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Streszczenie: Wzrost i rozwoj roslin pozostaje pod znaczacym wpltywem $wiatta, ktorego jakosciowe i
ilosciowe zmiany odbierane sa przez specyficzne fotoreceptory. Zmiany warunkow oswietlenia, odbie-
rane przez réznorodne fotoreceptory, przetwarzane sa na sygnaly komdrkowe indukujace w roslinie
odpowiednie reakcje. Fotoreceptorami $wiatla czerwonego i dalekiej czerwieni sg fitochromy — dimerycz-
ne biatka zawierajace kowalencyjnie zwiazang fitochromobiling petniaca funkcj¢ chromoforu. Proces
dekodowania informacji zapoczatkowuje, wzbudzona przez swiatto czerwone (666 nm), reakcja fotoizo-
meryzacji chromoforu oraz towarzyszace jej zmiany strukturalne apofitochromu. Powstajaca w wyniku
fotokonwersji forma Pfr jest biologicznie aktywna forma fotoreceptora. Inaktywacja fitochromu, zacho-
dzaca na swietle dalekiej czerwieni (730 nm), polega na fotokonwersji formy Pfr do nieaktywnej formy
Pr. Fitochromy sa syntetyzowane i w ciemnosci pozostaja na terenie cytoplazmy w formie nieaktywne;j.
Forma aktywna fitochromu, powstajaca w odpowiednich warunkach o$wietlenia, zostaje przetranspor-
towana do jadra, gdzie oddzialujac z r6znymi biatkami, wptywa modyfikujaco na ekspresj¢ genéw. PhyB
wnika do jadra w odpowiedzi na $wiatlo czerwone, podczas gdy transport phyA moze zachodzi¢ po
naswietleniu daleka czerwienia lub $wiattem o niskiej intensywnosci i zroznicowanej barwie. W dojadro-
wym transporcie phyA uczestnicza dwa wiazace si¢ z aktywna forma fitochromu biatka FHY1 i FHL.
Dotychczas zidentyfikowano ponad dwadziescia bialek oddziatujacych z fitochromami, ale, jak wykaza-
no w najnowszych badaniach, kluczowaq rol¢ w sygnalizacji fitochromowej odgrywaja czynniki trans-
krypcyjne typu bHLH tworzace ewolucyjnie zachowawcza podklase PIF (ang. Phytochrome Interacting
Factor) lub PIL (ang. Phytochrome Interacting Factor-like). Niektore biatka z tej podklasy wykazuja
wyrazng swoistos¢ wzgledem okreslonych fitochromow, oddziatujac wybidrezo tylko z phyB, inne z
podobnym powinowactwem wigza zaroéwno phyB, jak tez phyA. Analiza fenotypowa mutantéw pif/pil
sugeruje, ze czynniki transkrypcyjne PIF/PIL czgsciej pelnig funkcj¢ represorowa. Fosforylacja, co
najmniej PIF1/PILS, PIF3, PIF4, PIF5 i HFR1, przez aktywne formy fitochromdw, kieruje fosforylowa-
ne czynniki transkrypcyjne do ubikwitynylacji, a modytikowane biatka degradowane sa w proteasomach
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26S. Ponadto, najnowsze badania pokazuja, ze PIF/PIL moga oddziatywa¢ z DELLA — kluczowymi
biatkami represorowymi funkcjonujacymi w sygnalizacji giberelinowej (GA). Biatka DELLA, oddziatuja-
ce z niektorymi PIF/PIL, blokuja motyw bHLH i uniemozliwiaja wiazanie PIF/PIL do sekwencji promo-
torowych odpowiednich genéw. Poszczegélne czynniki transkrypcyjne PIF/PIL posrednicza w regulo-
wanym przez fitochromy kielkowaniu nasion, deetiolacji rosnacych siewek i unikaniu zacienienia. W
regulacji kielkowania nasion $wiatlo, szczegdlnie swiatto czerwone, jest waznym zewngtrznym czynni-
kiem regulacyjnym, za$ dziatajace antagonistycznie gibereliny (GA) i kwas abscysynowy (ABA) petnia
rol¢ kluczowych czynnikow wewnetrznych. Efektem badan ostatnich lat bylto zidentyfikowanie PIF1/
PILS jako kluczowego negatywnego elementu posredniczacego w zaleznej od fitochromoéw regulacji
kietkowania nasion. W ciemnosci PIF1/PILS blokuje kietkowanie poprzez ttumienie wrazliwosci nasion
na gibereliny oraz regulowanie poziomu GA i ABA. Dojadrowa migracja wzbudzonych przez $wiatto
fitochroméw, umozliwiajaca bezposrednie oddziatywanie fotoreceptoréw z PIF1/PILS, prowadzi do
zniesienia funkcji represyjnej PIF1/PIL przez jego proteolityczna degradacje. Swiatto odgrywa takze role
decydujacego czynnika zewngtrznego, ktory okresla program rozwojowy rosnacej siewki. W ciemnosci
realizowany jest genetyczny program skotomorfogenezy, za$ percepcja przez fotoreceptory sygnalow
Swietlnych inicjuje proces deetiolacji, zapoczatkowujacy program fotomorfogenezy. Informacje pocho-
dzace od fitochromow i kryptochroméw kierowane sa do biatek COP/DET/FUS, pehliacych funkcje
nadrzednych elementow represyjnych fotomorfogenezy. W ciemnosci, biatka te wspdtdziataja w ubikwi-
tynylacji czynnikéw transkrypcyjnych HYS, HYH, LAF1 promujacych fotomorfogenezg, przeciwdzia-
Tajac w ten sposob przejsciu od skotomorfogenezy do fotomorfogenezy. Biatka PIF/PIL w ciemnosci sg
aktywne i uczestnicza w realizacji genetycznego programu skotomorfogenezy. Wzbudzone przez §wia-
tlo fitochromy w formie Pfr fosforylujq biatka PIF/PIL, kierujac je w ten sposob do proteolitycznej
degradacji, co w efekcie konczy program skotomorfogenezy. Biatka PIF/PIL oraz HYS pelnia réwniez
funkcje¢ elementéw integrujacych szlaki sygnalowe aktywowane przez $wiatto i szlaki aktywowane
przez fitohormony. Fitochromy, odbierajac zmiany w skladzie widma $wiatta stonecznego towarzyszace
bliskosci zielonych lisci, posrednicza takze w odpowiedziach roslin okreslanych jako reakcje unikania
zacienienia. Biatka PIF4 i PIFS pehia funkcj¢ elementéw pozytywnych w szlakach regulujacych odpo-
wiedzi unikania zacienienia, uczestniczac w regulacji ATHB2, ATHB4 i PIL1, pehiacych funkcj¢ pozy-
tywnych regulatoréw unikania zacienienia, oraz HFR1, czynnika transkrypcyjnego odgrywajacego rolg
czynnika negatywnego. W odpowiedziach roslin na malejaca warto$¢ wspdtczynnika czerwien/daleka
czerwien zasadnicza rol¢ odgrywa phyB. W warunkach swiatta stonecznego phyB wystepuje w przewa-
dze w migrujacej do jadra formie Pfr, wiazacej i fosforylujacej PIF4 i PIF5. W warunkach $wiatla wzbo-
gaconego w daleka czerwien phyB ulega fotokonwersji do pozostajacej w cytoplazmie formy nieaktyw-
nej Pr, co w efekcie sprzyja wzrostowi w jadrze poziomu biatek PIF4 i PIFS.

Stowa kluczowe: fitochrom, biatka oddziatujace z fitochromami, sygnalizacja swietlna.

Summary: Growth and development of plant occur under great influence of light, that quality and quantity
changes are received by the specific photoreceptors. Various photoreceptors perceive the changing light
condition and transform them into a molecular signal that results in the appropriate response. The
photoreceptors of red/far-red light are phytochromes — the dimeric proteins covalently linked with
phytochromobilin that acts as a chromophore. The decoding process starts with the perception of red
light (666 nm), which occurs through photoisomerization of a chromophore leading to structural changes
in apoprotein. This form of the phytochrome is called Pfr and is considered the biologically active form.
This change is reversible, with far-red light (730 nm) illumination restoring Pr form. The phytochromes
are synthesized in their inactive Pr form and are localized in the cytoplasm. Upon light excitation they are
activated and translocated into the nucleus, where they interact with different proteins and modulate gene
expression. PhyB enters the nucleus in response to red light, but phyA is efficiently transported into
nucleus in response to far-red light and in response to very law levels of light over a broad range of colours.
Nuclear accumulation of phyA is dependent on two proteins FHY 1 and FHL which preferentially interact
with the light activated form of phyA. Phytochromes, after translocation into the nucleus, interact with
nuclear proteins. To date, more than 20 phytochrome-interacting proteins have been reported. Several
recent studies have shown that multiple related bHLH (basic helix-loop-helix) class transcription factors
play key roles in phytochrome signal transduction. All the bHLH proteins involved in light signaling
belong to a single evolutionarily related subclass. These bHLH transcription factors are known as PIF
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(phytochrome interacting factor) or PIL (phytochrome interacting factor-like). Some PIF/PILs preferen-
tially interact with phyB whereas others interact with equal affinity with both phyB and phyA. Analysis
of pif/pil mutants have led to the suggestion that they mainly act as negative rather than positive regula-
tors. Because phytochromes can phosphorylate PIF1/PIL5, PIF3, PIF4, PIF5 and HFR1, it is suggesting
that phosphorylated proteins may then by ubiquitinylated by an E3 ubiquitin ligase, leading to degrada-
tion by the 26S proteasome. Recent studies demonstrated that several PIF/PIL proteins may interact with
DELLA proteins — the key repressors of gibberellic acid signaling. The DELLA proteins physically
interact with several members of the PIF/PIL family in such a way that the interaction inhibits the ability
of the PIF/PILs to bind to, and regulate their target genes. Members of the PIF/PIL transcription factors
subclass are involved in phytochrome-regulated processes such as seed germination, seedling de-etiola-
tion, and response to shade signals. Light, specifically red light, is a crucial external factor that induces seed
germination. On the other hand, the plant hormones, gibberellins (GA) and abscisic acid (ABA) are
internal cues that play important but antagonistic roles in seed germination. Recent research has identified
PIF1/PILS as a key negative regulator in phytochrome-mediated seed germination. In the dark, PIF1/PIL5
represses germination through reducing GA responsiveness and regulating GA and ABA levels. Light-
activated phytochromes directly interact with PIF1/PIL5 and promote its degradation, negating PIF1/
PILS repressive effects. To a postgerminative seedling, light is a decisive environmental factor that
determines its developmental program. In the dark, a seedling undergoes scotomorphogenesis, however,
under light, it adopts genetic program of photomorphogenesis. Light signals from phytochromes and
cryptochromes converge on a group of conserved proteins termed COP/DET/FUS, which are central
repressors of photomorphogenesis. In darkness, they work in concert to target a number of photomor-
phogenesis-promoting transcription factors, such as HYS, HYH and LAF1, for degradation. In the dark,
PIF/PIL proteins are active and regulate gene expression to promote scotomorphogenic growth. Under
light, activated phytochromes in their Pfr form, interact with PIF/PILs and result in the phosphorylation
and subsequent degradation of PIF/PILs by the proteasome, resulting in photomorphogenesis. Besides,
PIF/PIL and HY'S proteins are signaling integrators that link light signals to the signaling of phytohormo-
nes. Phytochromes sense changes in light quality due to shading by competing vegetation, using the ratio
ofred to far-red light (R/FR). PIF4 and PIF5 have recently been shown to be positive regulators of shade
avoidance responses, participating in the regulation of some key players in these responses, such as
ATHB2, ATHB4 and PIL1, the proteins positively regulating shade avoidance, and HFR1, a transcription
factor with a negative role in shade avoidance. Responses to low R/FR ratio are primarily mediated by
phyB. In daylight, phyB exists predominantly in the Pfr form, and following import into the nucleus, Pfr
B binds PIF4 and PIF35 proteins, resulting in their degradation via the 25S proteasome. In vegetational
shade, a reduction in R/FR ratio results in conversion of phyB to the inactive Pr form. The reduction in
phyB Pfr would therefore result in increased abundance of nuclear PIF4 and PIF5 proteins.

Key words: phytochrome, phytochrome-interacting proteins, light signaling.

WPROWADZENIE

Rosliny, dzigki posiadanym fotoreceptorom, w sposob ciagly odbieraja informacje
o jakosciowych i iloSciowych zmianach widma $wiatta stonecznego i na biezaco
dostosowuja do nich swoj wzrost i rozwdj. W odbiorze swiatla czerwonego i dalekiej
czerwieni uczestniczy uktad fitochromow — w rzodkiewniku i pomidorze kodowany
przez pie¢ genow PHYA-PHYE, w ryzu i innych jednolisciennych przez trzy PHYA-
PHYC, a w sosnie przez cztery geny PHYPI, PHYP2, PHYN i PHYO [8,73].
Fitochromy ro$lin wyzszych sa dimerycznymi chromoproteinami, zawierajacymi dwie
kowalencyjnie zwigzane czasteczki fitochromobiliny petniacej funkcje chromoforowa.
Poszczegolne fotoreceptory, rozniace si¢ stabilnoscia apofitochromu oraz niektorymi
szczegotami dotyczacymi percepcji oraz sposobu przetwarzania sygnatléw swietlnych,
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klasyfikowane sa do dwdch grup okreslanych jako fitochromy typu i Il lub A i B.
Fitochrom A (PhyA), wystepujacy wylacznie w formie homodimerow, ulega na
swietle proteolitycznej degradacji, podczas gdy fitochromy z grupy B w podobnych
warunkach sa bardziej stabilne, a ponadto funkcjonuja w formie homo- badz
heterodimeréw. Na przyktad, phyC i phyE nie wystepuja w formie homodimerow,
tylko tworza heterodimery z phyB i phyD [18]. Fitochromy grupy B uczestnicza
w klasycznych fotoodwracalnych odpowiedziach towarzyszacych fotokonwersji typu
Pr<>Pfr, a w warunkach obnizonego wspodlczynnika czerwien/daleka czerwien
odgrywaja kluczowa role w regulacji odpowiedzi ,,unikania zacienienia”. PhyA
posredniczy w percepcji $wiatta czerwonego o wysokim natezeniu, Swiatla dalekiej
czerwieni oraz uczestniczy w procesach zachodzacych na granicy dnia i nocy. W
A. thaliana phyA bierze udzial w odpowiedziach na $wiatlo o bardzo niskim
natezeniu (VLFR) (ang. Very Low Fluence Response) oraz $wiatlo dalekiej
czerwieni o wysokim natgezeniu (FR-HIR) (ang. Far Red-High Irradiance
Response) [8,73].

W pojedynczym, okoto 120 kDa polipeptydzie apofitochromu wyréznia sie okoto
65 kDa domene N-koncowa uczestniczaca w odbiorze i przekazywaniu sygnatu oraz
okolo 55 kDa domene C-koncowa odpowiedzialna za dimeryzacje, stabilnos¢, a w
przypadku phyB takze za subkomodrkowa relokacje fotoreceptora [8,73]. Domeng N-
koncowa tworza cztery subdomeny okreslane jako P1, P2/PAS, P3/GAF i P4/PHY
(ryc. 1). Subdomena P1 w phyB wydaje si¢ nie odgrywa¢ istotnej roli, natomiast w
phyA pehi przypuszczalnie zroznicowana funkcj¢ zalezna od zZrodta pochodzenia.
Jednakze, na szczegdlng uwage zastuguja wyniki wskazujace, iz P1 bierze udziat w
regulacji stabilnosci phyA, zwlaszcza w powstajacej na $wietle czerwonym formie Pfr
[31,94]. Subdomeny P2/PAS i P3/GAF odpowiadaja za wiazanie chromoforu (otwartej
grupy tetrapirolowej) do potozonej w subdomenie P3/GAF reszty cysteiny oraz
uczestnicza w transdukcji sygnatu. W subdomenie P3/GAF phyB wazna funkcj¢ petni
reszta tyrozyny-276 (w phyA Tyr-242), gdyz mutacja substytucyjna polegajaca na
zastapieniu tego aminokwasu przez histydyne daje konstytutywnie aktywne foto-
receptory [91]. Zmiany konformacyjne towarzyszace mutacji mialyby — wg autorow
— uniezalezni¢ dojadrowy transport zmutowanego biatka od warunkéw oswietlenia.
Subdomena P4/PHY, oddziatujaca z pierscieniem D grupy chromoforowej oraz
stabilizujaca forme Pfr fotoreceptora, odpowiada za aktywnos¢ katalityczna liazy
chromoforowej, posredniczy w regulacji fitochromu, a ponadto bierze udzial w
dojadrowej relokacji phyA [8]. W czesci C-koncowej wyrdznia si¢ subdomeng PRD
(ang. PAS Repeat Domain), z dwoma motywami PAS (A i B), odpowiedzialng za
dimeryzacje, a w przypadku phyB zawierajaca sekwencje NLS skierowujaca do jadra
(ang. Nuclear Localization Signal). PhyA nie zawiera motywu NLS i dlatego w
jego transporcie z cytoplazmy do jadra biora udziat, oddziatujace z subdomenami
N-koncowymi, biatka FHY1 i FHL [24]. Subdomena HKRD (ang. Histidine Kinase-
Related Domain), z uwagi na 13—17% identyczno$¢ sekwencji aminokwasowej z
domena przekaznika typowych bakteryjnych kinaz histydynowych, uwazana byla
poczatkowo za domeng odpowiedzialng za aktywnos¢ histydynowo/asparaginianowej
kinazy biatkowej, a pdzniej aktywno$¢ serynowo/treoninowej kinazy biatkowej
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RYCINA 1. Schemat budowy homodimeru fitochromu A. Sensorowo-regulatorowa domena N-koncowa
obejmuje cztery subdomeny: P1, P2/PAS, P3/GAF i P4/PHY. W regulatorowej czgsci C-koncowej wyrdznia
si¢ dwa motywy PAS, motyw regulatorowy Q, odpowiedzialny za dimeryzacj¢ motyw DD oraz domeng
HKRD. Na schemacie zaznaczono polozenie w phyA owsa trzech reszt serynowych ulegajacych
fosforylacji. Opis funkcji poszczegdlnych subdomen w tekscie (na podstawie [8,73])

FIGURE 1. Schematic illustration of phytochrome A structure. The photosensory/regulatory N-domain
can be divided into four conserved subdomains: P1, P2/PAS, P3/GAF and P4/PHY. The C-terminal
regulatory domain contains: two PAS repeats, regulatory motif (Q), dimerization motif (DD) and HKRD
domain. Three possible phosphorylation serine residues of oat phyA are shown. Detailed descriptions of
the function of different subdomains are in the text (based on [8,73])

fitochroméw [36,50]. Jednakze w $wietle najnowszych badan przyjmuje sie, ze
subdomena HKRD odgrywa pewna role w wewnatrzkomodrkowej relokalizacji phyA
[61]. Fitochromy, za posrednictwem domeny C-koncowej, oddzialuja z szeregiem biatek
(NDPK, PKSI1, kryptochromy, FyPP, PIF/PIL, ELF3, ZTL, Adol) [17,36,41], dlatego
poczatkowo z ta domena wigzano funkcje¢ przekazywania sygnatow na kolejne
elementy szlakéw sygnatowych. Jednakze wyniki doswiadczen sprzed kilku lat nie
potwierdzily powyzszych przypuszczen, bowiem okazalo sie, ze 450-aminokwasowy
N-koncowy fragment phyB, pozbawiony nawet subdomeny P4/PHY, z powodzeniem
moze zastapi¢ kompletny fotoreceptor, pod warunkiem, ze za pomoca technik biologii
molekularnej dotaczy si¢ do niego sekwencje umozliwiajaca tworzenie formy
dimerycznej oraz zapewni si¢ mozliwos¢ jego transportu do jadra [8,17,41,58].

W pracach przegladowych, opublikowanych przed kilku laty w polskich kwartal-
nikach naukowych, prezentowano niektére wybrane zagadnienia dotyczace budowy
oraz funkcjonowania fitochroméw [36,50]. W ostatnich latach zainteresowanie
badaczy skupito si¢ na sledzeniu oddzialywan fitochromoéw z czynnikami trans-
krypcyjnymi podrodziny PIF/PIL, ktére okazaly si¢ takze kluczowymi elementami
mechanizmdw integracji szlakow sygnalizacji $wietlnej z sygnalizacja hormonalna.
Niniejsza praca jest proba podsumowania wynikéw badan ostatniego pieciolecia
uwzgledniajaca takze najnowsze wyniki dotyczace integracji szlakéw sygnatlowych. Podobnym
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zagadnieniom poswiecono szereg prac przegladowych opublikowanych w ostatnich trzech
latach w czasopismach o zasiggu ogdlnoswiatowym [3,8,10,14,17,26,34,41,42,58,73,81].

CZY FITOCHROM JEST KINAZA BIALKOWA, KT(')I’{EJ
LOKALIZACJA SUBKOMORKOWA ORAZ AKTYWNOSC
KATALITYCZNA REGULOWANE SA PRZEZ SWIATLO?

Przelomowym odkryciem w poszukiwaniach mechanizméw przetwarzania
rozpoznanych przez uklad fitochromowy sygnalow okazat si¢ odkryty w 1996 roku,
regulowany przez $wiatlo transport phyB z cytoplazmy do jadra, a niedtugo p6zniej
takze transport phyA oraz pozostatych fitochroméw typu Il A. thaliana [15,24,44].
Wielkos¢ czasteczki apofitochromu uniemozliwia przenikanie fotoreceptora przez
jadrowy kompleks porowy na zasadzie dyfuzji, dlatego juz od poczatku relokacje phyB
wigzano z obecnoscig niecatkowicie okreslonej sekwencji kierujacej do jadra. Z czasem
okazalo sig¢, ze w phyB wystepujacym w formie Pr, potozony w domenie PRD
motyw NLS pozostaje zastonigty przez subdomeny P3/GAF i P4/PHY i dopiero
zmiany konformacyjne towarzyszace fotokonwersji fotoreceptora do formy Pfr
powoduja jego odstonigcie, umozliwiajac interakcje fotoreceptora z importyna o (ryc.
2B) [15,24,44]. Akumulacja w jadrze fuzyjnego biatlka phyB-GFP przebiega
stosunkowo wolno i jest reakcja niskoenergetyczna LFR, zachodzaca w warunkach
ciagltego swiatla czerwonego. Po dwoch godzinach naswietlania ciaglym $wiatlem
czerwonym phyB-GFP jest niemal w calosci zlokalizowane w jadrze, a po 4-6
godzinach tworzy w nukleoplazmie charakterystyczne ziarnistosci [15]. PhyA A.
thaliana nie ma motywu NLS i dlatego w jego transporcie z cytoplazmy do jadra
musi uczestniczy¢ biatko FHY1 (ang. Far-red elongated HYpocotyl 1) lub jego
homolog FHL (ang. FHY1 Like) [30,37,70]. FHY1 i FHL sa matymi 20-23 kDa
biatkami z motywami NLS i NES (ang. Nuclear Export Signal) w czesci N-kon-
cowej oraz motywem septynowym posredniczacym w dimeryzacji i wiazaniu phyA
potozonym w czgsci C-koncowej (ryc. 2A). Motyw septynowy poznano wczesniej
w septynach ssakow — bialkach tworzacych rusztowania dla wielu bialek funkcjonu-
jacych m.in. w cytokinezie [30,44]. W doswiadczeniach wykorzystujacych technike
drozdzowego systemu dwuhybrydowego oraz technike pull-down wykazano, ze
FHY 1/FHL preferencyjnie wiaza phyA w formie Pfr poprzez motywy potozone w
domenie N-koncowej, z wylaczeniem subdomeny P4/PHY [30,70,77,86,99]. Transport
do jadra phyA moze by¢ odpowiedzia na krétki impuls swiatla biatego, czerwonego
i niebieskiego lub ciaglego $wiatla dalekiej czerwieni HIR (ang. High Irradiance
Response). Biatko fuzyjne phyA-GFP pojawia si¢ na terenie jadra juz po 15 minutach
naswietlenia, a specyficzne ziarnistosci tworza si¢ po 1,5-2 godzinach [15,44].

Wyniki najnowszych doswiadczen pokazuja, ze rola FHY I/FHL nie ogranicza
si¢ tylko do wprowadzania phyA do jadra, gdyz okazalo si¢, ze FHY 1 wiaze czynnik
transkrypcyjny LAF1 (ang. Long After Far-redl), a FHL czynnik HFR1 (ang. Long
Hypocotyl in Far-Redl) [99]. Na razie nie wiadomo, czy FHY I/FHL pehia tylko
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RYCINA 2. Model przedstawiajacy zalezny od $wiatla transport fitochromow z cytoplazmy do jadra.
(A) Schemat budowy bialek FHY 1 i FHL. Obydwa biatka zawieraja motywy NLS i NES oraz oddziatujacy
z phyA motyw septynowy; (B) Dojadrowy transport phyB i phyA. Wzbudzenie swiatlem czerwonym
phyB prowadzi do wyeksponowania potozonego w domenie PRD motywu NLS kierujacego fotoreceptor
do jadra. W transporcie wzbudzonego przez swiatto phyA uczestniczy biatko FHY 1 lub FHL zawierajace
rozpoznawany przez importyn¢ @ motyw NLS. Fotokonwersja Pr « Pfr phyA odslania potozone w
czgsci N-koncowej miejsce wiazace FHY 1/FHL. Utworzony kompleks importyna «/FHY 1/FHL/
phyA(Pfr) transportowany jest do jadra przez jadrowy kompleks porowy. Szczegdtowy opis w tekscie
(na podstawie [15,24,44,99])

FIGURE 2. Model for the light-regulated nucleo-cytoplasmic relocation of phytochromes. (A) Schematic
illustration of FHY'1 and FHL proteins. The both proteins contain functional NLS, which can be recog-
nized by a cytosolic importin «; (B) Upon red light excitation, the NLS present in the PRD of phyB
becomes exposed, leading to nuclear import of the photoreceptor. Light-induced PhyA interacts with two
phytochrome-interacting proteins, FHY'1 or FHL. FHY 1/FHL proteins contain functional NLS, which
can be recognized by a importin . Pr« Pfr transition of phyA, occurred in response to light irradiation,
unmasks the FHY 1/FHL binding site on phyA. The importin a-FHY 1/FHL-phyA(Pfr) complex is
transported through the nuclear pores to the nuclei. Detailed descriptions are in the text (based on
[15,24,44,99])
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funkcje¢ pomostowa pomiedzy phyA a czynnikami transkrypcyjnymi, czy tez
samodzielnie funkcjonuja w regulacji ekspresji genow. Co wiecej, okazalo sie, ze biatko
FHY1 moze by¢ fosforylowane przez phyA w formie Pfr, co moze sugerowaé, ze
ufosforylowane FHY 1 ulega ubikwitynylacji i jest proteolitycznie degradowane [86].
Doswiadczenia prowadzone na podwojnych mutantach fhy1/fhl nie tylko potwierdzily
catkowita zaleznos$¢ dojadrowego transportu phyA od obecnosci FHY 1/FHL, ale takze
pokazaly, ze fotoreceptor funkcjonuje réwniez w cytoplazmie, wpltywajac na
modyfikowane przez $wiatlo niebieskie i czerwone reakcje grawi- i fototropowe [75].

Regulowany przez $wiatto transport fitochromoéw z cytoplazmy do jadra skierowat
uwage badaczy nie tylko na poszukiwanie jadrowych biatek oddziatujacych z
fotoreceptorami, ale takze na poznanie charakteru oddzialywan pomiedzy fito-
chromami a badanymi biatkami. W podejmowanych do$wiadczeniach postawiono
takze pytanie o sugerowang od jakiego$ czasu aktywnos¢ kinazowsa fitochromow
[36,47,50]. Otéz, w badaniach sprzed dwunastu lat prowadzonych na rekom-
binowanym phyA owsa i zielonego glonu Mesotaenium caldariorum wykazano, iz
biatko fotoreceptora ulega regulowanej przez swiatlo autofosforylacji i moze fosfo-
rylowa¢ histon H1 oraz biatko z Synechocystis sp. Poniewaz struktura pierwszo-
rzedowa fitochroméw roslin wyzszych jest podobna do struktury fotoreceptorow
Cphl i RcaE cyjanobakterii funkcjonujacych jako typowe kinazy histydynowo/
asparaginianowe [36,50], dlatego koncepcja traktujaca fitochromy jako regulowane
przez $wiatlo kinazy bialkowe wydawata si¢ bardzo interesujaca. Aktywnosé
kinazowa fitochromow wydaja sie rowniez potwierdza¢ wyniki do§wiadczen sprzed
kilku lat, w ktorych sugerowano, iz oczyszczone rekombinowane biatko phyA moze
fosforylowaé reszty seryny/treoniny w biatkach: PKS1, NDPK2, kryptochrom 1,
AUX/IAA [17,36,41,47], a ostatnio w do$wiadczeniach poswieconych badaniu
oddziatywan phyA z bialkiem FHY1 uczestniczacym w dojadrowym transporcie
fotoreceptora [86]. Jednakze, koncepcja wiazaca funkcjonowanie fitochromow z
regulowana przez $wiatlo aktywnoscig kinazowa nabrata nowego znaczenia w
kontekscie prowadzonych obecnie na wigksza skale badan dotyczacych interakcji
pomiedzy fitochromami a czynnikami transkrypcyjnymi PIF/PIL (ang. Phytochrome
Interacting Factor/ PIF3-Like factor). Okazalo sig, ze co najmniej niektore biatka
PIF/PIL sa fosforylowane przez oddzialujace z nimi fitochromy, stajac si¢ w ten
sposob substratami dla niezidentyfikowanych jeszcze ligaz ubikwitynowych, kieru-
jacych je do proteolitycznej degradacji w proteasomach. W ten sposob fitochromy
mialyby regulowac poziom, co najmniej PIF1/PILS, PIF3, PIF4 i PIF5 [7,56,83,84.85],
a takze czynnika transkrypcyjnego HFR1 [22].

W tym migjscu warto jednakze przypomnieé, iz subdomena HKRD, z motywami
podobnymi do histydynowo/asparaginianowych kinaz biatkowych, nie uczestniczy w transdukcji
sygnatu. Ponadto, wyniki doswiadczen poswieconych badaniu roli poszczegdlnych subdomen
sugeruja, ze ewentualna aktywnos¢ kinazowa fitochroméw powinna by¢ zlokalizowana w
domenie N-koncowej, gdyz ta czes¢ fotoreceptora w formie dimeru, po przetransportowaniu
do jadra, moze zastapi¢ kompletne biatko fitochromowe [8,73]. Brak w tej czesci motywow
charakterystycznych dla kinaz biatkowych moze wskazywac, iz fitochromy stanowia nowa,
niekonwencjonalng rodzing kinaz biatkowych.
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Proby eksperymentalnej weryfikacji koncepcji wiazacej funkcjonowanie fitochro-
moéw jako regulowanych przez $wiatlo kinaz biatkowych byly dotychczas podej-
mowane w zasadzie tylko w odniesieniu do phyA owsa. W domenie N-koncowej
zidentyfikowano dwa miejsca autofosforylacji phyA (Ser-7 i Ser-17), natomiast w
regionie zawiasowym fosforylowaniu moze ulega¢ Ser-598 (ryc. 1.) [31,47]. Reszty
Ser-7 i Ser-598 fosforylowane sa in vivo, a fosforylowanie Ser-17 i Ser-598
obserwowano in vitro. Reszta Ser-7 ulega fosforylacji w obu formach phyA,
podczas gdy Ser-598 jest akceptorem reszty fosforanowej tylko w formie Pfr [31,47].
Dotychczas zidentyfikowano dwie kinazy bialkowe mogace fosforylowa¢ phyA. PKA
(ang. Protein Kinase A) fosforyluje resztg Ser-17 phyA w formie Pr oraz Ser-598
w formie Pfr. Seryna w pozycji 7 jest fosforylowana przez kinazg¢ CMI1K [47]. Z
kolei w defosforylacji biatka fitochromowego moga uczestniczy¢ co najmniej trzy
fosfatazy bialkowe: zlokalizowana w cytoplazmie i jadrze PAPP5 A. thaliana [76],
specyficzna wzgledem phyA w formie Pfr PAPP2C [71], a takze AtPP7 [29].

Jak juz wczes$niej wspomniano, fosforylacja reszt serynowych/treoninowych
potozonych w regionie N-koncowym, ale takze delecja fragmentu bogatego w reszty
seryny, przyspiesza tempo degradacji fitochromu [94]. Udzial autofosforylacji w
regulacji stabilnosci fotoreceptora potwierdzono takze w doswiadczeniach, w ktorych
defosforylacja phyA w formie Pfr przez PAPP5 wyraznie wplywa stabilizujaco na
apofitochrom [76]. Delecja fragmentu phyA odpowiadajacego aminokwasom w
pozycjach od 6 do 12 prowadzi do destabilizacji obu form phyA, Pr i Pfr [94].
Inaczej jest w przypadku Ser-598, ktorej fosforylacja nie ma wpltywu na stabilnosé¢
fitochromu, natomiast zmienia powinowactwo fotoreceptora do niektorych biatek
(NDPK2, PIF3) [47]. Znaczenie autofosforylacji potwierdzono takze w doswiadcze-
niach dotyczacych oddziatywan ufosforylowanego phyA z kompleksem ligazy
ubikwitynowej COP1/SPA1 posredniczacym w ubikwitynylacji fotoreceptora, a takze
z FHY1 i czynnikiem transkrypcyjnym FHY3 [47,77].

PRZETWARZANIE INFORMACJI DEKODOWANEJ
PRZEZ FITOCHROMY NA ZMIANY POZIOMU
CZYNNIKOW TRANSKRYPCYJNYCH

Odkrycie regulowanego przez swiatto transportu fitochroméw z cytoplazmy do
jadra skierowalo uwage badaczy na poszukiwanie oddzialujacych z fotoreceptorami
bialek jadrowych, ktore w szlakach sygnatowych powinny zajmowa¢ miejsce ponizej
fitochromdéw. Wykorzystujac technike drozdzowego systemu dwuhybrydowego, w
1998 roku po raz pierwszy zidentyfikowano biatko jadrowe PIF3 (ang. Phytochrome
Interacting Factor3) oddzialujace z C-koncowym odcinkiem phyA i phyB
[14,35,58]. Cztery lata pozniej u mutanta slr2 (ang. short under red light) poznano
gen SLR2/PIF4 kodujacy biatko homologiczne z PIF3 oddziatujace z phyB w formie
Pfr [14,35,58]. Dzieki badaniom podejmowanym w nastgpnych latach ustalono, iz
PIF3 i PIF4, razem z trzynastoma innymi bialkami zawierajacymi motyw bHLH (ang.
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basic Helix-Loop-Helix), tworza w A. thaliana podrodzing czynnikow transkrypcyj-
nych okreslanych akronimami PIF/PIL (PIL z ang. PIF3-Like factor). Okoto 30-
aminokwasowy zasadowy fragment b, poprzedzajacy motyw HLH, uczestniczy w
wigzaniu PIF/PIL z kaseta E (5'-CANNTG-3'), ktora czesto ma posta¢ kasety G
(5'-CACGTG-3") wiazacej np. biatka PIF1, PIF3 czy PIF4 [23,58]. Dwanascie bialek
PIF/PIL w czegsci N-koncowej ma zachowawczg sekwencje ELxxxxGQ okreslang
jako motyw APB (ang. Active Phytochrome-Binding), ktory jest konieczny i
wystarczajacy do wiazania PIF/PIL z phyB w formie Pfr (ryc. 3A) [58]. Biatka
PIF1/PILS i PIF3, oprocz APB maja dodatkowy motyw APA (ang. Active PhyA-
binding motif) posredniczacy w wiazaniu phyA w formie Pfr. Przypuszczalnie, nie
bez znaczenia jest rowniez fakt, iz poszczegdlne biatka PIF/PIL wykazuja zréznico-
wane powinowactwo wzgledem bialek fitochromowych. PhyB najsilniej wiaze PIF1/
PIL5, PIF3, PIF6/PIL2 i znacznie stabiej pozostate biatka, natomiast phyA silnie wiaze
tylko PIF1/PILS, stabiej PIF3 i bardzo stabo pozostate biatka [14].

Wiedza na temat roli poszczegolnych PIF/PIL jest jeszcze bardzo fragmentaryczna,
tym nie mniej funkcja siedmiu biatek (PIF1/PILS, PIF3, PIF4, PIFS5/PIL6, PIF6/PIL2,
PIF7, PIL1) oddziatlujacych z fitochromami oraz jednego (HFR1), z trzech biatek z
tej samej podrodziny pozbawionych motywu APB, zostala juz czg$ciowo poznana
[10,14,23,34,42,58]. Wyniki pierwszych doswiadczen sprzed dziesieciu lat sugerowaly,
ze PIF3 jest aktywatorem ekspresji gendéw CCAI i LHY kodujacych czynniki
transkrypcyjne z rodziny MYB, jednakze funkcje PIF4 wiazano juz z represja gendw,
znoszona na skutek wigzania biatka z phyB w formie Pfr [36]. Takze wyniki
prezentowane w ostatnich latach, zwlaszcza po tym, jak sie okazalto, ze wigkszo$¢
PIF/PIL, w wyniku swoistego oddziatywania z fitochromami, jest fosforylowana i
ulega proteolitycznej degradacji, interpretowane sa na korzys¢ koncepcji wigzacej
role PIF/PIL z funkcja represyjna [53,87,90]. Przekonujacych argumentéw
wspierajacych powyzsza koncepcj¢ dostarczyly doswiadczenia prowadzone na
mutantach pifi, pif3, pif4 i pif5, a zwlaszcza na mutantach podwdjnych, potrdjnych
i poczwornych. Otoz, fenotypy wielokrotnych mutantéw pif/pil sa w roznym stopniu
podobne do mutantow cop/det/fus, wykazujacych w ciemnosci cechy roslin rosna-
cych na swietle. Rowniez wzor ekspresji genow wielokrotnych mutantow jest bardzo
podobny do tego, jaki charakteryzuje rosling linii dzikiej rosnacej na Swietle czerwo-
nym [53,87,90]. Uzyskane wyniki sklaniaja do przypuszczen, iz fitochrom migrujacy
na $wietle czerwonym do jadra i fosforylujacy czynniki transkrypcyjne PIF/PIL,
inicjuje ich proteolityczna degradacje, a w efekcie aktywuje ekspresje blokowanych
przez nie genow [7,56,84,85]. Jednakze, obserwowany ciag zdarzen nie obejmuje
wszystkich PIF/PIL, a dodatkowo szereg nowych doniesien sugeruje, iz sposob
funkcjonowania PIF/PIL moze daleko wykraczaé poza ramy proponowanego
schematu [6,58]. Okazato si¢ bowiem, ze PIF7 oddziatuje z phyB w formie Pfr,
lecz nie jest fosforylowane i pozostaje stabilne na swietle czerwonym [52]. PIF4,
oddziatujace z phyB, odgrywa takze wazna rolg w szlaku sygnalowym aktywowanym
przez wyzsza temperature (28°C) [48]. W innych doswiadczeniach wykazano, iz w
regulacji stanu spoczynkowego nasion funkcjonuja produkty dwoch réznych trans-
kryptow PIF6 powstajacych w wyniki alternatywnego skladania [68]. Propono-
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RYCINA 3. Model przedstawiajacy mechanizm integracji fitochromowych i giberelinowych szlakéw
sygnatowych. (A) Polozenie charakterystycznych domen w biatkach PIF3 i PIF4; (B) Zalezna od
fitochromu degradacja biatek PIF/PIL. W ciemnosci, biatka PIF/PIL zlokalizowane sa w jadrze, natomiast
fitochromy w cytozolu. W warunkach obnizonego st¢zenia lub braku GA, biatka DELLA oddziatuja z
PIF/PIL przeciwdzialajac ich wiazaniu przez DNA. Biatko COP1, wspoltworzace kompleks ligazy
ubikwitynowej E3, posredniczy w ubikwitynozaleznej degradacji HY S, HYH, HFR1i LAF1. Wzbudzone
na $wietle fitochromy wnikaja do jadra, gdzie oddziatuja z biatkami PIF/PIL. Fosforylowane PIF/PIL
ulegaja ubikwitynylacji przez nieznana ligaze E3 i sa degradowane w proteasomach. Swiatto hamuje
aktywnos¢ ligazy COP1/CUL4 oraz wymusza eksport COP1 do cytozolu; (C) Schemat budowy biatka
DELLA oraz mechanizm jego ubikwitynylacji przez ligaz¢ SCFS™Y!. Szczegotowy opis w tekscie (na
podstawie [1,14,19,23,25,33,34,41,55,79,81])

FIGURE 3. Model representing the integration of both phytochrome and GA signaling. (A) Domain
structure of PIF3 and PIF4 proteins; (B) Phytochrome-mediated degradation of PIF/PILs. In the dark,
PIF/PIL proteins are constitutively localized to the nucleus, whereas phytochromes are localized to the
cytosol. In the absence of GA, DELLA proteins directly interact with PIF/PILs and repress their DNA-
binding ability. COP1 forms the E3 ubiquitin ligase complex, which mediates HYS5, HFR1, LAF1
degradation. In the light, activated phytochromes translocate into the nucleus and bind to PIF/PILs. PIF/
PILs are phosphorylated in a phytochrome-dependent manner and ubiquitinylated by an unknown E3
ligase before proteasomal degradation. Light disrupts COP1/CUL4 ligase activity and triggers COP1
migration from the nucleus; (C) Schematic representation of DELLA-SCFS'Y! interaction. Detailed
descriptions are in the text (based on [1,14,19,23,25,33,34,41,55,79,81])
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wanego pierwotnie ciagu zdarzen nie potwierdzaja takze wyniki szczegoétowych analiz,
w ktdrych technikami biologii molekularnej zidentyfikowano 166 gendw A. thaliana
z sekwencjami promotorowymi wiazacymi PIF1/PIL5 [64]. Okazalo si¢, ze wigzaniu
tego czynnika transkrypcyjnego towarzyszy aktywacja 105 genéw, a ekspresja 61
gendw jest hamowana. Trzydziesci cztery geny bezposrednio regulowane przez PIF1/
PILS koduja czynniki transkrypcyjne, czes¢ bialek zaangazowana jest w reakcje
modyfikacji $ciany komérkowej, a pozostale geny koduja biatka funkcjonujace w
regulacji metabolizmu wszystkich klasycznych fitohormondéw [64]. W konkluzji,
mozna zatem stwierdzi¢, iz wyniki dotychczasowych, nielicznych jeszcze badan,
wyraznie sugeruja, iz sposob funkcjonowania poszczegolnych PIF/PIL jest zrozni-
cowany i nie opiera si¢ na jednym ogdlnym schemacie.

Powyzszy wniosek potwierdzaja takze wyniki sprzed dwoch lat dowodzace, iz
zalezna od fitochroméw proteolityczna degradacja PIF/PIL nie jest jedynym
sposobem regulacji poziomu tych bialek w jadrze komérkowym. Spostrzezenie to
oparte jest na wynikach doswiadczen, w ktorych wykazano, iz PIF3, PIF4 i PIF5
moga oddziatywaé z biatkami DELLA funkcjonujacymi w szlakach sygnatowych
aktywowanych przez gibereliny (GA) [19,25]. Rodzina bialek DELLA, liczaca w
A. thaliana pigé biatek jadrowych GAIL, RGA, RGL1, RGL2 i RGL3, pehi funkcje
represyjng wobec gendw aktywowanych przez GA [1,33,79]. Wiazanie GA przez
biatko receptorowe (w A. thaliana GIDla, GID1b i GIDIc), ulegajace zmianom
konformacyjnym w czgsci przykrywajacej kieszen wigzaca GA, umozliwia oddziaty-
wanie receptora z jednym z bialek DELLA (ryc. 3C). W wiazaniu tym posrednicza
potozone w czesci N-koncowej charakterystyczne motywy DELLA i TVHYNP (ryc.
3C), a utworzony w ten sposob heterodimer oddzialuje z biatkiem SLEEPY1 (SLY1)
z kaseta F wspottworzacym kompleks ligazy ubikwitynowej SCFS'Y! znakujacej
DELLA do proteolitycznej degradacji [1,33,79]. Lezace w czesci Srodkowej
polipeptydu DELLA dwa motywy bogate w leucyn¢ (LR) oraz motyw VHIID
uczestnicza w powstawaniu form dimerycznych, natomiast rola motywu bogatego
w reszty seryny i treoniny oraz potozonych w czesci C-koncowej polipeptydu
motywéw SH2 i SAW, na razie pozostaje niewyjasniona.

Sposdéb funkcjonowania biatek DELLA jest jeszcze bardzo stabo poznany.
Przyjmuje si¢, ze sa one elementami negatywnymi szlakow GA, aczkolwiek
mechanizmy represji sa nieznane, gdyz DELLA nie maja znanych motywow
umozliwiajacych bezposrednie oddziatywanie z DNA. Dotychczas na ogdt
przyjmowano, ze DELLA powinny oddzialywaé z bialkami, ktére moga by¢ wiazane
przez odpowiednie sekwencje promotorowe. Z drugiej jednak strony, wyniki
pojedynczej pracy sprzed dwoch lat sugeruja, ze RGA, jedno z pigciu biatek DELLA
A. thaliana, moze bezposrednio oddziatywa¢ z promotorami osmiu, z czternastu
zidentyfikowanych w 8-dniowych siewkach tzw. wczesnych gendow giberelinowych
[100]. Zaskakujacy jest rowniez fakt, iz RGA aktywuje ekspresje wszystkich
czternastu gendw, jednakze najsilniej dwa geny zwiazane z biosynteza GA oraz geny
GIDla i GIDI1b kodujace receptory GA. Pozostate geny kodujace czynniki trans-
krypcyjne sa aktywowane nieco stabiej. W tym miejscu nalezy jednakze podkreslic,
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iz wykorzystywane przez autorow techniki badawcze nie pozwalaja catkowicie
wykluczy¢ wspotudziatu innych biatek w aktywacji analizowanych genéw [100].

Dotychczasowe wyniki badan pokazuja, iz biatka PIF/PIL sa jedynymi zidenty-
fikowanymi czynnikami transkrypcyjnymi oddziatujacymi z DELLA. Jednakze, w
oddziatywaniu DELLA z trzema badanymi biatkami PIF/PIL zaskakiwaé moze
spos6b wiazania, gdyz w tworzacych si¢ heterodimerach motyw bHLH zostaje
zablokowany przez DELLA, tak ze wigzanie PIF/PIL z DNA staje si¢ niemozliwe
[19,25]. Biorac pod uwage fakt, iz czynniki transkrypcyjne PIF/PIL sa kluczowymi
elementami szlakéw sygnatowych aktywowanych przez fitochromy, a DELLA
zajmujg podobna pozycje w szlakach giberelinowych, mozliwo$¢ tworzenia w jadrze
nieaktywnych heterodimerycznych komplekséw wydaje si¢ by¢ jednym z kluczowych
mechanizmow pozwalajacym na funkcjonalng integracj¢ obu szlakow sygnatowych.
Niektore przyktady takiej integracji zostana przedstawione w nastepnym rozdziale.

Oddziatywanie PIF/PIL z fitochromami oraz biatkami DELLA nie wyczerpuje
wszystkich mozliwosci regulowania ich aktywnosci transkrypeyjnych. Wyniki ostatnich
badan potwierdzily obserwowang juz wczesniej mozliwos$¢ tworzenia przez PIF/PIL
form dimerycznych z innymi biatkami [36]. Okazalo sig, ze z PIF3, PIF4 i PIF5 wiaze
si¢ oraz blokuje motyw bHLH, podobnie jak DELLA, biatko HFR1 z podrodziny PIF/
PIL, z nietypowym motywem zasadowym oraz pozbawione motywu APB [38].

Poziom co najmniej niektorych biatek PIF/PIL pozostaje pod bezposrednia kontrola
oscylatora komérkowego [62,63]. Okazuje sig¢, ze poziom transkryptow PIF4, PIF5/
PIL6 1 PIF7 ro$nie pod koniec dnia, natomiast poziom kodowanych bialek wzrasta
pod koniec nocy [45,62,63]. Ponadto, co najmniej niektére PIF/PIL oddzialuja z
biatkiem TOCI1, funkcjonujacym jako pozytywny element oscylatora, mimo ze same
nie sa elementami oscylatora [35]. Mozna zatem zalozy¢, ze co najmniej niektore
PIF/PIL sa elementami mechanizmu integrujacego szlaki fitochromowe z transkryp-
cyjno/translacyjnym mechanizmem oscylatora.

Roli biatek PIF/PIL nie mozna rozpatrywa¢ w oderwaniu od kompleksu ligazy
ubikwitynowej COP1/SPA uwazanego za kluczowy element szlakoéw sygnatowych
regulujacych ekspresje genéw kontrolowanych przez swiatto [36,55]. Poczatki badan
zwiazanych z ligaza COP1 nalezy wiaza¢ z wyselekcjonowaniem przed pigtnastu
laty rodziny mutantéw cop/det/fus A. thaliana wykazujacych w ciemnosci fenotypy
roslin rosnacych na swietle [36]. Plejotropowy charakter zmian cop/det/fus sugero-
wal, ze regulowany przez swiatto program fotomorfogenezy zostat u tych mutantow
powaznie naruszony, a biatka kodowane przez zmutowane geny powinny w
fotomorfogenezie odgrywaé kluczowe role. Badania prowadzone w nastgpnych
latach pokazaly, ze COP1 uczestniczy w zachodzacej tylko w ciemnosci proteo-
litycznej degradacji czynnikow transkrypcyjnych HYS (ang. HYpocotyl 5) i HYH
[3,17,34,36,41]. Z czasem okazato si¢, ze COP1 funkcjonuje w ubikwitynylacji
czynnikéw transkrypeyjnych LAF1 (ang. Long After Far-red light 1) z rodziny
MYB-R2R3, biatka HFR1, w samoubikwitynylacji, a takze w ubikwitynylacji phyA
[3,17,34,39,40,77,98]. Jeszcze niedawno COP1 uwazane bylo za monomeryczna
ligaze ubikwitynowa E3, w ciemnosci zlokalizowana w jadrze, natomiast na $wietle
w cytoplazmie, jednakze wyniki z ostatnich lat pokazaty, ze COP1 wspoltworzy



32 A. HETMANN, S. KOWALCZYK

kompleks ligazy zbudowanej na kulinie 4 — jednym z 5 bialek 4. thaliana tworzacych
rusztowanie dla roznych typdw tzw. kulinowych ligaz ubikwitynowych [49]. W skiad
kompleksu COP1/kulina4 wchodzi jeszcze biatko DDBI, biatko RBX1 wiazace enzym
koniugujacy E2 oraz co najmniej jedno z czterech biatek SPA (ryc. 3B) [16].

Ubikwitynylacja i proteolityczna degradacja czynnikow transkrypcyjnych HYS,
HYH, LAF1, HFR1 w ciemnosci oraz ich jadrowa akumulacja na swietle okazuje
si¢ mie¢ zasadnicze znaczenie w procesie fotomorfogenezy [3,8,41,98]. Istota tego
mechanizmu polega na szybkim hamowaniu na $wietle aktywnosci COP1 przez
fitochromy i kryptochromy oraz stosunkowo wolnym w tych warunkach transporcie
COP1 z jadra do cytoplazmy [92]. Jadrowa lokalizacja COP1 w ciemnosci zalezy
w jaki$ sposob od biatka CSN1 — jednego z o$miu biatek budujacych kompleks
COPY/CSN zaangazowany w regulacje ligaz kulinowych [49,96]. Tak wiec ligaza
COP1, uwazana w genetycznym programie fotomorfogenezy za nadrzg¢dny element
represyjny, jest w sumie regulowana przed uktad fitochroméw, ale réwniez sama
uczestniczy w ubikwitynylacji phyA, a ponadto stabilizuje rosnacy w ciemnosci
poziom PIF3, a przypuszczalnie takze innych biatek PIF/PIL [9].

ROLA PIF/PIL W REGULACJI KIELKOWANIA NASION
FOTOBLASTYCZNYCH, DEETIOLACJI SIEWEK ORAZ
W UNIKANIU ZACIENIENIA

Odkrycie regulowanej przez fitochromy podrodziny czynnikow transkrypcyjnych
PIF/PIL, bezposrednio lub posrednio uczestniczacych w regulacji ekspresji genow,
przyczynito si¢ do czesciowego rozszyfrowania istoty mechanizméw regulacji kilku
waznych proceséw zaleznych od $wiatla. Majac na uwadze aktualny poziom
zaawansowania tych badan, procesami wartymi krotkiego omdwienia sa niewatpliwie:
kietkowanie nasion fotoblastycznych, deetiolacja rosnacych siewek oraz zmiany
towarzyszace tzw. unikaniu zacienienia.

Kielkowanie nasion jest procesem regulowanym przez szereg czynnikdow,
sposrod ktérych najwazniejszymi sa: wilgotnos¢, temperatura, dostep tlenu, a w
przypadku roslin fotoblastycznych wytwarzajacych zwykle bardzo mate nasiona
(satata, rzodkiewnik, pomidor, tyton) takze swiatlo. W klasycznych doswiadczeniach,
sprzed prawie 60 lat, wykazano, iz nasiona salaty namoczone w ciemnosci kietkuja
dopiero po naswietleniu swiatlem czerwonym, a efekt czerwieni znoszony jest
impulsem swiatta dalekiej czerwieni. Mechanizm przetwarzania informacji swietlnej
na zmiany w ekspresji gendw, bedace de facto realizacja programu genetycznego
procesu kietkowania, zaczyna by¢ wlasciwe rozumiany dopiero w kontekscie badan
zwigzanych z biatkiem PIF1/PILS. Bialko to odgrywa rolg elementu posredniczacego
pomigdzy sygnatami $wietlnymi odbieranymi przez fitochromy a zmianami poziomu
giberelin i kwasu abscysynowego — fitohormonéw regulujacych kietkowanie nasion
[69,81]. Poziom aktywnych giberelin (GA1, GA4) regulowany jest m.in. przez zmiany
ekspresji genéw kodujacych enzymy szlaku syntezy GA, gltownie dioksygenaz
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zaleznych od a-ketoglutaranu (20DD), takich jak: GA200x czy GA3o0x, z jednej
strony, a genow kodujacych enzymy inaktywujace GA, takie jak: 2-oksydazy GA
(GA20x) czy metylotransferazy (GAMT1, GAMT?2), z drugiej strony [81,97].
Podobnie regulowany jest takze poziom ABA. Enzymami szlaku biosyntezy ABA
sa dioksygenazy NCED, a 8'-hydroksylazy, takie jak CYP707A, uczestnicza w
inaktywacji fitohormonu [81].

Wyniki pierwszych doswiadczen sprzed kilku lat pokazaly, ze w indukowanym
przez swiatto kietkowaniu nasion PIF1/PIL5 peni funkcje elementu negatywnego.
Okazato si¢ bowiem, ze nasiona mutanta pifl/pil5, a szczegdlnie podwdjnego
mutanta pifl/pil5/phyA badz pifi/pil5/phyB kietkuja w ciemnosci, a takze w
warunkach naswietlania daleka czerwienia [65]. Pdzniejsze szczegdlowe analizy
zmian towarzyszacych mutacjom badz nadekspresji PIF1/PIL5 potwierdzity udziat
tego biatka, zardwno bezposredni jak i posredni, w regulacji genéw kodujacych
enzymy szlaku biosyntezy oraz szlaku inaktywacji GA [65,67]. W ciemnosci PIF1/
PILS blokuje ekspresj¢ gendw zwiazanych z biosynteza GA (GA3ox1, GA3ox2),
natomiast aktywuje ekspresje genéw odpowiedzialnych za katabolizm GA (GA20x)
[28,67]. Proteolityczna degradacja PIF1/PILS w warunkach stymulacji nasion
swiattem czerwonym (phyB) lub ciaglym $wiatlem dalekiej czerwieni (phyA) znosi
blokad¢ genow zwiazanych z biosynteza GA oraz konczy aktywacje gendéw
odpowiedzialnych za katabolizm GA (ryc. 4) [65,67]. Regulacja ekspresji gendw
odbywa si¢ przez bezposrednie wigzanie PIF1/PIL5 do okreslonych miejsc
promotorowych, a takze przez kaskadg¢ czynnikow transkrypcyjnych, aktywowanych
badz blokowanych przez PIF1/PILS [28,64,78,80].

Regulacja ekspresji genow zwiazanych z metabolizmem GA i ABA stanowi
przypuszczalnie jeden z kilku mozliwych sposobéw wplywania PIF1/PIL5 na poziom
badanych fitohormondow. W ostatnim czasie wyselekcjonowano mutanta somnus A.
thaliana, ktérego nasiona kietkuja w ciemnosci niezaleznie od sygnatu fitochro-
mowego [46]. Okazalo sie, ze biatko SOMNUS (SOM) zawierajace trzy motywy
palca cynkowego typu CCCH przypuszczalnie uczestniczy, podobnie jak inne biatka
wigzace RNA tego typu, w regulacji dojrzewania pre-mRNA badz w stabilizowaniu
gotowych transkryptéw [46]. Poniewaz ekspresja SOM jest aktywowana przez
wiazace si¢ z jego promotorem PIF1/PIL5, dlatego zalezna od $wiatla degradacja
PIF1/PIL5S moze wplywa¢ na metabolizm GA i ABA przez zmian¢ poziomu
odpowiednich transkryptéw (ryc. 4).

Wyniki nielicznych jeszcze doswiadczen pokazuja, ze mutacje w niektdrych genach
DELLA sprzyjaja kietkowaniu, podczas gdy mutacje w SLYI czy GIDI hamuja
kietkowanie nasion [11,12]. W kontekscie badan zwigzanych z sygnalizacja GA
interesujace sa tez obserwacje sugerujace, ze PIF1/PIL5 aktywuje ekspresje gendw
GIDI14, GIDIC i RGA oraz hamuje ekspresj¢ RGLI [64,66]. Jednakze na razie nie
wiadomo, czy PIF1/PILS oddziatuje, podobnie jak PIF3, PIF4 i PIF5, z biatkami DELLA.

Siewki nasion kietkujacych w glebie rosna w kierunku powierzchni, tak by w
mozliwie krotkim czasie rozpoczaé¢ odzywiane autotroficzne. Uruchomiony w tym
celu program genetyczny skotomorfogenezy ma nie tylko zapewni¢ heterotroficzne;j
siewce szybkie dotarcie do $wiatla, ale co rownie wazne, musi zapobiec mechanicz-
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RYCINA 4. Model przedstawiajacy udziat fitochroméw w kietkowaniu nasion fotoblastycznych. Biatko
PIF1/PILS hamuje kietkowanie nasion poprzez represj¢ gendw biosyntezy i aktywacj¢ gendw zwigzanych
z katabolizmem GA, i réwnolegta aktywacje gendw zwigzanych z anabolizmem i inhibicj¢ gendw kodujacych
enzymy degradujace ABA. Zapoczatkowana przez $wiatto degradacja PIF1/PILS sprzyja wzrostowi
poziomu GA i obniza poziom ABA. PIF1/PIL5 aktywuje takze SOM kodujacy biatko zaangazowane w
regulacje GA/ABA. Szczegotowy opis w tekscie (na podstawie [64,65.67,69,81])

FIGURE 4. Model representing the phytochrome-mediated promotion of seed germination. PIF1/PIL5
inhibits seed germination by repressing of GA biosynthetic, and activating of GA catabolic genes. For
ABA, PIF1/PILS5 increases the level of ABA by activating ABA anabolic, and repressing ABA catabolic
genes. Under inductive light condition, phytochromes activate the degradation of PIF1/PILS, thus increas-
ing the biosynthesis of GA and inhibiting ABA biosynthesis. PIF1/PILS also activates the expression of
SOM by directly binding its promoter. Detailed descriptions are in the text (based on [64,65,67,69,81])

phy A, B (Pfr)

nym uszkodzeniom siewki, zwlaszcza uszkodzeniu merystemu wierzcholkowego.
Fenotypowo, skotomorfogeneza charakteryzuje si¢ szybkim wzrostem hypokotyla z
haczykowato zagietym odcinkiem szczytowym i $cisle upakowanymi wokdét merystemu
wierzchotkowego liscieniami. Percepcja sygnatlow swietlnych przez siewke pozbawiona
jeszcze chlorofilu i wyksztatlconych chloroplastéw inicjuje proces deetiolacji zapoczatko-
wujacy fotomorfogeneze. Proces deetiolacji charakteryzuje spowolniony wzrost
hypokotyla, zanikanie haczykowatego wygiecia odcinka szczytowego, rozwijanie liscieni,
réznicowanie chloroplastow i synteza chlorofilu [32]. Technikami mikromacierzy DNA
wykazano, ze przy przejsciu od skotomorfogenezy do fotomorfogenezy zmianom ulega
ekspresja okoto 30% genow A. thaliana [41,72,93]. Préby ustalenia, w jakiej czesci
zmiany te regulowane sa przez ukltad fitochromoéw, daja, w zaleznosci od warunkow
naswietlania, bardzo rozbiezne wyniki, pokazujace, iz mniejszym lub wigkszym zmianom
podlega ekspresja od 25 do 80% genow [41,72,93]. Na przyktad, godzinne naswietlanie
etiolowanych roslin §wiatlem czerwonym zmienia ekspresje 1459 z 22 000 analizo-
wanych genow, z czego ekspresja 206 genow rosnie lub maleje co najmniej dwukrotnie
[72]. Ponadto wykazano, ze genami wczesnych odpowiedzi na fitochromy, w 60%
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regulowanymi przez fitochrom A, sa geny kodujace czynniki transkrypcyjne (27%
gendw ulega aktywacji, a 39% represji) oraz geny, ktorych produkty sa powiazane z
funkcjonowaniem auksyn [72].

Wyniki badan z ostatnich lat pokazaly, iz kluczowa pozycje w genetycznym
programie skotomorfogenezy zajmuja biatka PIF/PIL zapewniajace w ciemnosci
pozostawanie siewki w stanie etiolacji [43]. Doswiadczenia prowadzone na mutantach
pifl, pif3, pif4 i pif5, a zwlaszcza na poczwdrnych mutantach, ujawnily, iz produkty
tych genow funkcjonuja jako represory fotomorfogenezy, gdyz fenotypowo mutanty
upodabniaja si¢ do roslin linii dzikich rosnacych na $wietle [43,53,54,87,90]. W siewkach
poczwornych mutantéw pifl/pif3/pif4/pif5, po dwudniowym okresie ciemnosci, zna-
czacym zmianom ulega ekspresja 1028 genow, z tego az 820 genow (80%) jest
identyczna z genami, ktorych ekspresja ulegla zmianie w siewkach linii dzikich
naswietlanych przez dwa dni swiatlem czerwonym [54]. Interesujacy jest rowniez fakt,
iz 60% sposrod 820 gendéw ulega aktywacji, a ekspresja 38% zostaje zahamowana.
Wyniki powyzszych analiz pozwalaja zatem sadzi¢, iz biatka PIF/PIL konstytutywnie
hamuja badz aktywuja okreslone geny, podczas gdy swiatlo poprzez uklad fitochromow
odwraca kierunek zmian. Produkty genéw pierwotnie regulowanych przez PIF/PIL
aktywuja lub blokuja kolejne geny, tworzac w ten sposob kaskade transkrypcyjna
realizujaca program fotomorfogenezy [54]. Proponowany mechanizm wydaja si¢
réwniez potwierdza¢ niektore wyniki najnowszych doswiadczen, w ktorych wykazano,
iz poszczegbdlne PIF/PIL pelnig w szlakach sygnalowych funkcje pozytywnych
elementow, np. PIF1 w biosyntezie chlorofilu [60], PIF3 w rozwoju chloroplastow i
biosyntezie antocyjanéw [59,88], a PIF4 w roznicowaniu szparek [13].

Doswiadczenia badajace udziat GA w fotomorfogenezie pokazaty, ze obnizenie
metodami chemicznymi badz genetycznymi poziomu GA prowadzi w ciemnosci do
derepresji fotomorfogenezy [5]. Ponadto, analizy GA wykazaly, ze w hypokotylu,
w przeciwienstwie do kielkujacych nasion, $wiatlo ogranicza akumulacj¢ GA4,
dzialajac w ten sposob w kierunku wzrostu poziomu biatek DELLA. Tak wigc,
wiekszy w ciemnosci poziom GA, obnizajacy poziom DELLA, sprzyja aktywacji przez
PIF3 i PIF4 genow zwiazanych z szybkim wzrostem hypokotyla [1,2.4].

Drugim uktadem zajmujacym kluczowe miejsce, zarowno w programie genetycz-
nym skotomorfogenezy jak rowniez przy przechodzeniu do fotomorfogenezy, jest
kompleks ligazy COP1/SPA ubikwitynylujacy w ciemnosci czynniki transkrypcyjne
HYS, HYH, HFR1, LAF1 [3,17,34,40,77]. Po przeniesieniu rosliny na $wiatto,
najpierw ulega zahamowaniu aktywnos¢ ligazowa COP1/SPA, zas po dluzszym
czasie nastgpuje usuniecie COP1 z jadra do cytoplazmy, co w efekcie zapobiega
dalszemu degradowaniu pozytywnych elementow fotomorfogenezy (ryc. 3B) [92].
Technikami immunoprecypitacji chromatyny (CHIP-chip) wykazano, ze stabilne na
swietle HYS wiaze si¢ do 3894 genow, z tego w duzej czesci gendw kodujacych
czynniki transkrypcyjne oraz gendw wczesnych odpowiedzi na swiatto [51]. Zatem,
mozna zaryzykowa¢ stwierdzenie, iz w kaskadzie czynnikdéw transkrypcyjnych
tworzacych uklad typu piramidalnego, HYS zajmuje miejsce szczytowe, pozwalajace
wplywaé na ekspresje licznej grupy genéw zwigzanych z procesem fotomorfogenezy.
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Swiatlo stoneczne padajace bezposrednio na rosling rézni si¢ od $wiatla przefiltro-
wanego przez liScie badz odbitego od zielonych lisci. Barwniki chloroplastowe
pochlaniaja $wiatlo niebieskie i czerwone, natomiast odbijaja daleka czerwien, co w
efekcie prowadzi do obnizenia intensywnosci swiatla, ale co rownie wazne, zmienia
sktad widma, zwlaszcza w zakresie czerwieni (660—670 nm) i dalekiej czerwieni
(725735 nm). Wartos¢ wspoétczynnika czerwien/daleka czerwien dla swiatla
stonecznego wynosi okolo 1,2, natomiast w przypadku swiatta przefiltrowanego przez
pojedynczy lis¢, maleje do okolo 0,2, a dla swiatla, ktore przeszio przez dwa liscie,
wartos¢ ta nie przekracza 0,1. Intensywno$¢ $wiatla przefiltrowanego przez pojedyn-
czy lis¢ jest mniejsza prawie dziesigeciokrotnie, a po przejsciu przez dwa liScie obniza
si¢ prawie 30-krotnie [27,95]. Zmiany w skladzie widma $wiatla sfonecznego, niosace
informacje o bliskosci ,,zielonego sasiada”, inicjuja szereg odpowiedzi okreslanych
terminem unikanie zacienienia badz syndromem unikania zacienienia.
Powszechnie wiadomo, Ze roslina rosnaca w cieniu innych roslin charakteryzuje si¢
przyspieszonym wzrostem w stron¢ Swiatta, wyrazniejsza dominacja wierzchotkowa,
ma wydtuzone ogonki lisciowe, mniejsze liScie i obnizony poziom chlorofilu w lisciach
oraz szybciej zakwita. Wyniki badan genetycznych pokazaly, iz swiatlo o matych
wartosciach wspotczynnika czerwien/daleka czerwien aktywuje ekspresje HFRI i
az 35-krotnie ekspresje PIL1, a ponadto genow ATHB2/HAT4 i ATHB4 — genow
kodujacych czynniki transkrypcyjne z homeodomena zamka leucynowego [20,74,-
82,89]. Udzial ATHB2 i ATHB4 w unikaniu zacienienia potwierdzono réwniez w
doswiadczeniach wykorzystujacych mutanty, a takze stosujac techniki antysensu badz
nadekspresji ATHB2. W pierwszym wypadku rosliny maja skrécony hypokotyl i
przypominaja rosliny linii dzikich rosnace na $wietle, podczas gdy fenotyp roslin z
nadekspresja ATHB2 jest podobny do roslin rosnacych w zacienieniu [27].

Mechanizm przetwarzania informacji swietlnych na genetyczna regulacje procesow
unikania zacienienia zaczyna by¢ juz cze$ciowo rozumiany dzigki poznaniu interakcji
fitochromow z biatkami PIF/PIL. W warunkach $wiatta bezposrednio padajacego
na rosling, a wigc wowczas, gdy stosunek $wiatla czerwonego do dalekiej czerwieni
jest stosunkowo wysoki, phyB wystepuje w przewadze w formie Pfr i jako taki
kierowany jest do jadra, gdzie oddziatuje z PIF/PIL (ryc. 5A). Proteolityczna
degradacja PIF4 i PIF5 hamuje ekspresj¢ PILI, ATHB2, ATHB4 i HFRI [56,89].
Jednakze zmiany te wystepuja czesciowo takze u mutanta phyB, dlatego nalezy
sadzi¢, iz w unikaniu zacienienia funkcjonuja takze inne fitochromy [27]. Zmiana
wspdlczynnika czerwien/daleka czerwien w kierunku obnizenia jego wartosci, zmienia
stosunek form Pr/Pfr phyB, a w konsekwencji obniza poziom phyB w jadrze,
sprzyjajac w ten sposob wzrostowi poziomu czynnikdéw transkrypcyjnych PIF4 i PIF5
aktywujacych geny zwiazane z unikaniem zacienienia (ryc. 5B). Odpowiedzi
wzrostowe ogonkdw lisciowych oraz wzrost hypokotyla regulowane sa takze przez
biatka DELLA. W warunkach przedluzajacej si¢ dalekiej czerwieni nastepuje
degradacja RGA, a obnizenie poziomu DELLA sprzyja wzrostowi poziomu wolnych
PIF/PIL [19,21]. W warunkach przedtuzajacego si¢ zacienienia zaczyna funkcjonowaé
mechanizm ograniczajacy nadmierng reakcj¢ unikania zacienienia. Pewna role
przypisuje si¢ tutaj phyA, ktory w warunkach wydtuzonego dzialania dalekie;j
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RYCINA 5. Udzial fitochromoéw w odpowiedziach unikania zacienienia. (A) W warunkach $wiatla
dziennego, phyB, wystepujacy w przewadze w formie Pfr, wnika do jadra, gdzie oddziatuje z biatkami
PIF4 i PIF5 kierujac je do degradacji. Biatka PIF/PIL sq takze inaktywowane na skutek oddzialywania z
DELLA; (B) Swiatlo przefiltrowane lub odbite od zielonych lisci, wymusza, na skutek zubozenia w
czerwien, fotokonwersj¢ phyB do nieaktywnej formy Pr. W rdwnowazeniu odpowiedzi na zacienienie
uczestniczy PhyA oraz biatko HFR1. Szczegotowy opis w tekscie (na podstawie [3,21,27,56,82,95])
FIGURE 5. Proposed model for the shade avoidance signaling. (A) In daylight, phyB exists predomi-
nantly in the Pfr form, and following import into the nucleus, it binds PIF4 and PIF35, resulting in their
degradation. Also, the binding of DELLA by PIFs simultaneously results in PIF inactivation; (B) In
vegetational shade, light filtered or reflected by the neighboring vegetation is enriched in far red light. A
reduction in red/far red ratio results in conversion of phyB to the inactive Pr form. Antagonism of shade
avoidance is provided by phyA operating in the high irradiance response, as well as by HFR1 protein.
Detailed descriptions are in the text (based on [3,21,27,56,82,95])

czerwieni wnika do jadra, wplywajac na obnizenie poziomu PIF/PIL, a w efekcie
hamuje ekspresje genow zwiazanych z unikaniem zacienienia (ryc. 5SB) [27]. W
podobny sposoéb moze takze dziatla¢ HFR1, biatko intensywnie syntetyzowane w
warunkach zacienienia, tworzace z PIF/PIL nieaktywne kompleksy, podobne do
heterodimeréw PIF/PIL-DELLA [38,57,82].

W kontekscie prezentowanych obecnie badan, godnymi podkreslenia wydaja sie
by¢ wyniki wskazujace, iz nie tylko czynniki transkrypcyjne PIF/PIL, ale rowniez
HYS i HYH, oprécz funkcji regulacyjnej w ekspresji gendw, petnia rowniez role
elementow integrujacych sygnalizacje $wietlng z sygnalizacja hormonalng. Biatka PIF/
PIL, tworzace dimery z DELLA, przeciwdzialaja wiazaniu tych bialek represorowych
z receptorami GA, ale rowniez same PIF/PIL traca mozliwo$¢ oddziatywania z
DNA. Podobnie, szereg publikowanych w ostatnim czasie wynikow dowodzi, iz
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czynnik transkrypcyjny HYS5 peli funkcje elementu integrujacego sygnalizacje
swietlng z sygnalizacja cytokininowa, chociaz mechanizm budowania sieci sygnatowej
na poziomie molekularnym pomiedzy badanymi szlakami pozostaje jeszcze nieznany.
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