Artykuty Struktura
przegiqdowe | organospecyficzna
ekspresja genow

kodujacych roslinne

biatka klasy PR10

Michat M. Sikorski

Jacek Biesiadka

Instytut Chemii Bioorganicznej
Polska Akademia Nauk
Poznan

1. Reakcje obronne roélin indu-
kowane przez stres

1.1. Wprowadzenie

osliny ladowe nalezg do najwie-

kszej grupy organizméw autotrofi-

cznych, stanowigc Zrédto pozywienia dla
heterotroféow. Konsekwencjg tych za-
leznosci byto rozwiniecie przez rostiny
efektywnych mechanizméw obronnych
chronigcych je przed pasozytami i pa-
togenami. Pomino istnienia duzej licz-
by grzybow i bakterii rozkladajgcych
martwy materiat roslinny, tylko nieli-
Czne organizmy patogeniczne majg zdol-
no$¢ kolonizowania zywych roslin. Ro-
$tiny atakowane przez patogeny rozwi-
nety liczne reakcje obronne, do ktérych
naleza: szybka, zlokalizowana S$mierc
komdrek gospodarza (ang. hypersensiti-
ve response, HR), akumulacja fitoate-
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ksyn, synteza i odkladanie w $cianach komdérkowych zwigzkéw fenolowych
i biatek oraz synteza bialek obronnych (1,2).

1.2. Definicja biatek obronnych

Biatka obronne (ang. pathogenesis-related (PR) proteins) sg to biatka ko-
dowane przez genom rosliny, indukowane specyficznie w odpowiedzi na in-
fekcje patogenem lub w innych sytuacjach stresowych (zranienie, dzialanie
promieniowania UV, zanieczyszczenia chemiczne $rodowiska, itp.) (3). Eks-
presja biatek obronnych jest regulowana na poziomie transkrypcji poprzez
specyficzne biatkowe czynniki transkiypcyjne trans oddziatujace z sekwen-
cjami regulatorowsmii cis promotoréw genéw biatek obronnych. Transdukcja
sygnatéw w komérkach poddanych dziataniu czynnikéw stresowych zachodzi
w sposob ztozony, gléwnie poprzez aktywacje specyficznych kinaz biatko-
wych, fosforylujacych czynniki transkrypcyjne. W przenoszeniu sygnatu po-
miedzy roznymi czeSciami rosliny prawdopodobny jest udziat fitohoimonow:
kwasu abscysynowego ABA, kwasu jasmonowego JA, kw™asu salicylowego
SA, etylenu CH2CH2, cytokinin i oligopeptydu systeminy.

Biatka obronne sg elementami mechanizméw stanowigcych bariere przed
rozprzestrzenianiem sie patogena poza miejsce infekcji lub zranienia, nie-
ktére z nich petlnig rowniez bardziej ogo6lne funkcje, zwigzane ze zmiang
stanu fizjologicznego komorki poddanej stresowi.

1.3. Klasyfikacja biatek obronnych

Klasyfikacja biatek obronnych oparta jest na ich funkcji biologicznej lub
podobienstwie strukturalnym oraz wtasciwos$ciach fizykochemicznych (pl, ru-
chliwo$é elektroforetyczna, krzyzowa reakcja immunologiczna), jezeli aktyw-
nos$¢ biatka nie jest znana. Na podstawde tych wtasciwosci wyréznia sie obe-
cnie 12 klas roslinnyeh biatek obronnych (3-5) (tab. 1).

Tabela 1
Klasyfikacja biatek obronnych (wg 3,4.5)

Klasa Charakterystyka i funkcja biatka
1 2
biatka przeciwgrzybowe
zostaty zidentyfikowane w lisciach tytoniu infekowanego TMV. Kwasne biatka
o Mr ok. 15000 zlokalizowano w przestrzeniach miedzykomoérkowych lisci.
Zasadowe biatka klasy PR-1 wystepujg w wakuolach. Aktywno$¢ nie Jest znana
1,3-p-glukanazy
zidentyfikowano trzy klasy 1,3-p-glukanaz indukowanych w odpowiedzi na
PR-2 patogeny: zasadowe (klasa |) i kwasne (klasa 11 i 111). Biatka klasy Il i 1ll ulegaja
sekrecji do przestrzeni miedzykomoérkowej, a biatka klasy | gromadzone sg
w wakuoti

PR-1
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PR-3

PR-4

PR-5

PR-6

PR-7

PR-8

PR-9

PR-10

2
chitynazy
do biatek PR-3 natezg 4 grupy chitynaz;
klasa | — zacadowe, wystepujgce w wakuoli,
klasa 11 — kw'asne, zlokalizowane pozakomorkowo,

klasa IV — podobne do klasy | (delecje w domenie katalitycznej i cysteinobogatej),
klasa V — zasadowe, wykazujace 30% podobienstwa z bakteryjnymi egzochi-
tynazami

biatka wigzgce chityne (ang. Win-Like Proteins)
biatka pozakomdérkowe o 13 000- 15 000, posiadajg sekwencje zblizong do
biatek Win, indukowanych pod wptywem zranienia. Doktadna funkcja biologiczna
biatek klasy PR-4 nie jest znana

osmotyny (ang. Thaumatin-like Proteins)
biatka indukowane pod wplywem infekcji wirusowej i grzybowej w tytoniu
i innych roslinach (M» 22 000 - 25 000). Wykazuja 65% podobienstwa
z taumatyna i 57% podobienstwa z inhibitorem trypsyny ! a-amylazy z nasion
kukurydzy oraz 65% podobienstwa z osmotyng z hodowli komoérkowych tytoniu.
Wykazujg dziatanie przeciwgrzybowe, jednak dokiadna rola w mechanizmie
obronnym nie jest znana
inhibitory proteaz (ang. Pis)

biatka wykryte w zranionych i infekowanych przez patogeny lisciach pomidora
i ziemniaka. Powodujg inhibicje zwierzecych proteaz, m.in. trypsyny i chymotiy”p-
syny, endoproteinazy serynowej pochodzenia grzybowego i bakteryjnego. Biatka
ulegajg akumulacji w wakuolach. Opisano dwie grupy biatek PR-6: PI-1 (M 8000)
i PI-Il (Mr 12 500). Indukcja biatek PI nie ogranicza sie do miejsca zranienia,
lecz zachodzi systemicznie, w catej roslinie

proteinazy
znane sg dwie alkaliczne endoproteinazy indukowane w odpowiedzi na patogeny:
P69 (Mr 69 000) i P70 z lisci pomidora. Ich rola w mechanizmie obronnym nie
jest znana

lizozymy/chitsmazy (klasa ni)
indukowane lokalnie i systemicznie przez infekcje grzybowe, bakteryjne i wiru-
sowe. Sg to pozakomoérkowe endochitynazy o Mr 28 000, wykazujace wysokie
podobienstwo do dwufunkcyjnego, zasadowego llzozymu/chitynazy z Partheno-
cisLis quinquifolia. Znane sa dwie formy chitynaz klasy Ill, zasadowe o silnej
aktywnosci lizozymu oraz kwasne, nie hydrolizujgce $cian bakteryjnych

peroksydazy
peroksydazy  indukowane przez stres  zlokalizowano jako  biatka
zewnagtrzkomoérkow”e. Petnig nastepujace funkcje w mechanizmie obronnym
rodlin: 1) katalizujg rozktad H202, 2) uczestniczg w syntezie suberyny, 3)
lignifrkacji $cian komoérkowych, 4) tworzeniu wigzah miedzyczasteczkowych oraz
5) inaktywacji enzymo6w gospodarza i patogena przez utlenione zwigzki fenolowe

wewnatrzkomoérkowe biatka stresu (IPRs)
indukowane w lisciach przez patogeny i inne czynniki stresowe (zranienie, UV,
jony metali ciezkich), ulegajg konstsd;utywnej ekspresji w korzeniach. Biatka
majg charakter kwasny (Mr 16 000 - 18 000), ich aktywnos$¢ oraz funkcja biolo-
giczna nie sg znane. Zlokalizowane sg w cytoptazmie
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1 2
tioniny
biatka bogate w aminokwasy siarkowe (M" 5000), posiadajg 2:wartg strukture
PR-11 trzeciorzedowsg stabilizowana przez trzy lub cztery mostki dwusiarczkowe,
syntetyzowane sg jako prekursory i deponowane w wakuoalach, w postaci ciat
biatkowych i w $cianie komérkowej
defensyny

biatka zidentyfikowane w lisciach jeczmienia poddanych dziataniu patogena

PR-12 grzybowego Erysiphe graminis (M* 25 000-27 000). Biatka zlokalizowane sg za-
réwno wewnatrz- jak i zewngtrzkomérkowo. Funkcja biologiczna defensyn nie
jest znana

2. Biatka klasy PR10 (ang. Intracellular Pathogenesis-Related
Proteins of PRW class)

2.1. Definicja i nomenklatura biatek PR10

Biatka klasy PR10 wystepuja powszechnie u roélin jedno- i dwuliscien-
nych. Zostalty po raz pierwszy zidentyfikowane jako biatka wewnatrzkomor-
kowe, indukowane pod wptywem elicitora grzybowego w hodowlach komor-
kowych pietruszki (6).

Poréwnanie sekwencji aminokwasowych, ustalonych na podstawie sekwen-
cji klonéw genomowych i cDNA wskazuje, ze biatka PRIO nie posiadaja pep-
tydu sygnalnego ani helis hydrofobowych, co sugeruje ich wystepowanie w cy-
tozolu (rys. 1). Stad tez pochodzi nazwa ,,wewnagtrzkomérkowe biatka zwia-
zane z patogenezg” (ang. Intracellular Pathogenesis-Related Proteins). Ponadto
biatka te maja charakter kwasny (pl 4.4-6.5), zbudowane sa ze 153-163
reszt aminokwasowych (Mr 16 000-18 000) i wykazujg odporno$¢ na dziata-
nie proteaz. Na podstawie analizy sekwencji genomowych i cDNA biatek PRIO
z roznych ro$lin wykazano, ze sg one kodowane przez liczne rodziny gendw.

Biatka PRIO wykazuja podobienstwo sekwencji aminokwasowych do aler-
genu pytkowego brzozy Betvl. Z tego wzgledu zaliczano je pierwotnie do
biatek rodziny Betvl (3). Identyfikacja w hodowlach komérkowych zen-szenia
Panax ginseng kolejnych homologicznych biatek, PgRNSI i PgRNS2, wyka-
zujacych aktywnos¢ rybonukleaz (7,8) byta podstawa do wprowadzenia nowej
nazwy dla tej klasy biatek — ribonuclease-like proteins.
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Tabela 2
Nomenklatura genéw i biatek klasy pr]0 (wg 3)

Sekwencja genomowg Sekwencja cDNA Nazwa biatka
XxYprlO.l (a) XxprlO.l (a) XXPRIO.I CA}
Xx — pieiwsze litery facinskiej nazwy systematycznej rosliny z ktérej pochodzi biatko PR 10,
1, 2, 3.... lub A, B, C, .. — oznacza kolejne homologiczne biatko PRIO kodowane przez te
sama rodzing gendw danej rosliny: Y — oznacza sekwencje genomowa kodujgca biatko PRIO,
PR — duze litery oznaczajg biatko PRIO; pr — mate litery oznaczajg sekwencje nukleotydowe.

W publikacjach dotyczacych biatek PRIO ukazujgcych sie do roku 1994
stosowano rdzne oznaczenia, wynikajace najczesciej z numeracji klonow cDNA
lub sekwencji genomowych. W roku 1994 vEm boon (3) zaproponowat jed-
nolite nazewnictwo gendw i biatek PRIO, przedstawione w tabeli 2, Ze wzgle-
du na cytowanie publikacji sprzed roku 1994, uzywane sa takze wczesSniej
stosowane nazwy biatek nalezgcych do klasy PRIO.

2.2. Organospecyficzna ekspresja biatek PRIO

W badaniach przeprowadzonych nad ekspresjg gendw (analiza transkiyp-
téw gendw na poziomie mRNA) i biosyntezg biatek PRIO (oznaczanie poziomu
produktow biatkowych metodami elektroforezy i analizy immunochemicznej)
oraz na podstawie poréwnania sekwencji aminokwasowych pokazano, ze in-
dukcja ekspresji gendéw prJO jest znacznie bardziej ztozona i odnosi sie nie
tylko do stanow patologicznych czy stresu abiotycznego. Okazato sig, ze biat-
ka PRIO ulegaja zréznicowanej ekspresji w réznych organach i tkankach,
a poziom ekspresji jest regulowany w trakcie rozwoju rosliny. Wskazuje to
na uniwersalng funkcje biatek PRIO w réznych stanach fizjologicznych ro-
$lin. Biorgc pod uwage podobienstwo sekwencji, whasciwosci fizykochemiczne
biatek oraz organospecyficzng ekspresje genéw, mozna wyro6zni¢ kilka grup
biatek klasy PRIO.

2.2.1. Alergeny pytkowe (drzew

Pyilki drzew sg jednym z gtéwnych czynnikdw wywotujacych symptomy
alergiczne u ludzi. Uczulenie wigze sie z utworzeniem kompleksu frakcji IgE
surowicy krwi z alergenem — biatkiem klasy PRIO (alergia TVpu 1). Najlepiej
poznanym alergenem pytkowym jest biatko Betvl brzozy biatej Betula verru-
cosa (Mr 17 500, 160AA) (9-11). W przeprowadzonych badaniach immu-
nochemicznych wykazano, ze IgE ponad 95% uczulonych pacjentéw dawato
pozytywng reakcje immunochemiczng z biatkiem Betvl (12). Alergeny izolo-
wane z pytkéw innych drzew nalezacych do rodziny Fagales, Alngl [Alnus
glutinosa) (13), Coral [Corylus auellana] (14) i Carbl (Carpinus betulus) (13).
wykazujg krzyzowg reakcje immunochemiczng z frakcjg IgE surowicy pac-
jentow uczulonych na alergen Betvl brzozy. Okreslenie struktury trzeciorze-
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dowej biatka Betvl (15) stanowi duzy postep w kierunku poznania funkcji
biologicznej alergenéw i homologicznych biatek klasy PR 10.

2.2.2. Alergeny pokarmowe warzyw i owocow

Oddzielng grupe bialek klasy PR10 stanowig alergeny zidentyfikowane
w korzeniach warzyw: selera Apium graveolens — Apigl (Mr 16 200, 153AA,
40% identycznosci z Betvl) (16), marchwi Daucus carota — CR16 (154AA)
(17) oraz w owocach drzew: jabtoni Molus domestica — Maldl (Mr 17 700,
159AA, 64,5% identycznosci z Betvl) (18,19) i wisni Pnmus avium — Prual
(Mr 17 700, 160AA, 59,1% identycznosci z Betvl) (20). Alergeny warzyw i owo-
coéw wykazuja krzyzowa reakcje immunochemiczng z surowicg anty-Betvl oraz
z surowicg ludzi uczulonych na te produkty z3Avieniowe oraz na pytki brzozy.
Poznanie struktury i molekularnego mechanizmu oddziatywania alergenéw
biatkowych klasy PR10 z uktadem immunologicznym cztowieka jest niezbedne
dla opracowywania testow diagnostycznych oraz dla celéw terapeutycznych.
Znaczna cze$¢ populacji (15-20%) uprzemystowionych krajow potkuli pétnocnej
klimatu umiarkowanego jest uczulona na alergeny pytkowe i pokarmowe, wy-
wotujace objawy alergii Typu | (ang. Type | IgE — mediated allergy).

2.2.3. Biatka PRIO regulowane rozwojowo, indukowane przez hormony
roslinne

Stwierdzono, ze biatka PRIO moga by¢ indukowane w rdéznych procesach
rozwojowych przez hormony roslirme: kwas abscysynowy, cytokining i etylen.

Kwas abscysynowy (ABA)

Zidentyfikowano dwa biatka PRIO grochu [Pisurn sativum) ABR17 i ABR18,
bedace gtownymi skladnikami syntetyzowanymi podczas desykacji nasion
(21,22). Oba biatka ulegajg zrdznicowanej ekspresji: biatko ABR18 wystepuje
w znacznej iloSci w okrywie nasiennej we wczesnych etapach rozwoju nasion,
natomiast w czasie desykacji jest syntetyzowane w zarodku. Nie jest wykry-
walne tuz po skietkowaniu, ale dodanie ABA indukuje jego synteze. ABR17
nie jest wykrywalne w okrywie nasiennej, natomiast pojawia sie w zarodku
przed osiggnieciem jego najwiekszej masy. Synteza ABR17 zachodzi podczas
kietkowania i wystepuje takze w* nie stresowanych lisciach. Silne wysuszenie
lisci jest zwigzane z 30-krothym wzrostem poziomu ABA i znacznym wzro-
stem poziomu mRNA dla biatka ABR17, podczas gdy ABR18 jest niewykry-
walne. Wykazano, ze poziom mRNA dla biatka ABR17 jest modulowany przez
ABA i ekspresja nie jest tkankowospecyficzna. Ekspresja genu ABR18 jest
natomiast ograniczona do okreslonych tkanek. Wystepowanie biatka ABR18
w okrywie nasiennej we wczesnym etapie rozwoju nasiona oraz obu biatek
w dojrzatym zarodku moze Swiadczy¢ o ich roli w mechanizmie obronnymi.

W rozwijajacych sie nasionach ciecierzycy Cicer arietinum wykryto trans-
krypt genu CaYprlOa (23). Analiza poziomu transkrypcji metoda Northern
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wskazuje na ekspresje genu CaYprlOa w czasie desykacji nasion. Wysoki
poziom mRNA obserwowano w suchych nasionach i w poczatkowej fazie
kietkowania, natomiast po 96 godzinach nastepowat gwattowny spadek. W kiet-
kujacych nasionach, po dodaniu egzogennego ABA, obserwowano Kilkukrot-
ny wzrost poziomu transkryptu CaYprlOa. Jednoczesne traktowanie Kietku-
jacych nasion ABA i etylenem znosito efekt indukcji przez ABA.

Cytokinina (zeatyna)

W 2-tygodniowych tkankach kalusa barwinka {Cathataranthus roseus) ho-
dowanych na poz}rwce zawierajgcej 5 |iM zeatyne wykrywano wysoki poziom
transkryptu oraz biatka T1 (Mr 16 805, 155AA, pl 6.55) (24), homologicznego
do opisanego wczesniej biatka ABR17. W hodowlach nie traktowanych hor-
monem obserwowano bardzo niski poziom zaréwno transkryptu Tl jak i pro-
duktu biatkowego. Biatko Tl wykazuje 40,4% identycznosci sekwencji ami-
nokwasowej z alergenem brzozy Betvl. Nie stwierdzono reaktiwnos$ci immu-
nochemicznej biatka Tl z przeciwciatem monoklonalnym Bipl oraz z czte-
rema innymi monoklonalnymi przeciwciatami (nr 14-18) alergenu Betvl, a tak-
ze z frakcjg IgE surowicy pacjentow uczulonych na pyiki brzozy. Funkcja
biatka Tl w tkankach kalusa barwinka nie jest znana, jakkolwiek jego aku-
mulacja zwiazana jest z podwyzszonym poziomem alkaloidéw, indukowanych
przez cytokininy. Duza homologia sekwencji aminokwasowej biatka Tl do
biatek PR10 indukowanych przez patogena lub zranienie moze sugerowac
jego udziat w mechanizmie obronnym.

Wiele reakcji obronnych roélin zwigzanych jest z jednoczesnym wzrostem
poziomu wtérnych metabolitéw i aktywacjg gendéw kodujacych biatka stresu.
Sg takze doswiadczalne dowody, ze odpowiedzi na stres sg wiasciwoscia
normalnego rozwoju roéliny (25). Ekspresja gendw soi: SAM22 {Glycine max
cv. Mandarin) i H4 [Glycine max cv. Williams) jest wykrirwalna w korzeniach
oraz w starzejacych sie liscieniach i liSciach. Transkrypcja genu SAM22 byla
indukowana w miodych lisciach przez zranienie, kwas salicylowy, elicitor
grzybowy (metyl viologen), nadtlenek wodoru lub fosforan sodu pH 6,9. Geny
te sg indukowane nie tylko przez czynniki stresowe, ale uczestniczg takze
w procesie rozwojowym rosliny. Akumulacja biatek PR10 w korzeniach i sta-
rzejacych sie tkankach jest zgodna z ich rolg w fizjologii stresu — korzen
ulega zranieniu podczas penetracji korzeni bocznych przez kore i epiderme
korzenia gtéwnego (typowy proces rozwojowy). W korzeniach i starzejacych
sie lisciach tubinu zéHego L. luteus réwniez stwierdzono wysoki poziom biatek
LIPRIO.IA i LIPRIO. IB (Sikorski i wsp., praca w przygotowaniu).

Biatko RH2 grochu (26), homologiczne do biatek klasy PR10 ulega eks-
presji specyficznie w komorkach epidermy korzenia w trakcie rozwoju post-
embrionalnego, kiedy rozpoczyna sie elongacja i wakuolizacja (na etapie po-
przedzajagcym tworzenie sie witosnikéw korzeniowych). Ekspresja genu rh2
jest skorelowana z przeksztatceniem sie protodermy w epiderme. W ten spo-
séb gen rh2 jest indukowany w specyficznym stadium rozwoju epidermy
korzenia i moze by¢ uwazany za gen regulowany i kontrolowany przez pro-
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cesy rozwojowe. Przypuszcza sie rowniez, ze biatko RH2 jest zaangazowane
w tworzenie konstytutywnego mechanizmu obronnego, bedgcego czeScig pro-
gramu rozwojowego epidermy korzenia, narazonego na dziatanie czynnikéw
stresowych $rodowiska.

Stwierdzono, ze gen kodujacy biatko PRIOA z Ulium longiflonun ulega tkanko-
wospecyficznej ekspresji tylko w tapetum, w fazie rozwoju mikrosporéw, kiedy
komorki tapetum stajg sie spolaryzowane, silnie sekrecyjne, a ich $ciany ko-
moérkowe ulegaja degradacji (27). Najwyzszy poziom transkrypcji genu prlOa
obserwowano w chwili najwiekszej zdolnosci sekrecyjnej. Nie obserwowano
natomiast transkrypcji tego genu w innych organach roéliny. Ekspresje tego
genu uykrywano w rozwijajacych sie pylnikach, nie poddawanych dziataniu
czynnikdw stresowych. Biatko PRIOA z L. longifLonim zbudowane jest z 157
AA (Mr 16 200, pl 5,2) i wykazuje 37% identycznosci sekwencji aminokwa-
sowej z alergenem brzozy Betvl i 54% identycznosci z biatkiem asparagusa
AoPRI. Funkcja biatka w rozwoju kwiatu L, longiflonim nie jest znana.

Dwa geny tubinu zoéttego LIYpriO.la i LIYprlO.Ib kodujgce homologiczne
biatka klasy PRIO — LIPRIO.IA i LIPRIO.IB (Mr 16 859 i 16 655, 156 AA
kazde) ulegaja tkankowospecyficznej ekspresji, regulowanej w czasie rozwoju
roéliny (28). Transkrypcja gendéw PRIO tubinu zéhego zachodzi w trakcie
pecznienia nasion i utrzymuje sie na statym poziomie w czasie rozwoju ko-
rzenia. Obserwowano réwniez wysoki poziom produktéw biatkowych, skore-
lowany z pojawianiem sie transkiyptéw mRNA. W ogonku liscia, lisciu i pyt-
kach kwiatowych stwierdzono obecnos¢ tylko biatka LIPRIO.IB. W roslinie
infekowanej bakteriami symbiotycznymi Bradgrhizobium sp. [LupiniLs] wido-
czny jest spadek poziomu obu biatek w dojrzatej brodawce, natomiast w sta-
rzejgcej sie — poziom biatlek PRIO znacznie wzrasta. Ekspresja zlokalizo-
wana jest w korze korzenia i brodawki. Nie wykrywano nigdy biatek PRIO
w tkance bakteroidowej (Sikorski i wsp. — praca w przygotowaniu).

Ostatnio wyizolowano z biblioteki cDNA korzeni tubinu infekowanych Bra-
dgrhizobium sp. [Lupinii§) dwa kolejne klony zawierajace sekwencje kodujace
biatka PRIO (Handschuh i Sikorski, dane nie publikowane). Poréwnanie se-
kwencji aminokwasowych ustalonych na podstawie sekwencji cDNA wskazuje
na 57-59% identycznosci z biatkami LIPRIO.IA i LIPRIO.IB tubinu. Tworzg one
nowg podklase biatek — PR10.2. Oba biatka ztozone sg ze 158 reszt amino-
kwasowych. Stosujac konsekwentnie proponowana nomenklature, nazwano je
odpowiednio L1PR10.2A i L1PR10.2B. Identyczno$¢ sekwencji aminokwasowych
tych biatek wynosi 91% (rys. 2 i 4). Obecnos¢ sekwencji kodujacych biatek
PR10.2 w bibliotece ekspresyjnej roslin infekowanych bakteriami symbiotycz-
nymi nasuwa pytanie czy geny prlO.2 ulegajg transkiypcyjnej aktywacji w tra-
kcie oddziatywan symbiotycznych. Wyjasnienie organospecyficznej ekspresji
genéw prl0.2a i prJ0.2b jest aktualnie przedmiotem badan w naszej pracowni.

Etylen (CH2CH2)

Etylen uczestniczy w regulacji licznych proceséw rozwojowych zachodzg-
cych w roélinach, zwigzanych ze wzrostem, rozwojem i starzeniem sie tkanek.
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dojrzewaniem owocdéw, a takze w odpowiedzi roslin na dziatanie czynnikdéw
stresowych. Indukcja etylenu zachodzi w roslinie w wyniku mechanicznego
uszkodzenia tkanek, stresu temperaturowego, stresu wodnego (zatopienie,
odwodnienie), dziatania zanieczyszczen srodowiska (jony metali ciezkich, ozon,
SO2), w wyniku infekcji wirusowej, patogenem grzybowym lub bakteryjnym.
Ze wzgledu na bardzo wysokie stezenie etylenu w tkankach poddanych stre-
sowi, okresla sie go mianem ,.etylenu stresowego”. Stwierdzono, ze etefon,
zwigzek uwalniajacy etylen, silnie indukuje ekspresje genu i akumulacje
biatka TsPRIOA w korzeniu i naziemnych czesciach koniczyny Trifolium sub-
terraneum (29). Po 24 godzinach dziatania etefonu poziom transkiyptu genu
TsYprlOa wzrasta 6,6-krotnie w korzeniu i 21-krotnie w tkankach nazie-
mnych cze$ci rostiny.

2.2.4. Biatka PRIO indukowane w warunkach stresu biotycznego
i abiotycznego

Najwiecej informacji o ekspresji gendw, ident)rfikacji sekwencji cDNA i se-
kwencji genomowych oraz analizy funkcjonalnej promotoréw dotyczy grupy
biatek PRIO, indukowanych pod wptywem dziatania réznych czynnikéw stre-
sowych (infekcja patogenami, zranienie, oddzial*nvanie zanieczyszczen $ro-
dowiska, promieniowanie UV). Najwcze$niej poznanymi biatkami PRIO byly
homotogiczne biatka PcPRI-1, PcPRI-2 i PcPRI-3 (kazde ztozone ze 155 ami-
nokwaséw) indukowane w hodowlach komorkowych pietruszki Peiroselinum
crispum pod wptywem eticitora grzybowego (Pep25) (30). Stwierdzono réwniez
obecno$¢ transkryptow gendw PRI in vitro w lisciach pietruszki inokulowa-
nych zawiesing sporéw Phytophtora megasperma f. sp. glycinea (31). Tech-
nikg hybrydyzacji in situ z sondg antysens wykazano wysoki poziom trans-
kryptu mRNA biatek PRI wokdt miejsca infekcji juz po 4 godzinach dziatania
patogena. Dalsze badania nad strukturg i ekspresja genéw prlO pietruszki
doprowadzity do identyfikacji fragmentéw regutatorowych WI, W2 i W3 roz-
poznawanych przez czynniki transkrypcyjne WRKYI, WRKY2 i WRKY3 (32,
33). Zidentyfikowano ich sekwencje kodujace i wykonano analize poziomu
transkryptow w trakcie dziatania stresu. Szybki wzrost transkryptow mRNA
gendéw WRKY w odpowiedzi na dziatanie elicitora Pep25 sugeruje, ze biatka
WRKYI,2 i 3 pelnig podstawowa role w transdukcji sygnatéw prowadzacych
od percepcji eticitora do aktywacji gendéw PRI pietruszki. Jest to obecnie
jeden z najlepiej scharakteryzowanych ukladéw roslina-patogen opisujacy
mechanizm regulacji ekspresji gendéw biatlek PRIO w odpowiedzi na stres.

Stosunkowo dobrze scharakteryzowano ekspresje biatek PRIO w oddzia-
tywaniu S. tuberosum z patogenem Phytophtora infestans (34-39). Zidentyfi-
kowano dwie sekwencje cDNA (pSTH-2 i pSTH-21), odpowiadajgce trans-
kryptom genéw kodujacych biatka StPRIOA i StPRIOB, ktore ulegaja aku-
mulacji w bulwach ziemniaka w odpowiedzi na zranienie i dziatanie eficitora
grzybowego (34-36). W lisciach poddanych zranieniu i infekcji P. infestans
wykrywano jedynie transkrypt STH-2. W przeprowadzonej analizie roslin trans-
genicznych transformowanych chimerycznym genem: promotor StYprlOa-~-
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-glukuronidaza (GUS) wykazano, ze ekspresja genu zachodzi organospecyfi-
cznie (37). Wysoka ekspresje wykrywano w bulwach, roztogach, todygach
i ogonkach lisci infekowanych P. infestans. W zranionych lisciach obserwo-
wano niski poziom ekspresji p-glukuronidazy, osiagajacy warto$¢ mierzalng
dopiero pod wptywem elicitora. Ekspresje biatka StPRIOA lokalizowano gtow-
nie w wigzce przewodzacej zranionej todygi i ogonka liscia, natomiast w nie-
stresowanych roélinach biatko StPRIOA akumuluje sie w znamieniu stupka
kwiatu. Wykazano specyficzng i rozwojowo regulowang ekspresje tego biatka
w znhamieniu kwiatéw, wystepujacg na znacznie wyzszym poziomie w kwia-
tach otwartych niz w zamknietych. Ekspresja biatka PRIOA w roznych war-
stwach komorek znamienia jest zroznicowana. Na podstawie analizy delecyj-
nej promotora genu StYprlOa wykazano, ze sekwencja regulatorowa odpo-
wiedzialna za wigzanie czynnikow transki™”pcyjnych PBFI i PBF2 (ang. PRIO
Binding Factors) do sekwencji ERE promotora (ang. Elicitor-Responsive Ele-
ment) znajduje sie we fragmencie promotora -135/-105, a ich aktywacja
zachodzi poprzez fosforylacje (38). Pozniej wykazcmo, ze za fosfoiylacje czyn-
nikéw transkiypcyjnych odpowiedzialna jest kinaza biatkowa C (ang. PKC —
protein kinase C) (39).

Transkrypty dwoch genow kodujacych homologiczne biatka PvPRI i PvPR2
fasoli PhaseoliLS vulgaris (89% identycznosci) wyodrebniono z biblioteki cDNA
skonstruowanej z mRNA zawiesiny komdérkowej traktowanej elicitorem grzy-
bowym z Colletotrichum lindemuthianum (40). Biatka PRIO fasoli kodowane
sg przez polimorficzng rodzing co najmniej 20 gendéw. Wyizolowano i ozna-
czono strukture nukleotydows tylko jednej sekwencji genomowej PvYprlO*c
(41). Na podstawie analizy transkryptow stwierdzono, ze rodzina genéw PRIO
ulega wysokiej ekspresji w korzeniu fasoli. W miodych i dojrzatych lisciach
ekspresja jest bardzo niska, ale obserwuje sie wzrost transkryptéw w lisciach
starzejacych sie i zainfekowanych patogenem. Stwierdzono takze indukcje
genéw PRIO w roslinach hodowanych w ciemnosci. W przeprowadzonej ana-
lizie aktywnosci genu chimerycznego: promotor PvprlO*c — GUS w trans-
genicznym tytoniu wykazano aktywno$¢ promotora w korzeniu, w czasie roz-
woju floemu i ksylemu todygi oraz w blaszkach starzejgcych sie lisci. Naj-
bardziej widoczng cecha ekspresji regulowanej rozwojowo byla specyficzna
lokalizacja aktywnosci GUS w kanatach przewodzacych znamienia kwiatow
w czasie pylenia. Infekcja mtodych lisci patogenem réwniez powodowata in-
dukcje aktywnosci GUS.

Korelacja tkankowospecyficznej i rozwojowo regulowanej ekspresji genéw
biatek PRIO z genami kodujacymi rybonukleazy potwierdza hipoteze o aktyw-
nosci rybonukleazowej biatek PRIO. Nie ma jednak szczegdtowych danych
o roli cytozolowych rybonukleaz w reakcjach obronnych ro$lin. Jest to za-
skakujgce, poniewaz cytozol jest gtdbwnym miejscem, gdzie zachodzi degra-
dacja mRNA (42). Podwyzszony poziom trzech biologicznie réznych lybonu-
kleaz obserwowano w procesie starzenia lisci pszenicy. Aktywnos¢ dwdch
rybonukleaz wzrastata w wyniku stresu $wietlnego. Ponowne przeniesienie
roélin do normalnych warunkéw oswietlenia powodowato obnizenie aktyw-
nosci rybonukleaz (43). Wspomniano juz, ze w starzejgcych sie lisciach soi
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obserwowano roéwniez ekspresje gendéw biatek klasy PRIO (25). Dalsze od-
kiycie S-glikoprotein — rybonukleaz zaangazowanych w mechanizm samo-
niezgodnosci gametofitowej (44), ich roli w niedopuszczaniu do samozapyle-
nia i zbiezno$¢ ze specyficzng ekspresja biatek PRIO w pytkach sugeruje,
ze réwniez biatka PRIO moga petni¢ funkcje rybonukleaz.

Programowana $mier¢ komorek, w ktorej uczestniczg rybonukieazy o Mr
17 000, zachodzi m.in. podczas tworzenia sie wigzek przewodzacych i ksy-
togenezy (45). Na podstawie poréwnania danych dotyczacych pomiaru aktyw-
nosci promotora genu prlO fasoli w tkankach przewodzacych lisci, todygi
i korzeni transgenicznego tytoniu z obserwacja aktywnosci rybonuklaz u in-
nych roslin mozna postawic¢ hipoteze, ze biatka klasy PRIO moga wykazywac
aktywno$¢ rybonukleazowg w procesach rozwojowych roélin. Przypuszczalna
rola biatek PRIO moze by¢ zwigzana z ich udziatem w mechanizmie kontroli
ekspresji genow w komorce poprzez degradacje mRNA. Przypuszcza sie, ze
fizjologiczna funkcja rybonukleaz cytozolowych podczas inwazji patogena mo-
ze by¢ zwigzana z selektywng lub regulowang degradacjg populacji wyste-
pujacego w komorce mRNA, w konsekwencji prowadzacg do $mierci komorek.
Ewolucyjna zachowawczo$¢ i rozwojowo regulowana ekspresja gendéw biatek
PRIO w rdéznych organach i tkankach roslin wskazuje na ich udziat nie tylko
w reakcjach obronnych przeciwko rozprzestrzenianiu sie patogena, ale row-
niez w metabolizmie roslin.

Biatko AoPRI z Asparagus officinalis jest jedynym dotad poznanym biat-
kiem klasy PRIO z rodlin jednolisciennych. Po raz pierwszy stwierdzono obe-
cno$¢ transkryptu genu w zawiesinie komorek mezofilu (46). W przeprowa-
dzonej analizie hybrydyzacyjnej Northern wykazano obecno$¢ transkryptu
wokot miejsca zranienia w zmiazdzonych siewkach. ldentyczno$¢ sekwencji
aminokwasowej biatka AoPRI z biatkami PRIO roslin dwulisciennych wynosi
25-32%. Histochemiczna lokalizacja aktywnosci GUS w transgenicznym ty-
toniu wskazuje na obecnos$¢ produktu ekspresji genu chimerycznego wokot
miejsca zranienia i inwazji patogena grzybowego Botrytis cinerea. Aktywno$é
GUS obserwowano takze w ziarnach pytku (47). Dalsza analiza transkryptu
genu AoYprl i aktjwnosci promotora w transgenicznym tytoniu potwierdzita
wczesniejsze wyniki wskazujgce na rozwojowo regulowana ekspresje genu
AoYprl (48). Stwierdzono, ze ekspresja AoYprl zachodzi we wszystkich ty-
pach komoérek, w ktérych akumulujg sie rézne klasy pochodnych fenylopro-
panoidéw. Obserwowano m.in. akumulacje antocyjaninéw, skorelowang z aktyw-
noscig promotora AoYprl w platkach kwiatowych. Wysoki poziom ekspresji
wykazano réwniez we wtornym ksylemie todygi tytoniu w czasie lignifikaciji,
a takze w okrywie nasiennej, przed pojawieniem sie antocyjaninéw. Promotor
AoYprl ulega ponadto indukcji w lisciach tytoniu pod wpltywem egzogennego
kwasu salicylowego. Podobnie, indukcje AoPRI obserwowano w siewkach
asparagusa, ale na stosunkowo niskim poziomie w poréwnaniu z indukcjg
przez zranienie, w czasie lignifikacji todygi, czy w trakcie rozwoju nasion.

Akumulacje trzech biatek klasy PRIO (Mr 16 500) wykazano w lisciach
tubinu biatego Lupinus albus infekownych przez patogena grzybowego Col-
letotrichum gloeosporioides, po traktowaniu kwasem salicylowym, pod wply-
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wem promieniowania UV (49) oraz po infekcji wirusem mozaiki ogérka. Au-
torzy nie biorg pod uwage obecnosci homologicznego biatka PR10, ktore
ulega konstytut3Twnej ekspresji w korzeniu rosliny nie infekowanej. Ekstrakt
biatek korzeniowych tubinu biatego wykazuje krzyzowa reakcje immunoche-
miczng z surowicg dla biatek PR10 tubinu zottego L. luteus (Sikorski, dane
nie publikowane) wskazujgc na wysokie podobienstwo strukturalne biatek
PR 10 obu gatunkéw tubinu.

Infekcja lisci tubinu zéttego bakteriami patogenicznymi Pseudomonas sy-
ringae pv. pisi indukuje ekspresje genu LIYprlO.la oraz akumulacje biatka
LIPRIO.IA (50). Wysoki poziom transkryptu obserwuje sie po 3 godzinach
infiltracji zawiesiny bakterii do lisci (analiza hybrydyzacyjna Northern), na-
tomiast akumulacja biatka LIPRIO.IA widoczna jest po 16 godzinach trwania
stresu (analiza immunochemiczna Western blotting). Homologiczne biatko
LIPRIO.IB, ktore ulega w lisciu konstytutdrwnej ekspresji, pozostaje na nie
zmienionym poziomie w czasie dziatania stresu. Poziom transkryptéw genéw
biatek PR10 w lisciu po zranieniu wskazuje na przejSciowg indukcje genu
LIYprlO.la; nie wykrywa sie produktu biatkowego metodg immunochemicz-
ng. Biatko LIPRIO.IA nie jest syntetyzowane w odpowiedzi na stres mecha-
niczny.

W nie infekowanych korzeniach lucerny Medicago sativa wykryto konsty-
tutywna ekspresje genu biatka MsPRIO. Nie obserwowano obecnosci trans-
kryptu w innych organach nie infekowanej roéliny. Infekcja lisci P. syringae
pv. pisi wywotywata indukcje genu YprlO.l i akumulacje biatka wokdt miej-
sca infekcji (51). Hybrydyzacja Northern wskazywata na obecnos$¢ transkryp-
tu takze w lisciach traktowanych kwasem salicylowym. Hybrydyzacja in situ
w lisciach infekowanych patogenem lokalizuje transkrypt MsprW.l w wiaz-
kach przewodzacych liscia wokot miejsca infekcji.

Ekspresje genu PR10 wykryto takze w lisciach brzozy biatej Betula ver-
rucosa, wykazujgcej tolerancje na Cu/Zn (52). Traktowanie korzeni klonu
142A brzozy jonami Cu""*** powodowato 5-krotny wzrost poziomu biatka PRIO
(Betvl- -Sc3) w korzeniu (30-krotny wzrost zawartosci Cu"* w korzeniu) i
50-krotny wzrost poziomu biatka PRIO w lisciu. Jony Cu++ wywotujg stres
oksydacyjny, ktéry uruchamia mechanizmy obronne roéliny. Podwyzszony
poziom biatka PRIO jest wynikiem odpowiedzi na dziatanie czynnika stresu.

2.2.5. Biatka indukowane w oddziatywaniach symbiotycznych (noduliny)

Brodawkowospecyficzne biatko klasy PRIO — MtN13 zidentyfikowano
w oddziatywaniach symbiotycznych Medicago truncatula — Rhizobium meli-
loti, we wczesnych stadiach infekcji (53). Transkrypt genu MtN13 zlokalizo-
wano poprzez hybrydyzacje Northern 4 dni po inokulacji. Nie wykrywano
natomiast transkryptu w korzeniu nie infekowanym. Nie obserwowano row-
niez ekspresji w lisciach zaréwno nie infekowanych jak i infekowanych pa-
togenem. Ekspresja genu MtN13 jest zwigzana z procesem zasiedlania ko-
rzenia przez bakterie symbiotyczne i rozwojem brodawki korzeniowej. Hy-
brydyzacja in situ wskcizuje na lokalizacje transkryptu MtN13 w korze bro-
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dawki. Ekspresja zachodzi na wczesnym etapie rozwoju symbiozy, Kiedy bro-
dawka jest otoczona korg korzenia lub zaczyna oddziela¢ sie od powierzchni
korzenia. W brodawkach wigzacych azot najwyzszy poziom transkrypcji ob-
serwuje sie w komorkach kory, otaczajgcych merystem wierzchotkowy. Za-
uwazalny spadek ekspresji byt obserwowany w warstwach kory sasiaduja-
cych z brzegami brodawki. Biatko MtN13 wykazuje 41% identycznosci se-
kwencji z indukowEinym pod wptywem patogenezy biatkiem MtPRIO.

2.2.6. Biatka PR10 wykazujqce aktywno$¢ rybonukleaz

W hodowlach komdérkowych zeri-szenia Panax ginseng zidentyfikowano dwa
homologiczne biatka PgRNSI i PgRNS2, nalezace do klasy PRIO (Mr 18 000),
wykazujgce aktywno$¢ rybonukleazowa (7,8). ldentyczno$¢ sekwencji amino-
kwasowych obu biatek wynosi 72%. Poréwnanie sekwencji z pozostatymi biat-
kami klasy PRIO wskazuje na 31-70% identycznosci. Biatka PgRNSI i PgRNS2
wykazujg endonukleolityczng aktywno$¢ wobec RNA, hydrolizujgc wigzanie
3'-fosfodwuestrowe we wszystkich nukleotydach z wyjatkiem cytydyny. Produ-
ktami hydrolizy sg nukleozyd i 3'-fosforany oligonukleotydéw, powstajace po-
przez tworzace sie przejsciowo pochodne cykliczne. Duze podobiehstwo se-
kwencji rybonukleaz zen-szenia do biaitek PRIO z innych roélin sugeruje, ze
funkcja biologiczna pozostatych biatek PRIO jest réwniez zwigzana ze zdolno-
$cig do hydrolizy RNA. Zbiezno$¢ organospecyficznej i rozwojowo-regulowanej
ekspresji genoéw prlO i rybonukleaz potwierdza te hipoteze (41). Instnieja nie-
liczne doniesienia literaturowe o cytotoksycznej funkcji cytozolowych lybonu-
kleaz w metabolizmie komérkowym i proliferacji (54,55). Znanych jest zaledwie
kilka rybonukleaz syntetyzowanych w cytoplazmie. Jednym ze znanych euka-
riotycznych enzymow jest 2',5'-zalezna lybonukleaza L (56). Wykazano réwniez
aktywnos$¢ iy”*bonukleazowg alergenu brzozy Betvl (57,58). Analiza biatek pyl-
kéw z pojedynczych drzew wskazuje na obecno$¢ charakterystycznych grup
izomorficznych alergenéw (charakterystycznych dla poszczegdlnych osobni-
kow). Moze to odzwierciedla¢ funkcje w rozpoznaniu i samoniezgodnosci pod-
czas zapylenia. Samoniezgodnos¢ u roslin zwigzana jest bowiem z aktywnoscig
cytotoksycznych r™bonukleaz.

Poznanie struktury trzeciorzedowej alergenu brzozy Betvl pozwolito po-
stawi¢ hipoteze o lokalizacji miejsca aktyA”mego w strukturze biatka. Wpraw-
dzie nie ma podobienstwa struktury trzeciorzedowej do innych znmych ry-
bonukleaz, ktére na podstawie potozenia reszt histydynowych mogtoby wska-
zywa¢ na lokalizacje centrum aktywnego biatek PRIO, jednak pordéwnanie
sekwencji wskazuje na obecno$¢ w biatkach klasy PRIO konserwatywnych
aminokwasow, majacych udzial w tworzeniu struktury trzeciorzedowej (53).

2.3. Struktura gendéw prW i regulacja ekspresji

Badania sekwencji genomowych Kilkunastu genow prlO wykazaty obe-
cno$¢ pojedynczego intronu o konserwatywnym potozeniu w sekwencji (okoto
60 aminokwasu) i zmiennej dtugosci (od 89 do 797 nt.) (29,31,32,36,41,47,60-
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-63) (tab. 3). Wykryto réwniez kilka genéw nie posiadajacych intronn (w brzozie
i w jabtoni) (60). Obecnos¢ introndw i ich zwiekszona dtugosé skorelowana
jest z obnizeniem poziomu ekspresji gendéw prlO, co sugeruje udziat sekwen-
cji intronowych w regulacji ekspresji.

Tabela 3
Struktura genéw kodujacych biatka klasy prio

Nr
Rodzi Nazwa Pozycja Diugo$¢ Liczba AA |dent_yf|ka- Litera-
odzina Nazwa genu biatka intronu intronu  w biatku eyiny tura
w EMBL
GeneBank
bvgcll BVGC11 — — 160 772429
bvgclSli BVGC181 — — 160 272437
bvgc3l BVGC31 — — 160 772432
bvgc63 BVGC63 — — 160 772435
Betulaceae  qc BVGC2L 62 (Gly) 92 160 z72430  (60)
bvgc25 BVGC25 62 (Gly) 101 160 272431
bvgc45 BVGC45 62 (Gly) 101 160 272434
bvgc70 BVGC70 62 (Gly) 89 160 772436
bvgc68! BVGC681 62 (Gly) 92 160 772438
bvgc34 BVGC34 62 (Gly) 153 160 Z72433
mdgc 10 MDGC 10 — — 159 772425
Rosaceae mdgc 11 MDGC32  62(Gly) 111 160 272426 (60)
mdgc32 MDGC36  62(Gly) 111 160 272427
mdgc36 MDGC38 62 (Gly) 111 160 272428
Corylaceae cagel0 CAGCIO 62 Gly) 81 160 272439 (60)
cagell CAGCII 62 (Gly) 94 160 Z72440
Apiaceae PcYprl-1  PcPRI-1 62 (Ala) 164 155 U48862 (31)
PcYprl-2 PcPRI-2 62 (Val) 195 158 X55736 (32)
PsDRRG49c PsDRR49c 61 (Asp) 88 158 JO3680 (61)
PsDRRG49a PsDRR49a 61 (Asp) 76 158 U31669 (62)
PvYpriOc PVPRIO 61 (Asp) 103 156 X96999 (41)
Fabaceae
LIYpriO.la LIPRIO.IA 61 (Asp) 457 156 AF002277  (63)
LIYpriO.lb LIPRIO.IB 61 (Gly) 797 156 AF002278  (63)
TsYprlOa  TsPRIOA 60/61 410 157 — (29)
(Glu/Asp)*
Solanaceae StYprlOa StPRIOA 57 (Gly) 359 155 M29041 (36)
StYprlOb StPRIOB 57 (Gly) 347 155 M29042 (36)
Liliaceae AoYprl AOPRI 63 (Ala) 348 158 X64452 (47)

‘Introny w genach biatek PRIO znajduja sie miedzy pierwszg i druga literg odpowiednich
kodondéw wszystkich analizowanych genéw z wyjatkiem genu TsYprlOa T. subterraneum {intron
miedzy 60 i 61 kodonem). Bv — Betula verrucosa. Md — Mcdus domestica. Ca — Corylus avel-
lana, Pc — Petroselinum crispunx Ps — Pisum sativum, Pv. — Phaseolus vulgaris, LL — Lupinus
luteus, St — Solarium tuberosum, Ao — Asparagus officirialis.
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Rys. 2. Uproszczony schemat regulacji ekspresji genu Solarium tuberosum StYprlOa z udzia-
tem kinaz i fosfataz biatkowych modyfikujacych czynniki transkrypcyjne PBF-1 i PBF-2 wigzace
sie do sekwencji regulatorowych promotora ERE. Aktywacja kinaz biatkowych zachodzi pod wpty-
wem eticitora — kwasu arachidonowego (wg 38,39).

ERE — sekwencja regulatorowa genu (ang. Elicitor Responsive Element), STAU — stauro-
sporyna, OA — kwas okadainowy.

Doktadne badania nad regulacjg ekspresji przeprowadzono dla genu zie-
mniaka StYprlOa (38,39). Analiza promotora wykazata obecnos¢ elementow
modulujgcych poziom ekspresji w sekwencji -1015/-155 nt oraz elementow
odpowiedzialnych za indukcje kwasem arachidonowym w rejonie -135/-105
nt i przez zranienie (powyzej -27). Z fragmentem -135/-105 nt promotora
oddziatujg kompleksy biatkowe czdmnikéw transkrypcyjnych PBF-1 i PBF-2
(lys. 2).

Oddziatywanie czynnika PBF-1 z DNA uzaleznione jest od jego fosforylacji:
wykazano, ze forma niefosfoiylowana jest nieaktywna. Sugeruje to udziat
kaskady fosforylacji w przekazywaniu sygnatu od eticitora do jgdra komor-
kowego. Potwierdzajg to obserwacje wykazujgce zmniejszenie akumulacji bia-
tek PRIO pod wptywem inhibitoréw kinaz biatkowych (64), jak réwniez zja-
wisko zwiekszania ekspresji biatlek PR pod wplywem kwasu okadainowego
bedacego inhibitorem fosfataz biatkowych, ktére moga uczestniczyé w nie-
zaleznym szlaku inhibicji biatek PR. Wigzanie czynnika PBF-2 do promotora
zalezne jest od aktywnosci kinazy biatkowej typu C (PKC, homolog zwierze-
cych kinaz typu C) i ma wptyw na poziom ekspresji biatek PRIO, co wykazano
w badaniach z uzyciem specyficznych inhibitoréw i aktywatoréw kinazy C.

W regulacje ekspresji genéw prlO zaangazowane sg réwniez biatka z grupy
WRKY, rodziny roslinnych czynnikéw transkrypcyjnych, odpowiedzialnych za
rézne procesy regulacji ekspresji genéw, m.in. regulacje hormonalng (65)
i zalezng od weglowodandéw (66), Posiadajg one domeny tworzgce struktury
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W2 W1

W3 w1

w1 CTTACACACTTAATTTOACCGAGTAACATTCGCCA
W2 CAATTATTCAOCCATCAAAGTTGACCAATAATA
w3 CTATTATOACTAAATAOTCXGAATTTCCAA

grupa 1 (WRKY1 i 2)

grupa 2 (WRKY3)

domena

D WRKYOOK—KO-- PR-TT Y@ rrrre @ K - Errrrmmmrrmemmreee Y-
WRKY

Rys. 3. A. struktura promotoréw PcYprl-1 i PcYprl-2 genéw kodujacych biatka P. crispum
PRIO. WI, W2 i W3 oznaczajg sekwencje regulatorowe genéw (zawierajace motywTGAC) z ktérymi
oddziatujg biatkowe czynniki transkrypcyjne WRKYI, 2 i 3 (33). B. Konserwatywna domena biatek
WRKY zawierajaca reszty cysteiny i histydyny tworzace patce cynkowe (33). Rozréznia sie dwie
grupy biatek WRKY: + — bialka posiadajgce dwa motywy i 2 — jeden motyw WRKY.

palcow cynkowych z konserwatywnym motywem WRPAY i charakterystyczny-
mi dla tego typu struktur zachowawczymi resztami cysteiny i histydyny (rys.
3). Dziatanie elicitora Pep25 powoduje gwattowne zmiany w poziomie biatek
WRKY 1, 2 i 3, skorelowane ze zmianami w ekspresji genéw prlO pietruszki
Petroselinum crispum (32). Po 15 minutach od podania Pep25 poziom mRNA
dla biatek WRKYI i 3 osigga 50% wartosci maksymalnej, a po godzinie —
maksimum. Ekspresja jest przejSciowa i gwattownie maleje po uptywie 60
minut, po 4 godzinach osigga poziom 12%. Gen biatka WRKY?2, ulegajacy
ekspresji w nie stresowanych roslinach, pod wptywem elicitora podlega re-
presji. Zmniejszenie jego poziomu zachodzi juz po 15 minutach, a po 3
godzinach poziom transkiyptu osigga minimum. Poziom transkryptu biatka
PcPR-1 zaczyna rosng¢ po 15 minutach od indukcji, osigga wartos¢ maksy-
malng po 3 godzinach i utrzymuje sie na wysokim poziomie przez nastepne
8 godzin. Maksimum ekspresji biatek WRKYI i 3 wyprzedza zatem o0 2 go-
dziny maksimum ekspresji biatka PRIO. W promotorach genéw prlO pietru-
szKi iprl-1 i prl-2) zidentyfikowano trzy elementy oddziatujace z czynnikami
WRKY: WI, W2 i W3, posiadajace wspdlny motyw (T)TGAC(C). Mutacje w ob-
rebie tych sekwencji, powodujace ostgbienie wigzania biatek WRKY do ele-
mentéw W, réwnocze$nie wywotuja obnizenie poziomu ekspresji promotorow
prlO w roslinach transgenicznych. W przeprowadzonych eksperymentach
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Z promotorami zawierajgcymi zwielokrotnione sekwencje W1 potaczone z mi-
nimalnym promotorem 35S (CaMV) wykazano, ze obecnos¢ sekwencji W1
jest wystarczajgca do wywotania wysokiej odpowiedzi na eticitor. Podobne
sekwencje zidentyfikowano réwniez w kilku innych roslinach, m.in. w zie-
mniaku Solarmm tuberosum (38) i kukurydzy Zea mays (67).

2.4. Ewolucja biatek PR10

Biatka PRIO zostaty wykryte u wielu gatunkoéw roslin, nalezacych do jed-
no- i dwulisciennych i, jak sie wydaje, wystepuja powszechnie w kroélestwie
rodlin. Brak jest homologéw genéw prlO u innych organizmoéw; nie znale-
ziono ich w genomach E. coli i S. cereuisiae, jak ré\\miez u zwierzat. Obecnie
znanych jest ponad 50 petnych sekwencji biatek PRIO, z ktérych najbardziej
odlegte posiadajg 25% identycznosci na poziomie aminokwasowym, co wska-
zuje na ich jednakowa strukture drugorzedowa i wspdllne pochodzenie ich
genow. Drzewo filogenetyczne oparte na sekwencjach aminokwasowych przed-
stawiono na rysunku 4.

Gtoéwny podziat drzewa przebiega pomiedzy roslinami dwuliSciennymi
a jednolisciennymi (AoPRI). Wyraznie wyodrebnione sg grupy sekwencji
z roélin nalezacych do podrodzin Fabaceae, Rosaceae, Betulaceae i Apiaceae,
lecz podziat na rodziny Asteridae i Rosidae nie jest zachowany. Wynika to
z braku zdecydowanej informacji o grupowaniu sie rodzin w sekwencjach
biatek PRIO, o czym $wiadczg niskie wartosci poparcia procentowego dla
tych gatezi (30-50% przy progu istotnosci wynoszacym 75%). Nietypowa lo-
kalizacje sekwencji z ziemniaka (StSTH2) mozna wyjasni¢ duplikacjg genu
prlO u wspdlnego przodka roslin dwulisciennych. Duplikacje genowe maja
decydujgce znaczenie dla topologii drzewa PRIO w obrebie podrodzin. Duza
liczba bardzo podobnych sekwencji u brzozy (grupa Betvl) i leszczyny (grupa
Coral) $wiadczy o istnieniu liczebnych rodzin genowych, w ktérych prawdo-
podobne jest wystepowanie zgrupowanh gendw sasiadujacych ze sobg na chro-
mosomie, podlegajacych przez to ewolucji zespotowej (ang. concerted evolu-
tion). U motylkowatych mozna wyrdzni¢ przynajmniej 5 grup biatek PRIO,
bedacych wzajemnie paralogicznymi, powstafych w wyniku kolejnych dupli-
kacji genu. Najwcze$niejsza duplikacja doprowadzita do wyodrebnienia sie
homologu MtN13, ktéiy'* przyjat funkcje brodawkowospecyficzng w lucernie
M. truncatula (podczas gdy np. homologii tubinu zéttego LIPRIO. IA i LIPRIO. IB,
ulegaja w brodawkach represji), drugi homolog ulegat duplikacjom przynaj-
mniej trzykrotnie, doprowadzajac do powstania kolejnych czterech grup bia-
tek PRIO.

2.5. Struktura trzeciorzedowa biatka Betvl

Struktura przestrzenna zostata okreslona dla biatka Betvl, alergenu z pyl-
ku brzozy Betula verrucosa, jednego z najlepiej scharakteryzowanych przed-
stawicieli biatek klasy PRIO (15), Podstawa struktury jest siedem antyrow-
nolegtych tancuchéw (3, czesciowo obejmujgcych diuga, 25-aminokwasowg
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Asparagus officinalis PR1

Solanum tuberosum STH2
Medicago truncatula N13

Catharanthus roseus T1
Petroselinum crispum PR1-2

Panax ginseng RNS1

—— Panax ginseng RNS2

------------- Apium graveolens Api gl

r Petroselinum crispum PR1-3
" Petroselinum crispum PR1-1

Pisum sativum ABR17
-Trifolium subterraneum PR10A

———————— Lupinus luteus PR10.1A
—————— Lupinus luteus PR10.1B

— Pisum sativum RH2

Pisum sativum DRRPI49
Medicago truncatula PR10-1
Medicago sativa PR10.1

— Glycine max SAM22

----- Glycine max H4
— Phaseolus vulgaris PR10A
— Vigna unguiculata PR4.2
— Pisum sativum ABR18
— Cicer arietinum PR10A
Lupinus luteus PR10.2A
- Lupinus albus PR10
Lupinus luteus PR10.2B

Prunus avium Prual
Malus domestica AP15
Malus domestica Maldl
Malus domestica Mald2

Carpinus betulus Carbl2
Corylus avellana Corah a
— Alnus glutinosa Alngl
I m Betula verrucosa 1 Scl
Betula verrucosa 1Sc2

01 Betula verrucosa Betvl

Rys. 4. Drzewo filogenetyczne biatek PR 10.
Analize sekwencji i drzewo filogenetyczne wykonano metoda neigbor-Joining z sekwencji ami-

nokwasowych przy uzyciu programéw z pakietu PHYLIP i TreeView.
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helise C-koncowa. Dodatkowe dwie helisy wystepuja w poblizu N-konca. Stru-
ktura wykazuje pewne podobienstwo do C-koricowej domeny fosfoglukomu-
tazy z miesni krolika, pomimo braku homologii sekwencji. Charakterystyczng
cechg jest wystepowanie do$¢ obszernej, rozgatezionej przestrzeni hydrofo-
bowej wewnatrz czasteczki, pomied” helisami a tancuchami p. Brak infor-
macji o funkcji biatka uniemozliwia lokalizacje obszaréw aktywnych w stru-
kturze. Porownanie struktury z rozkladem rejonéw zachowawczych w se-
kwencjach wykazuje najwieksza konserwatywno$¢ w obszarach o dobrze zde-
finiowanej strukturze drugorzedowej (a-helisy i tancuchy P). Wyjatkiem od
tej reguly jest konserwatywna petla w pozycji 47-52, o sekwencji bogatej
w glicyne GXGXXGXXK, sasiadujgca z zachowawczymi lizynami w odlegtosci
kilkunastu aminokwaséw. Motyw ten przypomina sekwencje wiazgce nukleo-
tydy, wystepujace w kinazach biatkowych, w ktérych petla glicynobogata
wigze ryboze, a fosforan jest zwigzany z resztg lizyny (59). Aktywno$¢ kinazy
nie zostata jednak wykazana eksperymentalnie dla biatek klasy PRIO.

3. Podsumowanie

Biatka PRIO wystepujg powszechnie u ro$lin jedno- i dwuliSciennych. Sg
to rozpuszczalne biatka cytozolowe, pozbawione peptydu sygnalnego zbudo-
wane ze 153-163 reszt aminokwasowych (Mf 16 000-18 000, pl 4,4-6,5).
Charakteryzujg sie odpornoscia na dziatanie proteaz. Kodowane sg przez
geny tworzace rodziny wielogenowe, powstate w wyniku wielokrotnych du-
plikacji. Geny prlO ulegaja transkrypcyjnej aktywacji nie tylko pod wptywem
stresu wywotanego przez infekcje patogena, zranienia, czy chemicznych za-
nieczyszczen srodowiska lub promieniowania UV. Ekspresja gendw priO jest
organospecyfrczna i regulowana w trakcie rozwoju roslin pod wptywem fito-
hormondw (ABA, cytokininy, etylen). U wiekszosci analizowanych roélin stwier-
dzono obecno$¢ wielu homologicznych biatek PRIO.

Funkcja obronna biatek PRIO, jak sie przypuszcza, polega na tworzeniu
mechanicznej bariery uniemozliwiajgcej rozprzestrzenianie sie patogena. Stru-
kturalne podobienistwo do rybonukleaz PgRNSI i PgRNS2 zen-szenia suge-
ruje, ze biatka PRIO posiadajg aktywnos¢ rybonukleaz degradujgcych mRNA
podczas programowanej Smierci komorki wywotanej infekcjg patogena. Akt)rw-
nos¢ rybonukteazowg wykazano jedynie dla alergenu pytkowego brzozy Betvl
i biatka LIPRIO.IB tubinu zo6ttego (Sikorski i wsp., praca w przygotowaniu).
We wszystkich poznanych biatkach PRIO wystepuje charakterystyczna se-
kwencja glicynobogata (ang. P-loop) GXGGXGXXK wigzgca nukleotydy.

Akumulacja biatek PRIO w organach i tkankach nie poddawanych dzia-
faniu stresu wskazuje na ich udziat w réznych procesach fizjologicznych
roslin (zapobieganie somozapyleniu, udziat w tworzeniu wigzek przewodza-
cych i ksytogenezie, desykacja nasion, oddziatywania roslina — mikrosym-
biont).
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Structure and organ-specific expression of plant genes encoding proteins
of PRIO class

Summary

Intracellular Pathogenesis-Related (IPR) Proteins of PRIO class are ubiquitous in the plant
kingdom. Their homologues were found in both monocotyledonous and dicotyledonous plants.
PRIO proteins are small polypeptides of Mj. 16 OOO- 18 000, slightly acidic and resistant to
proteases. The absence of an apparent signal peptide and their structural properties indicate
that they are cytosolic. PRIO proteins are encoded by small multigene families. They accumulate
around sites of pathogen invasion, wounding and are induced by other environmental stress,
suggesting their involvement in a general defence mechanism. The physiological function and
any contribution of PRIO proteins to a defence mechanism remains unknown. However, high
amino acid sequence homology and the similarity of the expression pattern with that of ginseng
ribonuclease suggest that an RNase activity associated with these proteins may be involved in
the defence reaction.

There are also suggestions that PRIO proteins play an important role in the plant develop-
ment, since they have been identified in dry seeds, developed roots, stems, various parts of
flowers and senescent leaves. Some PRIO protein homologues appeared to be induced by plant
hormones (abscisic acid, cytokinin and ethylene) and show organ-specific expression, what in-
dicates their involvement in different physiological processes of non stressed plant.
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