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Streszczenie: Wielokomoérkowe organizmy wyzsze sktadaja si¢ ze wspotpracujacych ze sobg licznych
zespotdw komorek odpowiadajacych na roznorodne bodzce zewnetrzne i wewnetrzne. Zardwno u ros-
lin, jak i zwierzat, sygnalizacja komorkowa rozpoczyna si¢ od zwigzania czasteczki liganda z wysoce
specyficznym receptorem btonowym lub wewnatrzkomorkowym, po czym nastepuje transdukcja syg-
natu, a efektem koncowym jest przewaznie zmiana aktywnoSci transkrypcyjnej pierwotnych genow
odpowiedzi na dany czynnik. Skutkuje to pojawieniem si¢ okreslonej odpowiedzi fizjologicznej. W sz-
lakach sygnatowych czterech sposréd siedmiu podstawowych grup hormondéw roslinnych stwierdzono
wystepowanie kinaz biatkowych, bedacych jedna z najwiekszych i najlepiej poznanych rodzin biatek
u organizmow prokariotycznych i eukariotycznych. Cechg charakterystyczng kinaz jest zdolnos¢ do
fosforylacji, ktora polega na przeniesieniu grupy fosforanowej pochodzacej najczesciej z wysokoener-
getycznego zwigzku ATP, na wlasna czasteczke w ramach autofosforylacji, lub na okreslone reszty ami-
nokwasowe (seryna, treonina, tyrozyna, histydyna) réznorodnych biatek. Zmienia to aktywno$¢ dane-
go biatka, jego lokalizacj¢ subkomoérkowa badz powinowactwo do innych polipeptydéw. W przypadku
brasinosteroidow (BR), receptor oraz koreceptor zlokalizowane sg w btonie komdrkowej i wykazuja
cechy dwufunkcyjnych kinaz serynowo-treoninowych i tyrozynowych. Receptory cytokinin (CK) i et-
ylenu (ET), majace cechy hybrydowych kinaz histydynowych, zlokalizowane sa najprawdopodobnie;j
w btonach retikulum endoplazmatycznego, natomiast kompleks receptorowy wiazacy kwas abscysyn-
owy (ABA) nie jest kinaza, ale w kaskadzie dalszych zdarzen wystepuje kinaza serynowo-treoninowa.
Kazdy z inicjowanych szlakéw osobno, ale przede wszystkim poprzez sie¢ wzajemnych oddziatywan,
warunkuje prawidtowy wzrost i rozwoj roslin na wszystkich etapach ontogenezy. Ro$linne szlaki syg-
nalizacji hormonalnej zostaly juz w znacznej mierze opisane w polskich czasopismach naukowych
[21,27,91, 142, 143]. Ciagly postep w dziedzinie biologii molekularnej sktania jednak do aktualizacji
danych i ich podsumowania. Gléwnym celem niniejszej pracy jest wigc kompleksowe przedstawienie
zagadnienia oraz zwrdcenie uwagi na wystepujace roznice i podobienstwa, a przede wszystkim pod-
kreslenie istotnej roli kinaz biatkowych w kazdym ze szlakéw sygnalnych. Zainteresowanym Czy-
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telnikom polecamy rowniez artykuly dotyczace ligaz ubikwitynowych, ktorych aktywacja jest istota
funkcjonowania trzech pozostatych hormonéw — auksyn, jasmoniandéw (JA) i giberelin (GA) [68, 69].

Stowa kluczowe: kinazy bialkowe, hormony ro$linne, percepcja i transdukcja sygnatu

Summary: Higher multicellular organisms are composed of a number of cooperating groups of cells
corresponding to the various internal and external stimuli. In both plants and animals, cell signaling
starts to bind ligand molecules with highly specific membrane or intracellular receptor, followed by
signal transduction, and the end result is usually a change of the transcriptional activity of primary
genes. This leads to the appearance of a particular physiological response. In the signaling pathways
four of the seven main groups of plant hormones have been identified protein kinases, which are one
of the largest and best known families of proteins in prokaryotic and eukaryotic organisms. A charac-
teristic feature of kinases is the ability to phosphorylate, which consists of the transfer of a phosphate
group, usually derived from high-energy ATP compound, on its own molecule in the autophosphoryla-
tion, or to specific amino acid residues (serine, threonine, tyrosine, histidine) of various proteins. This
changes the activity of the protein, the subcellular localization or affinity to other polypeptides. In the
case of brassinosteroids (BR), receptor and coreceptor are located in the cell membrane and exhibit
characteristics bifunctional serine-threonine and tyrosine kinases. Cytokinins (CK) and ethylene (ET)
receptors, having characteristics of hybrid histidine kinases, are probably located in the endoplasmic
reticulum membrane, while the receptor complex binding abscisic acid (ABA) is not a kinase, but
downstream in the cascade of events occurs serine-threonine kinase. Each of the initiated pathways
separately, but primarily through a network of interactions, determines the proper growth and develop-
ment of plants in all stages of ontogenesis. The plant hormone signaling pathways have been largely
described in the Polish scientific journals [21, 27, 91, 142, 143]. However, continuous advances in
molecular biology tends to update the data and summary. The main objective of this paper is therefore
to present complex issues and to highlight the differences and similarities, and most of all to emphasize
the important role of protein kinases in each of the signaling pathways. Interested Readers we recom-
mend also articles on ubiquitin ligases, which activation is the essence of the functioning of the three
other hormones — auxin, jasmonates (JAs) and gibberellins (GAs) [68, 69].

Key words: protein kinases, plant hormones, perception and signal transduction

WSTEP

Fitohormony to drobnoczasteczkowe substancje organiczne wytwarzane przez
komorki roznych tkanek roslinnych w celu koordynowania wszystkich procesow
wzrostowo-rozwojowych [14]. Syntetyzowane sg w niskich stezeniach (okoto 10
mol/l) w okreslonych czesciach rosliny, a nastepnie transportowane do miejsc gdzie
wykazuja aktywnos$¢ fizjologiczna, stad okresla si¢ je jako zwiazki oligodynamicz-
ne [5]. W chwili obecnej wyrdzniamy siedem klasycznych grup fitohormonéw t;.
auksyny, cytokininy (ang. Cytokinins, CK), gibereliny (ang. Gibberellins, GA),
kwas abscysynowy (ang. Abscisic Acid, ABA), etylen (ang. Ethylene, ET), jasmo-
niany (ang. Jasmonates, JA) oraz brasinosteroidy (ang. Brasinosteroids, BR). Ist-
nieja takze zwiazki, ktore pretenduja do tego miana, m.in. kwas salicylowy (ang.
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Salicylic Acid , SA) czy strigolaktony (ang. Strigolactones, SL). Wszystkie hor-
mony, posiadajac odrebne receptory wewnatrz- lub zewnatrzkomoérkowe, reguluja
aktywno$¢ transkrypeyjng okreslonego zestawu genow, co wskazuje, ze dziatanie
kazdego z nich jest wysoce specyficzne. Czgsto jednak skutki dziatania r6éznych
hormonéw naktadajg si¢ na siebie, utrudniajac wskazanie reakcji, ktora bytaby cha-
rakterystyczna wylacznie dla jednego z nich. Regulatorowa sie¢ wigzgca indywi-
dualne szlaki jest bardzo skomplikowana, poniewaz interakcje hormonalne moga
zaleze¢ od organu, stadium rozwojowego czy warunkow srodowiskowych. Dodat-
kowo fitohormony dziataja na zasadzie rownowagi, co oznacza, iz wszelkie zakto-
cenia w biosyntezie i/lub funkcjonowaniu jednego z nich natychmiast aktywuja lub
dezaktywujg synteze czy szlak przekazywania sygnatu drugiego. Analizy mutantow
dostarczyly w ostatnim czasie cennego wktadu w poznanie molekularnych mecha-
nizméw dziatania poszczegdlnych klas hormondw, co przyczynito si¢ w znacznej
mierze do rozwiktania zlozonych sieci ich wzajemnych oddziatywan. Okazalo sie,
ze istotg funkcjonowania szlakow sygnalizacyjnych trzech grup hormonéw — au-
ksyn, GA 1 JA, a takze SL — jest aktywacja ligaz ubikwitynowych [69, 70]. Pojawie-
nie si¢ bioaktywnych czasteczek prowadzi do uruchomienia odpowiedniej ligazy
E3 typu SCF i w konsekwencji do proteolitycznej degradacji bialek represorowych
uczestniczacych w regulacji aktywnosci genéow docelowych. Pozostate hormony
dzialajg natomiast poprzez kinazy biatkowe. W przypadku BR méwimy o jedno-
sktadnikowym uktadzie transdukcji sygnatu, w ktérym gtéwna rolg odgrywa trans-
btonowa kinaza serynowo-treoninowa. W przypadku CK i ET mamy do czynienia
z systemem dwusktadnikowym funkcjonujacym z udzialem kinaz histydynowych
i regulatoréw odpowiedzi. Nieco inaczej wyglada szlak transdukcji sygnatu ABA
oparty o uktad trzysktadnikowy, w ktéry zaangazowane sg receptory, fosfatazy biat-
kowe oraz kinazy serynowo-treoninowe. Sygnalizacja hormonalna prowadzi gtow-
nie do regulacji ekspresji genow — odpowiedz wolna, ale istniejg takze odpowiedzi
szybkie zwigzane np. z polaryzacja btony komoérkowej i uruchomieniem odpowied-
nich kanalow jonowych. W chwili obecnej przypuszcza sig, ze hormony moga dzia-
ta¢ w komorce poprzez wigcej niz jeden mechanizm.

CHARAKTERYSTYKA KINAZ BIALKOWYCH

Kinazy to jedna z najwigkszych i najbardziej znaczgcych rodzin wérdd wszyst-
kich biatek, a ich obecnos¢ zostata stwierdzona zard6wno w organizmach prokario-
tycznych, jak i eukariotycznych. Szlaki przekazywania sygnatéw, w ktorych uczest-
nicza kinazy, sa wysoce konserwowane w przebiegu ewolucji. Najprosciej ujmujac
oddziatywanie kinaz z biatkami polega na ich fosforylowaniu, czyli przytaczaniu
grupy fosforanowej pochodzacej najczgsciej z wysokoenergetycznego zwigzku
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RYCINA 1. Budowa i mechanizm dziatania blonowych receptorow roslinnych i biatek z nimi wspot-
pracujacych. (A) Dwusktadnikowy model przekazywania sygnatu — kinaza histydynowa i regulator
odpowiedzi; (B) Hybrydowa kinaza histydynowa, bialtko pomostowe HPt i regulator odpowiedzi; (C)
Biatka GPCR (GCRI1, GCR2) i wspotdziatajace z nimi biatka G; (D) Jednosktadnikowy model prze-
kazywania sygnalu — dwufunkcyjna kinaza serynowo-treoninowo / tyrozynowa z motywem bogatym
w powtorzenia leucyny (LRR). Szczegoty w tekscie. Na podstawie [46, 58, 110], zmodyfikowane
FIGURE 1. Structure and mechanism of action of membrane bound receptors and collaborators pro-
teins. (A) Two-component signal transduction model — histidine kinase and response regulator; (B) The
hybrid histidine kinase, HPt intermediate protein and response regulator; (C) GPCR proteins (GCR1,
GCR?2) and associated G protein; (D) Single-component signal transduction model — bifunctional ser-
ine-threonine / tyrosine kinase with leucine-rich repeat (LRR) motif. Details in the text. According to
[46, 58, 110], modified

ATP do roznych reszt aminokwasowych. Zmienia to aktywnosc¢ biatek docelowych,
ich lokalizacj¢ subkomorkowa badz powinowactwo do innych biatek [33]. Wigk-
szo$¢ kinaz wykazuje réwniez zdolno$¢ do autofosforylacji. Istotng czgs¢ wszyst-
kich rodzajéw kinaz stanowia tzw. kinazy receptorowe RLK (ang. Receptor-Like
Kinases). U zwierzat najwieksza rodzine receptoréw zlokalizowanych w btonie ko-
morkowej stanowig receptory o siedmiu helisach transbtonowych (receptory 7TM),
wspotdziatajace z biatkami G, tzw. GPCR (ang. G Protein Coupled Receptor). Ge-
nom cztowieka zawiera ok. 900 gendéw kodujacych GPCR, a ponadto 17 genoéw Ga,
5 gendw Gf i co najmniej 12 gendw Gy heterotrimerycznych biatek G [48]. Nie-
porownywalnie mniejsza jest liczba genow GPCR u roslin, bowiem genom rzod-
kiewnika pospolitego (4rabidopsis thaliana) zawiera dwa geny GCRI i GCR2. Do
niedawna uwazano, ze oba biatka zaangazowane sa w sygnalizacje ABA [64, 8§],
jednak obecnie zweryfikowano ten poglad, poniewaz nie potwierdzono swoistosci
wigzania tego fitohormonu z potencjalnymi receptorami [97]. Liczba genéw kodu-
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jacych poszczegolne podjednostki biatek G u roslin jest takze niewielka — genomy
A. thaliana i ryzu (Oryza sativa) maja po jednym genie Ga, jednym Gf i po dwa Gy
[48]. Pomimo tego, ze w literaturze naukowej mozna znalez¢ dane posrednio wska-
zujace na funkcjonowanie w roslinach biatek GPCR i heterotrimerycznych biatek
G [3] (ryc. 1C), to jednak w odbiorze sygnalow hormonalnych u roslin w znaczne;j
mierze uczestnicza specyficzne biatka btonowe, ktore petnig swoje funkcje recep-
torowe poprzez aktywacje domeny wewnatrzkomorkowej, wykazujacej aktywnosé
kinazy biatkowej (ryc. 1ABD) [46].

Kinazy receptorowe sg liczna rodzing biatek transblonowych rozpoznajacych
roéznorodne sygnaty zewnatrzkomérkowe. Posiadajg one charakterystyczng struktu-
re, ktora obejmuje N-koncowa domene zewnatrzkomorkowa, C-koncowa cytopla-
zmatyczng domene¢ kinazowg oraz laczacy obie domeny hydrofobowy fragment
transbtonowy. Rozpoznanie i zwigzanie liganda przez domene zewnatrzkomorkowa
prowadzi do autofosforylacji domeny kinazowej, fosforylacji biatka substratowego
i przekazania sygnatu do wnetrza komorki. Wigkszo$¢ receptorowych kinaz biatko-
wych zwierzat to kinazy tyrozynowe, tzw. RTK (ang. Receptor Tyrosine Kinases)
wykazujace zdolno$¢ do autofosforylacji reszt tyrozynowych, cho¢ znane sg takze
przyktady receptoréw zawierajacych motywy charakterystyczne dla kinaz seryno-
wo/treoninowych [114]. Kinazy receptorowe roslin obejmuja dwie grupy biatek.
Do pierwszej grupy nalezg receptory ET i CK homologiczne z kinazami histydyno-
wymi (ang. Histidine Kinases, KH) bakterii funkcjonujagcymi w tzw. dwusktadni-
kowych uktadach przekazywania sygnatu. Biatka homologiczne z poszczegolnymi
elementami bakteryjnych systemow zidentyfikowano takze w drozdzach Neurospo-
ra crassa i Dictyostelium discoideum [124]. Nie sprawdzity si¢ jednak pierwotne
przypuszczenia o powszechno$ci wystepowania uktadéw dwusktadnikowych u or-
ganizmow eukariotycznych, poniewaz okazalo sie, ze genomy Drosophila melano-
gaster, Caenorhabditis elegans, myszy, a takze cztowieka nie zawieraja genéw KH
[58]. Prototypowy dwusktadnikowy system regulacyjny tworzy para biatek, w kto-
rej jedno jest kinaza histydynowa, a drugie regulatorem odpowiedzi (ang. Response
Regulator, RR) (ryc. 1A). N-koncowa domena KH zlokalizowana jest po zewngtrz-
nej stronie btony i odbiera odpowiedni bodziec. Percepcji sygnatu przez domeng
sensorowa towarzyszy zmiana aktywnosci katalitycznej w wewnetrznej czesci
kinazy okreslanej jako przekaznik (ang. transmitter). Przekaznik zbudowany jest
z domeny odpowiedzialnej za dimeryzacj¢, w obrebie ktorej znajduje si¢ kluczowy
motyw H, oraz domeny katalitycznej zawierajacej cztery konserwowane motywy
N, G1, F, G2, uczestniczace w wigzaniu nukleotydu. Aktywacja kinazy prowadzi do
autofosforylacji pierscienia imidazolowego histydyny i utworzenia wysokoenerge-
tycznego wiazania fosforoamidowego. Przeptyw informacji w takim systemie po-
lega na przeniesieniu grupy fosforanowej z przekaznika na resztg¢ kwasu asparagi-
nowego polozona w odbiorniku RR i utworzeniu wysokoenergetycznego wigzania
acylofosforanowego. Niekiedy pojawiaja si¢ jednak dodatkowe moduty pomostowe
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posredniczace w przekazywaniu grupy fosforanowej pomiedzy KH a RR. Niektore
KH obok domeny przekaznika zawieraja w czgsci C-koncowej domene odbiornika
i wtedy nosza nazwe hybrydowych kinaz histydynowych (ryc. 1B). Genomy orga-
nizmoéw eukariotycznych zawieraja ponadto dodatkowe biatka, ktore nie wykazuja
ani aktywnosci kinazowej ani fosfatazowej, a ich funkcja polega jedynie na prze-
noszeniu grupy fosforanowej z asparaginianu polozonego w domenie odbiornika
hybrydowej KH na reszte asparaginianu w RR. W organizmach prokariotycznych
takie biatka wystepuja stosunkowo rzadko [58, 118].

Druga grupe kinaz receptorowych stanowig biatka posiadajace cechy struktu-
ralne podobne do receptorowych kinaz tyrozynowych zwierzat, ale rdznigce si¢ od
nich specyficznoscia domeny katalitycznej, ktora wykazuje przede wszystkim ak-
tywnos$¢ kinazy serynowo/treoninowej [113]. Podstawa podziatu tego typu kinaz
roslinnych na ponad 20 klas jest wystgpowanie w obrgbie zréznicowanych domen
zewnatrzkomorkowych charakterystycznych motywoéw biatkowych. Motywy te
sa odpowiedzialne za oddziatywania z r6znorodnymi czgsteczkami sygnatowymi:
peptydami, biatkami, glikoproteinami i cukrowcami bedacymi sktadnikami $cian
komoérkowych roslin i mikroorganizmoéw. Niektore motywy, np. LRR (ang. Leu-
cine-Rich Repeat), EGF (ang. Epidermal Growth Factor), TNFR (ang. Tumor Ne-
crosis Factor Receptor), LysM (ang. Lysine Motif) czy PAN (ang. Plasminogen/Ap-
ple/Nematode protein domain) sa spotykane w biatkach mikroorganizméw, roslin
i zwierzat. Z kolei motyw L-lektyny lub DUF26 (ang. Domain of Unknown Func-
tion 26) wystepuje tylko w biatkach roslin. Ogromna réznorodno$¢ kinaz recep-
torowych w czgéci wigzacej ligand umozliwia komérkom odbior wielu sygnatow
pochodzacych zarowno ze srodowiska, jak 1 od innych komorek, co znajduje swoje
odbicie w zroznicowaniu funkcjonalnym RLK [46]. Najwieksza i najlepiej poznana
klasa RLK sa jednak biatka zawierajace w domenie receptorowej motyw LRR, kto-
re u A. thaliana stanowig ponad polowg receptorowych kinaz serynowo/treonino-
wych [128] (ryc. 1D). Motyw LRR, odpowiedzialny za oddzialywania typu biatko
-biatko, jest spotykany w wielu biatkach petnigcych réznorodne funkcje, od biatek
bakterii po biatka cztowieka, jednak zadne z poznanych biatek zwierzat z motywem
LRR nie jest receptorowa kinaza biatkowa [113]. Specyficzny dla kinaz receptoro-
wych roslin motyw LRR sklada si¢ z 23-25 reszt aminokwasowych zawierajacych
zachowane w ewolucji reszty leucyny [128]. Liczba tandemowo utozonych powto-
rzen LRR jest zmienna, a w niektorych biatkach wystepuja miedzy nimi sekwencje
dodatkowe tworzace tzw. wstawki, ktore moga mie¢ kluczowe znaczenie dla wig-
zania ligandow. Na podstawie r6znic w domenie zewnatrzkomorkowej kinazy LRR
dzieli si¢ na 13 oddzielnych podrodzin (LRR I-XIII) [46, 113]. Fenotypy mutantéw
pokazuja, ze kinazy receptorowe z motywem LRR funkcjonuja w réznych proce-
sach biologicznych zwigzanych ze wzrostem i rozwojem roslin, a z punku widzenia
tematu tej pracy sa niezwykle istotne, poniewaz funkcjonujg w szlaku sygnatowym
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BR. W szlaku ABA takze potwierdzono obecno$¢ kinaz serynowo-treoninowych,
ale w tym ukladzie nie pelnig one roli receptora, a jedynie pozytywnego elementu
kaskady zdarzen zainicjowanej przez czasteczki hormonu. Jak dotad, nie zidentyfi-
kowano u roslin typowej receptorowej kinazy tyrozynowej, a jedynie w kilku przy-
padkach stwierdzono podwojng specyficzno$¢ kinazowa, polegajaca na zdolnosci
fosforylacji reszt seryny/treoniny i tyrozyny [101]. U ro$lin brakuje takze matych
biatek G z rodziny Ras, ktore u zwierzat wspoétdziataja z kinazami tyrozynowymi.
Na obecnym etapie badan, za kinazy receptorowe mozna definitywnie uzna¢ tylko
nieliczne biatka, poniewaz dla wigkszos$ci z nich nie sa poznane ligandy [46].

BRASINOSTEROIDY

Pierwszym zidentyfikowanym przedstawicielem brasinosteroidow (BR) byt
brasinolid (BL) wyizolowany w 1979 r. z ziaren pylku Brassica napus. Obecnosé¢
hormonu stwierdzono u przedstawicieli zielenic, mszakéw, paprotnikow, roslin
nago- (3 rodziny) i okrytozalagzkowych (16 rodzin uro$lin dwu- i5 ujednoli-
sciennych) [27]. BR sg polihydroksylowanymi pochodnymi steroli, ktorych pra-
widlowy metabolizm zapewnia odpowiedni przebieg ontogenezy. Wptywaja one
na takie procesy fizjologiczne jak embriogeneza i kietkowanie nasion, podzialy
1 wydtuzanie komorek, rozwo6j pylnikéw, kietkowanie mikrospor, wzrost tagiew-
ki pytkowej, réznicowanie elementéow trachealnych, polaryzacje bton komorko-
wych oraz starzenie i obumieranie lisci. Moduluja rowniez odpowiedz ro$lin na
szeroki zakres stresow Srodowiskowych, jak i reguluja aktywno$¢ akwaporyn od-
powiedzialnych za transbtonowy transport wody. Zmiany prowadzace do defek-
tow w ich biosyntezie, powodujg zaburzenia morfologii i architektury roslin [13].

D. TRANSBLONOWA

DOMENA ZEWNATRZKOMORKOWA DOMENA WEWNATRZKOMORKOWA
LRR fragm. 12 subdormen przedtuzenie
przybtonowy C-koncowe
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RYCINA 2. Budowa biatek tworzacych kompleks wiazacy BR u 4. thaliana — receptor BRI1 i kore-
ceptor BAK1. Szczegoty w tekscie. Na podstawie [13, 110, 148], zmodyfikowane

FIGURE 2. The structure of proteins that form a complex which bind BRs in 4. thaliana — BRI11 recep-
tor and coreceptor BAK1. Details in the text. According to [13, 110, 148], modified
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Wyniki najnowszych badan molekularno-genetycznych pozwolity na stworzenie
modelu szlaku transdukcji sygnatu BR [13, 38, 111] (ryc. 2). Czasteczki hormonu
zostaja zwigzane na powierzchni blony komorkowej przez transblonowy peptyd
BRII (ang. Brassinosteroid Insensitive I), majacy cechy dwufunkcyjnej kinazy
zdolnej do fosforylacji zardwno reszt seryny, treoniny, jak i tyrozyny [84]. Ziden-
tyfikowano szereg genow kodujacych enzymy katalizujgce rdzne typy reakcji che-
micznych, z ktérych czes¢ funkcjonuje jako pozytywne, a cze$¢ jako negatywne
regulatory szlaku transdukcji sygnatu. Zwigzanie BR przez receptor powoduje dez-
aktywacj¢ inhibitorow sygnalizacji oraz akumulacje¢ czynnikow transkrypcyjnych
prowadzaca do zmiany ekspresji genow warunkujacych molekularng odpowiedz na
obecnos¢ bioaktywnych czasteczek hormonu.

KOMPLEKS RECEPTOROWY BRI1-BAK1

Kinaza BRI1 jest obecnie jedna z najlepiej poznanych ro$linnych kinaz bial-
kowych petiacych funkcje receptora btonowego [38, 111]. Razem z inng kinaza
BAKI1 (ang. BRII Associated receptor Kinase 1) tworzy kompleks wigzacy BR [84,
85]. Gen BRII, ktéry zidentyfikowano analizujgc mutanta A. thaliana niewrazli-
wego na 24-epibrasinolid, koduje polipeptyd zawierajacy w domenie zewnatrzko-
morkowej 25 powtorzen LRR oraz 70-aminokwasowa wstawke pomiedzy 21 a 22
powtorzeniem (584-654 aa), ktorej glowna funkcja jest wigzanie fitohormonu [55]
(ryc. 2). Wyniki badan krystalograficznych wykazaty, ze polipeptyd BRI1 w formie
niezwigzanej z BR funkcjonuje jako monomer [111]. Struktura zewnatrzkomorko-
wej domeny przypomina superhelikalny solenoid we wnetrzu ktorego na wklgslej
powierzchni znajduje si¢ wspomniana wstawka potaczona z rdzeniem LRR dwoma
dlugimi petlami oraz dodatkowo stabilizowana mostkami dwusiarczkowymi [38].
Pomimo, ze domena LRR biatka BRI1 jest strukturalnie spokrewniona z domenami
bakteryjnymi, a takze ro§linnymi domenami biatek PGIP (ang. Polygalacturonase
Inhibiting Protein) [15], to w budowie zadnej receptorowej kinazy biatkowej nie
stwierdzono wystepowania domeny insercyjnej we wngtrzu solenoidu. Na podsta-
wie najnowszych doniesien zaproponowano nastepujacy mechanizm wigzania BL
do BRII: tancuch alkilowy czasteczki hormonu dopasowuje si¢ do matej, hydrofo-
bowej kieszeni utworzonej przez reszty izoleucyny (I11e563), tryptofanu (Trp564),
metioniny (Met657) i fenyloalaniny (Phe658) oraz przez dwie stabilne petle taczace
wstawke z rdzeniem LRR [38]. Zwigzanie czasteczki BL najprawdopodobniej nie
prowadzi do homodimeryzacji lub homooligomeryzacji w obrgbie domeny LRR
receptora BRI1 [38, 111]. Niemniej jednak nigdy nie zakwestionowano wynikow
sugerujacych, ze cytoplazmatyczna domena kinazowa BRI1 moze tworzy¢ dimery
[45], czy ze homooligomery BRI1 s3 obecne w warunkach in vivo [37, 102, 139,
140]. W funkcjonowaniu receptora po stronie apoplastu, szczegoélnie w enzyma-
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tycznej obrobce dodatkowych elementéw uczestniczacych we wezesnych etapach
sygnalizacji, moze rowniez bra¢ udziat karboksypeptydaza serynowa — BRS1 (ang.
BRII Supressor 1) [154].

Biatko BRI1 zawiera pojedyncza domeng transbtonowa, a po stronie cytopla-
zmy posiada krotki fragment przyblonowy, 12 subdomen charakterystycznych dla
kinaz serynowo/treoninowych oraz krétkie przedtuzenie C-koncowe (ryc. 2). Wyni-
ki badan Wang’a i wsp. z 2005 i 2006 r. wskazuja na fosforylacje kilku reszt seryno-
wych i treoninowych zar6wno w regionie przybtonowym, w tzw. petli aktywacyj-
nej oraz w przedtuzeniu C-koncowym. Dowiedziono wowczas, ze: (1) fosforylacja
reszty treoniny w regionie przyblonowym hamuje aktywno$¢ katalityczng enzymu,
(2) fosforylacja reszt aminokwasowych (Ser1044, Thr1049) w petli aktywacyjne;j
warunkuje aktywnos¢ BRI1, a (3) fosforylacja w przedtuzeniu C-koncowym przy-
puszczalnie znosi autohamowanie aktywnos$ci kinazowej [137, 139, 140]. Wyniki
najnowszych badan wskazuja natomiast na podwdjna specyficznos¢ kinazy BRI1,
ktora moze fosforylowac reszty seryny, treoniny, a takze tyrozyny. Zarowno in vivo,
jak i in vitro autofosforylacja dwoch reszt tyrozyny (Tyr831 i1 Tyr956), jest kluczo-
wa dla funkcjonowania receptora i dalszego przekazywania informacji. Zlokalizo-
wana w piatej subdomenie kinazowej, 956 reszta tyrozyny odpowiada za aktywnos¢
receptora, natomiast umiejscowiona we fragmencie przyblonowym 831 reszta tyro-
zyny nie pelni takiej funkcji. Wykazano za$, ze jest ona niezbedna w sygnalizacji
BR in vivo, poniewaz wszelkie mutacje w jej obrgbie skutkujg zmianami fenotypo-
wymi takimi jak wigksze liScie roslin czy wczesniejsze zakwitanie [84].

W genie AtBRII scharakteryzowano 15 mutacji zlokalizowanych w rejonach
kodujacych rézne domeny receptora. Mutacja bril-5 dotyczy jednej z cystein w N-
terminalnej czgsci peptydu, a 4 mutacje bril-6, bril-7, bril-113 i bril-116 zloka-
lizowane sa we fragmencie genu kodujacym 70-aa wstawke. Dwie mutacje bril-9
1 bril-102 dotycza domeny LRR poprzedzajacej rejon transblonowy, a pozostate
mutacje bril-1, bril-8, bril-101, bril-104, bril-107, bril-108, bril-115 i bril-117
zlokalizowane sg we fragmencie genu kodujacym domeng kinazowa. Fenotypy tych
mutantéw charakteryzuja si¢ roznym poziomem karlowatosci zaleznym od mutacji
oraz zmieniong morfologig lisci, zredukowang dominacjg apikalna, deetiolacja pod-
czas wzrostu w ciemnos$ci oraz wydluzonym cyklem rozwojowym i sterylnoscia.
Cechg szczegolna mutantow bril odrdzniajacg je od mutantow z defektem w pro-
cesie biosyntezy BR jest niewrazliwos$¢ na dziatanie hormonu oraz ich akumulacja,
co wigze si¢ z rolg receptoréw BR w mechanizmie regulacji ich syntezy polegajaca
na negatywnym sprzezeniu zwrotnym [13, 27]. U A. thaliana wystepuja trzy ho-
mologi genu BRI, a mianowicie BRLI-3 (ang. BRII-Like receptor kinase), spo-
$rod ktorych BRL1 i BRL3 koduja kinazy biatkowe z 23 powtoérzeniami LRR oraz
65-aminokwasowa wstawka wigzaca BR [7]. Ortologi BRI1 zidentyfikowano takze
w genomach grochu (Pisum sativum), ryzu, bawelny (Gossypium hirsutum) i jgcz-
mienia (Hordeum vulgare) [46]. U pomidora (Solanum lycopersicum) gen tBRII
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koduje kinaze identyczng z poznanym wczesniej biatkiem SR160 funkcjonujacym
jako receptor systeminy, peptydu sygnatowego informujacego organizm o zranie-
niach. Biatko tBRI1/SR160 jest wiec kinazg biatkowa o podwdjnej funkcji recep-
torowej [121].

Po bezposrednim zwigzaniu czasteczki BR przez receptor BRI1 nastepuje au-
tofosforylacja kinazy powodujaca asocjacje i fosforylacje drugiego elementu trans-
bltonowego receptora, jakim jest polipeptyd BAK1 (ang. BRII-Associated receptor
Kinase 1) [63, 136] lub jeden z jego homologéow: BKK1/SERK4 (ang. BAK-like)
czy SERKI (ang. Somatic Embryogenesis Receptor Kinase 1) [54]. Mutacje typu
knockout w genie BAKI powoduja fenotyp potkartowaty, co wskazuje, ze biatko-
we produkty genow nalezacych do rodziny SERK wzajemnie si¢ uzupetniaja [27].
Transblonowy heterodimer BRI1-BAK1 ma budowe asymetryczng, poniewaz po-
lipeptyd BAK1 zawiera tylko pie¢ powtdrzen LRR (ryc. 2). Dodatkowo BAK1
nie ma 70-aa domeny wiazacej czasteczki hormonu, w zwigzku z tym BRI jest
jedynym sktadnikiem kompleksu receptora, odpowiedzialnym za wigzanie bioak-
tywnych BR [50]. Oprocz udzialu w szlaku sygnalizacji BR, BAK1 pelni rowniez
funkcje koreceptora dla biatka FLS2 (ang. Flagellin Sensitive 2) bedacego gtow-
nym receptorem flageliny [135]. Do niedawna uwazano, ze fosforylacja treoniny
(Thr455) w petli aktywacyjnej kinazy BAK1 jest kluczowa dla prawidlowego funk-
cjonowania biatka w szlaku przekazywania sygnatu BR [139]. Ostatnio zapropo-
nowano jednak nowy model wzajemnej transfosforylacji kompleksu BRI1/BAKI,
ktory pokazuje, ze tak jak w przypadku BRI1, réwniez przy BAK1 zachodzi proces
autofosforylacji C-koncowej reszty tyrozyny (Tyr610) zaleznej od obecnosci BR
[85]. Heterodimeryzacja peptydow BRI1 i BAK1 prowadzi rowniez do endocytozy
fragmentéw plazmalemy zawierajacych te polipeptydy, co moze stanowi¢ mecha-
nizm ufatwiajacy interakcje BRI1-BAKI1 z biatkami cytoplazmatycznymi, stano-
wigcymi kolejne sktadniki szlaku przekazywania sygnatu BR [26].

BKI, TTL I TRIP — REGULATORY SYGNALIZACJI BR

Jednym z regulatoréw sygnalizacji BR jest kinaza BKI1 (ang. BR/I Kinase In-
hibitor 1). Nadekspresja genu BK/I1 wywotuje kartfowaty fenotyp spowodowany
zredukowang wrazliwoscig na BR, podczas gdy wyciszenie ekspresji przez mecha-
nizm RNAI skutkuje zwigkszonym wzrostem hipokotyla, co wskazuje na role bial-
ka BKI1, jako negatywnego elementu szlaku transdukcji sygnatu. Polipeptyd BKI1
specyficznie wigze si¢ z C-koncowa domeng kinazowg receptora BRI1, uniemozli-
wiajac jego interakcje z BAK1, blokujac tym samym przekazywanie sygnatu na po-
ziomie blony [50]. Istotng rol¢ w regulacji lokalizacji komorkowej biatka BKI1 od-
grywa proces fosforylacji reszty tyrozyny. Umiejscowiony na N-koncu polipeptydu
motyw bogaty w lizyng i argining (ang. lysine (K) — arginine (R) rich motif, KR)
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umozliwia zakotwiczenie bialka BKI1 w btonie komoérkowej, natomiast 20 reszt
aminokwasowych zlokalizowanych w domenie C-koncowej posredniczy w interak-
cjach z receptorem BRI1. Fosforylacja konserwowanej tyrozyny 211 (Y211) w mo-
tywie 3 (200-221 aa) biatka BKI1 jest kluczowa w procesie jego oddysocjowania
od btony komoérkowej. Mutacja w obrebie tej tyrozyny powoduje, ze biatko BKI1
nie ma mozliwosci odtgczenia si¢ od btony, natomiast konstytutywna fosforylacja
tej reszty aminokwasowej przyczynia si¢ do wystepowania biatka tylko na tere-
nie cytoplazmy. Stad wniosek, ze zwigzanie czasteczek BR przez BRIl powoduje
w konsekwencji fosforylacje Y211 BKII1, ktora prowadzi do oddysocjowania poli-
peptydu od receptora i inicjacj¢ formowania kompleksu BRI1-BAK1 [45, 137]. Na-
lezy doda¢, ze w ostatnim czasie ukazata si¢ praca wskazujaca, ze BKI1, w wyniku
interakcji z cytoplazmatycznym biatkiem 14-3-3, moze rowniez funkcjonowac jako
pozytywny regulator szlaku BR [141].

Innymi negatywnym regulatorami transdukcji sygnatu BR sg biatka TTL (ang.
Transthyretin-Like protein) oraz TRIP1 (ang. TGF-f Receptor Interacting Prote-
in 1), ktore sg fosforylowane przez kompleks receptorowy BRI1-BAK1 [18, 79].
Roslinne biatko TTL podobne jest do zwierzecego biatka uczestniczacego w trans-
porcie hormonow tarczycy, a jego wstepna funkcja zostata okreslona na podstawie
fenotypu roslin A. thaliana, u ktérych doszto do insercji elementu T-DNA w obre-
bie genu kodujacego ten peptyd. Rosliny takie cechuja si¢ zwiekszonym wzrostem.
Jednoczesnie formy wykazujace nadekspresj¢ genu 77L charakteryzuja si¢ karto-
watos$cig. Z kolei biatko TRIP1 wykazuje homologi¢ do ssaczego biatka oddziatu-
jacego z receptorem TGF-B. Dokladna rola TRIP1 i TTL w regulacji sygnalizacji
hormonalnej pozostaje jednak nieznana [27].

BIALKA SUBSTRATOWE BSK1-3, FOSFATAZA BSU1 I KINAZA BIN2

Wigkszo$¢ sktadnikow szlaku sygnalizacji BR poznano stosunkowo szybko,
natomiast przez dlugi czas poszukiwano biatka substratowego bezposrednio fos-
forylowanego przez kompleks receptorowy BRI1-BAKI1. Sytuacja wyjasnita si¢
w 2008 r., kiedy Tang i wsp. zidentyfikowali polipeptyd BSK1 (ang. BR Signaling
Kinase 1) oraz jego dwa homologi BSK2 i BSK3 [123]. Bialka te, nalezace do ki-
naz typu RLCK (ang. Receptor-Like Cytoplasmic Kinases), sa zakotwiczone w bto-
nie komodrkowej dzigki mirystylacji przy N-koncu. Ufosforylowane przez receptor
biatko BSK1 (S230) zostaje uwolnione z kompleksu BRI1-BAK1-BSK1 i w takiej
postaci moze wigza¢ fosfatazg BSU1 (ang. BRII Suppresor 1), prowadzac do jej
aktywacji [54]. W budowie polipeptydu BSU1 mozna wyrdzni¢ charakterystyczne
powtorzenia motywu Kelch. W kolejnym etapie fosfataza BSU1 wiaze i defosfory-
luje (Y200), a tym samym dezaktywuje kinaz¢ serynowo-treoninowa BIN2 (ang.
Brassinosteroid Insensitive 2) wykazujaca wysokie podobienstwo do kinaz GSK3
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ssakow lub kinazy SHAGGY z Drosophilla melanogaster. Przy braku aktywnych
czasteczek BR kinaza BIN2 jest negatywnym elementem szlaku sygnatowego, nato-
miast w obecno$ci hormonu ulega proteolitycznej degradacji w proteasomach 26S.
Zastosowanie inhibitora proteasomu (MG132) powoduje odwrdcenie zaleznego od
BR spadku akumulacji BIN2 [148]. Zaréwno fosfataza BSUI, jak i kinaza BIN2
sa jadrowo-cytoplazmatycznymi regulatorami wptywajacymi na subkomodrkowa
lokalizacje czynnikow transkrypcyjnych regulujacych aktywnos¢ transkrypcyjna
pierwotnych genéw odpowiedzi na BR [103].

CZYNNIKI TRANSKRYPCYJNE BES1/BZR1

Substratami dla kinazy BIN2 sa czynniki transkrypcyjne BES1 (ang. Bri-
1-EMS-Suppressor 1) 1 BZR1 (ang. Brassinazole-Resistant 1), a przypuszczalnie
takze BEH1-4 (ang. BESI/BZR1 Homolog 1-4) [62]. Biatka BES1 i BZR1 wyka-
zuja 88% identycznosci sekwencji aminokwasowej, a w ich budowie mozna wy-
rozni¢ domene DBD (ang. DNA Binding Domain), domeng fosforylowana przez
BIN2 z wigcej niz 20. miejscami fosforylacji (S/TxxxS/T) oraz domen¢ CTD
(ang. C-Terminal Domain). Domena C-koncowa zawiera 12 aminokwasow two-
rzacych motyw DM, ktoéry wigze kinazg BIN2. Fosforylacja BES1/BZR1 hamuje
aktywnos¢ tych biatek przez rozne, ale niewykluczajace si¢ mechanizmy tj. degra-
dacja w proteasomach 26S, eksport z jadra i zatrzymanie na terenie cytoplazmy
w wyniku interakcji z biatkami 14-3-3 czy obnizona zdolno$¢ do wigzania si¢
z DNA [148]. Zwigzanie czasteczek BR przez kompleks receptorowy prowadzi
do wzrostu poziomu nieufosforylowanych biatek BES1/BZR1, ktore aktywuja lub
hamuja ekspresje odpowiednich gendow. Heterotrimeryczna fosfataza serynowo
-treoninowa odpowiedzialng za zwigkszanie puli defosforylowanych czynnikow
transkrypcyjnych jest PP2A (ang. Protein Phosphates 24). W jej budowie mozna
wyrézni¢ podjednostke A, katalityczna podjednostke C i regulatorowa podjed-
nostke B, ktora oddziatuje z substratami [47]. Wykazano réwniez, ze PP2A moze
peti¢ funkcje inhibitora szlaku sygnalizacyjnego BR. Polega to na defosforylacji
receptora BRI1 i promowaniu jego degradacji [16, 144]. W dalszym ciagu zda-
rzen, czynniki transkrypcyjne wiaza si¢ ze specyficznymi sekwencjami nukleoty-
dowymi (E-box) w obrgbie promotorow gendéw docelowych, dziatajac jako akty-
watory transkrypcji. Swoja funkcje spetniaja wspodziatajac z grupg trzech bialek
BIM (ang. BESI-Interacting Myc-like), IWS1 (ang. Interacting With SPT6-1) oraz
ELF4/REF6. Wigzac si¢ do innych sekwencji promotorowych (BRRE), BES1/
BZR1 moga rowniez hamowac ekspresje wybranych genoéw. Lacznie stwierdzono
wystepowanie tysiecy genow bezposrednio regulowanych przez BR [81]. Zainte-
resowanym Czytelnikom polecamy artykuty [119, 153].
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SZLAK TRANSDUKCJI SYGNALU BR - PODSUMOWANIE

Pod nieobecnos¢ BR kompleks receptorowy zlokalizowany w obrebie btony
komoérkowej nie jest aktywny. Receptor BRI jest zwigzany z biatkiem BKI1, ha-
mujgcym interakcje z drugim elementem — koreceptorem BAKI (ryc. 3). Kinaza
BIN2 jest konstytutywnie aktywna i fosforyluje czynniki transkrypcyjne BES1/
BZR1, co uniemozliwia ich wigzanie z promotorami genéw i blokuje transdukcje
sygnatu BR. W odpowiedzi na BR, dochodzi do oddysocjowania ufosforylowa-
nego peptydu BKII, areceptor BRI i koreceptor BAK1 ulegaja wzajemnej ak-
tywacji przez fosforylacje. Dodatkowo kompleks receptorowy fosforyluje biatko
substratowe BSK1, ktore w takiej postaci moze wchodzi¢ w interakcje z fosfataza
BSUI. Bedac pozytywnym elementem szlaku BR, polipeptyd BSU1 hamuje dzia-
lanie kinazy BIN2, ktora zostaje skierowana na drogg proteolitycznej degradacji.

jadro/cytoplazma

RYCINA 3. Funkcjonowanie szlaku sygnatowego BR od zwigzania czasteczki hormonu przez kom-
pleks receptorowy do zmian w aktywnosci transkrypcyjnej pierwotnych gendw odpowiedzi na BR.
Szczegoty w tekscie. Na podstawie [110], zmodyfikowane

FIGURE 3. The functioning of the BR signaling pathway from the hormone molecule binding by
receptor complex to changes in transcriptional activity of primary response genes. Details in the text.
According to [110], modified
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W rezultacie czynniki transkrypcyjne ulegaja defosforylacji pod wptywem fosfatazy
PP2A i akumulacji w obrebie jadra komorkowego, gdzie reguluja ekspresje genow
przy udziale czynnikow BIM, IWS1 oraz ELF6/REF6. Receptor BRI moze naj-
prawdopodobniej wplywaé rowniez na funkcjonowanie P-ATPazy (ang. Proton AT-
Pase) w sposob zalezny od obecnosci BR [6] (ryc. 3). Fosforylacja P-ATPazy czyni
enzym aktywnym, nalezy jednak zbada¢ czy receptor BRIl wptywa bezposrednio
na stopien jej ufosforylowania i jaki jest mechanizm tego procesu. Od momentu
kiedy odkryto receptorowowa role kompleksu BRI1-BAK1, badania z zakresu bio-
logii molekularnej pozwolity doktadniej opisa¢ proces wzajemne;j transfosforylacji
koreceptorow, ktora prowadzi do aktywacji szlaku transdukcji sygnalu BR. Najbar-
dziej istotne wydaje si¢ jednak wykazanie podwojnej specyficznosci kompleksu re-
ceptorowego, tzn. obok aktywnosci kinaz serynowo-treoninowych, zaréwno BRI,
jak 1 BAKI, wykazuja réwniez aktywnos¢ kinaz tyrozynowych. Powyzsze odkrycia
sa nowoscig w biologii roslin, poniewaz do tej pory uwazano, ze fosforylacja reszt
tyrozyny jest wysoce specyficzna i charakterystyczna tylko i wylacznie dla zwie-
rzat. W wyniku ciaggtego rozwoju nowych technik i dostepu do réznych narze¢dzi
badawczych, postep wiedzy jest niezwykle szybki. W chwili obecnej wydaje si¢, ze
wigkszos¢ biatek w szlaku BR moze pelni¢ podwojne funkcje — zarowno stymula-
torow, jak i inhibitorow. Dotyczy to m.in. biatek PP2A [16, 144], BKI1 czy 14-3-3
[141]. Doktadne oméwienie tych zagadnien znacznie wykracza jednak poza ramy
niniejszego opracowania.

CYTOKININY

Cytokininy (CK), jako pochodne zasady purynowej adeniny, sa jedna z klu-
czowych grup fitohormonoéw regulujacych wzrost i rozwdj catej rosliny, w tym
gldwnie kontroluja podziaty komorkowe, tworzenie merystemoéw wierzchotko-
wych, roznicowanie lisci i korzeni, rozwoj chloroplastow oraz odpornos¢ na stres
i starzenie [34]. W przyrodzie najpowszechniej wystepuja CK z alifatycznym
podstawnikiem izopentenylowym w réznych modyfikacjach chemicznych (zeaty-
na, dihydrozeatyna), natomiast CK z aromatycznym podstawnikiem benzylowym
(benzyloadenina) lub jego hydroksylowymi pochodnymi sa rzadziej spotykane.
Znane s3 rowniez syntetyczne analogi CK adeninowych tj.: N°-farnezyloadenina,
Neé-geranyloadenina i N®-furfuryloadenina (FA), czyli kinetyna, ktora jest jedna
z najbardziej bioaktywnych CK. Zostata ona wyizolowana przez Millera i wsp.
w 1955 r. jako artefakt powstaty podczas preparatyki kwaséw nukleinowych z ko-
morek zwierzecych i drozdzy [75]. W/w CK moga wigza¢ si¢ do roznych recepto-
row z odmiennym powinowactwem, co zapewnia szerokie spektrum ich dziatania
w r6znych komorkach roslinnych [100, 150]. Wyrazny przelom w poznawaniu
zaro6wno receptorow CK, jak ibiatek tworzacych ich szlaki sygnalowe miat
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miejsce dopiero w latach 90. XX w. dzigki mozliwosci wykorzystania podsta-
wowych technik biologii molekularnej [19, 116]. W chwili obecnej specyficzna
odpowiedz pojawiajaca si¢ w wyniku reakcji komorek na CK zostala stosunkowo
dobrze poznana [1, 34, 52], a aktualny stan wiedzy opisano w poszczegdlnych
podrozdziatach.

BIALKA RECEPTOROWE WIAZACE CK

Biatka wigzace CK, okreslane jako CBP (ang. Cytokinin Binding Proteins)
(ryc. 4), zostaly zidentyfikowane we frakcji cytosolowej, mikrosomalnej i btonach
tylakoidow komorek roslinnych. Najnowsze wyniki badan prowadzonych na 4.
thaliana wskazuja jednak na ich umiejscowienie gtéwnie w btonach retikulum en-
doplazmatycznego [145], a nie w blonie komoérkowej [53]. Jednym z biatek pel-
nigcych role domniemanego receptora CK jest CKI1 (ang. Cyfokinin Independent
1), ktorego gen zostal zidentyfikowany jako pierwszy w 1996 r. [49]. Zbudowane
z 1122 aa (m.cz. = 125 kDa) biatko CKI1 posiada N-koncowa domeng receptorowa
(sensorowa) o dtugosci 300 aa zawierajaca 11 potencjalnych miejsc N-glikozylacji,
dwa fragmenty transbtonowe, C-koncowa domeng kinazy histydynowo-asparagino-
wej (przekaznik) oraz domeng regulatora odpowiedzi (odbiorcza) znajdujaca si¢ we
wnetrzu komorki. Po przytaczeniu CK do domeny sensorowej nastgpuje indukcja
dimeryzacji i autofosforylacji polipeptydu. Receptorowa role CKI1 poddaja jednak
w watpliwos¢ wyniki doswiadczen, w ktorych wykazano, ze btony izolowane z ko-
morek drozdzy dzielacych si¢ (Shizosaccharomyces pombe) transformowanych ge-
nem CKII nie wigzg izopentenyloadeniny [147]. Bezspornym receptorem CK jest
natomiast CRE1 (ang. Cytokinin Resistant 1) [43]. Jego receptorowa rolg potwier-
dzaja liczne wyniki badan, w tym fakt, ze biatko uzyskane w drozdzowym uktadzie
ekspresyjnym wigze naturalne i syntetyczne CK pochodne aminopuryny i difenylo-
mocznika [120, 129, 147]. Polipeptyd CRE1 (1080 aa) jest nietypowa hybrydowa
kinaza histydynowa posiadajaca N-koncows, zewnatrzkomorkowa domeng senso-
rowg (277 aa) ograniczong dwiema domenami transblonowymi, domeng katalitycz-
ng oraz dwie C-koncowe domeny odbiornika. Obok klasycznej domeny jednego od-
biornika posiadajacej reszte asparaginianu (D) wystepuje druga dodatkowa domena
podobna do odbiornika RL (ang. Receiver-Like), ktora w miejscu asparaginianu za-
wiera reszte kwasu glutaminowego (E). Stad tez CRE1 moze pei¢ rolg receptora
i generatora sygnatu, ktéry pojawia si¢ w komoérce po zwigzaniu CK. Szczegotowe
analizy ujawnity, ze gen CRE! jest poznanym wcze$niej genem WOL (ang. Woden
Leg) zidentyfikowanym u mutanta 4. thaliana o zmienionej organizacji tkanki na-
czyniowej w korzeniu i dolnej czesci hipokotyla, zahamowanym wzro$cie korzenia
oraz zredukowanej liczbie komorek [66, 108]. Kolejny gen AHK4 (ang. Arabidopsis
Histidine Kinase 4) rdbwniez okazat si¢ tozsamy z CRE1/WOL [130].
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RYCINA 4. Rodzina biatek receptorowych wiazacych CK. Szczegoly w tekscie. Na podstawie [52,
58], zmodyfikowane
FIGURE 4. The family of CK binding receptors. Details in the text. According to [52, 58], modified

Kolejnymi receptorami CK nalezgcymi tak jak CRE1/WOL/AHK4 do rodziny
KH sg AHK2 (1176 aa) i AHK3 (1036 aa) [36]. Geny kodujace te biatka zostaty
zidentyfikowane nie tylko u roslin kwiatowych (Betula pendula, Populus tricho-
carpa, Catharanthus roseus, Medicago sativa, Lupinus albus, Lotus japonicus, Ory-
za sativa, Vitis vinifera, Zea mays), ale takze u mszakow (Physcomitrella patens)
i widlakow (Selaginella moellendorfii) [34]. W czgsci C-koncowej biatka AHK?2
1 AHK3 sg bardzo podobne do CRE1/WOL/AHK4 (wlacznie z dodatkowym ele-
mentem RL), natomiast w czgsci N-koncowej zawierajg trzy, a nie dwa transbto-
nowe fragmenty hydrofobowe. Wszystkie kinazy histydynowe (AHK2, AHK3
i CRE1/WOL/AHK4) w domenie zewnatrzkomorkowej maja konserwowana, 220
aa sekwencj¢ CHASE (ang. Cyclase Histidine kinase Associated Sensory Extra-
cellular), niezbedng do zwigzania czasteczek liganda [43, 146]. Do chwili obecne;j
nie poznano struktury tej domeny, jednak wykorzystujac specjalistyczne programy
komputerowe przeprowadzono analizy bioinformatyczne na podstawie ktorych do-
wiedziono, ze domena CHASE posiada min. 12 aminokwaséw funkcyjnych. Za-
miana 4 z nich na alaning (T317, T301, F304, R305) skutkuje utrata zdolnosci do
wigzania substratu przez receptor CRE1/WOL/AHK4. Reszta aminokwasowa T317
znajduje si¢ prawdopodobnie w utworzonej przez strukture centralnych B-kartek
kieszeni wiazacej substrat, natomiast pozostate trzy aminokwasy wystepuja poza
nig [35]. Zidentyfikowano réwniez aminokwasy, ktorych substytucja powodowata
u A. thaliana konstytutywna aktywnos$¢ receptora CRE1/WOL/AHK4. Mutacje te
wystepowaty w obregbie drugiej domeny transbtonowej taczacej domeng CHASE
z cytoplazmatyczng czgécia receptora [76]. Roznice pomigdzy poszczegdlnymi
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receptorami z rodziny AHK dotyczg m.in. miejsca percepcji sygnatu. U 4. thalia-
na receptor CRE1/WOL/AHK4 posredniczy glownie w odbiorze i przekazywaniu
sygnatu CK w korzeniu, a AHK2 i AHK3 w liSciach [36]. Taka sama relacja ma
miejsce u wielu innych gatunkow roslin, np. u kukurydzy (Zea mays) [150]. Inte-
resujacy jest fakt, ze w zaleznosci od stezenia CK polipeptyd CRE/WOL/AHK4
wykazuje zarowno aktywno$¢ kinazowa, jak i fosfatazowsg, natomiast nie zostato
to potwierdzone w przypadku pozostalych receptorow [67]. Zwigzanie CK powo-
duje aktywacje KH (a nie jej hamowanie tak jak np. w przypadku receptorow ET)
polegajaca na autofosforylacji reszty histydyny. Prowadzi to do przekazania grupy
fosforanowej na reszt¢ asparaginy zlokalizowang w odbiorniku KH, a nastgpnie na
reszte histydyny w jednym z tacznikowych biatek HPt/AHP (ang. His-containing
Phosphotransfer/Arabidopsis Histidine Phosphotransfer proteins), majacych moz-
liwos¢ przemieszczania si¢ pomiedzy cytoplazma a jadrem [40, 52, 92, 127].

BIALKA POMOSTOWE HPT I REGULATORY
ODPOWIEDZI ARRTYPUAIB

Zawierajace histydyne fosfotransferowe biatka HPt/AHP wchodza w interak-
cje z receptorami CK i funkcjonujg jako swoistego rodzaju pomost przenoszacy
grupe fosforanowa pomigdzy domeng odbiornika hybrydowej KH, a odbiornikiem
RR zgodnie ze schematem His-Asp-His-Asp [2]. U 4. thaliana wystepuje 6 biatek
AHP. Nazwa biatek AHP jest uzywana od niedawna, dlatego obok nowych nazw
w nawiasach podano dawniej uzywane akronimy: AHP1 (AtHP3), AHP2 (AtHP1),
AHP3 (AtHP2), AHP4, AHPS, AHP6 (APHP1). Zbudowane z 154-157 aa biatka
AHP1-5 zawierajg motyw XHQXKGSSXS zresztg histydyny, ktora ulega fosfo-
rylacji. Podobienstwo sekwencji aminokwasowej niektorych biatek jest duze, np.
AHP2 i AHP3 s3 identyczne w 81%. Homologia migdzy pozostalymi biatkami
jest mniejsza i nie przekracza na ogot 45% [41]. Ekspresja poszczegdlnych genow
AHP jest zréznicowana — obecno$¢ transkryptu genu AHPI stwierdzono jedynie
w korzeniu, AHP2 i AHP3 we wszystkich dojrzatych tkankach, AHP5 w korzeniu
i w lisciach, a ekspresji AHP4 nie wykryto do tej pory w zadnej tkance. CK wy-
muszaja transport bialek AHP1 i AHP2 do jadra, chociaz podobnej zmiany lokali-
zacji subkomoérkowej nie zaobserwowano w przypadku AHPS. Poszczegodlne bial-
ka AHP moga oddzialywa¢ z r6znymi KH typu hybrydowego, a ufosforylowane
biatka AHP1 i AHP2 sg potencjalnymi donorami grupy fosforanowe;j, ktora moze
zosta¢ przeniesiona na rézne regulatory odpowiedzi [58].

U A. thaliana wystgpuja dwa typy regulatorow odpowiedzi: 11 RR okreslanych
jako ARR typu A (ang. Arabidopsis Response Regulator type A, ARR-A) 111 typu
B (ARR-B). Ponadto wystepuja biatka z nietypowa domena odbiornika okres$lane
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jako APRR1-9 (ang. Arabidopsis Pseudo-Response Regulator 1-9). Do ARR-A zali-
czamy biatka ARR3-ARR9, ARR15-ARR17 i ARR22 zawierajace domeng odbior-
nika oraz krotkie fragmenty N- i C-koncowe. Biatka ARRS5/6/7-A sg zlokalizowane
w jadrze, a np. ARR4-A wystepuje zarowno w jadrze, jak i w cytoplazmie. Rodzina
biatek ARR-B sktada si¢ z trzech podrodzin. Do I zalicza si¢ 7 polipeptydow, a do 11
i III po dwa [71]. Wsrod nich najistotniejszg role w generowaniu odpowiedzi cyto-
kininowej odgrywaja ARR1, ARR10 i ARR12 [2, 44]. Oprocz domeny odbiornika
zlokalizowanej w czgsci N-koncowej ARR-B zawieraja fragment o r6znej dtugosci
w cze$ci C-koncowej tworzacy domeng efektorowa. W obrebie tej domeny znajdu-
je si¢ krotki region utworzony przez aminokwasy kwasne, ok. 80. aa motyw B po-
dobny do domeny wigzacej DNA w biatkach c-Myb, koncowy region bogaty w glu-
taming i proling, a takze jeden lub kilka motywow NLS kierujacych biatko do jadra
[105]. Obecnos¢ w ARR-B motywow charakterystycznych dla biatek regulujacych
aktywnos$¢ transkrypcyjng gendw, jak rdwniez swoiste wigzanie oligonukleotydu
o okreslonej sekwencji przez motyw B biatek ARR1/2-B sugeruja, ze biatka ARR
-B pehig funkcje czynnikéw transkrypcyjnych. Wyniki wieloletnich doswiadczen
wskazuja, ze sygnat docierajacy do ARR1/2-B znosi hamowanie domeny efektoro-
wej przez domene odbiornika Iub usuwa jaki$ nieznany do tej pory represor zwig-
zany z domeng odbiornika. Odblokowany ARR-B aktywuje ekspresje co najmniej
niektorych genow ARR-A, ktore sa ich bezposrednim celem [42]. Biatka ARR-B
uznawane sa za pozytywne elementy sygnalizacji CK, natomiast ARR-A petnig
role czynnikow negatywnych [126]. Zsyntetyzowane biatka ARR-A dziatajg jako
czynniki hamujace zwrotnie aktywnos$¢ transkrypcyjng genéow ARR-B w sytuacji
gdy stezenie CK utrzymuje si¢ na bardzo wysokim poziomie przez dtuzszy czas
[125]. Ciagle otwarte pozostaje jednak pytanie o ich posrednictwo w negatywne;j
petli sprzgzenia zwrotnego. W czgsci C-koncowej ARR-A nie posiadajg domeny za
pomoca ktorej moglyby wiagzaé si¢ do DNA. Przyjmuje si¢ wigc, ze reguluja one ak-
tywno$¢ transkrypcyjng gendw za posrednictwem innych czynnikow transkrypcyj-
nych [1]. Biatka ARR-B taczac si¢ z sekwencjami promotorowymi ré6znych genow
CRG (ang. Cytokinin Regulated Genes) moga wplywac takze na inne kaskady czyn-
nikéw zaleznych od obecnosci CK, m.in. CRF (ang. Cytokinin Response Factor)
[94] czy GeBP/GPL (ang. Glabrous 1 enhancer-Binding Protein/Glabrous-Like)
[10], co w konsekwencji wyzwala okreslong odpowiedz fizjologiczna.

SZLAK SYGNALOWY CK - PODSUMOWANIE

Podsumowanie dotyczace szlaku CK przedstawiono na ryc. 5. Wszystkie ele-
menty szlaku przekazywania sygnatu CK (receptory, biatka AHP, RR) pojawily si¢
w toku ewolucji bardzo wczesnie, jednak dopiero rosliny ladowe (ok. 725 milionow
lat temu) wyksztatcity wlasciwg zdolnos¢ do odbioru bodzca [52]. Receptory CK,
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bedace hybrydowymi kinazami histydynowymi, sa pozytywnymi regulatorami ini-
cjowanego szlaku. Mutant A. thaliana ahk2 ahk3 ahk4 nie wykazuje odpowiedzi
na CK, co oznacza, ze w genomie tej rosliny nie ma innych biatek receptorowych.
Zastanawiajacy jest jedynie fakt, Ze potrojne mutanty nie sa letalne juz na etapie
embriogenezy. Stan wiedzy na temat receptorow jest zadowalajacy, ale niekom-
pletny, a kluczowa sprawa wydaje si¢ poznanie ich struktury krystalograficzne;.
Umozliwi to szczegdlowe opisanie sposobu i rodzajow oddziatywan pomiedzy do-
meng CHASE, a ligandem. W najblizszej przyszto$ci szuka¢ si¢ bedzie rowniez od-
powiedzi na pytania: jaka jest precyzyjna, subkomorkowa lokalizacja receptoréw?

btona ER ?

CKI1?

CRE1/WOL/AHK4
s

AHK3

"ARR-B JESN 1 R A
ARR-A
CRF '

Pierwotne geny odp. na CK

RYCINA 5. Percepcja i szlak transdukcji sygnatu cytokininowego. Szczegodty w tekscie. Na podstawie
[110], zmodyfikowane

FIGURE 5. Perception and signal transduction pathway of cytokinins. Details in the text. According
to [110], modified
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Czy funkcjonujg one takze jako heteromery? Jak dochodzi do przekazywania sygnatu
pomiedzy btong a cytoplazma? W poréwnaniu do pozostatych fitohormondw, odbior
i przekazywanie sygnalu cytokininowego jest stosunkowo proste i podobne do dwu-
sktadnikowego bakteryjnego systemu regulacyjnego, gdzie obserwuje si¢ przeplyw
reszty fosforanowej His-Asp. Warto wspomnie¢, ze transdukcja sygnatu w uktadach
dwusktadnikowych rozni si¢ zasadniczo od typowej kaskady kinaz biatkowych, w kto-
rej jedna kinaza moze fosforylowac wiele docelowych bialek wplywajac w ten sposob
na wzmocnienie sygnatu. Przewazajace w roslinach KH typu hybrydowego wydtuza-
ja jednak tancuch przekazywania fosforanu (His-Asp-His-Asp), a tym samym zwigk-
szajg liczbe potencjalnych miejsc regulujgcych przeptyw informacji oraz rozszerzaja
mozliwosci komunikowania si¢ pomiedzy poszczegdlnymi szlakami sygnatowymi.

ETYLEN

Na poczatku XX w. zaobserwowano, ze etylen (ET) wywiera wptyw na wzrost ro-
$lin, ale nikt wtedy nie przypuszczal, Ze rosliny same wytwarzajg ten gaz. Okazato si¢
jednak, ze ET odgrywa istotna rolg w funkcjonowaniu roslin na wszystkich etapach
ich rozwoju poczawszy od kielkowania nasion, a na starzeniu organdéw skonczywszy
[117]. Zastosowanie technik biologii molekularnej i biochemii umozliwito komplek-
sowe poznanie szlaku przekazywania sygnatu etylenowego. Wiedzie on od ER do
jadra komorkowego, gdzie dochodzi do zmian aktywnosci transkrypcyjnej pierwot-
nych genow odpowiedzi na ET, co skutkuje powstaniem specyficznych odpowiedzi
fizjologicznych. Czytelnikom zainteresowanym tematyka zwigzang zarowno z bio-
synteza, percepcja i transdukcjg sygnatu, jak i wptywem ET na poszczegolne procesy
polecamy obszerne opracowanie autorstwa van der Ent i Pieterse, 2012 [133].

ETR1/2, ERS1/2 1 EIN4 - RECEPTORY ET

Pierwsze informacje na temat receptora ET pochodzg z lat 60. XX w., jednak
dopiero pod koniec lat 80. wyselekcjonowano mutanta etr/ (ang. ethylene response
1) A. thaliana niewrazliwego na ten hormon. W pdzniejszym czasie zidentyfikowa-
no 4 kolejne receptory: ETR2 (ang. Ethylene Response 2), ERS1/ERS2 (ang. Eth-
vlene Response Sensor 1/2) 1 EIN4 (ang. Ethylene Insensitive 4) [21, 117]. Druga
rosling, u ktorej prawdopodobnie poznano wszystkie geny kodujace receptory ET
jest pomidor [56]. Jego genom zawiera 6 genéw kodujacych biatka homologiczne
z ETR1 lub ETR2 (LeETR1-6). Szereg pojedynczych gendow sklonowano rowniez
u takich roslin jak meczennica jadalna, melon, fasola, ogorek, pelargonia, gozdzik,
tyton, r6za, mango, brzoskwinia czy szczaw [58].
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RYCINA 6. Rodzina receptorow ET u A. thaliana bgdacych kinazami histydynowymi (podrodzina I)
lub serynowo-treoninowymi (podrodzina II). Szczegoty w tekscie. Na podstawie [21], zmodyfikowane
FIGURE 6. The family of ET receptors in 4. thaliana which are histidine kinases (first subfamily) or
serine-threonine kinases (second subfamily). Details in the text. According to [21], modified

Wiekszo$¢ receptorow poszezeg6dlnych fitohormonow funkcjonuje jako pozy-
tywne regulatory ich szlakow sygnatowych, natomiast w przypadku ET jest inaczej,
poniewaz wszystkie poznane receptory sa regulatorami negatywnymi [39]. Przy
braku ET tworza one kompleks z innymi kinazami CTR1 hamujac dalsze przeka-
zywanie informacji. W budowie receptorow mozna wyrdézni¢ domeng sensorowa,
GAF, kinazowg (przekaznik) i odbiorczg (ryc. 6). Znajdujaca si¢ na N-koncu biatka
domena sensorowa zakotwicza receptor w blonie ER umozliwiajac tatwy i szybki
dostep liganda [8]. W obrebie odcinkow transbtonowych znajduja si¢ rowniez miej-
sca odpowiedzialne za wiazanie hormonu — EBD (ang. Ethylene Binding Domain)
oraz kofaktora — Cu(l), a takze za dimeryzacj¢ receptorow. Cytoplazmatyczna do-
mena kinazowa wykazuje wysokie podobienstwo do kinaz histydynowych, w kto-
rych centrum katalitycznym wystepuje 5 kluczowych regionow (H, N, G1, F, G2).
Tylko ETR1 i ERS1 posiadajg wszystkie wymienione regiony, natomiast pozostate
receptory nie, co powoduje, ze funkcjonuja one jako kinazy serynowo-treoninowe.
Zbudowana z ok. 125 aa domena odbiorcza podobna jest do regulatora odpowiedzi
bakteryjnych kinaz dwusktadnikowych. Domena ta zlokalizowana jest na C-kon-
cach trzech sposrod pigciu receptorow (ETR1, ETR2 i EIN4) [21].

Poréwnujac sekwencje¢ nukleotydowa gendw, liczbg i potozenie intronow oraz
analizujac sekwencj¢ aminokwasowg kodowanych przez nie biatek, receptory ET
mozna podzieli¢ na dwie podrodziny. Do pierwszej naleza ETR1 i ERS1, ktore sa
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typowymi hybrydowymi kinazami histydynowymi posiadajgcymi w czes$ci N-konco-
wej trzy hydrofobowe regiony transbtonowe. W sktad II podrodziny wchodza ETR2,
ERS2 i EIN4 zawierajace dodatkowy czwarty fragment hydrofobowy, a w domenie
przekaznika posiadajace sekwencj¢ aminokwasowag w mniejszym lub wigkszym stop-
niu odbiegajaca od struktury pierwszorzedowej klasycznych KH. Biatko EIN4 ma
konserwowang reszte histydyny (motyw H), lecz nie posiada pozostatych motywow
uczestniczacych w wigzaniu ATP, ETR2 ma tylko motyw G2, a ERS2 nie zawiera
zadnego z pieciu motywow wystepujacych w przekazniku [51, 58]. Wszystkie recep-
tory ET ulegaja autofosforylacji, a obecno$¢ funkcjonalnej domeny kinazowej jest
konieczna dla przekazywania sygnatu. W polipeptydach obu podrodzin mozna takze
wyodrebni¢ ok. 200 aa fragment nazywany domena GAF (ang. cGMP binding phos-
phodiesterases, Adenylate cyclases, transcription factor FhiA). Domena ta wystepuje
w réznych biatkach sygnatowych organizmoéow prokariotycznych i eukariotycznych
[72], ajej funkcja w przypadku receptorow ET wigzana jest z dimeryzacjg i two-
rzeniem w blonie homodimerow. Wydaje si¢, ze moze ona wigza¢ mate ligandy, jak
np. tetrapirole czy nukleotydy, stanowiac miejsce dodatkowej regulacji aktywnosci
receptorow.

Badajac genetycznie zmodyfikowane biatko ETR1 wykazano, ze do zwigzania
ET istotnych jest 7 reszt aminokwasowych zlokalizowanych w obrgbie pierwszego
(Asp25, Tyr32, 1le35, Pro36) i drugiego (Ile62, Cys65, His69) odcinka transbtono-
wego [138]. Regiony te prawdopodobnie tworza kieszen wiazacg ET ijony Cu(l).
Trzeci region transblonowy przypuszczalnie stabilizuje strukture kieszeni. W wigza-
niu jonow Cu(l) uczestniczag dwa aminokwasy: Cys65 i His69, a w ich dostarczaniu
biatkowy transporter — RANI1 (ang. Responsive to Antagonist 1). Biatko ETR1 wigze
takze jony srebra, chociaz kompleks ETR1-Ag, wigzacy nadal ET, nie jest w stanie
przekaza¢ informacji do czgsci cytoplazmatycznej receptora [32]. Biatkiem A. thalia-
na, ktore z duzym prawdopodobienstwem wchodzi w interakcje z receptorem ETR1
jest RTE1 (ang. Reversion To Ethylene sensitivity 1) [17, 96]. Jest ono zlokalizowane
w blonie, ale jego funkcja nie zostata doktadnie okreslona. Przypuszcza sie, ze RTE1
wplywa na ETR1 poprzez modulacje jego aktywnosci [99]. Zidentyfikowany u pomi-
dora gen GR (ang. Green Ripe) okazal si¢ by¢ ortologiem genu kodujacego polipeptyd
RTEI [4].

BIALKO REPRESOROWE CTR1

W warunkach braku lub niskiego stezenia ET, aktywne biatko CTR1 (ang. Consti-
tutive Triple Response 1) funkcjonuje jako represor aktywnosci kolejnego sktadnika
szlaku sygnalizacyjnego — biatka EIN2. Gen kodujacy biatko CTR1 zidentyfikowano
analizujac mutanta c#r/, odznaczajacego si¢ fenotypem ciagltej odpowiedzi etyleno-
wej, nieustepujacej nawet po podaniu inhibitorow biosyntezy tego hormonu. U A.
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thaliana zidentyfikowano pojedynczy gen CTRI, natomiast u pomidora az trzy jego
homologi [133]. CTR1 jest kinaza serynowo-treoninowa zawierajaca 11 charaktery-
stycznych subdomen. Na N-koncu CTR1 zlokalizowana jest domena odpowiedzialna
za fizyczne oddzialywanie z domeng kinazowa i domeng odbiornika poszczegolnych
receptorow w obrebie btony ER. Interakcje receptor-CTR1 sg na tyle silne, ze biatka
funkcjonujg w postaci kompleksow (sygnatosomow) (ryc. 7A). Poczatkowo zakta-
dano, ze zwigzanie czasteczek ET powoduje oddysocjowanie CTR1 od kompleksu
sygnatowego. Z czasem pojawila si¢ rowniez koncepcja, ze derepresja szlaku sygna-
towego nastepuje wskutek zmian konformacyjnych powstatych w obrebie kompleksu
receptor-CTR1 po zwigzaniu ET [25]. W chwili obecnej, co najmniej w przypadku
receptora ETR2, postuluje si¢, ze moze dochodzi¢ do jego degradacji, ktora jest indu-
kowana zwigzaniem liganda [9]. Z kolei C-koniec polipeptydu CTR1 podobny jest do
biatek z rodziny kinaz Raf, co sugeruje istnienie w szlaku przekazywania sygnatu ET
kaskady kinaz MAP (ang. Mitogen Activated Protein kinase) [117]. W 2003 r. pojawi-
ly si¢ doniesienia wskazujace, ze biatko CTR1 A. thaliana funkcjonuje jako pierwszy
sktadnik kaskady kinaz MAPK fosforylujacej, m.in. biatko MPK6 [87]. Z czasem
okazato si¢ jednak, ze zarowno obnizenie, jak i zahamowanie ekspresji genu MPK6
nie zaburza odpowiedzi roslin na ET, co sugeruje, ze biatko MPK6 bierze udzial raczej
w regulacji biosyntezy ET, a nie w przekazywaniu jego sygnatu. Podobienstwo CTR1
do kinaz MAP ogranicza si¢ by¢ moze jedynie do wysokiej zgodnosci ich sekwen-
cji aminokwasowych [74]. Mimo to nigdy nie zakwestionowano catkowicie udzialu
kinaz MAP w szlaku etylenowym, a ich istnienie jest nadal sprawa kontrowersyjna.
Wyniki badan Yoo iwsp. z2008 r. wskazuja, ze inaktywacja kompleksu receptor
-CTRI1 przez ET skutkuje aktywacja kaskady kinaz obejmujacej MKK9 i MPK3, co
ostatecznie zmienia stan ufosforylowania czynnika transkrypcyjnego EIN3 [151].

Wisrod czynnikdow potencjalnie regulujacych aktywnos¢ domeny kinazowej zlo-
kalizowanej na C-koncu biatka CTR1, mozna wyr6zni¢ proces defosforylacji, biatko
14-3-3 czy kwas fosfatydowy (ang. Phosphatidic Acid, PA) (ryc. 7A). Najprawdopo-
dobniej przytaczenie biatka 14-3-3 do fosforylowanej reszty Ser259 stabilizuje od-
dziatywania pomiedzy N- i C-koncem biatka CTR1. Z kolei defosforylacja Ser259
przez bialko PP2A uniemozliwia zwigzanie 14-3-3, co skutkuje aktywacja domeny
kinazowej. W warunkach in vitro wykazano réwniez, ze domena C-koncowa moze
oddziatywac z PA, ktory jest najprostszym fosfolipidem wystgpujacym w blonie ko-
morkowej [133].

BIALKA EIN2 ORAZ ETP1/2 I EERS

Wszystkie znane reakcje roslin wywotywane przez ET wymagaja obecnosci
biatka EIN2 (ang. Ethylene Insensitive 2) (1294 aa, 141 kDa), co $wiadczy, ze jest
ono kluczowym elementem szlaku. Mimo to do chwili obecnej biatko to stanowi
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najwigksza niewiadoma w calym szlaku etylenowym. Niejasna jest takze subko-
morkowa lokalizacja polipeptydu, cho¢ sugeruje si¢ jego obecno$¢ w btonie ER
[5]. Gen kodujacy EIN2 poznano ponad 20 lat temu na podstawie analizy mutantow
niewrazliwych na ET. Mutanty te wykazywatly réwniez odporno$¢ na egzogennie
podany parakwat (herbicyd) i JA, co sugeruje, ze EIN2 jest zaangazowany rowniez
w powstawanie odpowiedzi roslin na stres. N-koniec biatkowego produktu (461 aa),
posiadajacy 12 hydrofobowych fragmentow transbtonowych, odpowiada za odbior
sygnalu ET od kompleksu receptor-CTR1, natomiast C-koniec (833 aa) zawiera
domeng CC (ang. Coiled Coil), odpowiedzialng za oddziatywania biatko-biatko.
Przyjmuje sig, ze ta czg$¢ peptydu odpowiada za przekazywanie sygnatu do ko-
lejnych komponentoéw szlaku, gdyz transgeniczne linie 4. thaliana z nadekspresja
C-koncowego fragmentu biatka EIN2 charakteryzuja si¢ konstytutywna aktywacja
odpowiedzi etylenowych [117].
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RYCINA 7. Szlak sygnalizacji etylenowej. (A) Interakcja pomigdzy receptorem ETR1, a kinaza sery-
nowo-treoninowa CTR1 po zwigzaniu czasteczki hormonu; (B) Kompleksowy model odbioru i prze-
kazywania sygnatlu ET, ktéry prowadzi do wyzwolenia okre$lonej odpowiedzi fizjologicznej. Szcze-
goty w tekscie. Na podstawie [110, 133], zmodyfikowane

FIGURE 7. Ethylene signaling pathway. (A) Interaction between ETR1 receptor and serine-threonine
kinase CTR1 after hormone molecule binding; (B) A comprehensive model of ethylene perception
and signal transduction pathway, which leads to the liberation of a particular physiological response.
Details in the text. According to [110, 133], modified
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Istotnym krokiem w zrozumieniu mechanizméw funkcjonowania biatka EIN2
bylo zidentyfikowanie dwoch biatek FBP (ang. F-Box Protein), a mianowicie ETP1
1 ETP2 (ang. EIN2-Targeting F-box Protein 1 and 2). Uczestnicza one w proteat
somalnej degradacji EIN2, bowiem sg elementem specyficznych ligaz biatkowych
E3 typu SCFEPVETP2[93]. Wyniki badan wykazaty rowniez, ze ETP1/ETP2 bezpo-
srednio wchodza w interakcje z wysoce konserwowang domeng znajdujaca si¢ na
C-koncu biatka EIN2. W przypadku braku lub bardzo niskiego stezenia ET, poziom
ETP1 i ETP2 jest wysoki, co skutkuje brakiem biatek EIN2. Z kolei w przypadku
wysokiego stezenia ET, obniza si¢ zawartos¢ ETP1 i ETP2 i konsekwentnie zwigk-
sza EIN2, co powoduje aktywacj¢ dalszych elementoéw szlaku. Na ilos¢ biatka EIN2
w komorce wptywaja wszystkie elementy szlaku etylenowego znajdujace si¢ po-
wyzej EIN2 (receptory, CTR1), poniewaz modulujg one stabilno$¢ zarowno ETP1,
jak 1 ETP2. Z kolei elementy szlaku znajdujace si¢ ponizej EIN2, czyli np. EIN3
1 EIL1, nie uczestnicza w regulacji wyzej opisanych proceséw [93]. U podwojnego
mutanta etpl etp2 dochodzi do wysokiej akumulacji EIN2, co skutkuje ciagta od-
powiedzig etylenowa i specyficznym fenotypem ros$lin, podczas gdy nadekspresja
genu ETP] lub ETP2 u ro$lin poddawanych ciaggtej aplikacji ET i tak przyczynia si¢
do obnizenia stezenia EIN2 i czyni rosliny transgeniczne niewrazliwymi na ten hor-
mon. Do chwili obecnej nie poznano jednak mechanizmu regulacji poziomu biatek
ETP1/ETP2 przez ET.

Innym biatkiem majacym wpltyw na stabilnos¢ EIN2 jest EERS (ang. Enhan-
ced Ethylene Response 5) posiadajace charakterystyczng domen¢ PAM (ang. Pro-
teasome cop9 initiation factor Associated Module). EERS bezposrednio oddziatluje
z C-koncem EIN2 i uchodzi za jego negatywny regulator ze wzgledu na mozliwos¢
skierowania EIN2 na zalezng od ubikwityny proteasomalng degradacj¢. Co cieka-
we EIN2 dziata ponizej EERS lub jest nawet jego substratem w szlaku ET. Nie
udowodniono jednak bezposrednio, ze EERS jest nieodzownym czynnikiem wpty-
wajacym na stabilno$¢ EIN2 w szlaku etylenowym, jednak jego wazna funkcja jest
bezsporna [133].

KASKADA CZYNNIKOW TRANSKRYPCYJNYCH

Biatko EIN2, w nieznany do chwili obecnej sposob, aktywuje jadrowe biatko
EIN3 (ang. Ethylene Insensitive 3), ktore zapoczatkowuje kaskade czynnikoéw tran-
skrypcyjnych. U 4. thaliana biatko EIN3 (628 aa, 69 kDa) kodowane jest przez gen
nalezacy do malej rodziny, w sktad ktérej wchodza dodatkowo EILI-EILS (ang.
EIN3-Like 1-5). Czynniki transkrypcyjne kodowane przez te geny stanowig kolej-
ne elementy kaskady regulujacej ekspresje genéw indukowanych przez ET. Bial-
ka EIN3 i EIL1 charakteryzuja si¢ najwickszym podobienstwem i przypisuje si¢
im udziat w wiekszosci reakcji na ET [29]. Geny kodujace biatka spokrewnione
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z EIN3 znaleziono réwniez u tytoniu, pomidora i fasoli [21]. Pod nieobecnos¢ ET
biatko EIN3 wigzane jest przez zawierajace kasete F biatka EBF1 i EBF2 (ang.
EIN3 Binding F-box factor 1/2) i przy udziale pozostatych elementéw kompleksu
ligazy E3 typu SCFEBFIEBE2 wwyznaczane do degradacji w proteasomach 26S [28].
Zwickszona produkcja ET powoduje z kolei zahamowanie degradacji i wzrost ilo-
sci EIN3. Mechanizm blokowania degradacji moze polegac¢ na wzroscie trwatosci
biatka EIN3, badz tez obnizeniu stezenia lub aktywnosci bialek EBF lub innych
sktadnikow kompleksu ligazy E3 typu SCF. EBF1 kontroluje najprawdopodobniej
poziom EIN3 przy niskich st¢zeniach ET, natomiast EBF2 przy wyzszych.
Wszystkie czynniki transkrypcyjne tworzace kaskady w sygnalizacji etyleno-
wej wiazg sie bezposrednio do sekwencji PERE (ang. Primary Ethylene Response
Element) promotoréw gendéw z rodziny EREBP (ang. Ethylene Response Element
Binding Protein). Biatka EREBP sa charakterystyczne tylko dla roslin. Pierwotnie
zidentyfikowano je u tytoniu i stwierdzono, ze wiaza si¢ one do sekwencji GCC
promotorow gendw regulowanych przez ET. EIN3, EILI1 i EIL2 wiaza si¢ w po-
staci homodimerow do krotkiego palindromowego regionu promotora genu ERF'/
(ang. Ethylene Response Factor 1) — EBS (ang. EIN3-Binding Site). ERF1 jest bial-
kiem z rodziny EREBP, ktore uczestniczy w reakcjach zahamowania wzrostu ko-
rzeni i hipokotyla, ale nie uczestniczy w tworzeniu haczykowatego zagiecia pedu.
Stwierdzono, ze poznane dotychczas biatka ERF1, ERF2 i ERFS5 petnig role akty-
watorow, natomiast biatka ERF3, ERF4, ERF7-ERF12 — represorow gendw wtor-
nych odpowiedzi etylenowych [21]. Poniewaz czgs¢ genéw aktywowanych przez
ET nie zawiera w swoich sekwencjach promotorowych zarowno miejsc EBS, jak
i kaset GCC, oznacza to, ze ich regulacja odbywa si¢ z pomini¢gciem EIN3 i ERF1.

SZLAK ETYLENOWY - PODSUMOWANIE

Podsumowaniem informacji o ET zawartych w poszczegdlnych podrozdziatach
jestryc. 7B. W szlakach sygnatowych zarowno CK, jak i ET stwierdzono wystepo-
wanie hybrydowych kinaz histydynowych. Cechg charakterystyczna dla sygnaliza-
cji etylenowej jest to, ze domeny kinazowe wszystkich poznanych receptorow sa
aktywne wowczas, gdy brak jest w ogole czasteczek ET lub gdy w wyniku mutacji,
domeny sensorowe nie moga fizycznie wigzac fitohormonu. Liczne wyniki badan
prowadzonych na transgenicznych siewkach A. thaliana i pomidora wskazuja row-
niez, ze zmiana liczby receptoréw w roslinie zmienia jej wrazliwo$¢ na ET. Wyla-
czenie w wyniku mutacji trzech lub czterech receptorow sprawia, ze znacznie mniej
endogennego ET jest potrzebne do inaktywacji pozostatych niezmutowanych recep-
torow. Receptory ET wykazuja takze funkcjonalng redundancje i wydaje sig, ze nie
r6znig si¢ powinowactwem do czgsteczek fitohormonu. Roznice pomigdzy poszcze-
gblnymi receptorami dotycza natomiast miejsca i czasu ekspresji ich genow, ktora
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w przypadku ERS1, ERS2 1 ETR? jest regulowana przez ET, podczas gdy ekspresja
pozostatych genow (ETRI, EIN4) nie podlega takiej regulacji [58]. Istnienie petli
sprzg¢zenia zwrotnego polegajace na zwigkszaniu puli receptoréw przez sam ET ma
istotne znaczenie dla funkcjonowania szlaku sygnatowego. Z jednej strony zwigk-
szanie liczby receptorow, bedacych negatywnymi regulatorami szlaku, prowadzi do
obnizenia wrazliwosci na hormon (desensytyzacja). Taki mechanizm ogranicza np.
rozprzestrzenianie si¢ nekrozy u pomidora, bgdacej nastepstwem infekcji patoge-
nami [12]. Z drugiej strony, wyniki licznych badan pokazuja, ze wigzanie ET z re-
ceptorami jest stosunkowo trwate. W przypadku ETR1 okres polowicznego rozpa-
du kompleksu hormon-receptor wynosi ponad 12h. W takiej sytuacji tylko synteza
nowych receptorow umozliwia roslinie natychmiastowg reakcj¢ na spadek stezenia
ET (resensytyzacja) [21, 72]. Pomimo, ze szlak percepcji i transdukcji sygnatu ety-
lenowego zostat stosunkowo dobrze poznany to istnieje jeszcze wiele pytan, ktore
wymagaja wyjasnienia, m.in. jaki jest doktadny mechanizm oddziatywan recepto-
row z biatkiem CTR1?

KWAS ABSCYSYNOWY

Kwas abscysynowy (ABA) jest seskwiterpenoidem syntetyzowanym przez or-
ganizmy trzech krolestw, a mianowicie grzyby, rosliny i metazoa [86]. Po raz pierw-
szy zostal odkryty i opisany u roslin okrytozalazkowych, gdzie dziata jako fitohor-
mon regulujacy wiele aspektow ontogenezy, tj. spoczynek i kietkowanie nasion
czy wzrost i rozwoj siewek [20]. ABA bierze rowniez udzial w procesie adaptacji
roslin do warunkow stresowych wywotanych zaréwno przez czynniki biotyczne,
jak i abiotyczne [23]. Wiele szczegotéw dotyczacych metabolizmu, transportu oraz
szlaku transducji sygnatu ABA zostalo juz opisanych [11, 80, 132, 134]. W ciagu
ostatnich kilku lat koncentrowano si¢ gtéwnie na poszukiwaniu biatka receptorowe-
g0, ktore bezposrednio wiaze hormon i wyzwala dalsza kaskade zdarzen charakte-
rystycznych dla ABA, wptywajac tym samym na fizjologi¢ calej rosliny. Poszuki-
wania wtasciwego receptora doprowadzity do wielu, czasami dyskusyjnych odkry¢,
ktore czgsto wraz z uptywem czasu byty dementowane [98], a nawet wycofywane
przez samych autorow [95]. W krotkim czasie pojawito si¢ kilka propozycji po-
tencjalnych receptorow, wsrod ktorych znalazta si¢ np. podjednostka H (CGLH/
GUNY) plastydowej chelatazy wbudowujacej jony magnezu do protoporfiryny X
[78, 112], biatko blonowe GCR2 [31, 64] oraz biatka GTG1 i GTG2 podobne do re-
ceptorow sprzezonych z biatkami G [89]. Okazato si¢ jednak, ze kluczem do sukce-
su moze by¢ osobliwa klasa matych, rozpuszczalnych biatek A. thaliana nalezacych
do rodziny PYR/PYL/RCAR (ang. Pyrabactin Resistance / PYRI-Like / Regulatory
Component ABA Receptor), ktora jednoznacznie posiada cechy wewnatrzkomor-
kowego receptora [65, 90]. Poznanie roli tych bialek mozna uzna¢ za wydarzenie
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przelomowe, a ksztaltujacy si¢ obraz odbioru przez komorke sygnatu ABA ujaw-
nia zaskakujaco prosty mechanizm wykazujacy pewne podobienstwa do tych, ktore
funkcjonuja w szlakach sygnatowych innych fitohormonéw. Z drugiej jednak stro-
ny prezentuje nowatorski szlak przekazywania sygnalu, mogacy stanowi¢ odrebng
$sciezke wspodtczesnych badan.

KOMPLEKS RECEPTOROWY PYR/PYL/RCAR

Biatka PYR/PYL/RCAR, pehiace role receptorow ABA, zostaty odkryte i opi-
sane w 2009 r. przez dwa niezalezne zespoty badawcze [65, 90]. Biatko RCAR1
zidentyfikowano technikg dwuhybrydowego systemu drozdzowego jako biatko
wchodzace w interakcje z fosfatazami ABI1 i ABI2 (ang. ABA Insensitive 1/2) [65].
Mechanizm tych oddziatywan polega na tym, ze biatko RCARI1 najpierw wiaze
ABA i dopiero w formie kompleksu oddziatuje z fosfatazami biatkowymi hamujac
ich aktywnos¢ katalityczng. Gen kodujacy drugie biatko PYR1 sklonowano wy-
korzystujac mutanta niewrazliwego na pyrabaktyne [90]. Jest to syntetyczna sub-
stancja wywotujaca u roslin odpowiedzi przypominajace efekty dziatania ABA,
gléwnie na wczesnym etapie kietkowania nasion. Znacznie stabszg odpowiedz na
ten zwigzek zarejestrowano w czasie pézniejszego wzrostu i rozwoju siewek, co su-
geruje, ze pyrabaktyna jest wysoce selektywnym agonista ABA nasladujacym tylko
okreslony typ dziatan hormonu w trakcie ontogenezy. Wyniki badan prowadzonych
na transgenicznych roslinach 4. thaliana wykazaty, ze mutant pyr! wykazuje feno-
typ zblizony do roslin typu dzikiego i w sposob klasyczny odpowiada na podanie
ABA [90]. Sugeruje to, ze w genomie tej rosliny istniejg inne geny, ktorych biatko-
we produkty sa w stanie rekompensowac utratg tego genu (tab. 1). Gen PYR! oka-
zat si¢ jednym z czternastu genow kodujacych biatka z charakterystyczna domeng
START (ang. Star-related lipid-Transfer), ktére posiadajg hydrofobowg kieszen
wigzaca ligand. Pozostale trzynascie biatek poznanych m.in. przez grupe Rodriqu-
ez’a i Schroeder’a, nazwano PYL1-13 (ang. PYRI-Like 1-13) [83, 107], a opisa-
ne wczesniej biatko RCAR1 okazalo si¢ biatkiem PYL9 [65]. Analizy potrdjnych
(pyrl pyll pyl4) i poczwornych (pyrl pyll pyl2 pyl4) mutantow wykazaty, ze cha-
rakteryzuja si¢ one znacznie zmniejszong wrazliwoscig na ABA zarowno w pro-
cesie kietkowania nasion, jak i wzrostu siewki [90]. Poczworny mutant wykazat
dodatkowo zmniejszong wrazliwo$¢ na czasteczki hormonu w procesie zamykania
aparatow szparkowych [83]. Zgodnie z oczekiwaniami nadekspresja genow PYL]
i PYL4 u potréjnego mutanta przywrocita fenotyp rosliny typu dzikiego [90]. Wyci-
szenie genu RCARI przy udziale interferujacego RNA spowodowato zmniejszenie
aktywnosci transkrypcyjnej pierwotnych genow odpowiedzi na ABA, podczas gdy
jego nadekspresja wzmocnita reakcje na podanie ABA [65]. Podobne efekty uzy-
skano tworzac mutanty z nadekspresjg m.in. genu PYL5 czy PYLS [104, 107].
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TABELA 1. Rodzina 14 biatek PYR/PYL/RCAR bedacych receptorami ABA u A. thaliana. Na pode
stawie [30, 82], zmodyfikowane
TABLE 1. Family of 14 proteins named PYR/PYL/RCAR which are ABA receptors in A. thaliana.
According to [30, 82], modified

PYR/PYL RCAR Nr z banku gmc’rw NCBI
PYR1 RCARI1 Atd4gl 7870
PYL1 RCARI12 At5g46790
PYIL.2 RCAR14 At2g26040
PYL3 RCARI13 Atl 273000
PYL4 RCARI10 At22385310
PYLS RCARS AtS 205440
PYLG RCARO At2240330
PYL? RCAR2 At4201026
PYLS RCAR3 Atigi3160
PYLO RCAERI1 Atl 201360

PYL10 RCAR4 Atd227920
PYL11 RCARS AtSg45860
PYL12 RCARG AtSe45870
PYL13 RCAR7 At4el 8620

Kluczowe dla kompleksowego zrozumienia mechanizmu wigzania czasteczek
ABA do receptora okazaty si¢ wyniki analiz krystalograficznych dotyczacych bia-
lek PYR1 [82, 106], PYLI [73, 77, 149] oraz PYL2 [73, 149]. Ich strukture trze-
ciorzedowa stanowi siedem wsteg B, jedna wydtuzona C-koncowa a-helisa oraz
krotkie odcinki a-helis w N-konicowej i1 srodkowej czesci polipeptydu. Przy udziale
grupy karboksylowej czasteczki hormonu wigzane sg w specjalnej kieszeni recep-
tora, ktora zawiera konserwowang reszt¢ lizyny i otoczona jest przez dwie petle
zlokalizowane pomig¢dzy wstegami B3/B4 oraz B5/B6. Gtowng funkcja tych petli
jest ograniczanie dostepu do kieszeni wigzacej ABA. Przed zwigzaniem czasteczek
hormonu obie petle sa wygigte na zewnatrz — czyli wejscie do kieszeni jest otwarte.
W momencie zwigzania ABA dochodzi do zmian konformacyjnych, ktére powo-
duja zgiecie petli 1 zamknigcie wejscia [77, 82, 106, 149]. Bardziej obrazowo petle
te opisuje si¢ jako swoistego rodzaju pokrywy lub zatrzaski [73]. W takiej sytuacji
mozliwe jest dalsze zwigzanie fosfataz biatkowych PP2C (np. ABI1 lub HABI1)
i powstanie kompleksu PYR1/PYL/RCAR-ABA-PP2C. Mechanizm blokowania
aktywnosci hydrolitycznej PP2C polega na tym, ze petla 3/p4 zawierajaca resztg
seryny znajduje si¢ w bliskim sasiedztwie z centrum katalitycznym fosfatazy i do-
chodzi do interakcji z resztg glutaminianu w wyniku czego fosfataza jest nieaktyw-
na. Udowodniono rowniez, ze fosfataza oddziatuje bezposrednio z ABA przyczy-
niajac si¢ w ten sposob do mocniejszego zwigzania hormonu w kieszeni [73, 77].
Niektorzy postuluja, ze oddziatujace z kompleksem PYR1/PYL/RCAR-ABA fos-
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fatazy biatkowe zastluguja na miano koreceptorow [73]. Inni uwazajg biatka PYR1/
PYL/RCAR za jedyne receptory i unikaja terminu koreceptor, gtéwnie dlatego, ze
wedtug nich hormon jest catkowicie zwigzany przez PYR/PYL/RCAR, a PP2C od-
dziatuje z nim tylko posrednio za pomocg czgsteczek wody [149].

Biatko PYL13, ktore posiada reszte glutaminy zamiast lizyny w miejscu gdzie
dochodzi do zwigzania ABA, nie wigze hormonu i tym samym PP2C [73, 82, 149].
Jego funkcja pozostaje wiec niejasna. Opisana zamiana kluczowego aminokwasu
decydujacego o roli danego biatka nie jest jedyna, a drobne roznice strukturalne
wsrod biatek PYR/PYL/RCAR odgrywaja prawdopodobnie istotng role w inte-
rakcjach miedzy receptorami i stereoizomerami ABA oraz pomi¢dzy receptorami,
a roznymi biatkami PP2C. Jesli wezmiemy pod uwage roznorodno$¢ rodziny biatek
PYR/PYL/RCAR, PP2C oraz SnRK2 staje si¢ jasne, ze szlak przekazywania sygna-
hu ABA moze by¢ znacznie bardziej skomplikowany, a ilos¢ mozliwych potaczen
pomigdzy poszczegdlnymi biatkami moze by¢ znaczaca. U podstaw tej réznorod-
nosci strukturalnej moze leze¢ rowniez funkcjonalna plastyczno$¢ rosliny, ktora jest
niezbedna w trakcie trwania calej ontogenezy w stale zmieniajacych si¢ warunkach
srodowiska. Mozliwe jest rowniez, ze niektore z bialek PYR/PYL/RCAR wigza
takze intermediaty biosyntezy lub metabolity ABA.

FOSFATAZY PP2C — REGULATORY NEGATYWNE

Udgziat fosfataz biatkowych PP2C grupy A (ang. Protein Phosphatase 2C group A)
zostat potwierdzony w sygnalizacji ABA duzo wczesniej niz udziat wewnatrzkomor-
kowego receptora, natomiast zagadke stanowita funkcja jaka petnig te biatka w od-
biorze bodzca i dalszym przekazywaniu informacji. Biatka PP2C odkryto i opisano
we wszystkich krolestwach, ale stanowia one wyjatkowo duza i r6znorodng rodzine
glownie u roslin [109]. Wsrdd najbardziej znanych biatek tej rodziny mozemy wyroz-
ni¢ ABI1/ABI2, HAB1/HAB2 (ang. Hypersensitive to ABA 1/2) oraz AHG1/AHG3
(ang. ABA Hypersensitive Germination 1/3). Wszystkie one biorg udzial w negatya
wnej regulacji sygnalizacji ABA, poniewaz wykazuja zdolno$¢ do bezposrednich od-
dziatywan z kinazami serynowo-treoninowymi hamujac ich aktywnos¢ katalityczna
[59, 131, 152] Wyniki badan wykorzystujacych techniki mikromacierzy DNA poka-
zuja, ze biatko ABII1 odgrywa kluczowa role w szlaku ABA, poniewaz pojedyncza
mutacja abil-1 zmienia ekspresje az 84,5% z 1354 genow regulowanych przez ten
fitohormon. Wyrazng funkcjonalng redundancje wykazuja najblizej spokrewnione
z ABI1 fosfatazy ABI2 i HAB1/2. Pozostate dwa elementy AHG1 i AHG3, tworzace
oddzielng galaz filogenetyczna, uczestnicza w szlaku ABA regulujacym kietkowa-
nie nasion. Ponadto AHG3 oddziatuje z kanatami K*-AKT2 z rodziny shaker oraz
z AKT3 transportujacymi do komorki jony potasu. Pojedyncze doniesienia sugeruja,
ze w sieci sygnatowej ABA uczestnicza takze niektore heterotrimeryczne fosfatazy
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PP2A, ktére w komorkach szparkowych posrednicza w aktywowanej przez ABA
produkc;ji tlenku azotu. W tym odgatezieniu szlaku sygnatowego wykorzystywane sa
czgsteczki sygnalne drugiego rzedu, tj. CADPR, InsP,, InsP,, DAG, ktorych udziat
w sygnalizacji ABA badany jest od wielu lat [142].

KINAZY SNRK2 I CZYNNIKI TRANSKRYPCYJNE
ABF — REGULATORY POZYTYWNE

Role pozytywnych regulatorow w szlaku transdukcji sygnatu ABA pehiag ki-
nazy nalezace do podrodziny SnRK2 (ang. 2 SNF1 (sucrose non fermentation 1)
— Related Kinases). U A. thaliana scharakteryzowano 10 kinaz tego typu, ale pierw-
sza odkryta u pszenicy (7riticum aestivum) byta kinaza PKABAT1. Jej wzmozona
aktywno$¢ katalityczna indukowana przez czasteczki hormonu, prowadzi do fos-
forylacji czynnikow transkrypcyjnych typu bZIP okreslanych jako ABF (ang. 4BA
responsive element Binding Factor). Inng kinazag SnRK2 zidentyfikowana u bobu
(Vicia faba) jest AAPK. Jest ona zaangazowana przede wszystkim w regulacje ru-
chu komérek szparkowych. Homologiem AAPK u A. thaliana jest biatko OST1/
SnRK2.6/SRK2E (ang. Open Stomata 1) petniace takg sama funkcje. Mechanizm
tego procesu polega na regulacji stanu ufosforylowania kanatéw SLACI1 (ang. Slow
Anion Channel associated 1) zlokalizowanych w btonie komorkowej przez kinazg,
ktora jest aktywna w warunkach wysokiego stezenia ABA (ryc. 8). Do kanatow
SLACT1 dotaczana jest grupa fosforanowa, co powoduje ich aktywacje i jednocze-
$nie wyptyw jonoéw Cl- z komoérki. W wyniku depolaryzacji btony wypustowe ka-
naty potasowe KAT1 (ang. potassium channel in A. thaliana 1) otwierajg si¢ przez
co zmniejsza si¢ rowniez zawarto$¢ jonow K. We wnetrzu komorki dochodzi do
wzrostu potencjalu chemicznego wody, ktora w zwiazku z tym wyptywa do komo-
rek sasiednich gdzie potencjat wody jest mniejszy. Dalszym skutkiem jest zmniej-
szenie turgoru i zamykanie komorek szparkowych. Role biatka OST1/SnRK2.6/
SRK2E potwierdzity rowniez wyniki badan nad mutantami, ktore wykazaty, ze ost1
jest niewrazliwy na ABA, a ro§liny charakteryzuja si¢ nadmierng utrata wody, ktora
transpiruje przez otwarte aparaty szparkowe nawet w warunkach silnej suszy [60].
Oprocz kontroli kanatéw jonowych, kluczowym wydarzeniem w szlaku transdukcji
sygnatu ABA jest aktywacja okre$lonych czynnikow transkrypcyjnych. Dwie inne
kinazy biatkowe A. thaliana — SnRK2.2 i SnRK2.3, nalezace do tej samej grupy
co OST1/SnRK2.6/SRK2E, fosforyluja czynniki transkrypcyjne ABF, tj. ABI3 czy
ABIS, ktore aktywuja z kolei ekspresje gendw majacych w promotorach motyw
ABRE (ang. ABA-Responsive Elements) [24, 83, 115, 152]. Inne czynniki typu AP2
(np. ABI4) tacza si¢ natomiast z sekwencjami promotorow bogatych w nukleoty-
dy GC. Podwojny mutant snrk2.2 snrk2.3 charakteryzuje si¢ catkowitym brakiem
wrazliwo$ci na ABA na etapie kietkowania nasion, jak i wzrostu korzenia [24].
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SZLAK TRANSDUKCJI SYGNALU ABA — PODSUMOWANIE

Przeglad biatkowych elementow szlaku sygnalowego ABA pokazuje, ze dzia-
laja one w kompleksowej sieci wzajemnych powigzan. Niektore z tych elemen-
tow tacza sygnalizacje ABA ze szlakami aktywowanymi przez czynniki stresowe,
a takze przez cukry, GA czy ET. Poznanie mechanizmu hamowania fosfatazy PP2C
przez kompleks PYR1/PYL/RCAR-ABA zmienilo dotychczasowe wyobrazenie
o mechanizmie funkcjonowania ABA [22, 30]. W warunkach braku lub bardzo ni-
skiego stgzenia aktywnych czasteczek hormonu (ryc. 8) biatka PYR/PYL/RCAR
wystepuja w formie homodimeru, natomiast fosfataza biatkowa PP2C z grupy
A oddziatuje z kinazg serynowo-treoninowa typu SnRK2, co prowadzi do jej defos-
forylacji. Mechanizm blokowania aktywnosci kinazy polega na konstytutywnej hy-
drolizie wigzania fosfoserynowego/fosfotreoninowego w petli aktywacyjnej SnRK2.

O ABA o o Kt
btona kom. OIO I depolar.

0ST1/5nRK2.6/SRK2E

ABI3 “ABF »
ABI4 jadro
ABIS l

I e
ABRE (c/tACGTggc)/ GC

APARATY
J_ SZPARKOWE

ABI1/2 cytozol
HAB1/2

AHG1/3 ;

0ST1/SnRK2.6/SRK2E

SnRK2.2

SnRK2.3

] Pierwotne geny odp. na ABA

RYCINA 8. Percepcja i transdukcja sygnatu ABA. Uwzgledniono zaréwno mechanizm regulujacy
ruchy aparatow szparkowych, jak i aktywacje czynnikow transkrypcyjnych zmieniajacych ekspresje
pierwotnych gendéw odpowiedzi na hormon. Szczegoly w tekscie. Na podstawie [110], zmodyfikowane
FIGURE 8. Perception and signal transduction of ABA. Takes into account both the mechanism regue
lating stomatal movements and activation of transcription factors changing the expression of hormone
response genes. Details in the text. According to [110], modified
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Taka sytuacja uniemozliwia w konsekwencji fosforylowanie czynnikow transkryp-
cyjnych ABF i aktywacje pierwotnych genéw odpowiedzi na hormon. W przypadku
wysokiego stezenia ABA w komodrce dochodzi do powstania kompleksu PYR1/PYL/
RCAR-ABA-PP2C, co powoduje autofosforylacje kilku reszt serynowych i treonino-
wych kinaz biatkowych. Trzy najlepiej poznane kinazy SnRK2 (SnRK2.2, SnRK2.3
1 SnRK2.6) fosforyluja czynniki transkrypcyjne ABF, ktore w formie ufosforylowa-
nej tworzg homo- lub heterodimery wigzane przez sekwencje ABRE/GC wystgpujace
w promotorach genoéw regulowanych przez ABA [73, 131, 143]. Kinazy kontroluja
takze stan ufosforylowania kanatow jonowych zlokalizowanych w btonie komdrko-
wej, przez co regulujg otwieranie i zamykanie komorek szparkowych. Eksperymen-
talna weryfikacja kaskady zdarzen rozpoczetych przez zwigzanie ABA z receptorem
sprawita, ze uwaga badaczy koncentruje si¢ w chwili obecnej na szukaniu odpowie-
dzi na pytania o funkcjonalna redundancj¢ pomigdzy 14. biatkami PYR1/PYR/RCAR
poznanymi u 4. thaliana, 10. fosfatazami grupy A PP2C i 10. kinazami SnRK2 [22,
82, 107]. Niektore z uzyskanych juz wynikow zwracajg uwage na zalezno$ci pomig-
dzy odpowiednimi receptorami PYR1/PYR/RCAR wchodzacymi w sktad tworzo-
nych kompleksow, a plastycznoscig i wrazliwoscig odpowiedzi na czynniki stresowe
[122, 143].

PODSUMOWANIE

Procesy zwigzane z odbiorem i przekazywaniem informacji pochodzacych ze
srodowiska, jak rowniez sygnalizacja migdzykomorkowa majg kluczowe znaczenie
dla prawidlowego wzrostu i rozwoju wszystkich organizmow. W ostatnich kilkuna-
stu latach intensyfikacja badan molekularnych doprowadzita do poznania wielu ro-
slinnych biatek receptorowych odgrywajacych kluczowa role w pierwszych etapach
odbioru bodzca. W przypadku trzech hormon6w roslinnych, tj. BR, CK i ET, funkcje
receptora pehni kinaza bialkowa, natomiast w szlaku ABA kinazy sa elementami dal-
szej kaskady zdarzen. Mimo wielu podobienstw, w szlakach sygnatowych tych hor-
monow istniejg rowniez réznice. Receptory ABA — PYR/PYL/RCAR zlokalizowane
sa we wngtrzu komorki [149], natomiast receptory pozostatych fitohormonow, tj. BR
— BRIl [61], ET — ETR1/2, ERS1/2 i EIN4 [8] oraz CK — AHK2/3/4 [43] zwigzane
sa z blonami, przy czym w przypadku BR jest to blona komdrkowa, a w pozostatych
sg to najprawdopodobniej wewnatrzkomorkowe btony ER. Czgsto mamy do czy-
nienia z wystepowaniem kompleksu receptorowego (receptor-koreceptor), np. BRI-
BAK, czy sygnatosomu ETRI-CTR1. W sygnalizacji ABA sprawg dyskusyjng jest
czy PYR/PYL/RCAR jest jedynym receptorem, czy tez fosfataze PP2C powinnismy
uzna¢ jako jego koreceptor. W przypadku CK pewne jest, ze receptor nie wchodzi
w interakcje z zadnym innym biatkiem.
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Zwigzanie bioaktywnych czasteczek hormonu powoduje rozne skutki. Najcze-
sciej dochodzi do aktywacji receptora bedacego pozytywnym elementem szlaku (BR,
CK, ABA). Czasami jednak, tak jak w przypadku sygnalizacji ET, aktywno$¢ recepto-
ra blokuje szlak prowadzacy do zmiany ekspresji pierwotnych genow odpowiedzi na
ten hormon. Dopiero zwigzanie ET prowadzi do dezaktywacji receptora, co w konse-
kwencji znosi represje szlaku (derepresja). Przekazywanie sygnatu w dwusktadniko-
wych systemach regulacyjnych opiera si¢ na przeptywie grupy fosforanowej z kinazy
histydynowej na regulator odpowiedzi. W odréznieniu od bakterii, u roslin czgsto po-
jawiaja si¢ dodatkowe moduty, ktore umozliwiaja przeptyw informacji miedzy ko-
lejnymi elementami szlaku. W przypadku CK szlak jest stosunkowo prosty i mato
skomplikowany, natomiast w sygnalizacji ET pojawiajg si¢ juz dodatkowe kaskady
fosforylacyjne. Dodatkowo regulacja aktywnosci licznych biatek regulatorowych be-
dacych sktadnikami szlaku zaréwno ET, jak i BR, odbywa si¢ poprzez ich selektywna
degradacj¢ w proteasomach 26S. Taki uktad pozwala roslinie efektywniej reagowac
na zmiany stezenia hormonu. Sygnat pochodzacy od BR komorki roslinne odbierajg
za posrednictwem receptorowych kinaz biatkowych, ktore fosforyluja reszty seryny,
treoniny i tyrozyny. Odkrycie podwojnej specyficznosci kompleksu receptorowego
jest nowoS$cig w $wiecie roslin, poniewaz do tej pory przypuszczano, ze fosforyla-
cja reszt tyrozyny jest wysoce specyficzna i charakterystyczna tylko i wylacznie dla
zwierzat. W przypadku sygnalizacji ABA mamy do czynienia z kinazami serynowo
-treoninowymu, ale tak jak wczesniej bylo juz wspomniane, nie pelnia one funkcji
receptorowej, a jedynie pozytywnego elementu szlaku sygnalowego tego hormonu.

Przedstawione w niniejszej pracy mechanizmy percepcji i transdukcji sygnatu
czterech, sposrdd siedmiu kluczowych grup hormonéw roslinnych sa wcigz dalekie
od pelnego zrozumienia i wymagaja dalszych badan, jednak ich waznos¢ nie podlega
zadnym watpliwosciom.
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