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Streszczenie: Genom Arabidopsis thaliana zawiera ponad 1300 genow (~5% proteomu) kodujacych
poszczegodlne elementy uktadu ubikwityna/proteasom 2683, z czego okoto 90% koduje mono- i oligome-
ryczne ligazy ubikwitynowe E3 odpowiedzialne za swoiste rozpoznanie biatek kierowanych do degrada-
cji. Roslinne ligazy E3 tworza zroznicowana rodzing biatek lub kompleksow biatkowych z charaktery-
stycznymi domenami RING-finger, U-box lub HECT. Wyniki badan prowadzonych w ostatnich latach
wskazuja, ze zalezna od ubikwityny degradacja biatek odgrywa kluczowa rolg w sygnalizacji hormonalnej
i samoniezgodnosci, reguluje fotomorfogeneze¢ oraz kontroluje reakcje obronne przeciw patogenom.

Stowa kluczowe: proteoliza, ubikwityna, ligazy ubikwitynowe, fitohormony, fotomorfogeneza, samonie-
zgodno$¢, patogeneza.

Summary: In Arabidopsis thaliana more than 1300 genes (~5% of the proteome) encode components of
the ubiquitin/26S proteasome pathway. Approximately 90% of these genes encode subunits of the E3
ubiquitin ligases, which confer substrate specificity to the ubiquitin/26S proteasome pathway. The plant
E3 ubiquitin ligases comprise a large and diverse family of proteins or protein complexes containing a
RING-finger, U-box domain or a HECT domain. Within the past several years, considerable progress has
been achieved in understanding the role of protein degradation via the ubiquitin-proteasome pathway in
hormone responses, self-incompatibility, photomorphogenesis and pathogen defenses.

Key words: proteolysis, ubiquitin, ubiquitin ligases, phytohormones, photomorphogenesis, self-incom-
patibility, pathogenesis.
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1. WSTEP

Selektywna ubikwitynacja biatek kontroluje degradacje specyficznych biatek oraz
reguluje szereg procesoOw niezwiazanych z proteoliza, takich jak np. endocytoza i
sortowanie pgcherzykow btonowych, transkrypcja, naprawa DNA czy aktywacja kinaz
biatkowych. O waznosci tych proceséw §wiadczy przyznanie w 2004 roku nagrody
Nobla z dziedziny chemii badaczom, ktérzy odkryli ubikwitynacje biatek. Sylwetki
laureatow oraz niektore aktualne kierunki poszukiwan zwigzanych z ubikwitynacja biatek
zostaly ostatnio przedstawione na tamach Postepow Biologii Komorki [19]. Najnowsze
badania z zakresu biologii molekularnej roslin przyniosty rowniez szereg bardzo intere-
sujacych wynikdéw wskazujacych, ze niemal wszystkie procesy zwigzane ze wzrostem
irozwojem ro$liny sa regulowane za posrednictwem uktadu ubikwityna/proteasom 26S
[45,55]. Wyniki dotychczasowych badan pokazuja, ze uktady selektywnej ubikwitynacji
bialek sa kluczowymi elementami szlakow sygnatowych aktywowanych przez fitohor-
mony, biora udziat w regulacji fotomorfogenezy i samoniezgodnosci, kontroluja procesy
obronne przeciw patogenom oraz uczestnicza w regulacji wielu innych proceséw
zachodzacych w roslinach.

2. ROSLINNE UKELADY UBIKWITYNACJI BIALEK

Genom Arabidopsis thaliana zawiera 14 gendéw poliubikwitynowych (UBQ)
kodujacych w sumie 30 jednostek ubikwityny, kilka biatek podobnych do ubikwityny
RUB (ang. Related to Ubiquitin) oraz dwa mate biatka rybosomowe [34,59]. W
przytaczaniu ubikwityny do biatka substratowego uczestnicza trzy enzymy tworzace
tzw. kaskade enzymow ubikwitynujacych. Enzym aktywujacy ubikwityne E1 kodowany
jest w A. thaliana przez dwa geny UBA, enzymy koniugujace E2 przez 37 genow
UBC, aligazy lub podjednostki wielobiatkowych kompleksow ligaz ubikwitynowych
koduje okoto 1300 genow [59]. Roslinne ligazy ubikwitynowe z domena RING-finger
(ang. Real Interesting New Gene) i strukturalnie podobna kaseta U-box oraz ligazy z
domeng HECT (ang. Homology to E6-AP C-Terminus) przenosza ubikwityng z E2
na bialko substratowe (ryc. 1) [55, 64].

W wigkszosci dotychezas poznanych roslinnych procesow regulowanych w drodze
ubikwitynacji biatek uczestnicza wielopodjednostkowe ligazy typu SCF (ang. SkpI-
Cullin-F-box Proteins) zbudowane co najmniej z czterech réznych biatek (ryc. 1A).
Rusztowanie dla catego kompleksu tworzy bialko nazywane kulina, ktére poprzez
domeng C-koncowa wiaze biatko RBX zawierajace domeng RING-finger, a poprzez
domeng N-koncowa biatko SKP (w A. thaliana okres$lane akronimem ASK). Domena
RING-finger w biatku RBX oddziatuje z enzymem koniugujacym E2, a biatko ASK/
SKP wiaze jedno z wielu biatek FBX z kaseta F, ktore posredniczy w wiazaniu biatka
przeznaczonego do ubikwitynacji [35,55]. W A. thaliana zidentyfikowano 11 genow
kodujacych kuliny, dwa geny RBX, 21 genow ASK i okoto 700 genow FBX [35,59].
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RYCINA 1. Schemat budowy roslinnych ligaz ubikwitynowych. Szczegdty opisano w tekscie (na podstawie
prac [45,55,64])

Aktywnos¢ wszystkich ligaz zawierajacych kuling jest regulowana w drodze odwracal-
nej rubinylacji/nedylacji kuliny, w ktdrej uczestnicza enzymy odpowiedzialne za przylta-
czenie do kuliny biatka podobnego do ubikwityny RUB/NEDDS oraz kompleks CSN
(sygnatosom COP9) funkcjonujacy m.in. w derubinylacji ligaz [22,50]. Ponadto w
regulacji ligaz kulinowych typu SCF biora udziat biatka CANDY 11 SGT [34].

W drugim typie ligaz zawierajacych kuling zamiast biatek ASK/SKP 1 FBX wystepuje
biatko z domena BTB/POZ (ang. Broad Complex, Tramtrack, Bric-a-brac,/Pox
virus and Zinc finger), ktore petni funkcj¢ biatka adaptorowego wiazacego biatko
przeznaczone do ubikwitynacji. Biatko BTB/POZ oddziatuje z kulina 3 (w A. thaliana
AtCUL 3alub AtCUL 3b), do ktorej wiaze sig takze biatko RBX (ryc. 1B).[12,71]. Na
razie nie wiemy jeszcze, czy kazde z 76 biatek z domena BTP/POZ w A. thaliana
wchodzi w sktad ligaz typu AtCUL3-RBX1-BTB, tak jak to jest w przypadku ETOL1,
ktore funkcjonuje w ligazie regulujacej biosynteze etylenu (patrz rozdz. 7) [6].

Inny typ ligazy ubikwitynowej tworzy biatko COP1 A. thaliana (ang. Constitutively
Photomorphogenic 1) z domena RING-finger uwazane do niedawna za monome-
ryczna ligazg E3 [22]. Najnowsze doniesienia sugeruja, ze COP1, podobnie jak poznany
niedawno ludzki homolog tego biatka [13], jest podjednostka ligazy zbudowanej takze z
udziatem kuliny [26,55,64]. Ligaz¢ tego typu tworzy biatko z domeng DDBI1 (ang.
DNA Damage Binding protein 1) wiazace biatka DET1 i COP1 oraz bialkko RBX
oddziatujace z kuling 4 (ryc. 1C).

Wielopodjednostkowa ligaza jest takze kompleks APC/C (ang. Anaphase Promoting
Complex/Cyclosome) zbudowany co najmniej z 11 biatek (ryc. 1D) [45,55,59].
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Odpowiednikiem kuliny jest tu biatko APC2 zawierajace motyw kulinowy, natomiast
biatko APC11 z domena RING-finger jest podobne do RBX. Rola pozostatych podjed-
nostek kompleksu na razie nie jest znana. Ligaza APC/C odpowiedzialna jest m.in. za
ubikwitynacje cyklin [45].

Do grupy monomerycznych ligaz ubikwitynowych z domena RING-finger w A.
thaliana naleza biatka SINATS, HOS1, CIP8 oraz PRT1 [45, 59]. Schemat budowy
takiej ligazy z domena RING-finger przedstawiono na rycinie 1E.

Kolejna grupe ligaz tworza biatka z domena U-box, ktora pod wzgledem struktury
przypomina domeng RING-finger, mimo ze nie zawiera jonow cynku (ryc. 1F). W 4.
thalina ligazy PUB (ang. Plant U-Box Protein) z domena U-box sa kodowane przez
41 genow [34].

Ligazy z domena HECT (ang. Homology to E6-AP C-Terminus), kodowane w A.
thaliana przez 7 genow, zawieraja w czesci C-koncowej charakterystyczna domeng HECT,
ktora wiaze enzym E2 i tworzy przejSciowe wiazanie tioestrowe z ubikwityna [ 14]. Biatko
substratowe ulegajace ubikwitynacji jest rozpoznawane i wigzane za poSrednictwem
odpowiedniej domeny potozonej w N-koncowym odcinku polipeptydu (ryc. 1G).

Geny kodujace poszczegolne biatka uktadu ubikwityna/proteasom stanowia w A.
thaliana ponad 5% catego genomu. Tak duze zroznicowanie poszczegdlnych elementow
uktadu, w tym rowniez enzymow deubikwitynujacych i bialek budujacych proteasom
268, a takze wielka roznorodno$¢ biatek regulatorowych i biatek wspotdziatajacych z
ligazami $wiadcza o tym, ze uktad ubikwityna/proteasom 26S gra kluczowa role w
regulacji wielu procesow zyciowych rosliny.

3. UBIKWITYNACJA CZYNNIKOW TRANSKRYPCYJNYCH
KONCOWYM OGNIWEM SZLAKOW SYGNALOWYCH
AKTYWOWANYCH PRZEZ FITOHORMONY

Wyniki badan z ostatnich lat pokazaty, ze zalezna od ubikwityny degradacja biatek
funkcjonujacych w regulacji transkrypcji genow jest jednym z kluczowych elementow
hormonalnych szlakow sygnatlowych. Badaniom tym po$wigcono artykut opublikowany
w Postepach Biochemii [34], a takze prace przegladowe dostepne w czasopismach o
zasiegu ogolnoswiatowym [45,55].

Znaczenie ubikwitynacji biatek w sygnalizacji hormonalnej najpetniej poznano w
przypadku szlaku zaleznego od auksyny [5,11]. W odpowiedziach rosliny na ten
fitohormon uktad ubikwityna/proteasom 268 jest odpowiedzialny za ubikwitynacje biatek
represorowych AUX/IAA, ktore moga tworzy¢ heterodimery z czynnikami transkryp-
cyjnymi ARF (ang. Auxin Response Factor) (ryc. 2) [72]. Biatka ARF maja domeng
wiazaca DNA oraz charakterystyczny motyw, od ktorego zalezy, czy dane biatko
aktywuje, czy hamuje geny regulowane przez auksyne [34]. Ekspresja genow ARF nie
jest zalezna od obecnosci fitohormonu, natomiast poziom co najmniej pigciu z 23
transkryptow ARF mRNA w A. thaliana jest regulowany przez mikroRNA [15,42].
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RYCINA 2. Kontrolowana przez fitohormony ubikwitynacja biatek regulujacych ekspresje gendw.
Szczegoty opisano w tekscie (na podstawie prac [1,5,11,16,20,37,70])

Biatka AUX/IAA sa wiazane przez biatko TIR1 (ang. Transport Inhibitor Response
1), jedno z ponad 700 biatek z domena F tworzacych ligazy typu SCF [34]. Doniesienia
z ostatnich miesigcy sugeruja, ze TIR1 nie tylko rozpoznaje i wiaze okreslone biatko(a)
AUX/IAA, ale jest takze receptorem auksyny [9,10,33]. Potwierdzenie receptorowe;j
funkcji TIR1 oraz jego homologdéw AFB1, 2 13 (ang. Auxin Signaling F-box protein)
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[9,10] byloby jednym z bardziej spektakularnych osiagnig¢ w trwajacych od ponad trzydziestu
lat poszukiwaniach receptorow auksyn [75]. Proponowany obecnie mecha-nizm regulacji
ekspresji gendw przez auksyne zaktada, ze w warunkach braku hormonu biatka AUX/IAA
tworza heterodimery z czynnikami transkrypcyjnymi ARF uniemozli-wiajac w ten sposob
ich oddziatywanie z promotorami gendw regulowanych przez au-ksyneg (ryc. 2). Wiazanie
auksyny przez biatko TIR 1 badZjego homologi zmienia powinowactwo ligazy SCF wzgledem
okreslonego biatka AUX/IAA promujac w ten sposob jego ubikwitynacje. Proteoliza AUX/
IAA umozliwia tworzenie homodimeréw ARF, ktore sa wiazane do promotorow genow
pierwotnych odpowiedzi na auksyng (w tym rowniez genow AUX/IAA), co w efekcie
prowadzi do aktywacji badz represji tych gendw.

Badania poswigcone poznawaniu giberelinowych szlakow sygnatowych przyniosty
szereg danych §wiadczacych o tym, ze rowniez ta grupa fitohormonow aktywuje zalezna
od ubikwityny degradacj¢ biatek represorowych [1,16,34]. Wyselekcjonowanie kilku
mutantow A. thaliana o zmienionych odpowiedziach na obecnos¢ gibereliny umozliwito
zidentyfikowanie genow kodujacych biatka zawierajace w regionie N-koncowym
charakterystyczny motyw DELLA [34]. Wyniki badan z ostatnich lat dowodza, Zze sygnat
giberelinowy aktywuje kinaze biatkowa, ktora fosforyluje biatko z motywem DELLA
umozliwiajac w ten sposob jego rozpoznanie przez ligazy SCFSWYSNE ubikwitynacjg, a
w konsekwencji degradacj¢ w proteasomach (ryc. 2). [1,16,34]. Tak wigc, obecnos¢
gibereliny aktywuje proteolizg biatek represorowych z motywem DELLA uwalniajac
ekspresje gendow innych czynnikdw transkrypeyjnych m.in. GAMYB [1].

Odmienny mechanizm reguluje ubikwitynacje¢ czynnikow transkrypcyjnych w
szlaku sygnalowym aktywowanym przez etylen [20,34]. W tym wypadku szlaki
sygnatowe przekazujace informacje do jadra hamujq ubikwitynacjg czynnikow trans-
krypcyjnych z rodziny EIN3/EIL wiazanych przez sekwencje promotorowe genu
ERFI (ang. Ethylene Responsive Factor 1) oraz innych gendéw z rodziny EREBP
kodujacych czynniki transkrypcyjne [35]. Wyniki szczegotowych badan dowiodty,
ze poziom EIN3/EIL wyraznie wzrasta w obecnosci etylenu, natomiast w warun-
kach jego braku biatka te sa ubikwitynowane i ulegaja degradacji. Udato si¢ pozna¢
dwa geny EBF11EBF?2 (ang. EIN3-Binding F-box proteinl i 2), ktorych produkty
tworza ligazy SCFEBFVEBF2 hiorace udziat w ubikwitynacji EIN3/EIL [17]. W
konkluzji dotychczasowych badan przyjmuje si¢ wigc, ze w warunkach braku etylenu
biatka EIN3/EIL ulegaja konstytutywnej ubikwitynacji i degradacji w proteasomach,
natomiast aktywacja szlaku sygnatowego przez etylen prowadzi do destabilizacji
ligaz SCFEBFVEBE2 hadz modyfikacji EIN3/EIL, czego efektem jest zahamowanie
ich ubikwitynacji (ryc. 2). Biatka EIN3/EIL jako pozytywne elementy etylenowych
szlakow sygnatowych aktywuja gen ERF'I oraz inne geny EREBP, ktorych produkty
reguluja ekspresjg genow tzw. wtornych odpowiedzi na etylen [34].

Wyniki najnowszych badan sugeruja, ze rowniez w przypadku brassinosteroidow
sygnal hormonalny zapobiega degradacji czynnikow transkrypcyjnych BZR1 1 BZR2/
BES1 (ang. Brassinazole Resistant 1/BRII1-Suppressor 1) [37,70]. W tym wypadku
zwigzanie brassinosteroidu przez kompleks heterodimerycznej kinazy biatkowej BRI1/
BAKI1 prowadzi do zahamowania aktywnosci cytoplazmatycznej kinazy biatkowej BIN2,
ktora fosforyluje biatka BZR1 1 BES1, a przypuszczalnie takze biatka BEH1 do 4 [38].
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Tak wige, w warunkach braku fitohormonu fosforylowane przez kinazg BIN2 biatka
BZR1 i BESI staja sig¢ substratami dla ligazy ubikwitynowej (ryc.2). Zahamowanie
kinazy BIN2 w wyniku zwiazania brassinosteroidu przez kompleks receptorowy chroni
czynniki transkrypcyjne przed ubikwitynacja, co w efekcie prowadzi do aktywacji okres-
lonych genéw, w tym m.in. genu SA UR-AC zwiazanego ze wzrostem wydtuzeniowym
lub hamowania genu CPD odpowiedzialnego za syntezg brassinosteroidow [37,38].

Ubikwitynacja biatek petni takze jedna z kluczowych funkcji regulacyjnych w szlakach
sygnatowych aktywowanych przez kwas abscysynowy (ABA), kwas jasmonowy (JA)
i cytokininy. Wyniki nielicznych jeszcze badan pokazuja, ze ABA reguluje ubikwitynacje
czynnika transkrypcyjnego ABI5 w ten sposob, ze obecno$¢ fitohormonu stabilizuje
ufosforylowana forme ABI5, natomiast jego brak powoduje wiazanie nieufosforylowanego
ABIS5 do biatka AFP (ang. ABI Five binding Protein), ktore kieruje ABIS5 do ubikwitynacji
i degradacji w proteasomach [24,34]. W szlakach sygnatowych aktywowanych przez
jasmoniany funkcjonuje biatko COI1 z domena F (ang. Coronatine Insensitive 1), ktore
oddziatuje z deacetylaza histonowa [40]. Pojedyncze doniesienie dotyczace badan mutanta
rpnl2a-1 A. thaliana z uposledzonymi odpowiedziami na cytokininy dowodzi, ze
przyczyna tych zmian jest mutacja w jednym z biatek proteasomu [59].

4. UBIKWITYNACJA BIALEK W PROCESACH
REGULOWANYCH PRZEZ SWIATLO

W pierwszej potowie lat dziewigédziesiatych XX w. wyselekcjonowano rodzing
mutantow A. thaliana okreslanych wspdlna nazwa cop/det/fuis, ktorych siewki rosnac
w ciemnosci fenotypowo sa podobne do roslin linii dzikich rosnacych na $wietle. Po
sklonowaniu wszystkich 11 genow COP/DET/FUS okazato sig, ze osiem sposrod nich
koduje biatka kompleksu regulatorowego COP9/CSN, a pozostate trzy biatka (COP1,
DET1, COP10) bezposrednio uczestnicza w ubikwitynacji biatek [22,26,45]. Biatko
COP1 zdomena RING-finger byto poczatkowo uwazane za ligazg ubikwitynowa typu
monomerycznego, jednak obecnie przyjmuje si¢, ze COP1 4. thaliana, podobnie jak
poznane niedawno ludzkie biatko COP1, jest jedna z podjednostek ligazy zbudowanej z
udzialem kuliny 4 [26,55,64,73]. Ligazg tego typu tworzy bialko zdomena DDB1 (ang.
DNA Damage Binding protein 1) wiazace biatka DET1 i1 COP1 oraz wiazane przez
kuling 4 biatko RBX (ryc. 3). Z kompleksem ligazy COP1 oddziatuja biatka CIPS,
COP10, SPA isygnatosom COP9 [22]. W doswiadczeniach wykorzystujacych technike
mikromacierzy DNA wykazano, ze w A. thaliana ligaza COP1 pos$redniczy w regulacji
ponad 20% gendw [41]. Wyniki te dowodza, ze COP1 jest kluczowym elementem
mechanizmu regulujacego ekspresj¢ genow kontrolowanych przez §wiatto.

Dotychczasowe wyniki badan wskazuja, ze ligaza zawierajaca COP1 posredniczy
w ubikwitynacji czynnikéw transkrypcyjnych HYS i HYH z motywem bZIP [7,22],
czynnika transkrypcyjnego HFR1 z motywem bHLH [30,74], biatka LAF1 z rodziny
czynnikow transkrypcyjnych MYB-R2R3 [57], a takze fitochromu A — fotoreceptora
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RYCINA 3. Regulowana przez swiatto ubikwitynacja czynnikoéw transkrypcyjnych. Szczegdty opisano
w tek$cie (na podstawie prac [22,26,45,55])

$wiatta czerwonego i dalekiej czerwieni [56]. Aktywnosc¢ ligazy COP1 reguluja cztery
biatka z rodziny SPA1 (ang. Suppressor of PhyA-105), kryptochromy, a przypuszczalnie
takze fitochromy [27,36]. Dos§wiadczenia z wykorzystaniem chimery COP1 z GFP
pokazaty, ze w komorkach rosliny rosnacej w ciemno$ci COP1 jest zlokalizowane w
jadrze, natomiast w ro$linie wystawionej na §wiatto COP1 migruje do cytoplazmy [61].
Wymuszony przez $wiatto transport COP1 z jadra do cytoplazmy zapobiega ubikwitynacji
czynnikow transkrypcyjnych, ktore aktywuja geny regulowane przez swiatto. Tak wigc,
kontrolowana przez $§wiatto zmiana subkomorkowej lokalizacji COP1 jest istotnym
elementem mechanizmu regulujacego wewnatrzjadrowy poziom czynnikdw transkryp-
cyjnych. Mechanizm kontrolowanej przez $wiatlo migracji COP1 migdzy jadrem a
cytoplazma nie jest doktadnie poznany, chociaz wiadomo, ze uczestnicza w nim
fitochromy A i B, kryptochrom 1 oraz kompleks COP9 [45].
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W badaniach poswigconych molekularnemu mechanizmowi zegara biologicznego
poznano gen ZTL (ang. Zeitlupe) A. thaliana kodujacy polipeptyd, ktoéry w czgsci N-
koncowej ma domen¢ LOV wiazaca nukleotyd flawinowy (FMN), w cz¢$ci srodkowej
motyw kasety F, a w regionie C-koncowym powtorzenia motywu odpowiedzialnego za
oddziatywanie z innymi biatkami. W genomie 4. thaliana zidentyfikowano dwa inne
geny (FKFI; ang. Flavin-binding, Kelch repeat, F box i LKP2; ang. LOV Kelch
Protein 2) kodujace biatka homologiczne z ZTL [23]. Obecno$¢ we wszystkich trzech
biatkach domeny LOV wiazacej FMN oraz kasety F sugeruje, ze sa one receptorami
flawoproteinowymi wchodzacymi w sktad réznych kompleksow ligaz ubikwitynowych
typu SCF [28]. Wyniki ostatnich badan potwierdzaja to przypuszczenie, bowiem
wykazano, ze ligaza typu SCF?™ bierze udziat w ubikwitynacji biatka TOC1/APRRI1,
jednego z elementow zegara komorkowego [21,43], natomiast biatko FKF1 funkcjonuje
w zaleznej od $wiatta regulacji ekspresji genu CO (CONSTANS), ktorego produkt gra
wazna rol¢ w fotoperiodycznej indukcji kwitnienia [28].

5. UBIKWITYNACJA BIALEK W SAMONIEZGODNOSCI
HOMOMORFICZNEJ

Samoniezgodno$¢ homomorficzna jest mechanizmem kontrolowanym genetycznie
umozliwiajacym selekcje pytkow padajacych na znamig stupka w celu niedopuszczenia
do zaptodnienia przez wiasny pytek. W pracy opublikowanej niedawno w Kosmosie
przedstawiono podstawowe zalozenia mechanizmdéw samoniezgodnosci sporofitowe; i
gametofitowej [4]. Kluczowymi elementami obu mechanizméw sa uktady posredniczace
w ubikwitynacji biatek, ktore w samoniezgodno$ci sporofitowej biora udziat w reakcji
odrzucenia pytku o niewlasciwym haplotypie [25,32,63], a w samoniezgodnosci
gametofitowej uczestnicza zar6wno w reakcji rozpoznania, jak réwniez w reakcji
odpowiedzi przeciwdziatajacej zaptodnieniu wsobnemu [31,44].

W przypadku samoniezgodnosci sporofitowej, badanej glownie w roslinach z rodziny
Brassicaceae, w reakcji rozpoznania pytku posrednicza biatka SRK i SLG, produkty
genow tzw. locus S. W btonie komoérek wyrostkowych znamienia tworza one kompleks
receptorowy rozpoznajacy specyficzny oligopeptyd SCR/SP11 pochodzacy z pytku
osiadlego na znamieniu, ktory zostal wbudowany na jego powierzchnig w zalazni przez
komorki tapetum. Biatko SRK jest receptorowa transbtonowa serynowo/treoninowa
kinaza bialkowa, natomiast SLG jest sekrecyjna glikoproteina, ktorej rola w reakcji
rozpoznania mgskiej determinanty samoniezgodnos$ci nie jest do konca poznana
[25,32,63]. Aktywnos¢ kinazy bialkowej SRK jest blokowana przez tioredoksyng (THL 1
1 THL2) wiazaca si¢ z reszta cysteiny potozona w regionie transbtonowym SRK [63].
Dodatkowym elementem uktadu receptorowego wspotdziatajacym z kompleksem SRK
jest kinaza serynowo/treoninowa MLPK (ang. M Locus Protein Kinase) zakotwiczona
w btonie komérkowej po stronie cytoplazmatycznej [46]. Wewnatrzkomoérkowa domena
receptora SRK oddziatuje z ligaza ubikwitynowa ARC1 (ang. Arm Repeat-Containing
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Protein 1) zawierajaca domeng U-box [60]. Fosforylacja ARCI1 przez kompleks
receptorowy SRK/MLPK aktywuje mechanizm odpowiedzialny za odrzucenie pytku o
niewlasciwym haplotypie. W warunkach, gdy kompleks receptorowy nie ulega aktywacji,
awiec rowniez w sytuacji, gdy na znamieniu osiadzie obcy pytek, tioredoksyna zapobiega
autofosforylacji kompleksu receptorowego. Tak wigc ligaza ARC1 w samoniezgodnosci
sporofitowej gra rol¢ pozytywnego elementu w szlaku aktywowanym w warunkach
samozapylenia, a jej fosforylacja przez aktywny kompleks SRK(SLG)-MLPK uruchamia
mechanizm zapobiegajacy kietkowaniu tagiewki pytkowej. Znalezienie biatka substratowego
ubikwitynowanego przez ARC1 powinno w przyszto§ci pomoc w rozszyfrowaniu
mechanizmu zaangazowanego w eliminowanie pytku o niewtasciwym haplotypie.

W samoniezgodno$ci gametofitowej, badanej u przedstawicieli Solanaceae,
Rosaceae 1 Scrophulariaceae, reakcja rozpoznania zachodzi pomigdzy rybonukleaza
(S-RNaza) kodowana przez gen locus S, ktorego ekspresja zachodzi w komorkach
szyjki stupka, a zidentyfikowanym ostatnio biatkiem SLF/SFB, produktem genu locus S
w pytku [31,44]. Biatko SLF/SFB (ang. S-Locus F-box/S-haplotype-specific F-box)
zawiera kasete F i1 jak wykazaty ostatnie badania, oddziatuje z biatkami wspottworzacymi
ligaze ubikwitynowa typu SCF [52]. Wiadomo tez, ze biatko SLF/SFP oddziatuje z
S-RNaza, niezaleznie od kodujacych je haplotypow genu, kierujac ja do ubikwitynacji.
O zaangazowaniu proteasoméw w proteoliz¢ S-RNazy swiadczy m.in. hamowanie jej
degradacji przez inhibitory proteasoméw [53]. W §wietle wynikow ostatnich badan
wydaje si¢ wiec, ze S-RNaza (u heterozygot produkty obu alleli genu S w diploidalne;j
tkance sporofitu) przenika niespecyficznie z apoplastu do rosnacej tagiewki zar6wno
pytku zgodnego, jak i niezgodnego. W lagiewce obcego pytku (zgodnego) obie S-RNazy
sa rozpoznawane przez SLF/SFP i ulegaja proteolitycznej degradacji, co zapobiega
trawieniu rRNA i umozliwia kontynuowanie wzrostu fagiewki w kierunku zalazni. W
tagiewce pytku niezgodnego biatko SLF/SFP jest produktem genu S haploidalnego
genomu pytku o haplotypie odpowiadajacym jednemu z dwoch allelicznych genow
kodujacych S-RNaze [31,44]. W wyniku swoistej interakcji obu tych biatek pytek zostaje
rozpoznany jako niezgodny, a w efekcie jedna z S-RNaz pozostaje nienaruszona.
Obecnosc¢ aktywnej S-RNazy w lagiewce prowadzi do strawienia rRNA i zahamowania
jej dalszego wzrostu [52,53,58,67]. Proponowany obecnie mechanizm samoniezgodnosci
gametofitowej wydaje si¢ bardzo prawdopodobny, chociaz szereg jego elementow
wymaga jeszcze eksperymentalnej weryfikacji [31,44].

6. UKLAD UBIKWITYNA/PROTEASOM W AKTYWACJI
REAKCJI OBRONNYCH PRZECIW PATOGENOM

Mechanizmy obronne uruchamiane w wyniku swoistych oddzialywan migdzy
patogenem a rosling polegaja najogolniej na interakcji pomiedzy roslinnymi biatkami
kodowanymi przez geny odpornosci (R) a produktami tzw. gendw awirulencji (A4vr)
patogena lub czynnikami, ktore powstaja w wyniku dziatania tych produktow w roslinie.
Sposrod licznych biatek R (szacuje sig, ze w 4. thaliana jest ich okoto 250) co najmnie;j
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niektore funkcjonuja jako swoiste biatka sensorowe rozpoznajace zmiany powstate w
wyniku wniknigcia do ro§liny okreslonego biatka patogena. W wyniku rozpoznania
okreslonych zmian nastegpuje aktywacja odpowiednich szlakow sygnatlowych indukuja-
cych réznorodne reakcje obronne [29,54].

Poszukiwania molekularnych mechanizmoéw reakcji obronnych skierowanych
przeciw r6znym patogenom przyniosty w ostatnich latach szereg nowych danych, ktére
jednoznacznie wskazuja na udziat w tych reakcjach uktadow ubikwitynacji i degradacji
bialek [8]. W badaniach odpornosci jgczmienia na zakazanie grzybem Blumeria graminis
f. p. hordei zidentyfikowano gen RARI (ang. Required for Mla-dependent
Resistance I) kodujacy cytoplazmatyczne biatko z dwiema domenami wiazacymi cynk
okreslanymi akronimem CHORD [8]. Biatko RAR1 oddziatuje z r6znymi biatkami R
ro$lin jedno- i dwulisciennych [47], a takze z produktami genow SGT (ang. Suppressor
of the G2 allele of skpl-4) [3]. Biatko SGT (w 4. thaliana SGT1a i SGT1b)
oddziatujace poprzez biatko SKP1 z ligazami ubikwitynowymi typu SCF jest wspolnym
elementem laczacym reakcje obronne przeciw réznym patogenom [2,51,65]. Znaczenie
SGT1b w funkcjonowaniu ligazy ubikwitynowej typu SCF potwierdzono takze w
badaniach ubikwitynacji biatek AUX/IAA aktywowanej przez auksyng [18]. Obecnie
wiadomo, ze kompleks RAR1-SGT1 oddziatuje poprzez podjednostki CSN4 1 CSNS5 z
sygnatosomem COP9 [3,39] oraz z biatkiem szoku termicznego HSP90 [27,62]. W
proponowanym obecnie modelu zaktada sig, ze biatko R tworzy kompleks z biatkami
RAR1 1 HSP90, a zwiazanie liganda (produktu genu Avr) przez biatko R badZ wykrycie
okreslonej zmiany powstalej w wyniku zakazenia rosliny, prowadzi do ubikwitynacji i
degradacji biatek hamujacych okres$lone reakcje obronne.

7. INNE PROCESY REGULOWANE W DRODZE
SELEKTYWNEJ UBIKWITYNACJI BIALEK

Oprocz procesOw omowionych w poprzednich rozdziatach, w ktérych rola
ubikwitynacji biatek zostala juz czg$ciowo poznana, selektywna ubikwitynacja biatek
reguluje szereg innych reakcji zachodzacych w roslinach, ktorych badania dopiero
si¢ rozpoczety. Dobrym przykladem jest tutaj badana obecnie regulacja biosyntezy
etylenu, ktéra zachodzi na etapie przemiany S-adenozylo-L-metioniny (AdoMet)
do kwasu 1-aminocyklopropano-1-karboksylowego (ACC) katalizowanej przez syntazg
ACC (ACS). Genom A. thaliana zawiera dziewi¢¢ gendéw ACS kodujacych osiem
funkcjonalnych izoform syntazy, ktorych dtugos¢ zycia reguluje ligaza zawierajaca biatko
ETO1 zdomena BTB oddziatujaca z kulina 3 (AtCUL3) [6,69]. Podatnos¢ poszczegol-
nych izoform ACS na ubikwitynacj¢ regulowana jest w drodze fosforylacji, a aktywnos¢
ligazy AtCUL3-ETO1-RBX1, podobnie jak innych ligaz kulinowych, kontrolowana jest
poprzez rubinylacje/nedylacje kuliny [6].

W szlaku sygnatowym aktywowanym przez auksyne oprocz ligazy kulinowej SCF
funkcjonuja takze monomeryczne ligazy SINATS i XBAT32 z domena RING-finger,
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ktore reguluja powstawanie i rozwo6j korzeni bocznych [45,49]. Ligaza SINATS ubikwi-
tynuje czynnik transkrypcyjny NACI1, ktory reguluje ekspresje gendw odpowiedzialnych
za tworzenie korzeni bocznych. W giberelinowych szlakach sygnalowych oprocz ligaz
SCFSHYSNE funkcjonuje takze ligaza PHOR1 z domeng U-box [45], a w kontrolowanym
przez gibereliny tworzeniu wtoskow bierze udziat ligaza UPL3 z domena HECT [14].

W fotoperiodycznej indukcji kwitnienia kluczowa rolg gra biatko CONSTANS (CO)
funkcjonujace jako czynnik transkrypcyjny aktywujacy geny konieczne do inicjacji
kwitnienia, m.in. gen FLOWER LOCUS T (FT). W komorkach rosliny przechowywanej
w ciemnosci biatko CO jest ubikwitynowane i ulega proteolizie, natomiast na $wietle
jego poziom wyraznie rosnie, chociaz $wiatto o r6znej dtugosci fali w r6zny sposob
wplywa na jego stabilizacje [68]. Swiatlo dalekiej czerwieni i $wiatto niebieskie stabilizuje
poziom CO, podczas gdy $wiatlo czerwone sprzyja jego degradacji. W konkluzji mozna
wigc stwierdzic¢, ze $wiatto niebieskie i dalekiej czerwieni poprzez uktad kryptochromow
(Cryl/Cry2) i fitochromu A hamuje ubikwitynacje CO, natomiast $wiatlo czerwone
poprzez fitochrom B promuje ubikwitynacje i degradacjg CO [68].

Ligaza typu SCF z bialkiem UFO (ang. Unusual Floral Organ) zawierajacym
kasete F jest pozytywnym elementem szlaku regulujacego ekspresje genow APETALA3,
ktore koduja czynniki transkrypcyjne aktywujace geny typu B odpowiedzialne za rozwoj
precikow i ptatkow korony [45], a jak pokazuja wyniki najnowszych badan, takze za
powstawanie innych elementéw kwiatu [48].

U mutantéw A. thaliana o zmienionej liczbie bocznych rozgatezien pedu oraz u mutanta
z opoznionym starzeniem zidentyfikowano gen ORE9/MAX2 kodujacy biatko z kaseta F.
Analizujac zmiany fenotypowe tych mutantéw sugeruje sig, ze ligaza SCFORFIMAX2
uczestniczy w ubikwitynacji biatek, ktore reguluja powstawanie bocznych rozgatgzien pedu
oraz hamuja proces starzenia lisci [45]. W odpowiedziach rosliny na zmieniajace si¢ warunki
temperatury uczestnicza ligazy AtCHIP i HOS1 [45]. AtCHIP jest ligaza z domena U-box,
natomiast biatko HOS1 zawiera domeng RING-finger. Mutacji w genie HLR (ang. Halted
Root) kodujacym podjednostke RPT2a proteasomu towarzysza zaburzenia w rozwoju
merystemow wierzchotkowych pedu i korzenia polegajace na zmianie kierunku oraz czasu
podziatow komorek merystematycznych [66].

Przedstawiony w pracy przeglad aktualnie prowadzonych badan potwierdza, ze
zalezna od ubikwityny degradacja biatek jest kluczowym mechanizmem regulujacym
réznorodne procesy zachodzace w ciagu catego cyklu zyciowego rosliny. W tym miejscu
nalezy takze podkresli¢, ze w dotychczasowych badaniach prowadzonych na roslinach
brakuje jak na razie danych na temat mono- i diubikwitynacji, ktora jak wiadomo nie
kieruje biatek do proteolizy, lecz gra odmienne role w procesach komérkowych. Mozna
zatem przypuszczaé, ze w miarg postepu badan liczba poznanych procesow regulowa-
nych w drodze ubikwitynacji bialek bedzie ciagle wzrastac.
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