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Streszczenie: Transport auksyn odgrywa kluczowa rol¢ w regulacji proceséw wzrostu i rozwoju ro$lin.
Tylko niewielka czg§¢ auksyn jest transportowana mi¢dzy komodrkami w drodze dyfuzji przez blong
komorkowa, natomiast wystepujaca w przewadze forma anionowa transportowana jest za posrednic-
twem specyficznych nosnikow. W ostatnich latach udato sig¢ zidentyfikowac kilka grup biatek posredni-
czacych w polarnym transporcie auksyn. Poznano takze w ogodlnym zarysie rolg uktadu transportu
pecherzykowego w asymetrycznej lokalizacji tych biatek w btonie komorkowej. Ukierunkowana reloka-
cja nosnikow w komorce regulowana jest przez kinazy i fosfatazy biatkowe, a przypuszczalnie takze
przez zmieniajacy si¢ w blonie profil fosfolipidow i steroli.

Stowa kluczowe: auksyny, biatka PIN, transportery ABC, permeazy AUX1/LAX.

Summary: Polar auxin transport is essential for normal plant growth and development. Auxin moves
between plant cells through a combination of membrane diffusion and carrier-mediated transport. Recent
studies have identified several classes of membrane proteins involved in auxin transport, and have started
to uncover a system that regulates auxin flux through plant tissues via the subcellular asymmetric locali-
zation of these proteins. Localization of auxin transporters is controlled by vesicle-trafficking system, by
interactions with protein kinases and phosphatases and by the profile of phospholipids and sterols in cell
membrane.

Key words: auxins, PIN proteins, ABC transporters, permeases AUX1/LAX.

Wykaz skrotow: 1-NAA — kwas naftylo-1-octowy; 1-NOA — kwas 1-naftoksyoctowy; 2,4-D — kwas 2,4-
dichlorofenoksyoctowy; CHPAA — kwas 3-chloro-4-hydroksyfenylooctowy; IAA — kwas indolilo-3-
octowy; IBA — kwas indolilo-3-mastowy; NPA — kwas 1-N-naftyloftalamowy; TIBA — kwas 2,3,5-
trijodobenzoesowy.
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WSTEP

W ostatnich latach dokonat si¢ znaczacy przetom w prowadzonych od dziesigcioleci
badaniach zwigzanych z auksynami, ktory obejmuje poszukiwania w dwoch gtownych
obszarach tematycznych. Pierwszy z nich koncentruje si¢ na szukaniu odpowiedzi na
pytanie o to, jak lokalne zmiany w stezeniu auksyn przektadaja si¢ na zmiany w ekspresji
genow, natomiast badania w drugim obszarze ukierunkowane sa na poznanie mecha-
nizmu odpowiedzialnego za powstawanie lokalnych r6znic w st¢zeniu auksyn, ktore
wydaja si¢ regulowaé niemal wszystkie procesy zachodzace w roslinie.

Postep w poznawaniu auksynowych szlakow sygnatowych regulujacych ekspresje
okreslonych genéw zawdzigczamy poznaniu sekwencji promotorowych motywéw AuxRE
znalezionych w genach pierwotnych odpowiedzi na auksyne¢ oraz zidentyfikowaniu
czynnikéw transkrypeyjnych ARF oddziatujacych z tymi motywami. Jedna z rodzin genow
wczesnych odpowiedzi na auksyng tworza geny A UX/IAA4 kodujace biatka represorowe
oddziatujace z czynnikami transkrypcyjnymi ARF [100]. Regulacja ekspres;ji genéw przez
auksyne polega na aktywowaniu uktadu ubikwitynujacego biatka AUX/IAA, ktore po
wyznakowaniu ulegaja proteolitycznej degradacji w proteasomach [46]. Auksynowy szlak
sygnatowy kontrolujacy ekspresje genéw okazat si¢ zaskakujaco krotki, bowiem recep-
torami fitohormonu sa biatka TIR 1/AFB wchodzace w sktad wielobiatkowych kompleksow
ligaz ubikwitynowych typu SCF [67]. Wiazanie auksyny przez te bialka zmienia
powinowactwo ligazy SCF wzgledem okreslonych biatlek AUX/IAA, co w efekcie
prowadzi do ich ubikwitynacji i degradacji. Proteoliza danego biatka AUX/IAA umozliwia
wiazanie jednego z 23 biatek ARF do motywéw AuxRE, co w efekcie prowadzi do
aktywacji badz hamowania okreslonego genu. Osiagnigcia dotyczace tego obszaru
poszukiwan byly prezentowane w pracach przegladowych publikowanych w polskich
czasopismach monograficznych [46,100], a takze w pracach drukowanych w czasopismach
0 zasiggu ogdlnoswiatowym [50,67].

Badania z drugiego obszaru tematycznego koncentruja si¢ gtéwnie na poznawaniu
biatkowych elementow uktadu transportujacego auksyne odpowiedzialnego za tworzenie
lokalnych gradientéw stezenia aktywnego fitohormonu. Sformulowana w potowie lat
siedemdziesiatych XX w. koncepcja polarnego transportu auksyn oparta na zalozeniach
teorii chemiosmotycznej zaktada, ze anionowa forma IAA jest transportowana przez
polarnie zlokalizowane w btonie komorkowej nosniki biatkowe [73,75]. Forma
niezdysocjowana (lipofilowa) IAA, stanowiaca w apoplascie (pH 5,5) okoto 16% catkowitej
puli IAA, moze biernie dyfundowac przez btong komoérkowa, natomiast obdarzona
fadunkiem pozostata cze$¢ IA A wnika do komorki za posrednictwem swoistego nos$nika
na zasadzie symportu z protonami. W cytoplazmie, w pH zblizonym do obojgtnego IAA
wystepuje gtownie w formie anionowej i dlatego jego transport do apoplastu wymaga
innego no$nika transportujacego IA A~ na zasadzie uniportu, ktdrego kierunek jest zgodny
z istniejaca roznica potencjatu elektrochemicznego btony. Koncepcja polarnego transportu
IAA powstala na podstawie doswiadczen wykorzystujacych TIBA (inhibitor wyptywu
auksyny z komorki) oraz syntetyczna auksyne 2,4-D, konkurujaca z IAA o miejsce wigzania
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na hipotetycznym biatku no§nikowym. Doswiadczenia prowadzone w kolejnych latach,
zwlaszcza te, w ktorych uzywano inhibitorow transportu (NPA, TIBA) oraz syntetycznych
auksyn (1-NAA 12,4-D), posrednio potwierdzily gléwne zatozenia proponowane;j teorii,
jakkolwiek zasadniczy przetom w badaniach nastapit dopiero w drugiej potowie lat
dziewigcdziesiatych XX w. po sklonowaniu genow kodujacych biatka nosnikowe. Postep
w badaniach stat si¢ mozliwy takze dzigki nowym technikom badawczym biologii
molekularnej, a szczegolnie technice wykorzystujacej motyw AuxRE, okreslany skrotowo
DRS5, z promotora genu GH3 pierwotnych odpowiedzi na auksyng. Zmodyfikowany
motyw DRS shuzy do konstruowania chimer z genami reporterowymi GUS lub GFP,
ktorych ekspresja jest skorelowana ze zmianami st¢zenia aktywnej auksyny wewnatrz
komorki. Dzigki tej technice mozna dzisiaj §ledzi¢ zmiany w stezeniu auksyny na poziomie
pojedynczych komorek [88]. Wyniki obserwacji mikroskopowych w potaczeniu z analiza
zmian lokalizacji biatek nosnikowych w blonie komorkowej przyczynily si¢ do zrozumienia
istoty mechanizmu ukierunkowanego transportu auksyny, a co szczeg6élnie wazne daty
pewne wyobrazenie o niezwyklej dynamice zmian lezacych u podstaw niemal wszystkich
proceséw wzrostu i rozwoju roslin. O kluczowym znaczeniu tych badan w biologii roslin
$wiadczy liczba prac przegladowych publikowanych kazdego roku w czasopismach o
zasiggu ogolnoswiatowym [4,10,22,23,25,47,49,50]. Rowniez na tamach Postgpdw Biologii
Komorki opublikowano w ostatnich latach trzy prace po$wigcone zagadnieniom
zwigzanym z transportem auksyn [3,94,96].

PERMEAZY AUX1/LAX — NOSNIKAMI DOKOMORKOWEGO
TRANSPORTU AUKSYN

Na poczatku lat osiemdziesiatych XX w. wyselekcjonowano mutanta aux! A.
thaliana, u ktérego 2,4-D tylko nieznacznie hamuje wzrost korzenia [68]. Oprocz
obnizonej wrazliwos$ci na hamujace dziatanie auksyny w reakcji wzrostowej, mutant
aux ] wykazuje takze brak reakcji grawitropicznej korzenia. Agrawitropizm korzenia
utatwit wyselekcjonowanie mutanta aux/-100, allelicznego z aux! oraz sklonowanie
zmutowanego genu [7]. Polipeptyd AUX1 zbudowany z 485 reszt aminokwasowych o
wyliczonej masie czasteczkowej 54,1 kD jest podobny do roslinnych i grzybowych
permeaz transportujacych aminokwasy [7]. Biatko AUX1, w 21% identyczne i w 48%
podobne do permeazy AAP1 A. thaliana transportujacej aminokwasy, zawiera 11
hydrofobowych domen transbtonowych, fragment N-koncowy skierowany do wnetrza
komorki oraz fragment C-koncowy zwrocony do apoplastu (ryc. 1A) [85]. Pdzniejsza
analiza sekwencji aminokwasowej roslinnych permeaz umozliwila zaklasyfikowanie
AUXI1 do jednej z pigciu podrodzin permeaz AAAP transportujacych aminokwasy i
auksyny [98]. Wyodrebniona podrodzing oprocz AUX1 tworza trzy inne biatka LAX
od 1 do 3 (ang. like AUXI), ktorych poziom identycznosci z AUX1 wynosi od 73 do
82% [68]. Biatka AUX1/LAX sa filogenetycznie najblizsze podrodzinie biatek ORF
Caenorhabditis elegans o niepoznanej jeszcze funkcji [98].
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RYCINA 1. Schemat budowy bialek transportujacych auksyny, szczegoly opisano w tekscie (na podstawie
prac [31,59,85])

W tym miejscu warto zwrdci¢ uwage na fakt, iz co najmniej niektore permeazy
AAAP cechuje raczej niewielka swoisto$¢ substratowa. Wyniki do§wiadczen prowadzo-
nych na drozdzach transformowanych genem ANT/ z innej podrodziny permeaz AAAP
transportujacych aminokwasy aromatyczne i obojetne pokazaly, ze badana permeaza
transportuje do wnetrza komorek takze 2,4-D i IAA [15].
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Mimo ze dotychczas nie opublikowano zadnej pracy eksperymentalnej na temat roli
biatek LAX, to jednak wyrazne podobienstwo struktury pierwszorzedowej pozwala
sadzi¢, ze rowniez te biatka biora udziat w transporcie auksyny. Watpliwosci zwiazane
z problemem funkcjonalnej redundancji genéw 4 UX1/LAX mozna thumaczy¢ zréznico-
wang tkankowo ekspresja poszczegolnych genow. W przypadku odmiennej lokalizacji
tkankowej biatek AUX1 i LAX, uniemozliwiajacej ich wzajemng komplementacjg
wyrazne zmiany fenotypowe moga wystapic¢ nawet w przypadku pojedynczej mutacji,
tak jak w przypadku mutacji aux].

Udzial AUX1 w transporcie auksyn do wnetrza komorki posrednio potwierdzaja
wyniki doswiadczen, w ktorych wykazano, ze fenotyp aux/ jest bardzo podobny do
fenotypu rosliny linii dzikiej traktowanej inhibitorami dokomorkowego transportu auksyn
(1-NOA czy CHPAA) [66]. Zmiany wywotane dziataniem 1-NOA, podobnie jak zmiany
fenotypowe mutanta aux/, mozna cofna¢ aplikujac do tkanki 1-NAA, tj. auksyng
swobodnie dyfundujaca do wngtrza komorki [56,66]. Komorki korzenia mutanta aux 1
pobieraja dwukrotnie wolniej 2,4-D w poréwnaniu z roslina dzika, podczas gdy szybkos¢
wnikania 1-NAA czy tryptofanu jest podobna [55]. Z biatkiem AUXI1 oddziatluje
chromosaponina I izolowana z grochu i innych roslin motylkowatych, hamujaca import
IAA do apikalnych skrawkéw korzeni. Efektem hamowania transportu jest agrawitro-
piczny fenotyp korzenia [71].

Oprocz obserwacji posrednio potwierdzajacych udziat AUX1 w dokomérkowym
transporcie auksyn, od niedawna dysponujemy takze wynikami badan, ktore potwierdzaja
zaktadana funkcje AUX1 w sposéb bardziej bezposredni. W doswiadczeniach prowadzo-
nych na oocytach Xenopus laevis transformowanych genem 4UX/ wykazano $cista
zalezno$¢ migdzy szybkoscia pobierania IAA a obecnoscia AUX1 w btonie komorkowej
[97]. Ponadto wyniki przeprowadzonych do$wiadczen pokazuja, ze 2,4-D i 1-NOA
konkuruja z [*H]-TA A przenoszonym do wnetrza komorki, natomiast 1-NAA i IBA nie
sa transportowane przez AUX1. W tych samych do§wiadczeniach potwierdzono takze
brak hamowania transportu [*H]-IAA przez NPA i TIBA [97].

Dzigki wykorzystaniu w badaniach technik biologii molekularnej potwierdzono
btonowa lokalizacj¢ AUX1 oraz wykazano, ze usytuowanie nosnika w btonie komor-
kowej moze by¢ zréznicowane. W komorkach kolumelli i komorkach bocznych
czapeczki korzeniowej, a wige w miejscu, gdzie bierze poczatek bazypetalny strumien
auksyny (od wierzchotka do podstawy korzenia), AUX1 jest rozmieszczone w btonie
komorkowej rownomiernie (apolarnie) [84,85,86]. W komdrkach protofloemu korzenia
AUXI jest usytuowane polarnie, co wskazuje na jego udziat w roztadunku floemu i
transporcie auksyny do wierzchotka korzenia (transport akropetalny). Tak wigc,
przyczyna braku reakcji grawitropicznej korzenia u mutanta aux/ jest zaburzenie
polarnego transportu auksyny w komorkach protofloemu, kolumelli oraz w komoérkach
bocznych czapeczki [84,86].

Biatko AUX1 zlokalizowane w komorkach epidermalnych merystemu wierzchotko-
wego pedu wspotuczestniczy z innymi nosnikami w generowaniu strumienia auksyny,
ktorego rola jest wigzana z inicjowaniem zawiazkow lisci i kwiatow oraz z filotaksja
[74,83]. Ponadto AUX1 bierze udziat w zatadunku IAA do wiazek naczyniowych w
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lisciach, roztadunku floemu i dostarczaniu odpowiedniej ilo$ci auksyny koniecznej do
inicjowania zawiazkdw korzeni bocznych [55]. Przytoczone wyniki badan pokazuja, ze
transport formy jonowej IAA~ za posrednictwem permeazy AUX1 wydaje si¢ mie¢
kluczowe znaczenie w miejscach wzmozonego transportu auksyny. Staje si¢ to
zrozumiate, gdy sobie uswiadomimy, ze forma niezdysocjowana [AA swobodnie
dyfundujaca przez btong stanowi zaledwie niewielka czg$¢ catkowitej puli wolnej
auksyny obecnej w apoplascie.

W ostatnim czasie u mutanta axr4 A. thaliana zidentyfikowano i sklonowano gen
kodujacy biatko zlokalizowane w siateczce $srodplazmatycznej, ktore przypuszczalnie
uczestniczy w prawidtowym wbudowywaniu AUX]1 do blony plazmatycznej [20].

TRANSPORTERY Z KASETA ABC ORAZ BIALKA Z RODZINY
TRANSPORTEROW K* W KOMORKOWYM IMPORCIE
I EKSPORCIE AUKSYN

W ostatnich latach opublikowano kilka prac, ktorych przedmiotem badan byty biatka
zrodziny transporteréw ABC (ang. ATP binding cassette) mogace pompowac auksyneg
przez btong komérkowa na koszt hydrolizy ATP [11,34]. Genom A. thaliana, podobnie
jak genom ryzu, zawiera ponad 120 gendéw kodujacych biatka o charakterystycznej
budowie modularnej z dwiema domenami transblonowymi (TMD) i dwiema domenami
wiazacymi nukleotydy (NBD) [31,44,78]. Prawie potowa bialek z tej rodziny (w 4.
thaliana 54 biatka) zbudowana jest z pojedynczego polipeptydu, ktoéry w zaleznosci od
podrodziny zawiera 12 badz 14 fragmentow transbtonowych tworzacych dwie domeny
transbtonowe. Domeny wiazace nukleotydy, ktdre hydrolizuja ATP, potozone sa w obrebie
petli cytoplazmatycznych. Na rycinie 1B 1 1C przedstawiono schemat budowy jedno-
polipeptydowych transporterow ABC nalezacych do dwdch podrodzin, z ktorych co
najmniej niektdére biorg udzial w transporcie auksyn. Podrodzina transporterow PGP/
MDR (ang. P-glycoprotein/multidrug resistance) kodowana w A. thaliana przez
22, a w ryzu 24 geny nawiazuje budowa do ssaczych transporteréw MDR (ang.
multidrug resistance protein) [31]. Podrodzina MRP (ang. multidrug resistance-
associated protein) obejmuje w A. thaliana 16, a w ryzu 17 biatek [31].

Pierwsze sugestie dotyczace udziatu transporterow ABC w transporcie auksyn
pochodza z badan prowadzonych na A. thaliana, w ktérych technikami biologii
molekularnej manipulowano poziomem biatka AtPGP1. Obserwowane zmiany fenoty-
powe wskazywaly na nieprawidlowosci w polarnym transporcie auksyny [11]. Podobne
zaklocenia w transporcie auksyny sa przypuszczalnie przyczyna zmian fenotypowych
u kartowatych mutantow br2 (ang. brachytic 2) kukurydzy i dw3 (ang. dwarf 3)
sorgo z mutacjami w genach z rodziny PGP [11].

Biatka z rodziny PGP/MDR w A. thaliana dziela sig na trzy podrodziny. Pierwsza
podrodzina obejmuje AtPGP1, AtPGP19 oraz cztery inne transportery (AtPGP2,10,13
i 14). Na podstawie dotychczasowych badan wiemy, ze co najmniej dwa biatka z tej
podrodziny, a mianowicie AtPGP19/AtMDRI1 i AtPGP1 biora udzial w transporcie
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auksyny z komorki [33,51,62]. Mutacjom Atpgp19 i Atpgpl towarzyszy wiele zmian
fenotypowych pojawiajacych si¢ w warunkach zaburzonego transportu auksyny.
Szczegotowe analizy potwierdzily, ze bazypetalny transport ['*C]-IAA w siewkach i
pedach kwiatowych mutanta Atpgpl9 1 podwojnego mutanta Atpgpl9/Atpgpl A.
thaliana jest wyraznie wolniejszy [62]. Rowniez wypltyw [A A z protoplastow uzyskanych
z komorek mezofilowych mutantow Atpgp1 i Atpgp19 jest ograniczony, a u podwojnego
mutanta Atpgpl9/Atpgpl jest hamowany w okoto 50% [32]. W innych badaniach
wykazano, ze komorki tytoniu transformowane AtPGP19 znacznie wydajniej transportuja
NAA na zewnatrz [70]. Takze wyptyw IAA z komdrek drozdzy i ludzkich komérek
HeLa transformowanych AtPGP1 jest wielokrotnie szybszy w pordwnaniu z wyplywem
z komorek kontrolnych [32]. Ponadto, transport auksyny z komoérek drozdzy jest
wyraznie hamowany przez cyklosporyng A i verapamil, inhibitory ssaczych transpor-
terow MDR. O udziale AtPGP1 w transporcie auksyny z komoérki moze rowniez
swiadczy¢ jego lokalizacja w komorce. W czeéci apikalnej korzenia i pedu AtPGP1
jest rOwnomiernie rozmieszczone w btonie komoérkowej, natomiast powyzej strefy
elongacyjnej wystepuje w bazalnym koncu komorek [32].

Biatka AtPGP1 i AtPGP19 wiaza NPA oraz podobne do immunofiliny btonowe
biatko TWD1 [33,62]. Mutacja w genie 7WD1 prowadzi do drastycznego zahamowania
wyplywu auksyny z komorki, co — wg autoréw — $wiadczy o regulatorowej funkcji
TWD1 w stosunku do AtPGP1 i AtPGP19 [33].

Jedynym biatkiem z drugiej podrodziny transporterow PGP/MDR, ktorego funkcja
jest obecnie wiazana z polarnym transportem IAA, jest AtPGP4 [87]. AtPGP4 ma 10
badz 11 fragmentdéw transbtonowych i jest w 60% identyczne z AtPGP1. Jedyne
bardziej znaczace roznice migdzy obu biatkami wystgpuja w regionie wiazacym nukleoty-
dy oraz w czgsci N-koncowej, w ktorej AtPGP4 ma 20-aminokwasowe przedtuzenie
tworzace domeng superhelisy (ang. coiled-coil) [87]. Wyniki do§wiadczen prowadzo-
nych na komoérkach Hela i drozdzach transformowanych genem AtPGP4 dowodza,
ze AtPGP4 transportuje auksyne do wnetrza komorki podobnie jak AUX1 [76,87].
Ekspresja genu AtPGP4 zachodzi gtéwnie w korzeniu. W regionie czapeczki korzeniowej
biatko AtPGP4 wykazuje lokalizacje niepolarna, natomiast w komorkach epidermalnych
powyzej czapeczki jest zlokalizowane polarnie [76,87]. Polarna lokalizacja AtPGP4
jest zgodna z kierunkiem transportu auksyny w tej czgsci korzenia.

Narazie brakuje jakichkolwiek danych na temat roli transporterow trzeciej, liczacej
szes¢ biatek podrodziny AtPGP/MDR [34], natomiast pojedyncze doniesienie sugeruje,
ze biatko AtMRPJ z rodziny transporterow MRP, obejmujacej w A. thaliana 16 genow,
moze uczestniczy¢ w transporcie auksyny. Mutacji w genie AtMRP5 towarzyszy
dwukrotny wzrost stezenia IAA w korzeniu, ktdrego efektem jest zahamowanie wzrostu
korzenia i zwigkszona liczba zawiazkow korzeni bocznych [29].

Warty podkreslenia jest fakt, ze ekspresja wszystkich badanych genéw kodujacych
transportery ABC, ktorych produkty uczestnicza w polarnym transporcie auksyn, jest
aktywowana przez auksyng [11].

Inna rodzing biatek, ktora w zwiazku z badaniami polarnego transportu auksyn budzi
coraz wigksze zainteresowanie, sg transportery jonow potasowych kodowane w A.
thaliana przez 13 genow KT/KUP/HAK [91]. Dotychczasowe, pojedyncze jeszcze
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wyniki sugeruja, ze niektore biatka z tej rodziny nie transportuja jonow K, lecz
funkcjonuja jako transportery auksyn. Fenotyp mutanta #7417 z zahamowanym wzrostem
wlosnikow korzeniowych czy ograniczony wzrost wydhuzeniowy hypokotylu u mutanta
shy (Atkup2) moga nasuwac przypuszczenie, ze przyczyna tych zmian sa zaktocenia
w transporcie auksyn [21,91]. Przypuszczenie to potwierdzaja doswiadczenia prowadzo-
ne na drozdzach transformowanych genem TRH 1, ktorych wyniki dowodza, ze biatko
TRHI1 transportuje IAA z komorki [91]. Ekspresja TRHI zachodzi w czapeczce
korzeniowej, gtdéwnie w komorkach kolumelli, gdzie stezenie auksyny jest wysokie.
Obserwowany wzrost stezenia auksyny w protoksylemie korzenia u mutanta tr//
swiadczy o zahamowaniu transportu w obrebie czapeczki korzeniowej, co potwierdza
udziat biatka TRH1 w polarnym transporcie auksyn [91]. Na obecnym etapie badan
mozemy wigc przypuszczac, ze TRH1 jest samodzielnym biatkiem transportujacym
auksyng badz nosnikiem kotransportu K*/auksyna [91].

BIALKA PIN — NOSNIKAMI WYPELYWU AUKSYN Z KOMORKI

W najnowszych badaniach dotyczacych polarnego transportu auksyn najwigcej uwagi
poswigca sig biatkom transportujacym auksyny z komorki, kodowanym przez geny z
rodziny PIN (ang. pin-formed). Osiagnigcia na tym polu prezentowane sa w pracach
przegladowych opublikowanych w ostatnich trzech latach w czasopismach o zasiggu
ogoblnoswiatowym [4,23,49,50,65].

Obecne, szeroko zakrojone badania zwiazane z biatkami PIN rozpoczely si¢ w drugiej
potowie lat 90 od wyselekcjonowania mutantdw agrl, eirl i pin2 A. thaliana z
defektem w reakcji grawitropicznej korzenia [16,54,59]. Fenotyp agrawitropiczny
kazdego z tych mutantow okazat sig¢ by¢ wynikiem mutacji w tym samym genie PIN2/
AGRI/EIRI1, allelicznym z poznanym wczesniej genem WAV6 [59]. W tym samym
czasie u mutanta 4. thaliana — pin-formed ze szpilkowato wydtuzonym pgdem
kwiatostanowym pozbawionym kwiatow —sklonowano gen PINI [30]. W miarg postepu
badan w genomie A. thaliana zidentyfikowano w sumie osiem gendéw PIN (AtPINI-
AtPINS) i siedem gendow PIN-like [65]. Biatka PIN r6znia si¢ wielko$cia. Najmniejsze
AtPINS sktada sig z 351 aminokwasow, a najwigksze AtPIN2 jest zbudowane z 647
reszt aminokwasowych [65]. Sze$¢, sposrod osmiu biatek AtPIN, ma 10 lub 11
fragmentdw transbtonowych oraz stosunkowo dtuga petle hydrofilowa skierowana do
cytoplazmy (ryc. 1D), a jedynie biatka AtPINS i AtPIN8 maja bardzo krétka petle w
regionie centralnym i zaledwie 6 do 8 hydrofobowych fragmentéw transbtonowych
[65]. Najbardziej sa do siebie podobne biatka PIN3, PIN4 i PIN7, biatka PIN2 i PIN6
stanowia odrgbna podgrupg, a PIN1 tworzy oddzielna gataz filogenetyczna.

Przez wiele lat w literaturze naukowej unikano jednoznacznych okreslen wiazacych
funkcje biatek PIN z transportem auksyn, uzywajac zwykle okreslenia ,,biatka
ulatwiajace wyptyw auksyn” (ang. auxin efflux facilitators). Dopiero wyniki badan
opublikowane w biezacym roku jednoznacznie dowodza, ze to biatka PIN, bez udzialu
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innych biatek, transportuja auksyny z komorki [70]. Autorzy badali m.in. szybkos¢
wyplywu [*H]-TAA z ludzkich komérek HeLa oraz komoérek drozdzy transformowanych
genem PIN2 badz PIN7. Wyniki tych doswiadczen sa na tyle przekonujace, ze nazywanie
biatek PIN no$nikami wyptywu nie powinno juz dzisiaj budzi¢ zastrzezen. Nie wyklucza
to oczywiscie mozliwosci wspottworzenia z innymi biatkami kompleksow transportuja-
cych auksyng, w ktorych pewne biatka moga pehic¢ funkcje regulatorowe.

Ekspresja genow PIN2, PINS5, PING, PIN7 i PINS zachodzi na niskim poziomie
niemal w kazdej tkance, chociaz w okreslonych tkankach moze wzrasta¢ w pewnych
warunkach nawet 10-50-krotnie, np. PIN2 w korzeniu, PIN7 w platkach kwiatu, a
PINS w dojrzatych ziarnach pytku [65]. Pojedyncze doniesienia sugeruja, ze ekspresja
przynajmniej niektorych genéw PIN jest aktywowana przez auksyneg [77,92]. W
auksynowym szlaku sygnalowym aktywujacym niektore geny PIN uczestnicza biatka
represorowe AUX/IAA (IAA14, IAA17) oraz czynniki transkrypcyjne ARF [89]. W
innych badaniach wykazano, ze auksyna moze mie¢ takze wptyw destabilizujacy na
niektoére biatka PIN, np. degradacja PIN2 jest wyraznie aktywowana przez auksyng
[80,92]. W warunkach indukcji grawitropicznej korzenia, polegajacej na zmianie potozenia
rosliny wzgledem wektora sity grawitacyjnej, dochodzi do nierownomiernego rozmiesz-
czenia PIN2 w btonie komorek epidermalnych na przeciwlegtych stronach korzenia.
Wyniki najnowszych badan pokazuja, ze w komorkach epidermalnych po gornej stronie
korzenia biatka PIN2 ulegajace internalizacji sa ubikwitynowane i degradowane w
proteasomach [1].

W doswiadczeniach wykorzystujacych inhibitory polarnego transportu zaburzajace
homeostazg auksynowa stwierdzono obecnos¢ biatek PIN w komorkach, w ktérych w
warunkach normalnych sa obecne w sladowych ilosciach badz w ogoéle nie wystepuja
[65]. Na aktywno$¢ okreslonych genéw PIN ma takze wptyw funkcjonalna sprawnos¢
innych biatek PIN. Wykazano, ze ekspresja genu PIN7 w komoérkach wierzchotkowych
korzenia obejmuje wigksza liczbe komorek u podwojnego mutanta pin2/pin3 niz u
osobnika z linii dzikiej [65]. Podobnie jest w przypadku genu P/N4, ktorego ekspresja
byta badana u mutantow pin3/pin7 [12]. Redundancja funkcjonalna i zastgpowanie
jednego biatka PIN przez inne wydaje si¢ dotyczy¢ zwlaszcza genow z tej samej
podrodziny [12,92]. W konteks$cie powyzszych wynikow niejasna jest przyczyna
drastycznych zaburzen lokalizacji PIN1 w bazalnej czgsci bton komérkowych w
hypokotylu mutantow pgp! i pgpl19/mdrli, a zwlaszcza u podwdjnego mutanta pgp 1/
pgpl9 [61]. Na razie mozemy jedynie przypuszczaé, ze obserwowane zmiany sa
nastepstwem zaktocen w polarnym transporcie auksyny badz, co bardziej prawdopodob-
ne, wynikajq z fizycznego oddziatywania migdzy obu typami no$nikow mogacych
tworzy¢ w btonie kompleksy transportujace auksyny.

Na ekspresje gendw PIN, oprocz samej auksyny, wptywaja takze inne czynniki.
Wykazano, ze ekspresja PIN4 1 PIN7 jest hamowana przez brasinosteroidy, aktywnos¢
PIN3 i PIN7 jest regulowana przez fitochromy A i B, a mutant if//-2 z defektem w
genie kodujacym biatko z domena homeotyczng HD-ZIP ma niemal catkowicie
zablokowana ekspresje PIN3 i PIN4 [65].
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W warunkach wymuszonej ekspresji okreslonego genu PIN, np. u wielokrotnych
mutantéw pin, bialko pojawiajace si¢ w komorce jako ,,nowe” wbudowywane jest do
btony w tej czesci komorki, jaka zajmuje biatko PIN wystepujace w tej komorce
konstytutywnie [92]. Wykazano m.in., ze bialko PIN1, ktéore w komorkach wiazek
naczyniowych korzenia wystepuje w czesci dolnej (transport akropetalny), u podwdjnego
mutanta pin2/pin3 czy mutanta pin2/pin3/pin4 pojawia si¢ w miejsce PIN2 w dolnej
czg$ci komorek kory (transport akropetalny) oraz w gérnej czgsci komorek epidermal-
nych (transport bazypetalny) [65,92]. Obserwacje te prowadza do wniosku, ze o
lokalizacji nos$nika decyduje komorka, a wlasciwie swoisty dla danej komoérki mechanizm
sortowania biatek. Z drugiej jednak strony wyniki ostatnich do§wiadczen pokazaty, ze
w kierowaniu biatek PIN w okreslone miejsce blony komérkowej gra rowniez rolg
swoista dla danego biatka sekwencja aminokwasowa [95]. Wykazano to w doswiadcze-
niach, w ktorych w komoérkach epidermalnych korzenia badano lokalizacj¢ chimery
PIN1-GFP, ktorej ekspresja byta wymuszana przez dotaczony promotor genu PIN2.
Okazato sig, ze syntetyzowane biatko PIN1-GFP moze trafia¢ do btony apikalnej badz
bazalnej w zaleznosci od tego, w jakim miejscu polipeptydu PIN1 dotaczone jest biatko
GFP. Zmieniona w wyniku takiej manipulacji lokalizacja PIN1-GFP wyraznie zmienia
reakcje grawitropiczng korzenia [95].

W dotychczasowych badaniach po$wigconych roli poszczegélnych biatek PIN
wykazano ich udzial w embriogenezie (AtPIN1, AtPIN4 i AtPIN7) [24,26,82],
organogenezie (AtPIN1 i AtPIN4) [6,24,90], filotaksji (AtPIN1) [42,74], grawitropizmie
(AtPIN2 i AtPIN3) [27,59,63] oraz w fototropizmie (AtPINT i AtPIN3) [9,27].

RELOKACJA BIALEK PIN ZA POSREDNICTWEM
TRANSPORTU PECHERZYKOWEGO

Zmiana lokalizacji biatek PIN i towarzyszaca temu zmiana kierunku strumienia
auksyny ma kluczowe znaczenie w inicjowaniu takich proceséw, jak: ustalanie osi
apikalno-bazalnej zarodka, réznicowanie wiazek naczyniowych, filotaksja, odpowiedzi
tropiczne czy inicjowanie korzeni bocznych [4,10,49,50]. Badania zwiazane z problemem
relokacji biatek transportujacych auksyny rozpoczgly si¢ od sklonowania genu GNOM
umutanta 4. thaliana, wykazujacego wiele anomalii rozwojowych w okresie embrio-
genezy 1 rozwoju poembrionalnym [58]. Przyczyna tych anomalii okazaly sig
nieprawidtowosci w polarnej lokalizacji PIN1 spowodowane wadliwym funkcjonowa-
niem uktadu transportu pecherzykowego [36,37,38,82]. Biatlko GNOM (ARF-GEF)
wymienia GDP na GTP na malym biatku G z rodziny ARF, ktore funkcjonuje w
optaszczaniu pegcherzykow poprzedzajacym ich odpaczkowanie [38,58]. Z biatkiem
ARF-GEF oddziatuje brefeldyna A (BFA), toksyna izolowana z grzybow, ktora zaktoca
jego interakcje z biatkiem ARF, hamujac w ten sposob przylaczanie elementow
optaszczenia do btony pecherzyka. W obecnosci brefeldyny A (BFA) nastepuje agregacja
endosomodw, ktore sa otaczane przez cysterny aparatu Golgiego, tworzac tzw.
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»kompartyment BFA” (ryc. 2). Efektem dzialania BFA, podobnie jak mutacji gnom,
jest zahamowanie egzocytarnego transportu pecherzykow z endosomoéw do plazmolemy
[37,38]. W obu przypadkach ubywa w btonie biatka PIN na skutek jego internalizacji,
a takze w wyniku zablokowania powrotu do btony, co w efekcie prowadzi do zmian w
transporcie polarnym, podobnych do tych, jakie maja miejsce w obecnosci inhibitorow
wyptywu auksyny [37].

W ostatnim czasie wyselekcjonowano mutanta scarface (sfc) A. thaliana, ktory
ma zmieniony gen ARF-GAP kodujacy biatko aktywujace ARF [81]. ARF-GAP jest
wigc negatywnym regulatorem ARF, a mutacja w jego genie prowadzi do zahamowania
internalizacji PIN1 oraz zmian w rdznicowaniu wiazek naczyniowych w lisciu [81].

W badaniach internalizacji biatek PIN wykazano, ze aktywne auksyny hamuja endocytoze
powodujac wzrost poziomu PIN1 w btonie [64]. Oszacowano, ze w roslinach kontrolnych
okolo 62% PIN2 jest zlokalizowane w blonie, natomiast w obecnosci auksyny pula ta rosnie
do okoto 85%. W probach wyselekcjonowania mutantow, ktore bytyby niewrazliwe na
hamujace dziatanie auksyny na endocytoze, zidentyfikowano mutanta #r3 znanego juz
wcezesniej jako niewrazliwego na inhibitory transportu [39]. Zmutowany gen TIR3,
zidentyfikowany takze u mutantow docl, asal i umb1, koduje biatko, ktdrego nazwa ze
wzgledu na wielkos¢ (560 kDa) zostata ostatnio zmieniona na BIG [39]. Brak hamowania
internalizacji biatek PIN przez auksyn¢ u mutanta big sugeruje, ze bialko BIG moze
funkcjonowac¢ w transporcie pgcherzykowym, tym bardziej ze wykazuje pewne
podobienstwo do biatka kallozyny, zidentyfikowanego u D. melanogaster, ktorego funkcja
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jest wigzana z transportem pgcherzykowym w zakonczeniach synaptycznych [39]. Funkcja
BIG w ro$linach wiazana jest takze z sygnalizacja etylenowa, cytokininowa i brasinosteroi-
dowa, a takze z sygnalizacja Swietlna [19,45,53].

W recyklingu bialek PIN za posrednictwem transportu pecherzykowego uczestniczy
aktyna. Swiadczy o tym hamujacy wptyw cytochalazyny D i latrunkuliny B, zwiazkow
depolimeryzujacych wtokna aktynowe, na relokacj¢ PIN1 [37]. Jednak wyniki najnow-
szych badan pokazuja, ze wtdkna aktynowe sa potrzebne w powrocie biatek PIN do
btony komodrkowej, natomiast ich internalizacja z btony do , kompartymentu BFA”
wydaje si¢ by¢ niezalezna od aktyny [13]. Udziat cytoszkieletu aktynowego w relokacji
bialek transportujacych auksyny potwierdzono takze w badaniach prowadzonych na
mutancie z usunigtym genem MYA2, kodujacym miozyne¢ XI [43]. Zmiany fenotypowe
powstate w wyniku mutacji mya2 sugerowaly, ze brak miozyny XI prowadzi do daleko
idacych nieprawidlowo$ci w polarnym transporcie auksyny. Zakladane zaburzenia
zostaly potwierdzone w doswiadczeniach z uzyciem [“C]IAA, podawanego apikalnie
na ped kwiatowy, ktore ujawnity, ze mutacja mya?2 drastycznie ogranicza bazypetalny
transport auksyny [43]. Z cytoszkieletem aktynowym oddziatuje takze biatko wiazace
NPA, inhibitor wyptywu auksyny z komorki, ktore, jak si¢ uwaza, tworzy kompleksy z
biatkami PIN [57].

W dotychczasowych badaniach wykazano, ze ciaglemu recyklingowi pomigdzy btong
komorkowa a kompartymentem endomembran podlegaja biatka PIN1, PIN2 i PIN3
oraz permeaza AUX1 [27,37,40], jednak w odroznieniu od PIN1 relokacja biatka PIN2
jest niemal catkowicie niewrazliwa na dziatanie BFA [36]. Probuje si¢ to thumaczy¢
tym, ze genom A. thaliana zawiera osiem genéw kodujacych biatka ARF-GEF rézniace
si¢ wielko$cia oraz wrazliwos$cia na hamujace dzialanie BFA. Mozliwe jest zatem, ze
w recyklingu PIN2, a by¢ moze takze innych bialek zaangazowane sg inne, niewrazliwe
na brefeldyng A czynniki ARF-GEF [35,58].

REGULACJA UKIERUNKOWANEJ RELOKACJI BIALEK
NOSNIKOWYCH

Problem ukierunkowanej relokacji biatek transportujacych auksyny jest dzisiaj jednym
z cickawszych zagadnien w biologii komorki roslinnej. Dotychczasowe wyniki niezwykle
pomystowych doswiadczen pokazaty, ze zmiany w lokalizacji biatek no$nikowych
odgrywaja kluczowa rolg¢ w embriogenezie [26], inicjowaniu zawiazkow lisci i kwiatow
oraz filotaksji [42,74], jak réwniez w indukowaniu reakcji tropicznych [27]. Wyniki
tych badan zwracaja uwage na kluczowa role mechanizmu regulujacego strumien
auksyny w odpowiednim kierunku, umozliwiajacego powstawanie lokalnych gradientow
stezenia fitohormonu.

W dotychczasowych prébach rozszyfrowania tego mechanizmu najwigcej uwagi
poswigca si¢ odwracalnej fosforylacji biatek z udzialem serynowo/treoninowej kinazy
biatkowej PINOID (PID) [18]. Gen PID zostat sklonowany u mutanta wykazujacego
szereg zmian fenotypowych przypominajacych mutacje pin [5,17]. Nadekspresja genu
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PID powoduje zahamowanie rozwoju wlosnikow korzeniowych na skutek wzmozonego
wyptywu auksyn. Mozna wigc zalozy¢, ze kinaza PID kieruje badZ ulatwia migracje no$nikow
PIN do blony komorkowej petniac w ten sposob funkcje pozytywnego regulatora wyptywu
auksyny z komorki [48]. Do podobnych wnioskow prowadza wyniki doswiadczen, w ktorych
w komorkach merystemu korzeniowego sledzono zmiany lokalizacji biatek PIN1, PIN2 i
PIN4 w warunkach nadekspresji genu PID [28]. Okazalo sig, ze nadekspresja niezmienionego
genu PID wymusza kierowanie no$nikow do btony apikalnej zamiast do bazalnej, co w
efekcie prowadzi do zaburzen w polarnym transporcie i roznych anomalii rozwojowych
korzenia [28]. Z kolei nadekspresja zmutowanego genu PID powoduje relokacj¢ PIN1 z
gornej do dolnej czesci komodrek. Tak wige, uzyskane wyniki sugeruja, ze kinaza PINOID
odgrywa role ,,przetacznika” wptywajacego na rozmieszczenie biatek PIN w btonie. Na
marginesie tych badan warto zauwazy¢, ze ekspresja PID jest aktywowana przez auksyne,
co dodatkowo potwierdza koncepcjg, iz uktad polarnego transportu auksyny jest systemem
w duzym stopniu samoregulujacym sig.

Wryniki opublikowanego niedawno doniesienia dowodza, ze aktywno$¢ kinazy PID
jest regulowana przez kinazg biatkowa PDK 1 zwiazana z fosfolipidami [99]. Zainicjo-
wane badania wiaza zatem regulacje polarnego transportu auksyn z sygnalizacja
fosfolipidowa. Zwiazek transportu auksyn z lipidowymi sktadnikami btony byt juz
sugerowany wczesniej na podstawie badania mutantéw, ktére maja zmienione geny
kodujace enzymy funkcjonujace w biosyntezie steroli [8,52,93]. Mutant orc/smtl A.
thaliana, wyselekcjonowany na podstawie zmian rozwojowych korzenia, ma zmieniony
gen kodujacy metylotransferaze sterolowa [93]. Mutacji w genie SMT1 towarzysza
zmiany w lokalizacji PIN1 1 PIN3, lecz nie AUX1. Tak wigc, wyniki nielicznych jeszcze
badan sugeruja, ze profil steroli w blonie komorkowej gra wazna rolg¢ w okreslaniu
polarnosci komorki, co wydaje si¢ by¢ réwnie wazne w kierowaniu pegcherzykow
transportujacych biatka PIN do okreslonego regionu btony [41,52].

O zwiazku polarnego transportu auksyn z odwracalna fosforylacja biatek $wiadcza
takze badania mutanta rcnl A. thaliana z defektem w genie kodujacym podjednostke
fosfatazy biatkowej PP2A aktywujaca enzym [72]. Mutant z obnizona aktywnos$cia
fosfatazowa wykazuje intensywniejszy transport bazypetalny i opdzniong reakcjg
grawitropowa, chociaz mutacji rcn I nie towarzysza zmiany w lokalizacji PIN2 [72,79].

Z regulacja fosforylacji nieznanych jeszcze biatek substratowych wiazana jest ostatnio
takze rola flawonoidow, ktore od wielu lat sa traktowane jako endogenne substancje
regulujace transport auksyn [60]. Wykazano na przyktad, Ze transport auksyn u mutanta
14 (ang. transparent testa) z defektem w genie syntazy chalkonowe;j, niesyntetyzujacym
flawonoidow jest zdecydowanie sprawniejszy [ 14]. Hamujacy wplyw tej grupy zwiaz-
kéw na transport auksyn potwierdzaja takze wyniki do§wiadczen prowadzonych na
mutantach #¢7 i #3 z nadprodukcja flawonoidow, u ktoérych stwierdzono wyrazne
hamowanie transportu [69]. Analizujac wyniki innych badan, dotyczacych hamowania
przez flawonoidy niektorych kinaz biatkowych, mozna zatozy¢, ze hamowanie transportu
auksyn przez te zwiazki moze si¢ odbywac poprzez hamowanie kinazy PID lub PDK1.

W konkluzji wynikéw dotychczasowych badan nalezy stwierdzic¢, iz mimo spektaku-
larnych osiagnig¢, jakie odnotowano w ostatnich latach, nasza wiedza na temat polarnego
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transportu auksyn jest nadal jeszcze bardzo fragmentaryczna. Wyrazem rodzacych sig
ciagle watpliwosci i pytan jest proponowana ostatnio nowa koncepcja transportu auksyn
nawiazujaca do transportu neurotransmiterow w zakonczeniach synaptycznych [2].
Tak wiec poszukiwanie odpowiedzi na pytanie, czy transport pecherzykowy posredniczy
tylko w relokacji biatek nosnikowych, czy bierze takze udziat w przenoszeniu auksyny,
jestnowym wyzwaniem dla badaczy zajmujacych si¢ auksynami.
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