymania syntezy giberelin i akumulacji
ABA. Co wiecej, powoduje to takze aktywacje transkrypcji genu GA2o0x, ktorego
biatkowy produkt odpowiedzialny jest za katabolizm giberelin. Aktywacja i
deaktywacja genow GA20ox, GA3ox i GA20x z udzialem bialek DELLA jest
elementem mechanizmu kontrolujacego homeostaze giberelin [78].

2.3.2. Wiazanie biatek DELLA do kompleksu ligazy SCFSIY!/6ID2

Poczatkowo zakladano, ze przylaczanie bialek DELLA do kompleksu ligazy
ubikwitynowo-biatkowej jest spowodowane ich fosforylacja, glikozylacja lub
hydroksylacja [36]. Ostatecznie jednak wykazano, ze modyfikacje te nie maja Scistego
zwiazku z proteoliza tych biatek [28]. Warunkiem koniecznym i wystarczajacym do
degradacji biatek DELLA jest ich polaczenie z kompleksem GA-GID1. Powstaty
agregat GA-GID1-DELLA jest nastepnie rozpoznawany przez biatko FBP kompleksu
ligazy SCFSYYVCID2 Prowadzi to do szybkiego obnizenia poziomu bialek DELLA,
co umozliwia ekspresje genéw odpowiedzi na gibereliny [25].

Bialka z kaseta F kompleksu SCFS"YVCP2 Biatkami kompleksu ligazy,
bioracymi udzial w oddziatywaniach z biatkami DELLA, sa u 4. thaliana SLY 1
(ang. SLEEPY 1) i jego homolog SNE (ang. SNEEZY), a u ryzu GID2 (ang.
Gibberellin Insensitive Dwarf 2). Na N-koncu tych bialek znajduje sie¢ domena F,
za pomoca ktorej oddziatuja bezposrednio z SKP1/ASK1 oraz posrednio z
pozostatymi sktadnikami kompleksu ligazy — kuling i bialkiem RBX1. Na C-koncu
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wszystkich biatek FBP, bioracych udzial w wigzaniu bialek DELLA, znajduje si¢
motyw LSL, uczestniczacy w interakcjach miedzy tymi biatkami [77].

W odroznieniu od biatek FBP funkcjonujacych w szlaku sygnatowym auksyn i
jasmonianéw, biatka SLY1, SNE czy GID2, uczestniczace w szlaku sygnalowym
giberelin, nie wykazuja zdolnosci do wiazania czasteczki hormonu. Receptorem
giberelin jest w tym przypadku biatko GID1.

GID1 — wewnatrzkomorkowy receptor giberelin. Odkrycie receptora GID1 u ryzu
miato niezwykle istotne znaczenie dla zrozumienia funkcjonowania szlaku percepcii i transdukcji
sygnatu giberelinowego [48, 66]. GID1 koduje biatko o strukturze podobnej do zwierzecych
lipaz wrazliwych na hormony HSL (ang. Hormone Sensitive Lipase) pozbawione jednak
aktywnosci tych enzymdw, poniewaz ma tylko dwie z trzech reszt aminokwasowych istotnych
dla ich aktywnosci katalitycznej. W czasteczce GID1 wystepuja dwa konserwowane motywy
HGG oraz GXSXG, ktore sa niezbedne do tworzenia kompleksu GA-GID1. Szybko$¢
wiazania GA do biatka GID1 wzrasta wyraznie w obecnosci polipeptydu SLR1, a kluczowe
dla oddzialywania tych bialek ze soba sa domeny DELLA/TVHYNP bialka SLR1 oraz
motyw HSL biatka GID1. GID1 wystepuje przede wszystkim w jadrze i nie stwierdza si¢
zmiany jego lokalizacji w zaleznosci od stezenia fitohormonu [66].

U A. thaliana zidentyfikowano trzy geny AtGID1a, AtGIDIb i AtGIDIc [20, 48,
66], ktorych biatkowe produkty petnia podobna funkcje jak GID1 u ryzu. Zalezna od
GA interakcja pomiedzy biatkami AtGID1 i biatkami AtDELLA u A. thaliana moze
zachodzi¢ na wiele sposobdw z réznym powinowactwem w poszczegdlnych kombi-
nacjach [20, 73]. Zrozumienie znaczenia tych interakcji wymaga dalszych badan.

2.3.3. Poréwnanie szlaku giberelinowego ze szlakami auksyn i jasmonianow

Szlak sygnatowy zwigzany z dziataniem giberelin ma podobny przebieg do szlaku
auksynowego i jasmonianowego, wystepuja jednak pewne rdznice. Do zwiazania hormonu
i aktywacji kompleksu ligazy ubikwityny nie wystarcza jedynie biatko FBP, jak w przypadku
TIR1 i COIl, a konieczny jest jeszcze dodatkowy czynnik GID1. Bialko to po zwiazaniu
gibereliny przylacza si¢ do biatka substratowego przeznaczonego do degradaciji i dopiero
razem wiaza sie do biatka FBP (np. GID2) kompleksu ligazy. Roznica w mechanizmie
dzialania hormonéw polega rowniez na nieco odmiennym funkcjonowaniu biatek
represorowych. Kiedy AUX/IAA oraz JAZ dzialaja jedynie jako biatka inaktywujace
czynniki transkrypcyjne, biatka DELLA moga réwniez wptywac na transkrypcje przez
bezposrednie wigzanie sie z DNA. W przypadku szlaku giberelinowego nie obserwuje si¢
rowniez istnienia petli negatywnego sprzezenia biosyntezy biatek represorowych. Wprawdzie
w kietkujacych nasionach ekspresja genéw GAI i RGA aktywowana jest przez dziatajacy
w szlaku fitochromowym czynnik transkrypcyjny PILS (ang. Phytochrome Interacting
factor3-Like 5) [51], to jednak nie wiadomo, czy jego aktywnos¢ regulowana jest przez
biatka DELLA. Podobnie jak w przypadku szlaku auksynowego, w szlaku GA funkcjonuje
sprzezenie zwrotne, regulujace poziom hormonu. Poniewaz bialka DELLA hamuja
aktywnos¢ gendw GA2ox zwiazanych z inaktywacja giberelin to indukowana przez GA
degradacja bialek DELLA powoduje ich aktywacje. Jednakze kontrola homeostazy giberelin
jest znacznie bardziej zlozona i zalezna od wielu czynnikow, m.in. swiatla, czynnikéw
stresowych i rodzaju tkanki (75).
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W przypadku giberelin do tej pory nic nie wiadomo na temat funkcjonowania
szlaku rubinylacji kuliny przez biatko RUB1 oraz udzialu kompleksu COP9 w procesie
derubinylacji. Zostato to natomiast potwierdzone w przypadku auksyn i jasmonianow.

3. PODSUMOWANIE

Proteasomalna degradacja bialek z udzialem ubikwityny odgrywa bardzo wazna
role w regulacji przebiegu wigkszosci najistotniejszych proceséw fizjologicznych
zarowno u zwierzat, jak i u roslin. Odkrycie i opisanie tego zjawiska zostato uhonoro-
wane w 2004 r. nagroda Nobla w dziedzinie chemii. Jednak funkcjonowanie
kompleksu ligazy ubikwitynowo-biatkowej, jako uktadu receptorowego istotnych
substancji regulatorowych, jakimi sa u roslin auksyny, gibereliny i jasmoniany, jest
zupelnie nowym sposobem przekazywania informacji w komorkach. Z uwagi na fakt,
ze w nastgpstwie proteolizy bialek dochodzi do znaczacych zmian w poziomie
ekspresji gendw, a w konsekwencji do zmian we wzroscie i rozwoju, ten sposob
przekazywania sygnatléw musi zosta¢ uznany za réwnorzedny z dotychczas znanymi.

Aktywacja kompleksu ligazy ubikwitynowo-biatkowej u roslin ma takze miejsce w
przekazywaniu sygnalow swiatla niebieskiego. Receptory tego swiatla — biatka z rodziny
ZTL (ang. ZEITLUPE) naleza do bialek zawierajacych kasete F (FBP) i sa sktadnikiem
kompleksu ligazy ubikwityny SCF*™. Kompleks SCF*™ uczestniczy w kontroli poziomu
biatek funkcjonujacych w powstawaniu rytméw okotodobowych w komorkach roslinnych.
U zwierzat w podobny sposéb funkcjonuje ligaza ubikwityny CUL4BA™ [52], kt6ra jest
uktadem receptorowym weglowodorow aromatycznych (AhR). Poniewaz zaréwno u
roslin, jak i u zwierzat funkcjonuja jeszcze setki innych ligaz ubikwitynowych, mozna
spodziewac sig, ze podobnych szlakéw sygnatlowych istnieje wigcej.

Opisane w ninigjszej pracy mechanizmy przekazywania sygnatow hormondw roslinnych sa
jeszcze dalekie od pelnego zrozumienia, jednak ich waznos¢ nie podlega zadnej watpliwosci.
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