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Streszczenie: Niespecyficzne bialka transportujace thuszcze (ns-LTP) naleza do olbrzymiej rodziny bia-
tek roslinnych, ktorych funkcja in vivo wceiaz pozostaje nieznana. Biorac pod uwagg budowe, wlasciwo-
$ci i przypuszczalnie pelnione przez nie funkcje wyodrgbniono dwie klasy biatek transportujacych
lipidy, ns-LTP1 i ns-LTP2. Cecha charakterystyczna wszystkich biatek ns-LTP jest obecno$¢ czterech
amfipatycznych 0-helis, ktore tworza wewngtrzna kieszen hydrofobowa bedaca miejscem wiazania
czasteczek lipidowych. W genomach ro$lin wyzszych stwierdzono obecnos$¢ wielu kopii genoéw dla
roslinnych biatek transportujacych thuszcze. Prawdopodobnie poszczegdlne izoformy ns-LTP nalezace
do tej samej rodziny, ale rézniace si¢ profilem ekspresji moga petni¢ w komorce odmienne funkcje.
Wykazano ich udzial miedzy innymi w tworzeniu powierzchniowej warstwy ochronnej, somatycznej
embriogenezie, w sygnalizacji oraz w adaptacji roslin do ré6znych warunkéw $rodowiska. Ponadto, nie-
ktore biatka ns-LTP znane sg jako panalergeny w zywnosci pochodzenia roslinnego. Ostatnie badania
ujawnity, ze biatka transportujace lipidy moga wiazac si¢ do zlokalizowanych w btonie plazmatycznej
miejsc, ktore zidentyfikowano jako receptory dla elicytyn. Wskazuje to na istotna role tych biatek w
mechanizmach obronnych ro$lin przeciwko patogenom.

Stowa kluczowe: niespecyficzne biatka transportujace thuszcze, transport lipidow, panalergeny roslinne, elicytyny.

Summary: Non-specific lipid transfer proteins (ns-LTPs) belong to a large family of plant proteins whose
function in vivo remains unknown. On the basis of their structure, properties and functions two main classes
of lipid transfer protein have been identified in plants, ns-LTP1 and ns-LTP2 respectively. The most interesting
structural feature of the ns-LTP proteins is the presence of four amphipatic a-helices which form the internal
hydrophobic cavity that can bind the lipid molecules. Plants ns-LTPs are encoded by a multigenic family,
therefore different isoforms may correspond to different functions. It has been implicated that plant lipid
transfer proteins are involved in protecting surface layer formation, somatic embryogenesis, signaling and plant
adaptation to various environmental conditions. Some of the ns-LTP proteins are also known to be panallergens
of plant-derived foods. It has been recently shown that the lipid transfer proteins bind to the sites located on
plasma membranes which have been identified as the elicitin receptors. It indicated important role of this
proteins in plant defense mechanisms against pathogens.

Key words: non-specific lipid transfer proteins, lipid transfer, plant panallergens, elicitins.
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WSTEP

Z definicji lipidy (ttuszcze) sa czasteczkami biologicznymi nierozpuszczalnymi w wodzie
1 dobrze rozpuszczalnymi w rozpuszczalnikach organicznych. Pelnig one w organizmach
ro$linnych réznorodne funkcje biologiczne. W formie triglicerydow i wolnych kwasow
tluszczowych sa glownym zrédlem wegla i energii. Jako fosfo- i glikolipidy stanowia element
strukturalny bton komoérkowych. Pochodne poliestrow kwasow ttuszczowych sa skfadnikami
budulcowymi warstw na powierzchni organow roslinnych (kutyny i suberyny), ktére chronig
tkanki przed nadmierng utrata wody i1 szkodliwym dziataniem stresowych czynnikow
srodowiska zewngtrznego. Ponadto lipidy, a zwlaszcza ich pochodne petnia funkcje
hormonow 1 wtornych czasteczek sygnalizacyjnych. Azeby sprostaé tej mnogos$ci zadan w
komorce, tempo wymiany lipidéw na poziomie komorkowym, pozakomérkowym i blonowym
musi podlegac¢ precyzyjnej regulacji. Od kilku lat wiadomo, Zze w btonach biologicznych
wystepuja specyficzne regiony lipidowe nazywane mikrodomenami (ang. lipid rafts), ktore
odgrywaja istotna rolg w obrocie lipidow i w modulacji aktywnosci wielu biatek [61, 87].

Ze wzgledu na hydrofobowy charakter czasteczki, transport lipidow w komorce na
duze odleglosci odbywa si¢ za pomoca rozpuszczalnych makroczasteczek badz struktur
wieloczasteczkowych. Naleza do nich biatka transportujace thuszcze i pecherzyki
lipoproteinowe [64].

1. ROSLINNE BIALKA TRANSPORTUJACE TLUSZCZE

Bialka transportujace ttuszcze (ang. Lipid Transfer Protein, LTP) stanowia rodzing
biatek o bardzo zachowawczej strukturze. Wystgpuja one powszechnie w $wiecie
organizméw zywych. Dotychczas wykryto je w komorkach ssakdw, roslin, drozdzy,
grzybow i niektorych bakterii [49, 51]. W przeciwienstwie do roslinnych LTP, biatka
transportujace tluszcze u innych organizmoéw charakteryzuja si¢ wysoka masa
czasteczkowa w granicach od 15 kDa do 30 kDa oraz brakiem podobienstwa sekwencji
pomigdzy poszczegdlnym izoformami [§1, 97].

Z powodu szerokiej specyficznosci substratowej roslinne biatka transportujace thuszeze
okresla sie terminem ns-LTP (ang. non-specific Lipid Transfer Protein) [51].
Dotychczas wyizolowano geny dla ns-LTP z marchwi (Daucus carota) [86], pomidora
(Lycopersicon pennellii) [78, 90], moreli (Prunus armeniaca) [17], kukurydzy (Zea
mays) [41], ryzu (Oryza sativa) [80], jeczmienia (Hordeum vulgare) [35], rzodkiew-
nika (Arabidopsis thaliana) 2], papryki (Capsicum annuum) [50, 69], kapusty
(Brassica napus) [43] 1 wilczomlecza (Euphorbia lagascae) [27].
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2. STRUKTURA ROSLINNYCH BIALEK TRANSPORTUJACYCH
TLUSZCZE

Pod wzgledem budowy i przypuszczalnie petnionych przez nie funkcji roslinne biatka
transportujace thuszcze stanowia bardzo zréznicowana grupg bialek. Na podstawie
powyzszych kryteriow podzielono je na dwie klasy: ns-LTP1 (o masie czasteczkowej
okoto 9 kDa) i ns-LTP2 (o masie czasteczkowej okoto 7 kDa) [1, 14, 22, 51, 58].
Najwigcej danych wskazujacych na wlasciwosci fizykochemiczne biatek transportu-
jacych tluszcze oraz ich subkomorkowa lokalizacje dotyczy grupy ns-LTP1. Charak-
teryzuje ja wysoki punkt izoelektryczny oraz obecno$¢ o§miu zachowawczych reszt
cysteiny potaczonych czterema wigzaniami dwusiarczkowymi. Dodatkowo, przy koncu
aminowym fancucha polipeptydowego wystepuje sekwencja sygnatowa, ktora prawdopo-
dobnie kieruje biatko do retikulum endoplazmatycznego. Badania z wykorzystaniem
krystalografii rentgenowskiej i spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego
dostarczyly wielu istotnych informacji o strukturze przestrzennej biatek ns-LTP u r6znych
organizméw roslinnych. Dotychczas udato sig okresli¢ strukturg trzeciorzedowa dla
ns-LTP1 z jeczmienia (Hordeum vulgare) [42], ryzu (Oryza sativa) [75], pszenicy
(Triticum aestivum) [23], kukurydzy (Zea mays) [41], chinskiej fasoli (Phaseolus
mungo) [55] i tytoniu (Nicotiana tabacum) [19]. Ponadto, duzym osiagnigciem w
ostatnich latach bylo poznanie przestrzennej struktury bialek klasy ns-LTP2 z ryzu
(Oryza sativa) [58, 80] i pszenicy (Triticum aestivum) [46]. Interesujaca cecha biatek
transportujacych thuszcze jest obecno$¢ w czasteczce czterech amfipatycznych o-
helis stabilizowanych mostkami dwusiarczkowymi oraz zlokalizowanego przy koncu
karboksylowym tancucha dtugiego ramienia z licznymi zwrotami 3 (ang. B-turns). Scisle
upakowane O-helisy tworza olbrzymia, wewngtrzna kieszen hydrofobowa (tunel
hydrofobowy), ktdra jest miejscem wigzania mono - i diacylowanych czasteczek lipidow
wlaczajac: kwasy ttuszczowe [24, 40], acylo CoA [53], lizo-fosfatydylocholing [15] i
fosfatydyloglicerol [82]. Poréwnujac strukture ns-LTP1 u r6znych organizméw zaobser-
wowano, ze hydrofobowa kieszen charakteryzuje si¢ duza plastycznoscia, a
poszczegodlne izoformy biatek moga r6zni¢ sig jej rozmiarem [26, 88]. Badania wykazaty,
ze w wyniku zwiazania czasteczki kwasu ttuszczowego przez biatko ns-LTP1, objgtos¢
tunelu zwieksza sie z ~400 A3 do ~547-620 A3[40].

Ciekawym odkryciem byto stwierdzenie, ze biatka ns-LTP nie moga wiaza¢ steroli
i innych czasteczek o sztywnym rdzeniu. Swiadczy to o tym, ze zaréwno plastycznosé
tunelu, jak i elastyczno$¢ hydrofobowych czasteczek lipidowych sa niezbedne dla
utworzenia kompleksu ‘biatko ns-LTP - lipid’ [12, 23, 24, 63]. Co istotne, stwierdzono,
ze wiazanie lipidow wewnatrz tunelu jest dodatkowo kontrolowane przez ci$nienie
btony powierzchniowej (np. zalezy od stopnia upakowania jej sktadnikow). Zatem wydaje
si¢ stuszne, ze w normalnym stanie fizjologicznym biatka ns-LTP nie powinny wigzac i
przenosi¢ lipidéw wchodzacych w sktad btony.

Poznanie przestrzennej struktury biatek transportujacych ttuszcze pozwolito rowniez
ustali¢, w jaki sposob biatka te oddzialuja z czasteczkami lipidow. Obecnie znana jest
struktura krystalograficzna kompleksow biatek transportujacych ttuszeze z 9 r6znymi
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czasteczkami kwasow thuszczowych [41]. Co wigcej, okreslono przestrzenna strukture
kompleksow biatek klasy ns-LTP1 z palmitynianem i 1-palmitylo-2-lizo-fosfatydylocholing
u kukurydzy (Zea mays) [37], z palmitylo-CoA u jeczmienia (Hordeum vulgare) [53]
iz 1,2-dwumirystylofosfatydylo-glicerolem u pszenicy (7riticum aestivum) [82].

3. SUBKOMORKOWA I ORGANOWA LOKALIZACJA
BIALEK ns-LTP

W genomach ro$lin wyzszych wykazano obecnos¢ wielu kopii genéw dla roslinnych
biatek transportujacych thuszcze [9, 47, 70, 90]. Dotychczas zidentyfikowano ponad 40
genow dla ns-LTP w genomie u A4. thaliana [5]. Prawdopodobnie geny dla ns-LTP sa
zorganizowane w mate rodziny [2, 31, 72, 90]. Wykazano, ze ekspresja genow dla
r6znych izoform biatkowych nalezacych do tej samej rodziny jest tkankowo i organowo
specyficzna [16]. Dodatkowo, w obrgbie roznych organdéw rosliny podlega ona
rozwojowej 1 ,,Srodowiskowej” regulacji [38]. Sugeruje si¢, ze biatka ns-LTP, nalezace
do tej samej rodziny, ale rozniace sig profilem ekspresji, moga peli¢ w komorce
odmienne funkcje [31, 90].

Pierwotnie biatka ns-LTP1 zostaty wykryte w nadziemnych organach ro$lin, takich
jak: owoce, rozwijajace si¢ kwiaty, szczytowe czesci pedow i liscie, podczas gdy biatka
ns-LTP2 zlokalizowano wytacznie w korzeniach [84]. Obecnie wiadomo, Ze intensywna
synteza obu grup biatek zachodzi rowniez w nasionach [21, 48, 59].

Wielu autorow wskazuje, ze ekspresja gendéw kodujacych ns-LTP jest wyzsza na
wezesnych etapach rozwoju rosliny. Tym niemniej, obecnos$¢ biatek transportujacych
thuszcze stwierdzono réwniez w miodych tkankach roslin dojrzatych [90]. Analiza
ekspresji genu kodujacego biatko transportujace tluszcze EP2 z marchwi (Daucus
carota) wykazala, ze najsilniejsza ekspresja ma miejsce w merystemie wierzchotkowym
pedu, w zawiazkach liSciowych 1 w rozwijajacych si¢ kwiatach [86]. Interesujace wyniki
uzyskano rowniez na podstawie analizy poziomu transkryptow trzech genéw dla ns-
LTP wyizolowanych z wilczomlecza (Euphorbia lagascae), (EILTPI, EILTP2 i
EILTP3). Stwierdzono, ze w przypadku gendéw EILTPI i EILTP3 maksymalna
akumulacja mRNA miata miejsce w komodrkach bielma i liScieniach, a ekspresja genu
EILTP?2 zachodzita wytacznie w komoérkach bielma [28].

Jak juz wspomniano, jedna z charakterystycznych cech roslinnych biatek transportu-
jacych thuszcze jest wystegpowanie peptydu sygnalnego przy koncu aminowym czasteczki.
Dlatego tez sugeruje si¢, ze ns-LTP ulegaja sekrecji w warunkach in vivo. Przyktadem
sa wyniki badan immunolokalizacyjnych nad biatkami ns-LTP: Parj1 i Parj2 u Parietaria
Jjudaica. Wykazano, ze zawarto$¢ bialek transportujacych thuszcze w ziarnie pytku u
parietarii zmienia si¢ podczas hydratacji [94]. Pierwotnie biatka ns-LTP sg obecne w
cytoplazmie komorki i w ciatach thuszezowych. Okres magazynowania ns-LTP jest jednak
bardzo krotki, po czym biatka sa kierowane na szlak sekrecyjny [89].
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Aktualne dane wskazuja na pozakomorkowa lokalizacje biatek ns-LTP. Przypusz-
czalnie docelowym miejscem ich funkcjonowania sg §ciany komorek epidermalnych i
epikutikularna warstwa woskowa [51].

Istnieja doniesienia wskazujace, ze biatka transportujace ttuszcze charakteryzuja
si¢ wysoka stabilno$cia termiczna i proteolityczna [56]. Autorzy sugeruja, ze
najprawdopodobniej ma to zwiazek z wystgpowaniem tych biatek w warunkach
stresowych. Dla niektorych biatek transportujacych thuszeze wykazano wzrost poziomu
akumulacji transkryptu w odpowiedzi na dziatanie czynnikdw stresowych, takich jak:
patogeny [5, 33, 62], zranienie [83], swiatto [10] i jony metali cigzkich [35]. Wiele
danych wskazuje, ze geny dla ns-LTP moga by¢ rowniez aktywowane pod wplywem
chtodu, suszy i zasolenia [52, 72,79, 90, 98]. Interesujacym przyktadem jest gen CALTP1
z papryki (Capsicum annuum), dla ktoérego silny wzrost poziomu transkryptu
zaobserwowano w lisciach pod wptywem suszy i wysokiego zasolenia. Swiadczy to o
potencjalnej roli CALTP1 w nabywaniu tolerancji ro$lin na stresy srodowiskowe [50].
Ekspresja innego genu BG-14 kodujacego biatko transportujace ttuszcze z stoktosy
bezostnej (Bromus inermis) jest indukowana w odpowiedzi na suszg, zasolenie,
anizomycyng i sfingozyne [98], podczas gdy silny wzrost akumulacji biatka
transportujacego lipidy, Ha-AP10 ze stonecznika (Helianthus annuus) odnotowano
pod wplywem stresu solnego i infekcji grzybowe;j [34, 77].

Ostatnie badania ujawnity rowniez obecnos$¢ w promotorach wielu gendéw dla biatek
transportujacych thuszcze, takich jak: LpLipl 1 LpLtp2 z pomidora (Lycopersicon
pennellii), Ltp2, 3, 4, 6 z jeczmienia (Hordeum vulgare) 1 Fxaltp z truskawki
(Fragaria ananasa) obecnos¢ cis-regulatorowych sekwencji niezbednych do aktywacji
ekspresji genow pod wptywem ABA [31, 90, 99].

4. R(')ZN,ORODNOSC' FUNKCJONALNA
ROSLINNYCH BIALEK ns-LTP

Precyzyjna rola biatek ns-LTP nie jest jeszcze doktadnie poznana. Dostgpne dane
pozwalaja przypuszczac, ze skutki ich aktywnosci moga by¢ dla komorek bardzo réznorodne
(tab. 1). Pierwotne dane wskazuja narolg biatek ns-LTP w transporcie wewnatrz- i zewnatrz-
komorkowym. Wykazano, ze biatka ns-LTP w warunkach in vitro uczestnicza w
wewnatrzbtonowej wymianie fosfolipidow, na przyktad w transporcie fosfatydylocholiny z
liposoméw do mitochondriéw. W zwiazku z tym sugerowano ich udziat w przebudowie i
odnowie bton tych organelli. Jakkolwiek, brak jest bezposrednich dowodow potwierdzajacych
funkcje ns-LTP w warunkach in vivo [2].

Jednym z dobrze poznanych zjawisk zachodzacych podczas dostosowywania sig
ros$lin do niskich temperatur jest utrzymanie ptynnej struktury blon. Temperatura
krzepnigcia bton komdrkowych jest zwigzana z obecno$cia nienasyconych kwasow
thuszczowych w fosfo- i galaktolipidach oraz z udziatem lipidéw zawierajacych duze
grupy polarne. Proby wprowadzenia do roslin enzymow bioracych udziat w tworzeniu
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TABELA 1. Przyklady biatek ns-LTP u réznych gatunkéw roslin, ich lokalizacja i gldéwne funkcje w komorce
Typ LTP | Gatunek Lokalizacja Potencjalna funkcja Auto-
ro$liny rzy
E2P Daucus merystem wierzchotkowy — somatyczna embriogeneza [86]
carota pedu, zawiazki lisciowe, — transport monomerow kutyny
rozwijajace si¢ kwiaty
PvLTP Phaseolus warstwa korowa korzenia — transport monomeréw suberyny [84]
vulgaris
EILTP1,2 | Euphorbia komorki bielma, liscienie — udzial w obrocie lipidow w komorkach bielma [28]
lagascae — inhibitory proteaz
ns-LTP2 Oryza sativa | nasiona — transport lipidow [58]
— skladnik systemu obronnego roslin
CALTP1 Capsicum komorki floemu, — nabywanie tolerancji roslin na stresy srodowis- [50]
annuum epiderma lisci kowe, tj. wysokie zasolenie, suszg, atak
patogenow
BG-14 Bromus siewki — adaptacja ro$lin do warunkow stresowych [98]
inermis
Ha-AP10 | Helianthus kietkujace nasiona — udzial w reakcjach obronnych roslin na stres [34]
annuus solny i atak patogenow
Fxaltp Fragaria komorki bielma, — udziat w odpowiedzi roslin na stres chiodu, [99]
ananasa epiderma lisci zranienie i ABA
Vrltp 1 Figna nasiona, todygi, mlode liScie — udziat w odpowiedzi roslin na stres [59]
radiata dehydratacyjny i zasolenie
WAX9 Brassica miode liscie — ochrona tylakoidéw chloroplastow przed [43,
oleraceae uszkodzeniem w temp. zamarzania (krioprotekcja) | 44]
EARLII Arabidopsis | blona komérkowa lub $ciana | — stabilizacja blon i $ciany komorkowej [10]
thaliana komoérkowa pod wplywem niskiej temperatury
Parjl Parietaria pierwotnie cytoplazma i ciata | — panalergeny roslinne [89,
Parj2 Judaica tluszczowe ziarna pytku, — udzial w procesie zapylenia i zaptodnienia 94]
nastgpnie kierowane na szlak
sekrecyjny
ns-LTP1 Arabidopsis | liscie — wigzanie kalmoduliny i udziat w procesach przez |[96]
(CaMBP) | thaliana nig stymulowanych
ns-LTP Hordeum ziarna — zdolno$¢ wigzania jonéw metali cigzkich, [35,
(rodzina vulgare tj. Pb*?, Co*?, Hg'? i Ni? 36]
bialek — hamowanie procesu fermentacji drozdzy piwo-
R-14) warskich, wplyw na tworzenie i stabilno$¢ piany
ns-LTP Zea mays - — inicjacja transdukcji sygnatu apoptotycznego [18,
w mitochondriach w watrobie u myszy 20]
ns-LTP1 Hordeum dojrzale nasiona — inhibitor proteinazy cysteinowej [48]
vulgare
ns-LTP1 Castor bean liscienie — regulacja B-oksydacji kwasow tluszczowych [91]
w glioksysomach
LTP1 Triticum - — posredniczy w transporcie lekow [71]

aestivum
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podwojnych wigzan w nasyconych lub jednonienasyconych kwasach ttuszczowych,
doprowadzity do uzyskania roslin o zwigkszonej tolerancji na chtod. Wykazano, ze rosliny
takie jak: szpinak (Spinacea oleracea) i rzodkiewnik (Arabidopsis thaliana), ktére
zawieraja duzo nienasyconych kwasow tluszczowych sa bardziej odporne na niska
temperaturg [39]. Poniewaz zmiany w sktadzie lipidow btonowych sa istotne w
nabywaniu tolerancji roslin na chtdéd, sugeruje sig, ze niektore ns-LTP petnig rolg w
modyfikowaniu bton plazmatycznych.

Istnieja takze dowody na udziat niektorych roslinnych biatek transportujacych thuszcze
w stabilizacji membran komodrkowych podczas zamarzania [43, 44, 85]. Od dawna
wiadomo, ze struktura najbardziej wrazliwa na dziatanie niskiej temperatury sg btony
tylakoidow. Z aklimatyzujacej si¢ do chtodu kapusty (Brassica oleracea) wyizolowano
biatko WAXO9, ktore wiaze sig z tylakoidami chloroplastow i zapobiega ich uszkodzeniu
w temperaturach zamarzania. Jak stwierdzono, petiace funkcje krioprotekcyjna biatko
WAXO nalezy do rodziny ns-LTP1 [85].

Inspirujace i ciekawe byto odkrycie, ze bialka transportujace thuszcze moga braé
udzial w tworzeniu ochronnej, woskowej warstwy hydrofobowej na powierzchni tkanek
okrywajacych [13, 25, 90]. Pomimo Ze precyzyjna rola tych bialek w powstawaniu
warstwy kutykularnej nie jest znana wykazano, ze biatka klasy ns-LTP1 sg zaangazo-
wane w transport monomerow kutyny, podczas gdy biatka klasy ns-LTP2 transportuja
monomery suberyny [25, 86].

W ostatnich latach wyizolowano i zidentyfikowano wiele roslinnych biatek zwiazanych
z mechanizmem ogdlnej reakcji komorek na infekcje bakteryjne i grzybowe.
Charakteryzuje je obecno$¢ duzej liczby reszt cysteinowych. Obok (3-1,3-glukanaz i
cystatyn, do biatek defenzyno-podobnych zalicza si¢ rowniez bialka transportujace
thuszceze. O roli ns-LTP w obronie ro$lin przed infekcja bakteryjna i grzybowa, wnioskuje
si¢ na podstawie ich lokalizacji w $§cianach komorek epidermalnych oraz zwigkszonego
poziomu tych biatek w komodrkach w odpowiedzi na atak patogenu (ryc. 1) [32, 95].
Dane wielu autoréw dowodza, ze bialka ns-LTP wykazuja wysoka homologi¢ sekwencji
do bialek zasadowych o masie czasteczkowej okoto 9 kDa, ktorych udziat stwierdzono
podczas interakcji ro§lina-mikroorganizm [6]. Dowiedziono, ze biatka ns-LTP stanowia
istotny sktadnik systemu obrony komorek przed patogenami, gdyz hamujq dziatanie
pewnych fitopatogendw, takich jak: Pseudomonas solanacearum, Clavibacter
michiganensis, Fusarium solani, Rizoctonia solani, Trichoderma viride i
Cercospora beticola [5, 33, 38, 50, 62].

Od kilku lat wiadomo, ze niektorzy przedstawiciele biatek ns-LTP moga bra¢ udziat
w wigzaniu jonéw metali ci¢zkich. Przyktadem jest biatko ns-LTP z je¢czmienia
(Hordeum vulgare), ktore wiaze kationy metali dwuwarto$ciowych, takich jak: Pb™?,
Co"?, Hg" iNi"?. Mozna wiec spekulowa¢ o domniemanej funkcji tych biatek w procesie
fitoeks-trakcji, ktory bazuje na zdolnosci roslin do hiperakumulacji metali [35]. Ocenia
sig, ze wprowadzenie do roslin genow, kodujacych biatka zaangazowane w wiazanie i
transport jonow metali cigzkich, moze prowadzi¢ do otrzymania roslin transgenicznych
o zwigkszonej zdolnosci do ich akumulacji.
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RYCINA 1. Mechanizm ilustrujacy rolg roslinnych biatek transportujacych thuszcze (LTP) podczas
interakcji pomigdzy patogenami grzybowymi i ro§linami (wg [S], zmienione): LTP — biatko transportujace
lipidy; R — nieaktywny receptor; R* — aktywny receptor; SK — $ciana komorkowa; Bt — blona
plazmatyczna; konstytutywna synteza enzymu kutynazy przez grzyby pasozytnicze np. Fusarium
prowadzi do uszkodzenia kutykularnej warstwy ochronnej i uwolnienia monomeréw kutyny, ktére
nastgpnie sa wiazane przez bialka LTP zlokalizowane w rejonie kutykuli (I). Powstaly kompleks
‘monomer kutyny-biatko LTP’ moze wiaza¢ si¢ do receptorow zlokalizowanych w blonie plazmatyczne;j
komorek roslinnych i tym samym zapoczatkowywa¢ odpowiedZ obronng organizmu. W rezultacie
dochodzi do wzmozonej syntezy réznych biatek transportujacych ttuszcze oraz innych biatek stresowych
PR, ktére hamuja wzrost i rozwoj patogenu, jak réwniez biora udziat w naprawie hydrofobowej warstwy
kutykularnej (II). Alternatywnie przypuszcza sig, ze kompleks ‘monomer kutyny-biatko LTP’ moze
wiaza¢ si¢ do domniemanych receptorow w btonie plazmatycznej u grzybow i indukowaé nadprodukcje
enzymu kutynazy

Uwzgledniajac dane przedstawione powyzej, $wiadczace o funkcji biatek ns-LTP
w komorkach pod wplywem stresow, pewne biatka transportujace tluszcze zaliczono
do grupy biatek obronnych PR-14 (ang. Pathogenesis-Related) [92].

Niedawno wykazano, ze niektore biatka ns-LTP moga réwniez uczestniczy¢ w
wiazaniu kalmoduliny [57, 96]. Na przyktad biatko CaMBP wyizolowane z A. thaliana
wiaze kalmoduling w sposob niezalezny od jondw wapnia oraz posredniczy w procesach
przez nig stymulowanych. Badania potwierdzity, ze CaMBP pod wzgledem homologii
sekwencji 1 wlasciwosci fizykochemicznych wykazuje znaczne podobienstwo do
ro$linnych biatek transportujacych ttuszcze. 12-aminokwasowy rejon w czasteczce
CaMBP wiazacy kalmoduling zawiera trzy silnie konserwatywne motywy, ktorych
obecno$¢ stwierdzono we wszystkich znanych ns-LTP.
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Istnieja takze dane na temat funkcji niektorych biatek transportujacych thuszcze w
procesach wzrostu i rozwoju roslin [27, 28].

Niezwykle wazna cho¢ nie do konca wyjasniona rola ro§linnych biatek ns-LTP jest
inicjacja transdukcji sygnatu apoptotycznego w mitochondriach w watrobie u myszy
[18]. Wykazano, ze biatko transportujace thuszcze z kukurydzy (Zea mays) w obecnosci
specyficznych lipidow moze indukowac¢ uwolnienie cytochromu c i innych biatek
apoptogennych z wnetrza mitochondriom do cytoplazmy. Jakkolwiek szczegoty tego
mechanizmu nie zostaty dotychczas poznane. Analiza sekwencji aminokwasowej
ujawnita wysoka homologig¢ sekwencji pomigdzy roslinnymi biatkami ns-LTP a pro-
apoptotycznym biatkiem ssakow Bid nalezacego do rodziny Bel-2 [20].

Znaczne zainteresowanie budzi ostatnio wsréd naukowcow zaklasyfikowanie biatek
transportujacych lipidy do grupy silnych panalergenéw pokarmowych pochodzenia
roslinnego [3, 4, 45, 70, 76]. Pierwotnie ns-LTP zostaly zidentyfikowane w skorce
owocow brzoskwini jako niskoczasteczkowe biatka o wlasciwosciach alergennych.
Ponadto ich obecno$¢ stwierdzono w owocach jabtoni, gruszy, §liwy, moreli, brzoskwini
i wisni. Udokumentowano tez duze podobienstwo strukturalne migdzy tymi biatkami
wymienionych owocoéw a odpowiednimi biatkami kukurydzy. Badania wykazaty, ze
alergia na owoce z rodziny Rosaceae moze by¢ zwigzana z wystgpowaniem pewnych
reakcji krzyzowych [29, 60, 100].

Dane wielu autorow sugeruja, ze biatka transportujace thuszcze dzigki wysokiej
stabilno$ci termicznej moga by¢ wykorzystywane w procesie technologicznym produkcji
piwa. Badania wykazaly, ze biatko ns-LTP z jeczmienia (Hordeum vulgare) nalezace
do grupy biatek PR-14, hamuje proces fermentacji drozdzy piwowarskich
(Saccharomyces cerevisiae) oraz wptywa na tworzenie i stabilno$¢ piany [36].

5. DIALOG POMIEDZY ns-LTP1 A ELICITYNAMI
W MECHANIZMACH OBRONNYCH ROSLIN

Elicityny stanowia duza rodzing niskoczasteczkowych, bogatych w cysteing biatek
zewnatrzkomorkowych wydzielanych przez grzyby patogenne Phytophthora i Pythium
[68]. Sa one zwiazane z aktywna odpowiedzia rosliny na zewngtrzne czynniki stresowe
[74]. Ponadto, stanowia wazny element w regulacji procesow metabolicznych komérek
W stanie zagrozenia zewngtrznego.

Pierwotnie elicityny zostaty zidentyfikowane na podstawie ich zdolnosci do indukcji reakc;ji
nadwrazliwosci (ang. Hypersensitive Response, HR) prowadzacej do samobojczej $mierci
komorek kontaktujacych si¢ z patogenem u Nicotiana tabacum, Raphanus sativus i
niektorych gatunkow Brassica [54]. Obecnie wiele danych wskazuje, ze moga one rowniez
zapoczatkowywac rozwijajaca sig czgsto w nastgpstwie HR systemiczna odpornos¢ nabyta
(ang. Systemic Acquired Resistance, SAR) przeciwko szerokiej réznorodnosci patogenow
grzybowych i bakteryjnych [51, 73]. Istnieja rowniez dowody $wiadczace, iz bialka te
przemieszczaja si¢ w obrebie rosliny [73].
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Pomimo zZe funkcja wigkszosci elicityn nie zostata dotychczas poznana ostatnie
doniesienia sugeruja, ze pewne klasy tych bialek, tj. I-A 1 [-B, moga wiazaé czasteczki
lipidowe i sterole. Dlatego tez sugeruje si¢ funkcje elicityn jako no$nikoéw steroli i
transporteréw thuszczy [66, 67]. Ma to réwniez zwiazek z charakterystyczna struktura
tych biatek. Badania krystalograficzne i NMR wykazaly, ze glownymi elementami
budowy elicityn jest obecno$¢ szeSciu amfipatycznych a-helis stabilizowanych przez
trzy mostki dwusiarczkowe oraz motywu w ksztalcie ,,dzioba” utworzonego przez
antyrownolegta strukture [ i petle Q [7]. Silnie pofaldowane a-helisy tworza
wewngetrzng kieszen hydrofobowa, ktora jest miejscem wiazania steroli oraz kwasow
thuszczowych [66, 93]. Dalsze badania ujawnity, ze niektore biatka elicityno-podobne,
np. kapsyceina z Phytophthora capsici maja aktywnos¢ fosfolipazy [65]. Ponadto
wykazano, ze indukcja ekspresji dwoch gendw dla elicityn z Phytophthora infestans
zachodzi podczas kopulacji [30].

W ostatnim czasie trwaja intensywne prace nad ustalaniem zwiazku pomigdzy
elicitynami a biatkami ns-LTP1 w mechanizmach obronnych ro$lin. Badania ujawnity,
ze ro§linne bialka transportujace lipidy i elicityny maja wspolne wiasciwosci strukturalne
i funkcjonalne. Warte zaznaczenia jest, ze w przeciwienstwie do elicityn biatka ns-
LTP1 nie moga wiazac¢ steroli. Dane wielu autorow wskazuja, ze kompleks ‘ns-LTP -
lipid” wiaze si¢ do zlokalizowanych w btonie plazmatycznej komorki receptorow dla
elicytyn [11], zapoczatkowujac tym samym reakcje obronna organizmu [5]. Receptory
dla elicytyn tworza struktury oligomeryczne ztozone z czterech identycznych
podjednostek o tacznej masie okoto 193 kDa [8]. To czg$ciowo wyjasnia powinowactwo
i wspolzawodnictwo egzogennych elicityn i endogennych biatek transportujacych o te
same sensory btonowe. Wynikiem tego wspolzawodnictwa moze by¢ przyktadowo
niska wrazliwo$¢ pewnych roslin na traktowanie elicitynami. Na przyktad
zaobserwowano, ze poziom biatek ns-LTP u tytoniu (Nicotiana tabacum) jest okoto
10 razy nizszy niz u niewrazliwego na traktowanie elicitynami pomidora (Lycopersicon
esculentum). Warto rowniez zaznaczy¢, ze najprawdopodobniej sposob wiazania do
receptorow jest rozny dla obu grup biatek. Podczas gdy wiadomo, ze utworzenie
kompleksu ‘sterol - elicityna’ jest niezbgdne dla jego zwiazania z odpowiednim sensorem
komorkowym, ciagle brak dowodéw na to, czy utworzenie kompleksu ‘biatko ns-LTP1
- lipid” warunkuje jego oddziatywanie z czasteczka receptora?

Badania wykazatly, ze selektywne rozpoznanie czasteczek sygnatowych (elicytyn
lub biatek transportujacych tluszcze) przez specyficzne receptory komorkowe,
zlokalizowane na zewngtrznej stronie btony jest pierwszym etapem kaskady sygnali-
zacyjnej prowadzacej do koncowej odpowiedzi rosliny na dziatajacy bodziec (ryc. 1).
W dalszej kolejnosci zostaje uruchomiony caty tancuch zdarzen skierowanych przeciwko
patogenowi [5], obejmujacy naplyw jonéow Ca*" do komorki, depolaryzacje btony
cytoplazmatycznej, uwolnienie jonéw K* i rownoczes$nie akumulacje jonow H”.
Dochodzi do fosforylacji pewnych biatek, zakwaszenia cytozolu, syntezy fitoaleksyn i
enzymow hydrolitycznych oraz produkcji aktywnych form tlenu. W rezultacie nastgpuje
uruchomienie ekspresji okreslonych genow, ktorych produkty biatkowe maja na celu
uniemozliwienie patogenowi dalszego rozprzestrzeniania si¢ oraz zahamowanie jego
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rozwoju. Do tej pory badacze poszukuja odpowiedzi na pytanie, czy biatka ns-LTP1
stymuluja w roslinie odpowiedZ w sposdb podobny jak elicytyny prowadzac do indukcji
reakcji nadwrazliwosci? Czy tez, co wydaje si¢ bardziej prawdopodobne, zachowuja
si¢ jak ich antagonisci?

PODSUMOWANIE

W jakim punkcie zatem znajduje si¢ obecna wiedza o funkcjach roslinnych biatek
transportujacych thuszcze? Uwaga badaczy skupia si¢ na roli ns-LTP zaréwno w
fizjologii ro$lin, jak i w procesach technologicznych. Wskazuje si¢ na udziat tej olbrzymiej
rodziny biatek w wielu aspektach zycia rosliny. Ciagle jednak duzo pytan pozostaje bez
odpowiedzi. Wydaje sig, ze poznanie przestrzennej struktury wigkszosci roslinnych
biatek transportujacych thuszcze oraz mechanizmoéw regulacji ich ekspresji pozwoli glebiej
wnikna¢ w ogrom zadan, jakim musza sprostac te biatka w komorce.
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