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BREFELDIN A — AN INSIGHT INTO THE FUNCTIONING
OF THE MEMBRANE SYSTEM OF PLANT CELLS
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Streszczenie: Prawidlowe funkcjonowanie komorek eukariotycznych jest $cisle zalezne od sprawnego
przemieszczania bton. Brefeldyna A — toksyna pochodzenia grzybowego, zaktdca to przemieszczanie
umozliwiajac eksperymentalny wglad w organizacj¢ i wspotdziatanie roznych przedziatow systemu
blonowego. Niedawno zidentyfikowano biatka docelowe i miejsca dziatania BFA. W pracy analizujemy
mechanizm dziatania brefeldyny A i wskazujemy szczegdlne cechy systemu bton wewngtrznych komo-
rek roslinnych, ktore przesadzaja o swoistych reakcjach roslin na t¢ toksyng. Pokazujemy rowniez, jak
badania jednej z takich reakcji na BFA — wytwarzania przedziatdw BFA, doprowadzily do odkrycia
nowych aspektéw procesu endocytozy u roslin. Wskazujemy wreszcie na implikacje, jakie niesie za soba
poznanie mechanizmoéw dziatania BFA dla najnowszych koncepcji dotyczacych molekularnych i komor-
kowych mechanizméw polarnego transportu auksyn.

Stowa kluczowe: brefeldyna A (BFA), czynnik wymiany nukleotydow (GEF), endocytoza, polarny
transport auksyn, system bton wewngtrznych.

Summary: The functioning of eukaryotic cells is strictly dependent on the proper vesicular traffic within
the cell’s membrane system. Brefeldin A — a fungal toxin, disturbs this traffic, enabling an experimen-
tal insight into the organisation and co-operation of various elements of the system. Recently, BFA
target proteins and sites of action have been identified. In this paper, we analyse the mechanism of BFA
functioning and indicate those particular properties of the membrane system of plant cells that determine
some of the reactions to BFA that are specific to plants. We demonstrate also, how the research into one
of such reactions — the formation of BFA compartments has led to the discovery of novel aspects of
endocytosis in plants. Finally, we identify implications, born from the recognition of the mechanisms of
BFA action, for the modern concepts of molecular and cellular mechanisms of polar auxin transport.

Key words: brefeldin A, endocytosis, guanine nucleotide exchange factor, polar auxin transport, membrane
system.
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Wykaz skrotow: AG — aparat Golgiego; ARF — czynnik ADP-rybozylacji; BFA — brefeldyna A; COP
— kompleks biatek optaszczajacych pecherzyki transportujace; ER — retikulum endoplazmatyczne;
ERGIC (ang. ER-Golgi Intermediate Compartment) — przedziat posredni; VTC (ang. Vesicular-
Tubular Cluster) — struktura pgcherzykowo-rurkowa; GEF — czynnik wymiany nukleotydéw; PAT —
polarny transport auksyn; PIN — mutant Arabidopsis PIN-FORMED; SNARE (ang. Soluble N-
ethylmaleimide sensitive factor Adaptor protein REceptor) — bialka posredniczace w fuzji bton; TGN
(ang. trans-Golgi network) — sie¢ trans aparatu Golgiego.

Wyodrebnienie, przez btony biologiczne, okreslonych przedziatdéw o swoistych
wlasciwosciach i funkcjach jest cecha charakterystyczna komorek eukariotycznych.
Komunikacja pomigdzy r6znymi elementami systemu blon wewngtrznych jest jednym

z kluczowych warunkow prawidtowe-
OH go funkcjonowania komorki. Brefel-
: dyna A (BFA) zakloca przemieszcza-
CH; nie blon przez aparat Golgiego i trans-
port pecherzykowy [19]. Ta lipofilna
H toksyna pochodzenia grzybowego, o
10 12 strukturze makrocyklicznego pierscie-
nia laktonowego (ryc.1), wyizolowana
zostata po raz pierwszy z Penicillium
brefeldianum. Dzigki swym wiasci-
wosciom brefeldyna A stata si¢ znakomitym narz¢dziem badawczym umozliwiajac
poznanie wielu szczeg6low organizacji i dzialania systemu bton wewngtrznych. Cho¢
BFA wykorzystywana jest do badan od okoto 40 lat, dopiero w 1992 r. zidentyfikowano
biatka docelowe [20, 36], a w 2003 1. ustalono mechanizm jej dziatania [61]. Tu chcemy
wskaza¢ na niektore implikacje, jakie odkrycia te maja dla poznania mechanizmow
polarnego transportu auksyn oraz endocytozy u roslin.

HO -

RYCINA 1. Wzor strukturalny brefeldyny A

SYSTEM BLON WEWNETRZNYCH
I JEGO CECHY SZCZEGOLNE U ROSLIN

System bton wewngtrznych, jego organizacja i elementy sktadowe sa podobne we
wszystkich komoérkach eukariotycznych. Organelle systemu: retikulum endoplaz-
matyczne (ER), aparat Golgiego (AG), wakuole/lizosomy, endosomy, otoczka jadrowa
i blona komorkowa, wlaczana wen coraz czg$ciej, komunikuja si¢ nieustannie ze soba
przede wszystkim za pomoca transportu pecherzykowego [40] (przeglad literatury w
jezyku polskim w [64, 65]). Wyrdznia si¢ zwykle dwie glowne drogi transportu w obrebie
systemu: szlak sekrecyjny, prowadzacy od ER poprzez AG i sie€ trans aparatu Golgiego
(TGN) do btony komoérkowej oraz szlak endocytozy, wiodacy od btony komorkowej
poprzez rézne formy endosomow do lizosomow/wakuol. Analizujac doktadniej
funkcjonowanie systemu bton wewngtrznych zauwazy¢ mozna pewne cechy szczegdl-
ne, charakterystyczne dla réznych grup organizmoéw eukariotycznych. Przypuszcza
sig, ze wynikaja one z przyjecia odmiennej strategii utrzymania wewngtrznej homeostazy
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sktadu chemicznego [57, 77, 78] przez otoczone Sciang komorki roslin i grzybdw oraz ,,nagie”
komorki zwierzece, co prowadzi do odmiennych sposobéw wzrostu komorek [6]. Duze
znaczenie ma rowniez rodzaj makroczasteczek transportowanych w obrebie systemu. O
ile bowiem w komodrkach zwierzgcych dominujacym sktadnikiem pegcherzykow
przemieszczajacych si¢ w obrebie np. szlaku sekrecyjnego sa biatka, o tyle w przypadku
roslin szlakiem tym transportowane sa przede wszystkim polisacharydy budujace Sciany
komorkowe, z grupy pektyn i hemiceluloz. Do cech wyr6zniajacych system bton wew-
netrznych komorek roslinnych zaliczy¢ nalezy [14, 27, 34, 40, 56, 63, 74]:

1) organizacj¢ aparatu Golgiego w postaci duzej liczby ruchliwych stosow (dik-
tiosomow) w odroznieniu od pojedynczego, statycznego i ulokowanego centralnie aparatu
Golgiego w komorce zwierzecej;

2) wystgpowanie co najmniej dwoch funkcjonalnych typéw wakuol: litycznych i
gromadzacych bialka;

3) prawdopodobny brak przedziatu posredniego, podobnego do zwierzecego ERGIC,
pomigdzy ER 1 AG;

4) wystgpowanie ruchliwych miejsc eksportu biatek z ER do diktiosomow;

5) wykorzystanie filamentow aktynowych, a nie mikrotubul do pozycjonowania i
przemieszczania organelli i pgcherzykow transportowych;

6) utrzymanie integralnosci organelli, zwlaszcza stosow AG, w trakcie cytokinezy.

TRANSPORT PECHERZYKOWY — GLOWNY SZLAK
KOMUNIKACYJNY SYSTEMU BLON WEWNETRZNYCH

Transport pgcherzykowy polega na formowaniu pecherzykow z btony przedziatu
donorowego, ktore przemieszczaja sig, by zlac sig z btona przedzialu akceptorowego
[51]. Formowane pgcherzyki pobieraja cargo (fadunek), ktore uwalniane jest do §wiatta
przedziatu docelowego. Ksztattowanie pecherzykow zachodzi z udziatem cytozolowych
biatek optaszczajacych, ktorych typ wyznacza w pewnym stopniu szlak wedrowki
okrytych nimi pgcherzykdw. Biatka te konieczne sq do uformowania pgcherzykow i po
ich oddzieleniu od blony donorowej zwykle oddysocjowuja odstaniajac transbtonowe
biatka SNARE.Wzajemne oddzialywania bialek v-SNARE w btonie pecherzyka z
biatkami t-SNARE w blonie akceptorowej umozliwiaja fuzj¢ bton obu przedziatow.

W transporcie postgpowym (anterogradowym), w ktérym makroczasteczki sa
eksportowane z ER, posrednicza pgcherzyki optaszczone biatkami COPIL. Przytaczenie
biatek COPII po stronie cytozolowej blony ER wymaga obecnosci biatka Sarl o
aktywnos$ci GTPazowej oraz wlasciwego czynnika wymiany nukleotydow, w tym
przypadku Sec12 (przeglad w [65]). Bialka te zidentyfikowano poczatkowo u drozdzy,
a ich odpowiedniki wykryto u wszystkich grup organizméw, w tym ro$lin [40, 51]. U
ssakow odpaczkowujace z ER pecherzyki ulegaja fuzji tworzac polimorficzna strukture
pecherzykowo-rurkowa ulokowana pomigdzy ER 1 AG, okre$lang jako VTC lub ERGIC.
U roslin poszczegolne diktiosomy AG przemieszczaja si¢ przy udziale systemu aktyno-
miozynowego wzdhuz struktur ER [11, 52], wymieniajac si¢ materialem [13], w tym
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bezposrednio odbierajac w cysternach cis diktiosomow cargo niesione przez pgcherzyki
oddysocjowujace z ER. W obecnosci brefeldyny A markery cystern cis przemieszczaja
si¢ do ER [68]. Doswiadczenia z wykorzystaniem techniki FRAP wykazaly natomiast,
ze powstawanie nowych cystern cis zwiazane jest z fuzja wychodzacych z ER
pecherzykow optaszczonych COPII z pecherzykami COPI wychodzacymi z AG
(przeglad w [75]).

Bialka optaszczajace typu COPI zwigzane sa z transportem wstecznym (retro-
gradowym) pecherzykow z AG do ER oraz w obrgbie AG. Asocjacje podjednostek
kompleksu optaszczajacego COPI indukuje czynnik ARF — mate biatko o aktywnosci
GTPazowej, ktory bierze réwniez udziat w formowaniu pecherzykéw okrytych klatryna
[82]. Aktywacji ARF dokonuja biatka ARF-GEF — czynniki wymiany nukleotydow
guaninowych. U ssakoéw znanych jest przynajmniej sze$¢ biatek ARF oraz kilka
podobnych strukturalnie biatek o zréznicowanej lokalizacji tkankowej. W komorkach
drozdzy znaleziono tylko trzy, a u Arabidopsis 9 do 12 genéw ARF [41]. Rowniez
biatka ARF-GEF sa dos¢ zréznicowane. Dotychczas u ssakow opisano pi¢¢ odrebnych
rodzin ARF-GEF [21], natomiast 8 czynnikow ARF-GEF Arabidopsis zaliczono jedynie
do dwoch rodzin: klasy GNOM/Geal/2p/GBF1 i klasy BIG/Sec7p [41]. W odrdznieniu
od czynnikéw ssaczych, wszystkie ARF-GEF Arabidopsis naleza do tzw. duzych biatek
ARF-GEF i sg przewaznie wrazliwe na BFA.

MECHANIZM DZIALANIA BREFELDYNY A

Jak wspomniano, na poczatku lat 90. XX w. stwierdzono, ze biatkami docelowymi dla
BFA sa biatka GEF. Ustalenie, dlaczego nie wszystkie biatka AFR-GEF sa wrazliwe na
BFA 1ijaki jest wlasciwie mechanizm dziatania toksyny, zajeto kolejne 10 lat. R6zne biatka
AREF dziataja w roznych etapach sekrecji i endocytozy, a kazde z nich wymaga wspolpracy
swoistego czynnika wymiany nukleotydéw. Zdolnos¢ wymiany nukleotydow zwiazana jest
z obecnoscia w biatkach GEF domeny Sec7 (lub struktury homologicznej do Sec7) [39]. Jej
struktura zostata okreslona [15, 49], jak rowniez struktury kompleksu biatkowego
ARF-domena Sec7 [31] i kompleksu niosacego nukleotyd ARF:GDP-domena Sec7 [§].
Proponowany mechanizm dziatania GEF jest nastepujacy (ryc. 2): biatko GEF rozpoznaje
kompleks ARF:GDP i wiazac si¢ z nim obniza powinowactwo ARF do GDP. Po uwolnieniu
GDP wolne miejsce zajmuje GTP. Prowadzi to do zmiany konformacji biatka ARF i
odfaczenia biatka GEF, ktore moze oddziatywac z kolejnym biatkiem G [58]. Ten ostatni
etap jest kluczowy, kontroluje wymiang nukleotydéw i uwolnienie aktywnej formy ARF:GTP.
Jezeli GTP nie moze przytaczy¢ si¢ do biatka G, moze doj$¢ do utworzenia nieprawidtowego
kompleksu ARF-GEF. Poniewaz poziom ekspresji biatek GEF w komorce jest nizszy niz
odpowiadajacych im ARF, juz mata ilos¢ wolnego biatka G jest wystarczajaca do zwiazania
catej endogennej puli biatek GEF. W efekcie prowadzi to do posredniego zahamowania
endogennej aktywacji biatek G.

Porownujac rozne biatka GEF stwierdzono, ze na BFA wrazliwe sa biatka zaliczane
do klas tzw. duzych bialek GEF, natomiast mate biatka GEF, takie jak np. ludzki czynnik
ARNO, sa najczesciej niewrazliwe [15]. Szczegdtowa analiza poréwnawcza duzych
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RYCINA 2. Mechanizm dziatania czynnika wymiany nukleotydow (GEF)
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biatek Geal/2 z biatkami ARNO wykazala, ze pozycje aminokwasoéw odpowiadajace za
wrazliwo$¢ na toksyne skupiaja si¢ w rejonie domeny Sec7 zachodzacym na nie lub
znajdujacym si¢ bardzo blisko miejsca wiazania ARF1 [58]. Doktadny obszar dziatania
brefeldyny A okreslono niedawno, dzigki rozszyfrowaniu struktury kompleksu ARF:
GDP-BFA-domena Sec7 [61]. Powstato wobec tego pytanie, czy mechanizm inhibicyjnego
dziatania BFA moze polega¢ na wspotzawodnictwie BFA i ARF o miejsce wiazania w
domenie Sec7? Jezeli by tak bylo, mielibySmy do czynienia z sytuacja, w ktorej mata
czasteczka (taka jak BFA) moze skutecznie blokowa¢ oddziatywania biatko:biatko. Czy
jednak mata czasteczka moze wiazac si¢ z biatkiem docelowym w sposdb kompetycyjny
z takim samym powinowactwem jak biatkowy partner tego biatka? Dokladniejsze analizy
wykazatly, ze o wiele skuteczniejsze moze by¢ hamowanie niekompetycyjne, w ktorym
mata czasteczka wiaze si¢ odwracalnie z juz utworzonym kompleksem biatkowym w
okreslonym miejscu, innym od tego, gdzie przytaczyt si¢ bialkowy partner. Daje to dwojakie
korzysci: wspolzawodnictwo migdzy biatkiem a mala czasteczka jest o wiele bardziej
efektywnym mechanizmem regulatorowym, a st¢zenie inhibitora niekompetycyjnego
wymagane do jego wlaczenia si¢ w utworzony kompleks biatkowy jest nizsze niz st¢zenie
inhibitora kompetycyjnego wymagane do nasycenia bialka majacego utworzy¢ kompleks.
I rzeczywiscie, dalsze doswiadczenia wykazaty, ze BFA raczej stabilizuje kompleks
ARF:GDP-Sec7 niz przeciwdziata jego formowaniu [58]. BFA jest wigc inhibitorem
niekompetycyjnym: wiazac si¢ odwracalnie z kompleksem utworzonym pomigdzy
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ARF:GDP i domena Sec7 (ARF:GDP-BFA-domena Sec7) uniemozliwia dysocjacje
nukleotydu. Powstaje endogenna pula ARF:GDP-GEF, ktora funkcjonuje jako
»hegatywny dominant” unieruchamiajac bialko GEF w kompleksie, a to z kolei
uniemozliwia aktywacje innych czasteczek ARF przez ten czynnik.

ZMIANY MORFOLOGICZNE INDUKOWANE DZIALANIEM BFA

Jednymi z pierwszych obserwacji komorek zwierzecych, ktore wzbudzily zainte-
resowanie wykorzystaniem BFA w biologii komorki, byty dane pokazujace zahamowanie
wydzielania biatek we wczesnych etapach szlaku sekrecyjnego. Potwierdzity to dane
mikroskopowe, wskazujace, ze w komorkach traktowanych BFA biatka wydzielane i
biatka btonowe sg zatrzymywane w ER. Co wigcej, po pewnym czasie biatka te zaczynaja
wykazywac cechy biatek poddanych modyfikacjom potranslacyjnym typowym dla
aparatu Golgiego (przeglad w [43]). Stad tez wywnioskowano, ze BFA zmienia organiza-
cj¢iprzemieszczanie blon w AG, a w dalszej konsekwencji rowniez w ER. W komorkach
zwierzgeych traktowanych BFA cysterny AG poczatkowo pegcznieja, a nastgpnie
pojawiaja si¢ dtugie, rurkowate wypustki, ktore z czasem, po rozpadzie na drobniejsze
pecherzyki, tacza si¢ z ER; zanika rowniez przedziat VTC. W wigkszosci przypadkow
markery sieci TGN nie przemieszczaja si¢ do ER, jednakze struktura TGN, endosomdw
i lizosomow ulega pewnym zmianom. Ta reakcja na BFA sugeruje, ze for-ma organelli
jest wynikiem subtelnej rownowagi utrzymywanej dzigki biatkom cyto-zolowym
gromadzacym si¢ na powierzchniach blon. BFA zakloca t¢ rownowage hamujac
gromadzenie si¢ biatek optaszczajacych. Proces zaczyna si¢ od dysocjacji podjednostek
B kompleksu COPI juz 20 sekund po dodaniu BFA w temperaturze 37°C 1 jest
zakonczony po uptywie 1-2 minut [16, 69]. Wowczas organelle przeksztatcaja si¢ w
dynamiczny system rurek wystepujacych w mniejszej lub wigkszej rozciagtosci w calej
komorce. Poniewaz biatka COP wiaza si¢ odwracalnie z blonami, nieoptaszczone rurki
sa prawdopodobnie trwala forma struktur btonowych. Kazda organella ma nie tylko
charakterystyczny zestaw biatek oplaszczajacych, ale rowniez swoisty sygnat
przytaczenia/odtaczenia tychze biatek. Sygnat ten moze si¢ zmieniaé, gdy rozpoczyna
si¢ przeksztatcanie struktury organelli. Optaszczenie bton lub jego brak to jeden z
elementow, ktory roznicuje dwa typy przemieszczania bton w komoérce: homotypowy i
heterotypowy (tab. 1) [43].

Mechanizm posredniczacy w transporcie pgcherzykowym jest podobny u wszystkich
eukariontéw [52]. Stad BFA dziata tak samo, w podobnych miejscach i wywiera
podobny efekt podstawowy w postaci zmiany organizacji przemieszczania bton u
zwierzat, grzybow i roslin. Jednakze, ze wzgledu na odmienna organizacj¢ systemu
bton wewngtrznych (patrz wyzej), reakcje komorek roslinnych wykazuja pewne cechy
swoiste. W komorkach roslin najwczesniej obserwowane sa zaburzenia w wydzielaniu
biatek, przy czym efekt ten jest wyraznie swoisty dla roznych gatunkow roslin i zalezy
od stgzenia i czasu dziatania BFA. Zmiany morfologiczne w systemie bton wewngtrznych
obserwuje si¢ przy stezeniach rzedu dziesiatek pg/ml, podczas gdy zaburzenia transportu
biatek na szlaku sekrecyjnym pojawiaja si¢ juz przy stezeniach 0,3 pug/ml [34, 59]. W
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TABELA 1. Poroéwnanie dwdch typdw transportu blon w komoéree

Transport homotypowy Transport heterotypowy

Nie wymaga oplaszczenia bialkowego Wymaga przylaczenia bialek COP do blon oraz obecnosci
bialek ARF

Powstajace rurki umozliwiaja bezpo- Powstaje system odrgbnych pgcherzykéw przenoszacych

$rednie polaczenie pomigdzy blona fadunek pomigdzy blona donorowa i docelowa — nie

donorows i docelowa dochodzi do bezposredniego polaczenia obu blon

Niewrazliwy na dziatanie BFA Wrazliwy na dzialanie BFA

komorkach ssakow biatka ARF-GEF z rodzin wrazliwych na BFA wykazuja swoisto§¢
dziatania zalezna od miejsca lokalizacji [80]. Na przyktad, GBF1 ulokowane sa w
cysternach cis AG, podczas gdy BIG1 i BIG2 gromadza si¢ gtdéwnie w TGN. Dziatanie
BFA w komorkach nadprodukujacych biatka BIG2 prowadzi do stabilizacji procesu
gromadzenia biatek AP1 na btonach TGN, podczas gdy rekrutacja biatek COPI na
btonach cystern cis AG jest zakldcona [71]. Podobna sytuacje obserwuje si¢ w komor-
kach roélinnych, stad sadzi sig, ze BFA moze, bezposrednio lub posrednio, wptywaé na
funkcjonowanie innych szlakow transportowych, prowadzac do catkowitego zahamo-
wania wedrowki biatek [22, 72].

Funkcjonowanie szlaku sekrecyjnego opiera si¢ na transporcie postgpowym pecherzy-
kow optaszczonych biatkami COPII. Tymczasem, analizujac efekty dziatania BFA na
wewnatrzkomdrkowa lokalizacje bialek COPI w komoérkach BY-2 tytoniu (Nicotiana
tabacum) wykazano, ze, podobnie jak w komodrkach zwierzecych [44], najwcze$niej
obserwowanym procesem jest utrata cytozolowych biatek optaszczajacych COP1 z AG
[62]. Jak wigc pogodzic te pozornie sprzeczne fakty? Wydaje sig, ze decydujace znaczenie
ma tutaj rtownowaga pomigdzy szlakami transportowymi przebiegajacymi w przeciwnych
kierunkach. Biorac pod uwage cargo niesione przez pecherzyki transportowe mozna
zauwazy¢, ze cecha szczegdlng komorek roslinnych jest znaczace przesunigcie rOwnowagi
na korzy$¢ szlaku sekrecyjnego, ktorym wedruja na zewnatrz sktadniki $cian komorkowych,
przede wszystkim polisacharydy [34, 77, 78]. Stad tez mozna przypuszczac, ze znacznie
intensywniejszy ,,0brot” biatkami optaszczajacymi, jak i lipidami bton sprzyja zwigkszonej
wrazliwos$ci tego szlaku na dziatanie BFA. Co wigcej, mozna réwniez sadzi¢, ze ta
nierownowaga szlakow transportowych, jak rowniez zréznicowana wrazliwos$¢ bialek
GEF na BFA sg zrodtem odmiennych reakcji morfologicznych na BFA, obserwowanych
wytacznie w komorkach roslinnych, u ktorych dziatanie BFA prowadzi do powstania
jednej lub dwoch charakterystycznych struktur: przedziatu hybrydowego ER-Golgi oraz
tzw. przedziatow BFA (ang. BFA compartments).

Hybryda ER-Golgi

W komorkach ssakow utrata biatek optaszczajacych COPI prowadzi do wzmozonego
formowania nieoplaszczonych rurek btonowych wzdhuz mikrotubul [38, 69]. Po 10
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minutach dziatania toksyny rurki sa juz niewidoczne. Ulegaja fuzji z ER. W komorkach
ros§linnych BFA nie prowadzi do gwaltownej zmiany struktury AG. Diktiosomy sa
wstepnie utrzymywane w normalnym utozeniu i ksztalcie, oprocz widocznego ubytku
cystern po stronie cis [62]. Stopniowo jednak cysterny AG lacza si¢ z ER, formujac
hybryde ER-Golgi. W niektorych przypadkach pozostalosci cystern moga si¢ taczy¢
bocznie z innymi diktiosomami, tworzac przeros$nigte kompleksy AG, ktore dopiero
p6zniej zlewaja si¢ w hybryde z ER [62]. Z kolei w niektorych typach komorek
powstawanie hybrydy ER-Golgi nastepuje przez zlewanie si¢ indywidualnych cystern
AG z ER 1 przez pewien czas mozna obserwowac¢ diktiosomy z przylaczonymi
cysternami hybrydowymi [51]. Przypuszcza sig, ze zmiany te odzwierciedlaja wysoka
stabilnos¢ strukturalna indywidualnych diktiosomow, ktora jest konieczna w warunkach
czestego i szybkiego ich przemieszczania w obrgbie komorki [11, 52]. Co ciekawe, w
odréznieniu od zwierzat, w komorkach roslinnych proces zlewania sig¢ blon ER i aparatu
Golgiego jest niezalezny od obecnosci funkcjonalnego cytoszkieletu [13].

Przedziat BFA

Znacznie wczesniejsze sa opisy drugiej ze struktur, pokazujace proces dezintegracji
diktiosomow w zlepek rurek i pecherzykow, okreslany jako przedziat BFA. Analiza wedrowki
biatek przez system bton wewngtrznych w komorkach poddanych dziataniu BFA wykazata,
ze biatka uwalniane z aparatu Golgiego gromadza si¢ w duzych skupiskach btonowych
zlokalizowanych w okolicach jadra komérkowego. Owe skupiska rozmieszczone sa w jak
najwigkszych odlegtosciach od siebie, po przeciwnych stronach jadra i zgodnie z osia symetrii
komorki [67]. Obecnie interpretuje si¢ te wezesne wyniki jako proces horyzontalnego
rozszczepienia diktiosoméw w reakcji na BFA. Wigkszo$¢ cystern zostaje zaabsorbowana
przez ER z przejSciowym uformowaniem hybrydy ER-Golgi. Natomiast cysterny trans
diktiosomoéw oraz pecherzyki TGN zlewaja si¢ formujac przedziat BFA. Pozycja
rozszczepienia stosoOw Golgiego jest wyznaczana przez cysterny niezaangazowane w
paczkowanie pecherzykow optaszczonych biatkami COPI.

W minimalnej, trudnej do zaobserwowania, formie przedzial BFA zawiera tylko
TGN i jedna lub dwie cysterny trans-Golgiego. Jego formowanie zaczyna si¢ znacznie
szybciej od innych zmian wywotanych BFA, gdyz obecnos$¢ przedzialow BFA mozna
odnotowac roéwnolegle z pozornie nienaruszonymi stosami AG [29, 62]. Elementy ER
nie biora udziatu w tworzeniu tej struktury [37]. Obserwacje te sugeruja, ze musi istnie¢
jakie$ dodatkowe Zrodto bton zasilajace tworzenie przedziatu BFA. Ostatnie badania
wskazuja, ze tworzenie przedzialu BFA zasila szlak endocytozy [2, 53] (patrz rowniez
nizej). Przedziat BFA jest wigc hybryda cysterny trans AG:TGN:endosomy, zwykle o
okreslonej organizacji przestrzennej: w centrum znajduja si¢ pecherzyki szlaku
endocytozy, a na peryferiach zlokalizowane sa pozostatosci stosow AG rozmieszczone
W sposob spolaryzowany z cysternami frans zwroconymi w strong przedziatu BFA
(przeglad w [66]). W komorkach roélin formowanie duzych przedziatow BFA jest
unikatowa cecha jedynie pewnych typow komorek. Struktury te sa formowane w
komorkach merystematycznych korzenia, natomiast brak ich w komorkach sekrecyj-
nych czapeczki korzenia, komodrkach metaksylemu i w innych komorkach korzenia
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aktywnych w procesie egzocytozy. Jedynym wyjatkiem sa komorki epidermalne
zaangazowane w formowanie wto$nikow korzeniowych [2].

»BFA, CZYLI TAM I Z POWROTEM?” — ENDOCYTOZA
U ROSLIN

Do niedawna kwestionowano istnienie endocytozy u ro$lin [35]. Glownym
argumentem w dyskusjach byto 1) wystgpowanie Scian komoérkowych oraz 2) wzgledy
mechaniczne, a wigc trudnosci w formowaniu pgcherzykéw transportowych w
warunkach ci$nienia turgorowego przyciskajacego btong komorkowa do $cian. Jednakze
wykorzystanie nowych technik obrazowania, a przede wszystkich nowych sond, takich
jak: biatko GFP lub jego pochodne, asocjujacych z btona barwnikéw z rodziny FM,
steroli roslinnych znakowanych filiping czy wreszcie BFA, w przekonujacy sposob
wykazaly, ze endocytoza jest zjawiskiem powszechnym u roslin, a mechanizmy
endocytozy sa do$¢ zblizone do tych, jakie znane sa w komorkach zwierzecych (przeglad
w [1, 66]). Ostatnio wykazano réwniez, ze nawet w komoérkach charakteryzujacych
si¢ wysokim turgorem, takich jak komorki szparkowe, endocytoza jest zjawiskiem
konstytutywnym i ze ta droga pobierane sa barwniki markerowe oraz wycofywane
biatka blony komoérkowej [47].

Zastosowanie BFA w odpowiednich st¢zeniach umozliwito selektywne hamowanie
badz to procesow wydzielania biatek na zewnatrz komorek roslinnych, badz tez pobie-
rania substancji z zewnatrz czy wycofywania bialek btony komorkowej. Badania te
wykazaty, ze w obecnosci BFA internalizacji endocytotycznej i gromadzeniu si¢ w
przedziatach BFA ulegaja m.in. przenosniki wyptywu auksyn z rodziny PIN (patrz
nizej) [28, 29], H-ATP-aza btony komorkowej [2, 29], a takze peryferyczne biatko
ARGI btony komoérkowej powiazane z odpowiedzia roslin na bodzce grawitacyjne
[12]. Zjawisko to jest charakterystyczne wylacznie dla roslin, gdyz u zwierzat nie
obserwuje si¢ internalizacji markeréw btony komdrkowej pod wptywem BFA. Co wigcej,
odmycie BFA w obecnosci cykloheksimidu [29] prowadzito do powrotu niektoérych
biatek do bton komoérkowych, co uzna¢ mozna za bezposrednia wskazoéwke na istnienie
uroslin pelnego systemu umozliwiajacego krazenie biatek blon komoérkowych. Podobne
obserwacje dotycza steroli ro§linnych bton komérkowych [32]. Doswiadczenia na
korzeniach Arabidopsis pokazuja rowniez, ze o ile akumulacjg biatek btony komorkowe;j
w przedziatach BFA mozna zaobserwowac juz po ok. 30 min dziatania toksyny, o tyle
nagromadzenie wewnatrz komorki biatek wydzielanych szlakiem sekrecyjnym mozliwe
jest dopiero przy dlugotrwatej, bo trwajacej co najmniej 24 godz., obecnosci BFA [81].
Wydaje sig, ze wspomniane wyzej doswiadczenia jasno dowodza, ze endocytoza i
endosomy przyczyniaja si¢ do formowania przedziatow BFA.

Jednym z nieoczekiwanych efektow posrednich dziatania BFA, swoistym, jak si¢ wydaje,
dla komorek roslinnych jest obecnosé w pecherzykach endocytotycznych i dalej w
przedziatach BFA pektyn Sciany komorkowej, w tym homogalakturonanu o niskim stopniu
estryfikacji (do 40%), czy dimeréw ramnogalakturonanu II skompleksowanych z jonami
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boranowymi [2]. Dotychczas bowiem uwazano, ze makroczasteczki wydzielane sa do
scian komorkowych nieodwracalnie i Ze jedynie produkty ich degradacji, takie jak:
oligosacharyny lub elicytory, moga powrdci¢ do protoplastu jako czasteczki sygnatowe.
Oba wspomniane polimery pektynowe powstaja jedynie w Scianach komérkowych, a nie
sa syntezowane w szlaku sekrecyjnym. Przyktadowo, homogalakturonan jest wytwarzany
w aparacie Golgiego w postaci polimeru silnie estryfikowanego (zwykle powyzej 80%), a
usuwanie grup metylowych nastgpuje w $cianach przy udziale metyloesterazy pektyn [77].
Co wazniejsze, traktowanie protoplastow BFA prowadzi do pojawienia si¢ przedziatow
BFA niezawierajacych polimeréw pektynowych [2]. W ro$linach pozbawionych boru,
gwaltownie wzrasta zawarto$¢ pektyn w $cianach komorkowych i nie obserwuje si¢
internalizacji deestryfikowanego homogalakturonanu czy komplekséw boranowych z
ramnogalakturonanem II [ 79]. Poniewaz polimery pektynowe odgrywaja kluczowa rolg w
determinacji wytrzymatosci mechanicznej i porowatosci scian, mozna przypuszczac, ze ich
kontrolowana internalizacja jest istotnym czynnikiem regulatorowym wptywajacym na
wzrost, polarno$¢ i morfogeneze komorek i tkanek roslinnych.

Endocytoza jest procesem zaleznym od funkcjonowania cytoszkieletu komorki [60, 66].
W komodrkach zwierzecych, nienaruszony cytoszkielet aktynowy warunkuje prawidlowy
przebieg endocytozy [23]. Najnowsze obserwacje sugeruja, ze podobna sytuacja ma miejsce
u ro$lin. Depolimeryzacja aktyny przez latrunkuling B czy cytochalazyng D hamuje
formowanie duzych przedziatbw BFA [2] lub krazenie steroli blon komérkowych [32].
Podobnie, endocytoze hamuje zastosowanie inhibitora miozyny [3]. Natomiast
depolimeryzacja mikrotubul przez oryzaling nie wptywa na endocytoze pektyn [2].

OPOWIESC O SKRZATACH —
BFA I POLARNY TRANSPORT AUKSYN

Auksyny sa uwazane za integrator wzrostu i rozwoju roslin dziatajacy podobnie jak
morfogeny u zwierzat [9, 24]. Zidentyfikowano je prawie 80 lat temu, ale dopiero w ostatnich
latach zaczynamy poznawaé¢ mechanizmy molekularne dziatania tych hormonow [17, 18,
19, 42]. Decydujace znaczenie dla prawidlowego funkcjonowania auksyn ma ich polarny
transport (PAT) w roslinach. Poniewaz zostat on wyczerpujaco omowiony w wielu pracach
przegladowych (np. [24, 45, 50, 55], w literaturze polskiej [7, 76]), tu ograniczymy si¢
jedynie do przedstawienia zagadnien zwiazanych bezposrednio z BFA lub takich, ktore
ujrzaty $wiatto dzienne juz po publikacji wymienionych prac.

W polowie lat 80. XX w. pojawily si¢ pierwsze wyniki badan przesiewowych
mutantdw A. thaliana o zaburzonych procesach embriogenezy [48]. Jednym z nich byt
mutant GNOM (znany rowniez jako EMB30) o szerokiej gamie fenotypow, ktorych
wspolna cecha byt brak merystemu korzeniowego i, najczesciej, nieprawidtowo
wyksztatcone tkanki wzdhuz osi gora-dot [46, 70]. W p6zniejszym okresie stwierdzono
réowniez, ze GNOM dziata takze w dalszych etapach rozwoju roslin, wptywajac na
funkcjonowanie merystemu korzeniowego i organizacjg zawiazkow korzeni bocznych
[30]. Mutacjg zlokalizowano w genie kodujacym biatko podobne do biatka Sec7 z drozdzy
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[70], ktore zidentyfikowano jako biatko ARF-GEF [73]. Biatko GNOM nalezy do klasy
GNOM/Geal/2p/GBF1 [41]. W komorkach Arabidopsis jest ono zwigzane z cytoplaz-
matyczna strona endosomu i jest niezbedne do utrzymania integralnosci endosoméow
[28]. Rozni si¢ tym samym od innych biatek tej klasy, ktore u drozdzy i zwierzat zwiazane
s z transportem w obrebie AG i pomigdzy ER i AG.

Fenotyp mutantéw GNOM mozna wywota¢ w warunkach in vitro traktujac zarodki
wysokimi stgzeniami auksyn lub inhibitorow PAT [33]. To sugeruje, z2 GNOM moze w
jakis sposob bra¢ udziat w transporcie auksyn. [ rzeczywiscie, stwierdzono, ze w mutantach
gnom zaktdcona jest lokalizacja PIN1 — potencjalnych biatek wspomagajacych wyptyw
auksyn [29]. W genomie Arabidopsis znajduje si¢ 8 gendéw kodujacych biatka PIN, z
czego 5 zostato dotad w petni scharakteryzowanych. Wszystkie one, a w szczegolnosci
PINI [26], wptywaja na transport auksyn, cho¢ ich funkcja jako przeno$nikéw auksyn
lub regulatorow transportu, jest nadal niejasna [55]. Najbardziej uderzajaca cecha biatek
PIN jestich §cista lokalizacja, nie tylko na poziomie tkankowym, ale rowniez w okreslonych
domenach blony komoérkowej w zaleznosci od potozenia komodrki w ciele rosliny [10, 24,
55]. Sugeruje si¢ wobec tego, ze lokalizacja biatek PIN nie jest zalezna od struktury tych
bialek, ale jest okreslana przez ukierunkowany transport tych biatek do wybranych rejonéw
komorki [55]. Co ciekawsze, najnowsze dane zdaja si¢ $wiadczy¢, ze same auksyny sa
jednym z czynnikow regulujacych ekspresje genow i dystrybucje biatek PIN [10, 54].

U ro$lin BFA indukuje powstawanie pecherzykowych agregatow zwanych przedziatami
BFA. Gromadza si¢ w nich zaréwno biatka PIN1, jak i GNOM [29, 73], co sugeruje, ze
biatka PIN1 kraza pomig¢dzy btona komorkowa a przedziatami endosomalnymi w
pecherzykach wzdtuz cytoszkieletu aktynowego [4, 29, 50]. Tak wigc uszkodzenie GNOM
zaktoca wewnatrzkomorkowy transport pecherzykowy, co prowadzi do zaburzen w krazeniu
PIN1 i w konsekwencji do rozregulowania transportu auksyn. Analiza porownawcza
sekwencji bialek ARF-GEF opornych i wrazliwych na dzialanie BFA wskazata reszty
aminokwasowe krytyczne dla odpornosci biatek. Prosta substytucja aminokwasowa
(zamiana “°M na L w obregbie domeny Sec7) w genie GNOM okazata si¢ wystarczajaca
douzyskania mutantow niewrazliwych na toksyng, a tym samym wykazujacych nienaruszony
transport auksyn i prawidlowe krazenie biatka PIN1 w obecnosci BFA [28].

PODSUMOWANIE

Wykorzystanie brefeldyny A przyczynito si¢ do rozwiktania wielu zagadek funkcjo-
nowania systemu bton roslin. W niniejszej pracy wskazali$my jedynie niektore z nich,
wedlug naszej opinii najciekawsze. Szczegdlnie ostatnie z omawianych, a zwiazane z
polarnym transportem auksyn zainspirowaly niektorych badaczy do sformutowania
bardzo interesujacej, acz do$¢ niezwyktej hipotezy, zgodnie z ktorg PAT w wielu
aspektach przypomina proces wydzielania neuroprzekaznikow przez synapsy nerwowe
zwierzat [4, 5]. Wspomniano juz wczesniej, ze auksyny moga spetniac rolg analogiczna
do morfogendéw zwierzat [9, 25]. Mozna mie¢ nadzieje, ze brefeldyna A okaze si¢
przydatna réwniez w badaniach zmierzajacych do wyjasnienia i rozpoznania tych
fascynujacych problemdw.
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