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Streszczenie: Genom Arabidopsis thaliana zawiera ponad 1300 genów (~5% proteomu) koduj¹cych
poszczególne elementy uk³adu ubikwityna/proteasom 26S, z czego oko³o 90% koduje mono- i oligome-
ryczne ligazy ubikwitynowe E3 odpowiedzialne za swoiste rozpoznanie bia³ek kierowanych do degrada-
cji. Ro�linne ligazy E3 tworz¹ zró¿nicowan¹ rodzinê bia³ek lub kompleksów bia³kowych z charaktery-
stycznymi domenami RING-finger, U-box lub HECT. Wyniki badañ prowadzonych w ostatnich latach
wskazuj¹, ¿e zale¿na od ubikwityny degradacja bia³ek odgrywa kluczow¹ rolê w sygnalizacji hormonalnej
i samoniezgodno�ci, reguluje fotomorfogenezê oraz kontroluje reakcje obronne przeciw patogenom.

S³owa kluczowe: proteoliza, ubikwityna, ligazy ubikwitynowe, fitohormony, fotomorfogeneza, samonie-
zgodno�æ, 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. WSTÊP

Selektywna ubikwitynacja bia³ek kontroluje degradacjê specyficznych bia³ek oraz
reguluje szereg procesów niezwi¹zanych z proteoliz¹, takich jak np. endocytoza i
sortowanie pêcherzyków b³onowych, transkrypcja, naprawa DNA czy aktywacja kinaz
bia³kowych. O wa¿no�ci tych procesów �wiadczy przyznanie w 2004 roku nagrody
Nobla z dziedziny chemii badaczom, którzy odkryli ubikwitynacjê bia³ek. Sylwetki
laureatów oraz niektóre aktualne kierunki poszukiwañ zwi¹zanych z ubikwitynacj¹ bia³ek
zosta³y ostatnio przedstawione na ³amach Postêpów Biologii Komórki [19]. Najnowsze
badania z zakresu biologii molekularnej ro�lin przynios³y równie¿ szereg bardzo intere-
suj¹cych wyników wskazuj¹cych, ¿e niemal wszystkie procesy zwi¹zane ze wzrostem
i rozwojem ro�liny s¹ regulowane za po�rednictwem uk³adu ubikwityna/proteasom 26S
[45,55]. Wyniki dotychczasowych badañ pokazuj¹, ¿e uk³ady selektywnej ubikwitynacji
bia³ek s¹ kluczowymi elementami szlaków sygna³owych aktywowanych przez fitohor-
mony, bior¹ udzia³ w regulacji fotomorfogenezy i samoniezgodno�ci, kontroluj¹ procesy
obronne przeciw patogenom oraz uczestnicz¹ w regulacji wielu innych procesów
zachodz¹cych w ro�linach.

2.  RO�LINNE  UK£ADY  UBIKWITYNACJI  BIA£EK

Genom Arabidopsis thaliana zawiera 14 genów poliubikwitynowych (UBQ)
koduj¹cych w sumie 30 jednostek ubikwityny, kilka bia³ek podobnych do ubikwityny
RUB (ang. Related to Ubiquitin) oraz dwa ma³e bia³ka rybosomowe [34,59]. W
przy³¹czaniu ubikwityny do bia³ka substratowego uczestnicz¹ trzy enzymy tworz¹ce
tzw. kaskadê enzymów ubikwitynuj¹cych. Enzym aktywuj¹cy ubikwitynê E1 kodowany
jest w A. thaliana przez dwa geny UBA, enzymy koniuguj¹ce E2 przez 37 genów
UBC, a ligazy lub podjednostki wielobia³kowych kompleksów ligaz ubikwitynowych
koduje oko³o 1300 genów [59]. Ro�linne ligazy ubikwitynowe z domen¹ RING-finger
(ang. Real Interesting New Gene) i strukturalnie podobn¹ kaset¹ U-box oraz ligazy z
domen¹ HECT (ang. Homology to E6-AP C-Terminus) przenosz¹ ubikwitynê z E2
na bia³ko substratowe (ryc. 1) [55, 64].

W wiêkszo�ci dotychczas poznanych ro�linnych procesów regulowanych w drodze
ubikwitynacji bia³ek uczestnicz¹ wielopodjednostkowe ligazy typu SCF (ang. Skp1-
Cullin-F-box Proteins) zbudowane co najmniej z czterech ró¿nych bia³ek (ryc. 1A).
Rusztowanie dla ca³ego kompleksu tworzy bia³ko nazywane kulin¹, które poprzez
domenê C-koñcow¹ wi¹¿e bia³ko RBX zawieraj¹ce domenê RING-finger, a poprzez
domenê N-koñcow¹ bia³ko SKP (w A. thaliana okre�lane akronimem ASK). Domena
RING-finger w bia³ku RBX oddzia³uje z enzymem koniuguj¹cym E2, a bia³ko ASK/
SKP wi¹¿e jedno z wielu bia³ek FBX z kaset¹ F, które po�redniczy w wi¹zaniu bia³ka
przeznaczonego do ubikwitynacji [35,55]. W A. thaliana zidentyfikowano 11 genów
koduj¹cych kuliny, dwa geny RBX, 21 genów ASK i oko³o 700 genów FBX [35,59].
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Aktywno�æ wszystkich ligaz zawieraj¹cych kulinê jest regulowana w drodze odwracal-
nej rubinylacji/nedylacji kuliny, w której uczestnicz¹ enzymy odpowiedzialne za przy³¹-
czenie do kuliny bia³ka podobnego do ubikwityny RUB/NEDD8 oraz kompleks CSN
(sygna³osom COP9) funkcjonuj¹cy m.in. w derubinylacji ligaz [22,50]. Ponadto w
regulacji ligaz kulinowych typu SCF bior¹ udzia³ bia³ka CANDY1 i SGT [34].

W drugim typie ligaz zawieraj¹cych kulinê zamiast bia³ek ASK/SKP i FBX wystêpuje
bia³ko z domen¹ BTB/POZ (ang. Broad Complex, Tramtrack,  Bric-a-brac,/Pox
virus and Zinc finger), które pe³ni funkcjê bia³ka adaptorowego wi¹¿¹cego bia³ko
przeznaczone do ubikwitynacji. Bia³ko BTB/POZ oddzia³uje z kulin¹ 3 (w A. thaliana
AtCUL 3a lub AtCUL 3b), do której wi¹¿e siê tak¿e bia³ko RBX (ryc. 1B). [12,71]. Na
razie nie wiemy jeszcze, czy ka¿de z 76 bia³ek z domen¹ BTP/POZ w A. thaliana
wchodzi w sk³ad ligaz typu AtCUL3-RBX1-BTB, tak jak to jest w przypadku ETO1,
które funkcjonuje w ligazie reguluj¹cej biosyntezê etylenu (patrz rozdz. 7) [6].

Inny typ ligazy ubikwitynowej tworzy bia³ko COP1 A. thaliana (ang. Constitutively
Photomorphogenic 1) z domen¹ RING-finger uwa¿ane do niedawna za monome-
ryczn¹ ligazê E3 [22]. Najnowsze doniesienia sugeruj¹, ¿e COP1, podobnie jak poznany
niedawno ludzki homolog tego bia³ka [13], jest podjednostk¹ ligazy zbudowanej tak¿e z
udzia³em kuliny [26,55,64]. Ligazê tego typu tworzy bia³ko z domen¹ DDB1 (ang.
DNA Damage Binding protein 1) wi¹¿¹ce bia³ka DET1 i COP1 oraz bia³ko RBX
oddzia³uj¹ce z kulin¹ 4 (ryc. 1C).

Wielopodjednostkow¹ ligaz¹ jest tak¿e kompleks APC/C (ang. Anaphase Promoting
Complex/Cyclosome) zbudowany co najmniej z 11 bia³ek (ryc. 1D) [45,55,59].

RYCINA 1. Schemat budowy ro�linnych ligaz ubikwitynowych. Szczegó³y opisano w tek�cie (na podstawie
prac [45,55,64])
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Odpowiednikiem kuliny jest tu bia³ko APC2 zawieraj¹ce motyw kulinowy, natomiast
bia³ko APC11 z domen¹ RING-finger jest podobne do RBX. Rola pozosta³ych podjed-
nostek kompleksu na razie nie jest znana. Ligaza APC/C odpowiedzialna jest m.in. za
ubikwitynacjê cyklin [45].

Do grupy monomerycznych ligaz ubikwitynowych z domen¹ RING-finger w A.
thaliana nale¿¹ bia³ka SINAT5, HOS1, CIP8 oraz PRT1 [45, 59]. Schemat budowy
takiej ligazy z domen¹ RING-finger przedstawiono na rycinie 1E.

Kolejn¹ grupê ligaz tworz¹ bia³ka z domen¹ U-box, która pod wzglêdem struktury
przypomina domenê RING-finger, mimo ¿e nie zawiera jonów cynku (ryc. 1F). W A.
thalina ligazy PUB (ang. Plant U-Box Protein) z domen¹ U-box s¹ kodowane przez
41 genów [34].

Ligazy z domen¹ HECT (ang. Homology to E6-AP C-Terminus), kodowane w A.
thaliana przez 7 genów, zawieraj¹ w czê�ci C-koñcowej charakterystyczn¹ domenê HECT,
która wi¹¿e enzym E2 i tworzy przej�ciowe wi¹zanie tioestrowe z ubikwityn¹ [14]. Bia³ko
substratowe ulegaj¹ce ubikwitynacji jest rozpoznawane i wi¹zane za po�rednictwem
odpowiedniej domeny po³o¿onej w N-koñcowym odcinku polipeptydu (ryc. 1G).

Geny koduj¹ce poszczególne bia³ka uk³adu ubikwityna/proteasom stanowi¹ w A.
thaliana ponad 5% ca³ego genomu. Tak du¿e zró¿nicowanie poszczególnych elementów
uk³adu, w tym równie¿ enzymów deubikwitynuj¹cych i bia³ek buduj¹cych proteasom
26S, a tak¿e wielka ró¿norodno�æ bia³ek regulatorowych i bia³ek wspó³dzia³aj¹cych z
ligazami �wiadcz¹ o tym, ¿e uk³ad ubikwityna/proteasom 26S gra kluczow¹ rolê w
regulacji wielu procesów ¿yciowych ro�liny.

3.  UBIKWITYNACJA  CZYNNIKÓW  TRANSKRYPCYJNYCH
KOÑCOWYM  OGNIWEM  SZLAKÓW  SYGNA£OWYCH

AKTYWOWANYCH  PRZEZ  FITOHORMONY

Wyniki badañ z ostatnich lat pokaza³y, ¿e zale¿na od ubikwityny degradacja bia³ek
funkcjonuj¹cych w regulacji transkrypcji genów jest jednym z kluczowych elementów
hormonalnych szlaków sygna³owych. Badaniom tym po�wiêcono artyku³ opublikowany
w Postêpach Biochemii [34], a tak¿e prace przegl¹dowe dostêpne w czasopismach o
zasiêgu ogólno�wiatowym [45,55].

Znaczenie ubikwitynacji bia³ek w sygnalizacji hormonalnej najpe³niej poznano w
przypadku szlaku zale¿nego od auksyny [5,11]. W odpowiedziach ro�liny na ten
fitohormon uk³ad ubikwityna/proteasom 26S jest odpowiedzialny za ubikwitynacjê bia³ek
represorowych AUX/IAA, które mog¹ tworzyæ heterodimery z czynnikami transkryp-
cyjnymi ARF (ang. Auxin Response Factor) (ryc. 2) [72]. Bia³ka ARF maj¹ domenê
wi¹¿¹c¹ DNA oraz charakterystyczny motyw, od którego zale¿y, czy dane bia³ko
aktywuje, czy hamuje geny regulowane przez auksynê [34]. Ekspresja genów ARF nie
jest zale¿na od obecno�ci fitohormonu, natomiast poziom co najmniej piêciu z 23
transkryptów ARF mRNA w A. thaliana jest regulowany przez mikroRNA [15,42].
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Bia³ka AUX/IAA s¹ wi¹zane przez bia³ko TIR1 (ang. Transport Inhibitor Response
1), jedno z ponad 700 bia³ek z domen¹ F tworz¹cych ligazy typu SCF [34]. Doniesienia
z ostatnich miesiêcy sugeruj¹, ¿e TIR1 nie tylko rozpoznaje i wi¹¿e okre�lone bia³ko(a)
AUX/IAA, ale jest tak¿e receptorem auksyny [9,10,33]. Potwierdzenie receptorowej
funkcji TIR1 oraz jego homologów AFB1, 2 i 3 (ang. Auxin Signaling F-box protein)

RYCINA 2. Kontrolowana przez fitohormony ubikwitynacja bia³ek reguluj¹cych ekspresjê genów.
Szczegó³y opisano w tek�cie (na podstawie prac [1,5,11,16,20,37,70])
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[9,10] by³oby jednym z bardziej spektakularnych osi¹gniêæ w trwaj¹cych od ponad trzydziestu
lat poszukiwaniach receptorów auksyn [75]. Proponowany obecnie mecha-nizm regulacji
ekspresji genów przez auksynê zak³ada, ¿e w warunkach braku hormonu bia³ka AUX/IAA
tworz¹ heterodimery z czynnikami transkrypcyjnymi ARF uniemo¿li-wiaj¹c w ten sposób
ich oddzia³ywanie z promotorami genów regulowanych przez au-ksynê (ryc. 2). Wi¹zanie
auksyny przez bia³ko TIR1 b¹d� jego homologi zmienia powinowactwo ligazy SCF wzglêdem
okre�lonego bia³ka AUX/IAA promuj¹c w ten sposób jego ubikwitynacjê. Proteoliza AUX/
IAA umo¿liwia tworzenie homodimerów ARF, które s¹ wi¹zane do promotorów genów
pierwotnych odpowiedzi na auksynê (w tym równie¿ genów AUX/IAA), co w efekcie
prowadzi do aktywacji b¹d� represji tych genów.

Badania po�wiêcone poznawaniu giberelinowych szlaków sygna³owych przynios³y
szereg danych �wiadcz¹cych o tym, ¿e równie¿ ta grupa fitohormonów aktywuje zale¿n¹
od ubikwityny degradacjê bia³ek represorowych [1,16,34]. Wyselekcjonowanie kilku
mutantów A. thaliana o zmienionych odpowiedziach na obecno�æ gibereliny umo¿liwi³o
zidentyfikowanie genów koduj¹cych bia³ka zawieraj¹ce w regionie N-koñcowym
charakterystyczny motyw DELLA [34]. Wyniki badañ z ostatnich lat dowodz¹, ¿e sygna³
giberelinowy aktywuje kinazê bia³kow¹, która fosforyluje bia³ko z motywem DELLA
umo¿liwiaj¹c w ten sposób jego rozpoznanie przez ligazy SCFSLY1/SNE , ubikwitynacjê, a
w konsekwencji degradacjê w proteasomach (ryc. 2). [1,16,34]. Tak wiêc, obecno�æ
gibereliny aktywuje proteolizê bia³ek represorowych z motywem DELLA uwalniaj¹c
ekspresjê genów innych czynników transkrypcyjnych m.in. GAMYB [1].

Odmienny mechanizm reguluje ubikwitynacjê czynników transkrypcyjnych w
szlaku sygna³owym aktywowanym przez etylen [20,34]. W tym wypadku szlaki
sygna³owe przekazuj¹ce informacjê do j¹dra hamuj¹ ubikwitynacjê czynników trans-
krypcyjnych z rodziny EIN3/EIL wi¹zanych przez sekwencje promotorowe genu
ERF1 (ang. Ethylene Responsive Factor 1) oraz innych genów z rodziny EREBP
koduj¹cych czynniki transkrypcyjne [35]. Wyniki szczegó³owych badañ dowiod³y,
¿e poziom EIN3/EIL wyra�nie wzrasta w obecno�ci etylenu, natomiast w warun-
kach jego braku bia³ka te s¹ ubikwitynowane i ulegaj¹ degradacji. Uda³o siê poznaæ
dwa geny EBF1 i EBF2 (ang. EIN3-Binding F-box protein1 i 2), których  produkty
tworz¹  ligazy  SCFEBF1/EBF2  bior¹ce udzia³ w ubikwitynacji EIN3/EIL [17]. W
konkluzji dotychczasowych badañ przyjmuje siê wiêc, ¿e w warunkach braku etylenu
bia³ka EIN3/EIL ulegaj¹ konstytutywnej ubikwitynacji i degradacji w proteasomach,
natomiast aktywacja szlaku sygna³owego przez etylen prowadzi do destabilizacji
ligaz SCFEBF1/EBF2 b¹d� modyfikacji EIN3/EIL, czego efektem jest zahamowanie
ich ubikwitynacji (ryc. 2). Bia³ka EIN3/EIL jako pozytywne elementy etylenowych
szlaków sygna³owych aktywuj¹ gen ERF1 oraz inne geny EREBP, których produkty
reguluj¹ ekspresjê genów tzw. wtórnych odpowiedzi na etylen [34].

Wyniki najnowszych badañ sugeruj¹, ¿e równie¿ w przypadku brassinosteroidów
sygna³ hormonalny zapobiega degradacji czynników transkrypcyjnych BZR1 i BZR2/
BES1 (ang. Brassinazole Resistant 1/BRI1-Suppressor 1) [37,70]. W tym wypadku
zwi¹zanie brassinosteroidu przez kompleks heterodimerycznej kinazy bia³kowej BRI1/
BAK1 prowadzi do zahamowania aktywno�ci cytoplazmatycznej kinazy bia³kowej BIN2,
która fosforyluje bia³ka BZR1 i BES1, a przypuszczalnie tak¿e bia³ka BEH1 do 4 [38].
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Tak wiêc, w warunkach braku fitohormonu fosforylowane przez kinazê BIN2 bia³ka
BZR1 i BES1 staj¹ siê substratami dla ligazy ubikwitynowej (ryc.2). Zahamowanie
kinazy BIN2 w wyniku zwi¹zania brassinosteroidu przez kompleks receptorowy chroni
czynniki transkrypcyjne przed ubikwitynacj¹, co w efekcie prowadzi do aktywacji okre�-
lonych genów, w tym m.in. genu SAUR-AC1 zwi¹zanego ze wzrostem wyd³u¿eniowym
lub hamowania genu CPD odpowiedzialnego za syntezê brassinosteroidów [37,38].

Ubikwitynacja bia³ek pe³ni tak¿e jedn¹ z kluczowych funkcji regulacyjnych w szlakach
sygna³owych aktywowanych przez kwas abscysynowy (ABA), kwas jasmonowy (JA)
i cytokininy. Wyniki nielicznych jeszcze badañ pokazuj¹, ¿e ABA reguluje ubikwitynacjê
czynnika transkrypcyjnego ABI5 w ten sposób, ¿e obecno�æ fitohormonu stabilizuje
ufosforylowan¹ formê ABI5, natomiast jego brak powoduje wi¹zanie nieufosforylowanego
ABI5 do bia³ka AFP (ang. ABI Five binding Protein), które kieruje ABI5 do ubikwitynacji
i degradacji w proteasomach [24,34]. W szlakach sygna³owych aktywowanych przez
jasmoniany funkcjonuje bia³ko COI1 z domen¹ F (ang. Coronatine Insensitive 1), które
oddzia³uje z deacetylaz¹ histonow¹ [40]. Pojedyncze doniesienie dotycz¹ce badañ mutanta
rpn12a-1 A. thaliana z upo�ledzonymi odpowiedziami na cytokininy dowodzi, ¿e
przyczyn¹ tych zmian jest mutacja w jednym z bia³ek proteasomu [59].

4.  UBIKWITYNACJA  BIA£EK  W  PROCESACH
REGULOWANYCH  PRZEZ  �WIAT£O

W pierwszej po³owie lat dziewiêædziesi¹tych XX w. wyselekcjonowano rodzinê
mutantów A. thaliana okre�lanych wspóln¹ nazw¹ cop/det/fus, których siewki rosn¹c
w ciemno�ci fenotypowo s¹ podobne do ro�lin linii dzikich rosn¹cych na �wietle. Po
sklonowaniu wszystkich 11 genów COP/DET/FUS okaza³o siê, ¿e osiem spo�ród nich
koduje bia³ka kompleksu regulatorowego COP9/CSN, a pozosta³e trzy bia³ka (COP1,
DET1, COP10) bezpo�rednio uczestnicz¹ w ubikwitynacji bia³ek [22,26,45]. Bia³ko
COP1 z domen¹ RING-finger by³o pocz¹tkowo uwa¿ane za ligazê ubikwitynow¹ typu
monomerycznego, jednak obecnie przyjmuje siê, ¿e COP1 A. thaliana, podobnie jak
poznane niedawno ludzkie bia³ko COP1, jest jedn¹ z podjednostek ligazy zbudowanej z
udzia³em kuliny 4 [26,55,64,73]. Ligazê tego typu tworzy bia³ko z domen¹ DDB1 (ang.
DNA Damage Binding protein 1) wi¹¿¹ce bia³ka DET1 i COP1 oraz wi¹zane przez
kulinê 4 bia³ko RBX (ryc. 3). Z kompleksem ligazy COP1 oddzia³uj¹ bia³ka CIP8,
COP10, SPA i sygna³osom COP9 [22]. W do�wiadczeniach wykorzystuj¹cych technikê
mikromacierzy DNA wykazano, ¿e w A. thaliana ligaza COP1 po�redniczy w regulacji
ponad 20% genów [41]. Wyniki te dowodz¹, ¿e COP1 jest kluczowym elementem
mechanizmu reguluj¹cego ekspresjê genów kontrolowanych przez �wiat³o.

Dotychczasowe wyniki badañ wskazuj¹, ¿e ligaza zawieraj¹ca COP1 po�redniczy
w ubikwitynacji czynników transkrypcyjnych HY5 i HYH z motywem bZIP [7,22],
czynnika transkrypcyjnego HFR1 z motywem bHLH [30,74], bia³ka LAF1 z rodziny
czynników transkrypcyjnych MYB-R2R3 [57], a tak¿e fitochromu A � fotoreceptora
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�wiat³a czerwonego i dalekiej czerwieni [56]. Aktywno�æ ligazy COP1 reguluj¹ cztery
bia³ka z rodziny SPA1 (ang. Suppressor of PhyA-105), kryptochromy, a przypuszczalnie
tak¿e fitochromy [27,36]. Do�wiadczenia z wykorzystaniem chimery COP1 z GFP
pokaza³y, ¿e w komórkach ro�liny rosn¹cej w ciemno�ci COP1 jest zlokalizowane w
j¹drze, natomiast w ro�linie wystawionej na �wiat³o COP1 migruje do cytoplazmy [61].
Wymuszony przez �wiat³o transport COP1 z j¹dra do cytoplazmy zapobiega ubikwitynacji
czynników transkrypcyjnych, które aktywuj¹ geny regulowane przez �wiat³o. Tak wiêc,
kontrolowana przez �wiat³o zmiana subkomórkowej lokalizacji COP1 jest istotnym
elementem mechanizmu reguluj¹cego wewn¹trzj¹drowy poziom czynników transkryp-
cyjnych. Mechanizm kontrolowanej przez �wiat³o migracji COP1 miêdzy j¹drem a
cytoplazm¹ nie jest dok³adnie poznany, chocia¿ wiadomo, ¿e uczestnicz¹ w nim
fitochromy A i B, kryptochrom 1 oraz kompleks COP9 [45].

RYCINA 3. Regulowana przez �wiat³o ubikwitynacja czynników transkrypcyjnych. Szczegó³y opisano
w tek�cie (na podstawie prac [22,26,45,55])
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W badaniach po�wiêconych molekularnemu mechanizmowi zegara biologicznego
poznano gen ZTL (ang. Zeitlupe) A. thaliana koduj¹cy polipeptyd, który w czê�ci N-
koñcowej ma domenê LOV wi¹¿¹c¹ nukleotyd flawinowy (FMN), w czê�ci �rodkowej
motyw kasety F, a w regionie C-koñcowym powtórzenia motywu odpowiedzialnego za
oddzia³ywanie z innymi bia³kami. W genomie A. thaliana zidentyfikowano dwa inne
geny (FKF1; ang. Flavin-binding, Kelch repeat, F box i LKP2; ang. LOV Kelch
Protein 2) koduj¹ce bia³ka homologiczne z ZTL [23]. Obecno�æ we wszystkich trzech
bia³kach domeny LOV wi¹¿¹cej FMN oraz kasety F sugeruje, ¿e s¹ one receptorami
flawoproteinowymi wchodz¹cymi w sk³ad ró¿nych kompleksów ligaz ubikwitynowych
typu SCF [28]. Wyniki ostatnich badañ potwierdzaj¹ to przypuszczenie, bowiem
wykazano, ¿e ligaza typu SCFZTL bierze udzia³ w ubikwitynacji bia³ka TOC1/APRR1,
jednego z elementów zegara komórkowego [21,43], natomiast bia³ko FKF1 funkcjonuje
w zale¿nej od �wiat³a regulacji ekspresji genu CO (CONSTANS), którego produkt gra
wa¿n¹ rolê w fotoperiodycznej indukcji kwitnienia [28].

5.  UBIKWITYNACJA  BIA£EK  W  SAMONIEZGODNO�CI
HOMOMORFICZNEJ

Samoniezgodno�æ homomorficzna jest mechanizmem kontrolowanym genetycznie
umo¿liwiaj¹cym selekcjê py³ków padaj¹cych na znamiê s³upka w celu niedopuszczenia
do zap³odnienia przez w³asny py³ek. W pracy opublikowanej niedawno w Kosmosie
przedstawiono podstawowe za³o¿enia mechanizmów samoniezgodno�ci sporofitowej i
gametofitowej [4]. Kluczowymi elementami obu mechanizmów s¹ uk³ady po�rednicz¹ce
w ubikwitynacji bia³ek, które w samoniezgodno�ci sporofitowej bior¹ udzia³ w reakcji
odrzucenia py³ku o niew³a�ciwym haplotypie [25,32,63], a w samoniezgodno�ci
gametofitowej uczestnicz¹ zarówno w reakcji rozpoznania, jak równie¿ w reakcji
odpowiedzi przeciwdzia³aj¹cej zap³odnieniu wsobnemu [31,44].

W przypadku samoniezgodno�ci sporofitowej, badanej g³ównie w ro�linach z rodziny
Brassicaceae, w reakcji rozpoznania py³ku po�rednicz¹ bia³ka SRK i SLG, produkty
genów tzw. locus S. W b³onie komórek wyrostkowych znamienia tworz¹ one kompleks
receptorowy rozpoznaj¹cy specyficzny oligopeptyd SCR/SP11 pochodz¹cy z py³ku
osiad³ego na znamieniu, który zosta³ wbudowany na jego powierzchniê w zal¹¿ni przez
komórki tapetum. Bia³ko SRK jest receptorow¹ transb³onow¹ serynowo/treoninow¹
kinaz¹ bia³kow¹, natomiast SLG jest sekrecyjn¹ glikoprotein¹, której rola w reakcji
rozpoznania mêskiej determinanty samoniezgodno�ci nie jest do koñca poznana
[25,32,63]. Aktywno�æ kinazy bia³kowej SRK jest blokowana przez tioredoksynê (THL1
i THL2) wi¹¿¹c¹ siê z reszt¹ cysteiny po³o¿on¹ w regionie transb³onowym SRK [63].
Dodatkowym elementem uk³adu receptorowego wspó³dzia³aj¹cym z kompleksem SRK
jest kinaza serynowo/treoninowa MLPK (ang. M Locus Protein Kinase) zakotwiczona
w b³onie komórkowej po stronie cytoplazmatycznej [46]. Wewn¹trzkomórkowa domena
receptora SRK oddzia³uje z ligaz¹ ubikwitynow¹ ARC1 (ang. Arm Repeat-Containing
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Protein 1) zawieraj¹c¹ domenê U-box [60]. Fosforylacja ARC1 przez kompleks
receptorowy SRK/MLPK aktywuje mechanizm odpowiedzialny za odrzucenie py³ku o
niew³a�ciwym haplotypie. W warunkach, gdy kompleks receptorowy nie ulega aktywacji,
a wiêc równie¿ w sytuacji, gdy na znamieniu osi¹dzie obcy py³ek, tioredoksyna zapobiega
autofosforylacji kompleksu receptorowego. Tak wiêc ligaza ARC1 w samoniezgodno�ci
sporofitowej gra rolê pozytywnego elementu w szlaku aktywowanym w warunkach
samozapylenia, a jej fosforylacja przez aktywny kompleks SRK(SLG)-MLPK uruchamia
mechanizm zapobiegaj¹cy kie³kowaniu ³agiewki py³kowej. Znalezienie bia³ka substratowego
ubikwitynowanego przez ARC1 powinno w przysz³o�ci pomóc w rozszyfrowaniu
mechanizmu zaanga¿owanego w eliminowanie py³ku o niew³a�ciwym haplotypie.

W samoniezgodno�ci gametofitowej, badanej u przedstawicieli Solanaceae,
Rosaceae i Scrophulariaceae, reakcja rozpoznania zachodzi pomiêdzy rybonukleaz¹
(S-RNaz¹) kodowan¹ przez gen locus S, którego ekspresja zachodzi w komórkach
szyjki s³upka, a zidentyfikowanym ostatnio bia³kiem SLF/SFB, produktem genu locus S
w py³ku [31,44]. Bia³ko SLF/SFB (ang. S-Locus F-box/S-haplotype-specific F-box)
zawiera kasetê F i jak wykaza³y ostatnie badania, oddzia³uje z bia³kami wspó³tworz¹cymi
ligazê  ubikwitynow¹  typu  SCF [52]. Wiadomo  te¿,  ¿e  bia³ko SLF/SFP oddzia³uje z
S-RNaz¹, niezale¿nie od koduj¹cych je haplotypów  genu, kieruj¹c j¹ do ubikwitynacji.
O zaanga¿owaniu proteasomów w proteolizê S-RNazy �wiadczy m.in. hamowanie jej
degradacji przez inhibitory proteasomów [53]. W �wietle wyników ostatnich badañ
wydaje siê wiec, ¿e S-RNaza (u heterozygot produkty obu alleli genu S w diploidalnej
tkance sporofitu) przenika niespecyficznie z apoplastu do rosn¹cej ³agiewki zarówno
py³ku zgodnego, jak i niezgodnego. W ³agiewce obcego py³ku (zgodnego) obie S-RNazy
s¹ rozpoznawane przez SLF/SFP i ulegaj¹ proteolitycznej degradacji, co zapobiega
trawieniu rRNA i umo¿liwia kontynuowanie wzrostu ³agiewki w kierunku zal¹¿ni. W
³agiewce py³ku niezgodnego bia³ko SLF/SFP jest produktem genu S haploidalnego
genomu py³ku o haplotypie odpowiadaj¹cym jednemu z dwóch allelicznych genów
koduj¹cych S-RNazê [31,44]. W wyniku swoistej interakcji obu tych bia³ek py³ek zostaje
rozpoznany jako niezgodny, a w efekcie jedna z S-RNaz pozostaje nienaruszona.
Obecno�æ aktywnej S-RNazy w ³agiewce prowadzi do strawienia rRNA i zahamowania
jej dalszego wzrostu [52,53,58,67]. Proponowany obecnie mechanizm samoniezgodno�ci
gametofitowej wydaje siê bardzo prawdopodobny, chocia¿ szereg jego elementów
wymaga jeszcze eksperymentalnej weryfikacji [31,44].

6. UK£AD  UBIKWITYNA/PROTEASOM  W  AKTYWACJI
REAKCJI OBRONNYCH PRZECIW  PATOGENOM

Mechanizmy obronne uruchamiane w wyniku swoistych oddzia³ywañ miêdzy
patogenem a ro�lin¹ polegaj¹ najogólniej na interakcji pomiêdzy ro�linnymi bia³kami
kodowanymi przez geny odporno�ci (R) a produktami tzw. genów awirulencji (Avr)
patogena lub czynnikami, które powstaj¹ w wyniku dzia³ania tych produktów w ro�linie.
Spo�ród licznych bia³ek R (szacuje siê, ¿e w A. thaliana jest ich oko³o 250) co najmniej
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niektóre funkcjonuj¹ jako swoiste bia³ka sensorowe rozpoznaj¹ce zmiany powsta³e w
wyniku wnikniêcia do ro�liny okre�lonego bia³ka patogena. W wyniku rozpoznania
okre�lonych zmian nastêpuje aktywacja odpowiednich szlaków sygna³owych indukuj¹-
cych ró¿norodne reakcje obronne [29,54].

Poszukiwania molekularnych mechanizmów reakcji obronnych skierowanych
przeciw ró¿nym patogenom przynios³y w ostatnich latach szereg nowych danych, które
jednoznacznie wskazuj¹ na udzia³ w tych reakcjach uk³adów ubikwitynacji i degradacji
bia³ek [8]. W badaniach odporno�ci jêczmienia na zaka¿anie grzybem Blumeria graminis
f. p. hordei zidentyfikowano gen RAR1 (ang. Required for Mla-dependent
Resistance 1) koduj¹cy cytoplazmatyczne bia³ko z dwiema domenami wi¹¿¹cymi cynk
okre�lanymi akronimem CHORD [8]. Bia³ko RAR1 oddzia³uje z ró¿nymi bia³kami R
ro�lin jedno- i dwuli�ciennych [47], a tak¿e z produktami genów SGT (ang. Suppressor
of the G2 allele of skp1-4) [3]. Bia³ko SGT (w A. thaliana SGT1a i SGT1b)
oddzia³uj¹ce poprzez bia³ko SKP1 z ligazami ubikwitynowymi typu SCF jest wspólnym
elementem ³¹cz¹cym reakcje obronne przeciw ró¿nym patogenom [2,51,65]. Znaczenie
SGT1b w funkcjonowaniu ligazy ubikwitynowej typu SCF potwierdzono tak¿e w
badaniach ubikwitynacji bia³ek AUX/IAA aktywowanej przez auksynê [18]. Obecnie
wiadomo, ¿e kompleks RAR1-SGT1 oddzia³uje poprzez podjednostki CSN4 i CSN5 z
sygna³osomem COP9 [3,39] oraz z bia³kiem szoku termicznego HSP90 [27,62]. W
proponowanym obecnie modelu zak³ada siê, ¿e bia³ko R tworzy kompleks z bia³kami
RAR1 i HSP90, a zwi¹zanie liganda (produktu genu Avr) przez bia³ko R b¹d� wykrycie
okre�lonej zmiany powsta³ej w wyniku zaka¿enia ro�liny, prowadzi do ubikwitynacji i
degradacji bia³ek hamuj¹cych okre�lone reakcje obronne.

7.  INNE  PROCESY  REGULOWANE  W  DRODZE
SELEKTYWNEJ UBIKWITYNACJI  BIA£EK

Oprócz procesów omówionych w poprzednich rozdzia³ach, w których rola
ubikwitynacji bia³ek zosta³a ju¿ czê�ciowo poznana, selektywna ubikwitynacja bia³ek
reguluje szereg innych reakcji zachodz¹cych w ro�linach, których badania dopiero
siê rozpoczê³y. Dobrym przyk³adem jest tutaj badana obecnie regulacja biosyntezy
etylenu, która zachodzi   na  etapie  przemiany  S-adenozylo-L-metioniny  (AdoMet)
do  kwasu  1-aminocyklopropano-1-karboksylowego (ACC) katalizowanej przez syntazê
ACC (ACS). Genom A. thaliana zawiera dziewiêæ genów ACS koduj¹cych osiem
funkcjonalnych izoform syntazy, których d³ugo�æ ¿ycia reguluje ligaza zawieraj¹ca bia³ko
ETO1 z domen¹ BTB oddzia³uj¹ca z kulin¹ 3 (AtCUL3) [6,69]. Podatno�æ poszczegól-
nych izoform ACS na ubikwitynacjê regulowana jest w drodze fosforylacji, a aktywno�æ
ligazy AtCUL3-ETO1-RBX1, podobnie jak innych ligaz kulinowych, kontrolowana jest
poprzez rubinylacjê/nedylacjê kuliny [6].

W szlaku sygna³owym aktywowanym przez auksynê oprócz ligazy kulinowej SCF
funkcjonuj¹ tak¿e monomeryczne ligazy SINAT5 i XBAT32 z domen¹ RING-finger,
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które reguluj¹ powstawanie i rozwój korzeni bocznych [45,49]. Ligaza SINAT5 ubikwi-
tynuje czynnik transkrypcyjny NAC1, który reguluje ekspresjê genów odpowiedzialnych
za tworzenie korzeni bocznych. W giberelinowych szlakach sygna³owych oprócz ligaz
SCFSLY/SNE funkcjonuje tak¿e ligaza PHOR1 z domen¹ U-box [45], a w kontrolowanym
przez gibereliny tworzeniu w³osków bierze udzia³ ligaza UPL3 z domen¹ HECT [14].

W fotoperiodycznej indukcji kwitnienia kluczow¹ rolê gra bia³ko CONSTANS (CO)
funkcjonuj¹ce jako czynnik transkrypcyjny aktywuj¹cy geny konieczne do inicjacji
kwitnienia, m.in. gen FLOWER LOCUS T (FT). W komórkach ro�liny przechowywanej
w ciemno�ci bia³ko CO jest ubikwitynowane i ulega proteolizie, natomiast na �wietle
jego poziom wyra�nie ro�nie, chocia¿ �wiat³o o ró¿nej d³ugo�ci fali w ró¿ny sposób
wp³ywa na jego stabilizacjê [68]. �wiat³o dalekiej czerwieni i �wiat³o niebieskie stabilizuje
poziom CO, podczas gdy �wiat³o czerwone sprzyja jego degradacji. W konkluzji mo¿na
wiêc stwierdziæ, ¿e �wiat³o niebieskie i dalekiej czerwieni poprzez uk³ad kryptochromów
(Cry1/Cry2) i fitochromu A hamuje ubikwitynacjê CO, natomiast �wiat³o czerwone
poprzez fitochrom B promuje ubikwitynacjê i degradacjê CO [68].

Ligaza typu SCF z bia³kiem UFO (ang. Unusual Floral Organ) zawieraj¹cym
kasetê F jest pozytywnym elementem szlaku reguluj¹cego ekspresjê genów APETALA3,
które koduj¹ czynniki transkrypcyjne aktywuj¹ce geny typu B odpowiedzialne za rozwój
prêcików i p³atków korony [45], a jak pokazuj¹ wyniki najnowszych badañ, tak¿e za
powstawanie innych elementów kwiatu [48].

U mutantów A. thaliana o zmienionej liczbie bocznych rozga³êzieñ pêdu oraz u mutanta
z opó�nionym starzeniem zidentyfikowano gen ORE9/MAX2 koduj¹cy bia³ko z kaset¹ F.
Analizuj¹c zmiany fenotypowe tych mutantów sugeruje siê, ¿e ligaza SCFORE9/MAX2

uczestniczy w ubikwitynacji bia³ek, które reguluj¹ powstawanie bocznych rozga³êzieñ pêdu
oraz hamuj¹ proces starzenia li�ci [45]. W odpowiedziach ro�liny na zmieniaj¹ce siê warunki
temperatury uczestnicz¹ ligazy AtCHIP i HOS1 [45]. AtCHIP jest ligaz¹ z domen¹ U-box,
natomiast bia³ko HOS1 zawiera domenê RING-finger. Mutacji w genie HLR (ang. Halted
Root) koduj¹cym podjednostkê RPT2a proteasomu towarzysz¹ zaburzenia w rozwoju
merystemów wierzcho³kowych pêdu i korzenia polegaj¹ce na zmianie kierunku oraz czasu
podzia³ów komórek merystematycznych [66].

Przedstawiony w pracy przegl¹d aktualnie prowadzonych badañ potwierdza, ¿e
zale¿na od ubikwityny degradacja bia³ek jest kluczowym mechanizmem reguluj¹cym
ró¿norodne procesy zachodz¹ce w ci¹gu ca³ego cyklu ¿yciowego ro�liny. W tym miejscu
nale¿y tak¿e podkre�liæ, ¿e w dotychczasowych badaniach prowadzonych na ro�linach
brakuje jak na razie danych na temat mono- i diubikwitynacji, która jak wiadomo nie
kieruje bia³ek do proteolizy, lecz gra odmienne role w procesach komórkowych. Mo¿na
zatem przypuszczaæ, ¿e w miarê postêpu badañ liczba poznanych procesów regulowa-
nych w drodze ubikwitynacji bia³ek bêdzie ci¹gle wzrastaæ.
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