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The analysis of 14-3-3 gene family
Summary

The 14-3-3S constitute a family of highly homologous proteins, first discov-
ered in brain tissue and now thought to be present in all eukaryotic cells. Re-
cently, thirteen cDNAs in Arabidopsis, seven in human cells and six in potato
plant were found, all encoding highly homologous 14-3-3 protein isoforms.

While there is substantial progress in the identification of diverse partners
of 14-3-3 in recent years, at least two important questions need to be answered.
Is there any specificity within 14-3-3 isoforms in the binding of diverse part-
ners? Does this binding affects plant metabolism or physiology in vivo?

The significance of 14-3-3 protein in potato metabolism has been shown by
the use of transgenic plants in which 14-3-3 protein has been either increased
by the expression of a Cucurbita pepo cDNA or decreased by an antisense RNA
method. It was thus proposed that 14-3-3 protein affect the carbohydrate me-
tabolism in potato via the regulation of catecholamine synthesis.

To answer the question on isoform specificity, the isoforms gene promot-
ers were first analysed for specific domains content by the comparison with the
known sequences accumulated in database. Then, the promoter characteristic
was studied in transgenic plants transformed with reporter GUS gene under the
control of the 14-3-3 promoter. The data obtained strongly suggest that the
function of particular isoform at least partially derives from promoter specific-

ity.

Key words
14-3-3 gene, 14-3-3 promoter, transgenic potato, Arabidopsis thaliana, hu-
man cells.

1. Wstep

Biatka rodziny 14-3-3 sg szeroko rozpowszechnione i wyka-
zujg zdolnos¢ interakcji z onkogenami i regulatorami cyklu ko-
morkowego takimi jak kinaza Raf, antygen T, kinaza PI 3, fosfa-
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taza cdc25 (1) co sprawia, ze sg przedmiotem coraz szerszego zainteresowania jako
potencjalny czynnik w wewnagtrzkomdorkowym przenoszeniu sygnatow. Na specjalng
uwage zastuguje interakcja biatek 14-3-3 z enzymami metabolizmu cukrow jak syn-
taza fosfosacharozy (2), syntaza trehalozo-6-fosforanu (3,4) oraz udziat w syntezie
neurotransmiteréw (katecholamin, serotoniny) przez aktywacje hydroksylazy tyro-
zyny i tryptofanu, co sugeruje uczestnictwo biatka 14-3-3 w regulacji metabolizmu
cukrow (5). Biorgc to pod uwage oraz ich funkcje w regulacji reduktazy azotanowej,
biatka 14-3-3 jawig sie jako potencjalny koordynator syntezy zwigzkéw organicz-
nych biorgcych swéj poczatek z cukréw prostych i azotu amonowego.

2. Sekwencje kodujace izoformy biatka 14-3-3

Z danych literaturowych wynika, ze wszystkie dotad badane wielokomérkowe
organizmy eukariotyczne charakteryzuje duza ilos¢ izoform biatka 14-3-3 (6). W ko-
mérkach Arabidopsis thaliana wykazano obecnos$¢ 13 izoform, u pomidora 10, nato-
miast w komoérkach ludzkich zidentyfikowano 7 izoform.

W 1993 r. przygotowano biblioteke cDNA z kietkdw dyni Cucurbita pepo i wyizo-
lowano kompletng sekwencje kodujgca biatko rodziny 14-3-3. Nastepnie uzywajgc
jej jako sondy wydzielono i zsekwencjonowano wszystkie dotychczas poznane, ho-
mologiczne cDNA z trzech ziemniaczanych bibliotek: lisciowej, korzeniowej i epi-
dermalnej. Uzyskano szes¢ roznych cDNA kodujacych izoformy biatka 14-3-3 o ho-
mologii od 60 do 90% (7,5).

Na rysunku przedstawiono drzewo filogenetyczne sekwencji aminokwasowych
izoform 14-3-3 zidentyfikowanych w komérkach ludzkich, A. thaliana, pomidora
i ziemniaka. 1zoformy roslinne (z wyjatkiem Pi rzodkiewnika) tworza cztery grupy
oznaczone na A, B, C i D w obrebie ktorych izoformy sa blisko spokrewnione. Geny
wyizolowane z ziemniaka znajduja sie tylko w grupach B i C co ttumaczyé mozna
tym, ze nie wszystkie izoformy zostaty dotychczas sklonowane. Ogromna ilos¢ izo-
form sugeruje mozliwg ich swoisto$¢ tkankowa lub swoistos¢ w kontroli wewnatrz-
komorkowych proceséw.
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TFT8_Tom
TFT9_Tom
Mu(grf9)_Ara
lota(grfl2)_Ara
TFT7_Tom
Omicron(grfll)_Ara
Epsilon(grfl0)_Ara
Nu(grf7)_Ara
Upsilon(grf5)_Ara
Psi(grf3)_Ara
TFT4_Tom

29G_Pot
Omega(grf2)_Ara

Chi(grfl)_Ara
Phi(grf4)_Ara
20R_Pot
TFT5_Tom
16R_Pot
TFT6_Tom
30G_Pot
TFT2_Tom
34G_Pot

TFT3_Tom

Kappa(grf8)_Ara
Lambda(grf6)_Ara
TFT10_Tom
35G_Pot
TFT1_Tom
Epsilon_Hum
Eta_Hum
Gamma_Hum
Sigma_Hum

Tau/Theta_Hum
Zeta/Delta_Hum

Beta/Alpha_Hum
Pi(grf13)_Ara

Rys. Drzewko filogenetyczne genéw kodujgcych biatka rodziny 14-3-3.
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3. Analiza funkcji biatek 14-3-3 z ziemniakéw

w ciggu ostatnich lat przeprowadzono wiele badan, w ktérych technikami nor-
thern i western biotéw wykazano, ze wszystkie izoformy wystepuja w kazdym orga-
nie ziemniakoéw. W eksperymentach in vitro ustalono, ze biatka 14-3-3 reguluja ak-
tywnos$ci enzymoéw takich jak reduktaza azotanowa (NR), syntaza fosfosacharozowa
(SPS), hydroksylaza tyrozyny (TH) i syntaza skrobi (SS) (2,8). Biatka 14-3-3 hamujg ak-
tywnos¢ tych podstawowych enzyméw w przyswajaniu azotandw i regulacji meta-
bolizmu weglowodanéw. WysuneliSmy dwa przypuszczenia o istnieniu swoistosci
izoform w regulacji enzymow oraz mozliwej manipulacji metabolizmem przez zmia-
ne poziomu biatek 14-3-3 w komérkach ziemniaka. W tym celu dokonaliSmy represiji
syntezy pojedynczych izoform technikg antysensu. jako pierwsi zademonstrowalis-
my regulatorowy wptyw biatek 14-3-3 na wymienione aktywno$ci enzymatyczne
w warunkach in vivo oraz odkryliSmy nowg pochodng katecholamin w roslinach (nor-
metanefryne). Ponadto udokumentowaliSmy, podobny jak w komérkach ludzkich,
mechanizm wplywu katecholamin na polimer glukozy. W analizie uzyskanych roslin
transgenicznych wykazano, ze aktywno$¢ wspomnianych enzymow jest odwrotnie
proporcjonalna do ilosci biatka 14-3-3 (9,10). W dalszym ciggu pozostaje zatem ak-
tualne pytanie o sens istnienia wielu izoform biatka 14-3-3 w komérkach roslin
(11,12). Zmierzajgc do wyjasnienia tego problemu zwrdciliSmy sie w kierunku anali-
zy organizacji promotoréw roznych izoform.

4. Analiza promotoréw genéw 14-3-3

Pod wzgledem funkcjonalnym gen skfada sie z dwoch elementéw: z sekwencji
kodujacej, obejmujgcej nukleotydy niosgce informacje o budowie biatka, oraz se-
kwencji regulatorowej, ktérej zasadniczym elementem jest promotor. Sekwencja
promotorowa jest nosnikiem informacji dotyczacej ekspresji genu i determinuje czy
gen bedzie ekspresjonowany, ajesli tak, to z jaka intensywnoscia. Ponadto informa-
cje zakodowane w sekwencji nukleotydéw promotora okreslajg czas i miejsce eks-
presji genu. Promotory wyposazone sa w domeny, ktdre odbierajg sygnaty ze srodo-
wiska zewnetrznego, determinujgce aktywacje genu, np. w okresie suszy, badz po
infekcji patogenu. Nalezy podkresli¢, ze promotory ze wzgledu na sposéb kontroli
ekspresji genu podzieli¢ mozna na stabe i mocne takie, ktére zapewniajg konstytu-
tywnag ekspresje kontrolowanego genu oraz takie, ktdre determinujg ekspresje swo-
istg tkankowo. Promotory wrazliwe na dziatanie czynnikéw zewnetrznych mogg by¢
stymulowane badz hamowane rozmaitymi czynnikami srodowiskowymi, a m.in. ta-
kimi jak promieniowanie UV, chtdd, susza, zasolenie, itp.

Poréwnanie sekwencji nukleotydowej promotoréw gendéw kodujacych rézne
izoformy biatek 14-3-3 z komoérek ludzkich, A. thaliana i ziemniakéw, identyfikacja
domen regulatorowych wystepujgcych w obrebie tych sekwencji oraz weryfikacja
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funkcji domen przez analize ekspresji genu reporterowego uidA (13,14) kierowana
przez promotory gendéw 14-3-3 moze nas zblizy¢ do zrozumienia sensu istnienia tak
wielu izoform w kazdym organizmie.

5. Promotory genéw z ziemniaka

z uzyciem cDNA 16R i 20R kodujacych rézne izoformy wyizolowaliSmy z biblio-
teki genomowej DNA ziemniaka dwa kompletne geny i po zsekwencjonowaniu do-
konalismy analizy poréwnawczej ich sekwencji pod wzgledem swoistosci wigzania
czynnikéw transkrypcyjnych w oparciu na bazie danych TRANSFAC.

Znaleziono wiele motywOw sekwencyjnych wspierajacych hipoteze o tkankowo-
swoistej i regulowanej w rozwoju, ekspresji genéw. Najliczniej reprezentowanymi
sekwencjami sg te rozpoznawane przez czynnik transkrypcyjny Dof oraz sekwencje
E/ABRE regulowane przez kwas abscysynowy (ABA). Z analizy innych genéw wynika,
ze czynniki transkrypcyjne Dof sg aktywatorami transkrypcji w warunkach in vivo
(15). Ustalono roéwniez, ze w promotorze genu p-fazeoliny (P-phaseolin), E-boksy sg
zlokalizowane w wielu miejscach i dzialajg synergistycznie w regulacji ekspresiji
genu (16). Sugestie te potwierdzono w badaniach promotora genu swoistego dla na-
sion napA, gdzie skutkiem delecji E-sekwencji byt kompletny brak ekspresji genu na-
pinowego (17). E-sekwencja wigze réwniez czynnik transkrypcyjny Myc, ktéry uczest-
niczy w reakcjach indukowanych przez kwas abscysynowy. Wykazano, ze E-sekwen-
cja wigze biatko homologiczne do czynnika Myc indukowanego w odpowiedzi rosli-
ny na stres suszy (18).

Obecnos¢ dodatkowo miejsc wigzania czynnikbw Myb (-553, -438) i Myc (-878)
w promotorze 16R, w potaczeniu z silng indukcjg tych czynnikéw w stresie wodnym
sugeruje udzial bialek 14-3-3 w odpowiedzi na ten stres w reakcji regulowanej
przez ABA. Analiza ekspresji p-glukuronidazy pod kontrolg promotora 16R wykazu-
je, ze kwas abscysynowy zwieksza aktywnos¢ promotora. Znaleziono w analizowa-
nym promotorze liczne sekwencje AGAAA, ktorych obecnos¢ sugeruje, ze geny znaj-
dujace sie pod ich kontrolg sg regulowane w rozwoju (19). Na podstawie analizy we-
stern biot potwierdzo ekspresje izoformy 16R zalezng od etapu rozwoju liscia ziem-
niaka (20). W promotorze 16R zidentyfikowano tzw. element-300 (-206, TGHAAARK),
charakterystyczny dla genéw kodujgcych hordeine, gliadyne i glutenine, gdzie peni
role wzmacniacza. Czynnik transkrypcyjny JUN i GCN4 wigza sie do tego elementu
(21). Obecnos¢ w promotorze miejsca wigzania ARF sugeruje jego regulacje przez
auksyne. PotwierdziliSmy silng indukcje przez IAA reportera uidA znajdujacego sie
pod kontrolg promotora 16R.

Wykazano obecnos¢ wielu sekwencji, ktére sg wymagane dla silnej, regulowanej
Swiattem i tkankowoswoistej ekspresji, a posrdd nich sekwencje GATA, 1-domeny
i sekwencje GTI. Te ostatnie moga petni¢ funkcje stabilizacji komplekséw tran-
skrypcyjnych TFIIA-TBP-DNA.

BIOTECHNOLOGIA 3 (62) 95-106 2003 99



Jan Szopa, Tadeusz Czuj, Marcin tukaszewicz

Obecnos¢ w promotorze 16R miejsc wigzacych SEF4 sugeruje, ze element ten
dziata jako wzmacniacz ekspresji podobnie, jak to ma miejsce w genach kodujgcych
biatka zapasowe w soi (22), obecnos$¢ natomiast sekwencji EIRE w promotorze su-
geruje udziat biatek 14-3-3 w ztozonym mechanizmie odpowiedzi roslin na infekcje
patogenu i kwasu salicylowego.

Wykazalismy, ze aktywnos¢ genu GUS pod kontrolg promotora 16R jest ponad
dwukrotnie wyzsza juz po szesciu godzinach od infekcji wirusowej ziemniaka.
Ogromna ilo$¢ kopii biatka 14-3-3 w tkankach eukariontdw moze by¢ wynikiem
obecnosci w promotorze sekwencji SAR/MAR, ktére kotwicza DNA w blonie jadro-
wej i petnig funkcje wzmacniacza ekspresji. Obecnos¢ motywu sekwencyjnego
AATAGAAAA (-717), wysoce konserwowanego w genach regulowanych sacharozg
jest bardzo wazna dla aktywnosci promotora. Sugeruje to, ze promotor 16R jest sty-
mulowany sacharoza, co nastepnie udokumentowali$my przez pomiar aktywnosci
GUS kontrolowanego przez 16R.

W przeprowadzonej analizie ekspresji genu 16R metodami northern i western
biot wykazalismy, ze ta izoforma 14-3-3 ekspresjonuje sie w ziemniakach w sposob
zalezny od wieku tkanki. Najwyzszg ekspresje zaobserwowano w tkankach najmtod-
szych, a w szczegoélnosci w najmtodszych czesciach lisci i fodyg. Takg swoisto$¢ eks-
presji genu kontrolowanego przez promotor 16R uzyskano réwniez dla genu repor-
terowego. Najwyzsza ekspresje genu GUS zaobserwowano nie tylko dla komérek
merystematycznych, ale rowniez dla tkanek przewodzacych. Swoista ekspresja
w tkankach przewodzacych, jak réwniez fakt, ze promotor 16R jest indukowany sa-
charoza, sugeruje mozliwos$¢ udziatu biatek 14-3-3 w tadowaniu lub/i roztadowywa-
niu floemu. Obserwacje te czynig promotor 16R potencjalnie przydatnym w modyfi-
kacji genow charakterystycznych dla wigzek przewodzgcych.

Reasumujgc wszystkie wazne dla aktywnosci promotora elementy jego sekwen-
cji zidentyfikowane za posrednictwem bazy danych TRANSFAC znalazly potwierdze-
nie w analizie eksperymentalnej (23).

5.1. Analiza poréwnawcza promotoréw dwoch izoform (16R, 20R) ziemnia-
czanych

Obecnos¢ szedciu réznych izoform 14-3-3 w roslinie ziemniaka sugeruje swo-
isto$¢ ich ekspresji. Jednakze podczas analizy ro$lin transgenicznych z nadekspresja
i represja tych biatek nie uzyskano stosownych dowodéw. Dlatego poréwnano cha-
rakterystyczne elementy promotoréw, wyznaczone eksperymentalnie przez pomiar
aktywnosci GUS, dwoch izoform 16R i 20R, poszukujac potencjalnych réznic w ich
indukowalnosci (dane dotyczace promotora 20R sg przygotowywane do publikacji).
Oba promotory posiadajg liczne sekwencje rozpoznawane przez czynnik transkryp-
cyjny Dof, sekwencje E/ABRE regulowane przez ABA oraz Swiattem (GATA i GTI se-
kwencje). Promotory poza wspoOlnymi motywami rozpoznawanymi przez czynniki
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transkrypcyjne zawieraja szereg motywow, ktore je réznicujg. Sekwencja TATCCAT
lokalizuje sie w promotorze 20R w -977 pozycji i jest nazywana motywem amylazo-
wym {amylase box). Sekwencja ta zostala zidentyfikowana w 5’-koncu genu alfa-amy-
lazy ryzu, pszenicy i jeczmienia i jest wymagana dla represji genu przez sacharoze
w ryzowym genie Ramy3D kodujgcym alfa-amylaze (24). Element ten jest nieobecny
w promotorze 16R, ktéry ma jednak inng sekwencje (AATAGAAAA (-717)), konserwo-
wang i obecng w licznych genach regulowanych sacharoza.

Roéwniez nieobecna w promotorze 16R jest sekwencja CTCCCAC znajdujaca sie
w -379 pozycji 20R, ktéra jest znana jako C motyw i pierwotnie zidentyfikowana
W genie syntetazy asparaginowej (ASI) z grochu, ASI jest negatywnie regulowana
Swiattem. Motyw C i czynniki jadrowe rozpoznajgce te sekwencje zidentyfikowano
w wielu genach tytoniu i rzodkiewnika, ktérych transkrypcja jest hamowana przez
Swiatto (25).

ZidentyfikowaliSmy dwa inne elementy unikatowe dla promotora 20R, w -1028
pozycji znajduje sie element odpowiedzi na etylen i w pozycji -755 element odpo-
wiedzi na metale. Sekwencja AWTTCAAA zostata zidentyfikowana jako region odpo-
wiedzi na etylen w promotorze genu dojrzewania owocoéw i jako wzmacniacz w eks-
presji gendéw senescencji u gozdzika oraz wzmacniacz w genie transferazy glutationu
w pomidorach (26). Metale stanowig wazne czgsteczki efektorowe regulujgce eks-
presje genow. Sekwencja TGCRCNC w -755 pozycji promotora 20R byta wczesniej
rozpoznana jako element regulowany metalami (MRE, metal-regulated element) w ge-
nie mysim kodujgcym gen metalotioneiny {metallothionein-\). Metale ciezkie efektyw-
nie indukuja transkrypcje genu metalotioneiny, ktdra jest zalezna od obecnosci ele-
mentu MRE. Wykazano, ze czynnik transkrypcyjny SPI i indukowany cynkiem czyn-
nik MTE-1 wigzg sie do elementu MRE wzmacniajgc transkrypcje in vitro (27).

Inne dwie sekwencje nieobecne w promotorze 20R wymagajg podkreslenia,
a mianowicie TTGACC (-430 w 16R) i TTWTWTTWTT (-259 w 16R). Pierwsza z nich
jest sekwencjg korowg elementu odpowiedzi elisitora (EIRE), niezbednego sygnatu
w obronnosci roslin przed patogenem (28). Druga sekwencja nazywana T-boksem
jest charakterystyczna dla sekwencji SAR/MAR. Obecno$¢ sekwencji EIRE w promo-
torze 16R sugeruje udziat biatek 14-3-3 w mechanizmie obronnym roslin przed in-
fekcjg patogenng i stanowi element odpowiedzi na kwas salicylowy. Obecnos¢ licz-
nych biatek 14-3-3 w wielu tkankach jest najprawdopodobniej wynikiem istnienia
sekwencji SAR/MAR w promotorze. Przypuszcza sie, ze geny posiadajgce te sekwen-
cje wigza sie z macierza jadrowa i sg wysoce aktywne transkrypcyjnie.

6. Promotory genéw 14-3-3 * A. thaliana
Sekwencje nukleotydowa promotoréw trzynastu izoform rzodkiewnika pozyska-

no z publicznej bazy danych Tair (The Arabidopsis Information Resource, www.ara-
bidopsis.org) (29). Analize domenowg sekwencji przeprowadzono na bazie danych
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TRANSFAC dla rodlinnych czynnikéw transkrypcyjnych. Wynik tej analizy przedsta-
wiono w tabeli 1.

Tabela 1

Czynniki transkrypqgjne wigzace swoiste domeny w promotorach genéw 14-3-3 z A. thaliana i ziemniaka

1zoformy
A. thaliana Dof  E/ABRE GATA GTI AGAAA  ARF Etylen  EIRE  Sacharoza MRE Domena
i ziemniaka amylazowa
Epsilon 10 3 7 2 8 2 0 0 0 0 0
lota 6 5 5 5 4 0 1 0 0 0 0
Kappa 9 9 6 5 4 2 4 2 0 0 0
Lambda 17 6 7 5 5 0 0 1 0 0 0
Nu 5 5 13 4 2 1 1 1 0 0 0
Pi 4 6 13 3 0 1 1 0 1 0 0
Psi 5 5 9 2 2 0 1 0 0 0 0
Upsilon 9 4 8 2 2 0 1 1 0 0 0
Omega 9 2 6 5 5 1 0 2 0 1 0
Omicron 6 5 6 6 5 2 3 0 0 0 0
Phi 6 2 7 3 3 1 3 0 0 0 0
Chi 10 5 7 5 4 0 1 1 1 0 0
Mu 7 2 9 7 4 0 1 0 0 0 0
20R 17 8 4 3 0 2 1 0 0 2 2
16R 12 8 5 5 7 2 0 1 1 0 0

We wszystkich promotorach znaleziono liczne sekwencje wigzace czynnik tran-
skrypcyjny Doforaz sekwencje E/ABRE regulowane przez kwas abscysynowy. Podob-
nie do promotoréw gendw ziemniaczanych liczne sg réwniez sekwencje GATA i GTI
we wszystkich genach izoform z Arabidopsis. Analogicznie réwniez do promotorow
ziemniaczanych, promotory gendéw z Arabidopsis réznicujg sie pod wzgledem zawar-
tosci domen odpowiedzi na sacharoze, kwas salicylowy, etylen, auksyne oraz se-
kwencji reagujacej na jony metali. Tak tez tylko jedna izoforma pi nie posiada moty-
wu AGAAA charakterystycznego dla pytku, a izoformy iota, lambda, psi, upsilon, chi
i mu nie posiadajg motywow ARE regulowanych przez auksyne. Izoformy epsilon,
lambda i omega nie zawierajg motywu regulacji etylenem, a izoformy epsilon, iota,
pi, psi, omicron, phi i mu nie posiadaja motywu EIRE niezbednego dla odpowiedzi
na atak patogena. Tylko dwie izoformy sg potencjalnie regulowane sacharoza,
a mianowicie pi i chi. jedna zaledwie izoforma omega posiada element MRE odpo-
wiedzi na metale i zadna izoforma nie posiada motywu amylazowego, ktérego
obecnos¢ wykazano dla ziemniaczanego promotora 20R.

Takie zréznicowanie sugeruje, ze zasadniczym powodem istnienia wielu izo-
form gendéw 14-3-3 jest odpowiedz na warunki srodowiskowe. W dotychczasowej li-
teraturze jest tylko jedno opracowanie dotyczace analizy sekwencji regulatorowych
genow 14-3-3 z A. thaliana. Ustalono, ze promotor izoformy chi zawiera sekwencje
determinujgce swoistos¢ ekspresji w korzeniach i pakach kwiatowych (30).
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7. Promotory ludzkich genéw 14-3-3

Sekwencje nukleotydowag promotoréw siedmiu poznanych izoform pozyskano
z publicznej bazy danych NCBI. Analize domenowag sekwencji dla kregowcow prze-
prowadzono na bazie danych TRANSFAC (Matlnspector V2.2, http://trans-
fac.gbf.de/cgi-bin/matSearch/matsearch.pl) (31). Wynik tej analizy przedstawiono
w tabeli 2. Znaleziono liczne we wszystkich promotorach sekwencje wigzace czyn-
nik transkrypcyjny 1K2, generalne czynniki transkrypcyjne SPI i APl oraz domeny
GATAI i domeny GC. We wszystkich promotorach obecne sg réwniez sekwencje
swoistosci tkankowej (MYOD, LM02COM) oraz indukowane glukoza (Insi i Ins2).
W promotorach znajdujg sie sekwencje réznicujagce poszczegoélne geny i tak dome-
ny wigzace czynnik CREEP indukowane przez nadtlenek wodoru i UV sg charaktery-
styczne dla izoform eta, tau/teta i w mniejszym stopniu gamma, natomiast miejsca
wigzace ER odpowiadajgce na indukcje estrogenami sg tylko w promotorze izoform
sigma i zeta/delta. Tylko promotory beta/alfa, eta i sigma zawierajg miejsca wigzania
czynnika IRF regulowanego przez interferon, co oznacza, ze geny sg indukowane
w procesie infekcji. Jedynie promotory gendéw beta/alfa i zeta/delta nie posiadajg do-
meny AHRARNT indukowanej w procesie niedotlenienia. Dla promotoréw izoform
beta/alfa i sigma sg miejsca wigzace surowicze czynniki SRF {serum responce factor).
Najwiecej miejsc wigzacych dla aktywatorow transkrypcji GATAI posiada promotor
genu izoformy epsilon natomiast czynnik jUN, charakterystyczny dla onkogenow,
posiada tylko jedno miejsce wigzania i tylko w promotorze genu izoformy eta. Na
podstawie uzyskanych danych przypuszcza sie, ze poziom ekspresji poszczegoinych
izoform 14-3-3 jest regulowany podaza odpowiednich czynnikéw transkrypcyjnych,
jak réwniez, ze przypuszczalnie bez znaczenia sg r6znice w sekwencji kodujacej
genu. Natomiast musza by¢ spetnione okreslone warunki otoczenia (czynniki tran-
skrypcyjne) dla indukcji syntezy 14-3-3, a sg one okreslone w sekwencji promotora
genodw izoform.

Tabela 2
Czynniki transkrypcyjne rozpoznajace domeny w promotorach ludzkich genéw 14-3-3
Oznaczenie czynnika Beta/Alpha Epsilon Eta Gamma Sigma Tau/Theta  Zeta/delta
1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 IK2 20 - 17 19 18 22 5
2 SPI 9 1 16 15 4 23 —
3 API 6 3 3 5 7 3 10
3 AP2 2 4 8 1 10 4
3 AP4 5 2 8 14 4 11
4 GATA1_02 1 5 - - 1 - 9
4 GATA103 5 - - - - —
4 GATAL 04 - 5 - - - - _
4 GATAI_05 - 22 - - - - -
4 GATA2 02 1 2 - - 2 1 6
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2 3 4 5 6
GATA3_02 3 4 - 1
GATA_C 5 -

GC 10 1 10 14
MYOI) 1 - 1 1
LM02COMO1 2 - 2 3
LMO2COMO02 - 5
Insi 3 4
Ins2 6 3
CREBPICJUNOI -

ERQ6 - - - - 1 - 2
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VJUN_01 - _ 1 _ _ - _
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Uzyskane dane dotycza gtéwnie licznych czynnikéw transkrypcyjnych zidentyfi-
kowanych w komérkach nieroslinnych i trudne jest ich odniesienie do organizmow
roslinnych, jednak gdy te same sekwencje potraktowano jako roslinne i przeszuka-
no roslinng baze czynnikéw transkrypcyjnych to okazato sie, ze podobnie do genoéw
roslinnych, najliczniej reprezentowane sg sekwencje rozpoznawane przez czynniki
transkrypcyjne Dof, licznie reprezentowane sg tez sekwencje GTI i domeny G (tab. 3).
Obok podobienstw zaznaczajg sie tez swoiste réznice i tak, tylko beta/alfa zawiera
domene SRF indukowang czynnikami surowicy, promotor izoformy zeta/delta posia-
da miejsce wigzania czynnika ATHB1 odpowiadajgcego w roslinach za rozwdj lisci
natomiast izoforma epsilon posiada najwiecej miejsc wigzgcych czynniki SEF, cha-
rakterystycznych wzmacniaczy ekspresji gendéw kodujacych biatka zapasowe roslin.
Interesujgce jest, ze promotor izoformy beta/alfa posiada domene CHS, a wszystkie
izoformy z wyjatkiem zeta/delta posiadaje domeny PAL, co sugeruje, ze geny moga
by¢ indukowane promieniami UV oraz w odpowiedzi na infekcje patogenng. Dome-
ny te sg obecne w genach syntezy flawonoidéw u roslin. Niedawno stwierdzono, ze
w ziemniakach biatka 14-3-3 reguluja poziom syntezy flawonoidéw (10).

Tabela 3

Czynniki transkrypg'jne roslinne rozpoznajace swoiste domeny w promotorach genéw 14-3-3 ludzkich

Nazwa Beta-Alpha Epsilon Eta Gamma Sigma Tan-Theta Zeta-Delta
Dof 12 8 4 3 16 6 18
SRF 1 0 0 0 0 0 0
ATHBI 0 0 0 0 0 0 1
SEF 2 12 1 0 1 0 7
(efe]] 1 0 0 0 0 0 0
PAL 1 3 2 2 3 2 0
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8. Podsumowanie

Wysoka homologia sekwencji aminokwasowej izoform 14-3-3 wskazuje na ich
identyczna funkcje, co potwierdzono w licznych badaniach wtasciwosci organiz-
mow transgenicznych z nadekspresja i represjg izoform 14-3-3. Postawiono pytanie
0 sens istnienia wielu izoform tych bialek w organizmach eukariotycznych.

W przeprowadzonej analizie promotoréw gendéw kodujgcych izoformy biatek
14-3-3 wykazano, ze wszystkie zawieraja sekwencje rozpoznawane przez czynniki
transkrypcyjne Dof oraz sekwencje (GATA, GT, G) odpowiedzi na r6zne warunki Sro-
dowiskowe. Obok znaczacego podobienstwa, promotory rézni obecnos¢ swoistych
domen odbierajagcych sygnaly srodowiskowe. Posréd nich sg takie jak odpowiedzi
na infekcje patogena, etylen, metale, Swiatto, sacharoze, glukoze i sekwencje deter-
minujgce swoistos¢ tkankowa oraz regulujgce ekspresje genu w rozwoju organizmu.

Obecnos¢ i réznorodnos¢ swoistych dla danego promotora motywow sekwen-
cyjnych gendéw 14-3-3 nasuwa przypuszczenie, ze petniona przez te wysoce homolo-
giczne biatka funkcja jest zblizona natomiast pojawienie sie izoform jest wynikiem
indukcji swoistej domeny promotorowe;.
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