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pochodzaca z atakowanej rosliny; ETI (ang.
Effector-Triggered Immunity) - odpornosc akty-
wowana przez efektor; ETS (ang. Effector-Trig-
gered Susceptibility) - podatno$¢ na infekcje
wywolywana przez efektor; MAMP (ang. Mi-
crobe-Associated Molecular Pattern) - czasteczka
pochodzaca z drobnoustrojow; NB-LRR (ang.
Nucleotide-Binding-Leucine-Rich Repeat) - im-
munoreceptor wewnatrzkomérkowy roélin
rozpoznajacy bialko efektorowe fitopatogena;
NLR (ang. NOD-Like Receptor) - receptor we-
wnatrzkomérkowy podobny do receptoréw
NOD1 i 2 czlowieka; NOD (ang. Nucleotide-
-binding Oligomerization Domain-like Receptor)
- receptor wewnatrzkomérkowy czlowieka
rozpoznajacy czasteczki typu MAMP/PAMP;
PAMP (ang. Pathogen-Associated Molecular Pat-
tern) - czasteczka pochodzaca z organizmu
patogennego; PRR (ang. Pattern Recognition Re-
ceptor) - receptor blonowy rozpoznajacy okre-
Slony wzorzec molekularny obcej bagdz wlasnej
czasteczki; PTI (ang. PAMP-Triggered Immuni-
ty) - odpornos¢ aktywowana przez czasteczke
MAMP/PAMP i DAMP; RNL - immunorecep-
tor typu CC,-NB-LRR (RPW8-NB-LRR); TNL -
immunoreceptor typu TIR-NB-LRR
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STRESZCZENIE

Fitopatogeny syntetyzuja i wprowadzaja do komoérek rosliny gospodarza bialka efekto-
rowe nakierowane na supresje ukladu odpornosciowego. Efektem tlumienia reakcji od-
pornosciowych przez biatka efektorowe jest wzrost podatnosci rosliny na infekcje ETS (ang.
Effector-Triggered Susceptibility to infection) sprzyjajacy przezywaniu i namnazaniu fitopa-
togena. W odpowiedzi na syntetyzowane przez fitopatogeny biatka efektorowe, rosliny w
toku ewolucji wyksztalcily immunoreceptory wewnatrzkomorkowe NB-LRR rozpoznajace
w sposob bezposredni lub czesciej w sposob posredni wprowadzane do wnetrza komérek
bialka efektorowe. Immunoreceptory NB-LRR, podobnie jak zwierzece receptory NLR, maja
polozona centralnie domene NB wiazaca nukleotyd, C-koficowa domene bogata w leucyne
(LRR) oraz N-koficowa domeng TIR, CC lub CC,. Zmiany konformacyjne w immunorecep-
torze NB-LRR/NLR towarzyszace rozpoznaniu bialka efektorowego oraz wymianie ADP
na ATP aktywuja wewnatrzkomdrkowe szlaki sygnalowe uruchamiajace caly wachlarz od-
powiedzi obronnych typu ETI (ang. Effector-Triggered Immunity) stanowiacych druga linie
obrony lokalnej. Niektore immunoreceptory NB-LRR/NLR migruja do jadra, gdzie bezpo-
$rednio uczestnicza z regulacji genéw zwiazanych z odpornoscia, podczas gdy immunore-
ceptory zlokalizowane w cytoplazmie lub wykrywajace biatka efektorowe w powiazaniu
z blona plazmatyczna lub z blonami wewnatrzkomorkowymi aktywuja: produkcje aktyw-
nych form tlenu, naptyw jonéw Ca?* do cytoplazmy, kaskady kinaz MAP, biosynteze fitohor-
mondéw zwiazanych z odpornoscia oraz zwiazkow przeciwbakteryjnych, a takze powoduja
rozlegle przeprogramowanie ekspresji genéw. Reakcje odpornosciowe typu ETI prowadza
zwykle do wystapienia w miejscu infekcji programowanej $mierci komorek, okreslanej jako
reakcja nadwrazliwosci HR (ang. Hypersensitive Response).

WPROWADZENIE

Rosliny dysponuja rozbudowanym ukiadem odpornosciowym przeciw-
dzialajacym infekcjom i zapobiegajacym rozwojowi choréb. Pierwszy poziom
obrony stanowia bariery fizyczna i chemiczna, ktére razem wspoéttworza tzw.
odpornosé¢ przedinwazyjna (ang. preinvasion resistance). Bariere fizyczng tworza
komorki epidermy pokryte woskowana kutykula i wielowarstwowa $ciana ko-
morkowg, za$ bariere chemiczng wspéttworza syntetyzowane konstytutywnie
wtoérne metabolity taki jak np. antycypiny [1-3]. Prowadzone w ostatnich la-
tach badania genéw kodujacych enzymy szlakéw biosyntezy kutyny i woskéow
wykazaly, ze woskowana kutykula nie jest tylko bierna bariera ochronna ale
podlegajac réznym modyfikacjom, moze aktywnie uczestniczy¢ w reakcjach
obronnych [1,2]. Syntetyzowane fitoancypiny (glukozynolaty, glikozydy cyjano-
genne, saponiny) sa magazynowane w specjalnych komoérkach lub przedziatach
subkomoérkowych i dopiero atak fitopatogena lub zranienie tkanki powoduja
aktywacje katalizowanych przez enzymy przemian tych substancji do biologicz-
nie aktywnych produktéw, np. zwiazkéw silnie toksycznych pochodzacych z
glukozynolatéw [4]. Grzyby i legniowce pokonuja odpornosé przedinwazyjna,
syntetyzujac i wydzielajac enzymy uszkadzajace kutykule i woski (kutynazy,
esterazy, lipazy) oraz hydrolazy degradujace skiadniki $ciany komoérkowe;j.
Bakterie przenikaja do rosliny poprzez szparki, hydatody lub zranienia tkanki
[5,6]. Wnikajace do apoplastu drobnoustroje sa zrédlem uwalnianych czasteczek
chemicznych typu MAMP, a gdy pochodza z organizméw patogennych, czaste-
czek typu PAMP. Czasteczki pochodzenia bakteryjnego, takie jak np.: flagelina,
peptydoglikany, lipopolisacharydy, czynnik elongacyjny EF-Tu, oraz czasteczki
syntetyzowane przez grzyby i legniowce, takie jak np.: chitooligosacharydy, po-
ligalakturonazy, elicytyny sa rozpoznawane przez zlokalizowane w blonie pla-
zmatycznej kompleksy receptorowe typu PRR (ang. Pattern Recognition Receptor)
aktywujace wewnatrzkomoérkowe szlaki sygnatowe uruchamiajace odpowiedzi
obronne typu PTI (ang. PAMP-Triggered Immunity). Wyniki dotychczasowych
badan poswieconych identyfikowaniu czasteczek PAMP/MAMP i DAMP, po-
znawaniu mechanizméw rozpoznawania tych czasteczek przez receptory PRR
i aktywowania w roélinach réznych odpowiedzi obronnych zostaly podsumo-
wane w pracy przegladowej opublikowanej w ubiegltym roku w Postepach Bio-
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chemii [7]. Podobnej tematyce po$wiecono tez prace prze-
gladowe opublikowane w ostatnim czasie w czasopismach
o zasiegu ogolnoswiatowym [8-10]. Odpornos¢ podstawo-
wa, nieswoista typu PTI, u zwierzat nazywana odpornoscia
wrodzong, tlumia badZ przetamuja syntetyzowane przez
fitopatogeny biatkowe i niebiatkowe czasteczki nazywane
ogolnie efektorami. Efektorami syntetyzowanymi przez fi-
topatogenne grzyby sa np. tomatynazyna, czy avenacynaza,
enzymy hydrolizujace fitoancypiny (V-tomatyne i avenacy-
ne) [1]. Sulforafan, zwiazek z grupy izotiocyjanianéw po-
chodzacy z rozpadu glukozynolatéw, chroniacy rzodkiew-
nik przed infekcja przez Pseudomonas syringae, jest rozklada-
ny przez enzymy syntetyzowane przez bakterie P. syringae
pv. maculicola kodowane przez geny Sax (ang. Survival in
Arabidopsis Extracts) [1]. Biotroficzny grzyb Ustilago maydis
zawiera 33 geny CWDE (ang. Cell Wall-Degrading Enzyme),
a hemibiotroficzny Magnaporthe grisea i nekrotroficzny Fusa-
rium graminearum maja odpowiednio 138 i 103 geny CWDE
kodujgce enzymy degradujgce éciany komérkowe. Niektore
legniowce syntetyzuja peptydy z motywem RGD (Arg-Gly-
-Asp) wiazace sie do biatek blony plazmatycznej, narusza-
jac w ten sposéb przyleganie $ciany do btony plazmatycznej
[6]. Biatka Ecp6 i Slpl grzybéw z motywami LysM prze-
chwytuja chitooligosacharydy, produkty degradacji chityny
grzybow, przeciwdziatajac w ten sposob aktywacji recepto-
réw aktywowanych przez chityne. Inne biatka z motywami
LysM (MglLysM, Mg3LysM) hamuja aktywnos¢ roslinnych
chitynaz, a biatko Avr4 z Cladosporium fulvum z motywem
wigzgcym chityne hamuje degradacje chityny [6,11]. Ponad-
to, niektére patogenne grzyby syntetyzuja inhibitory enzy-
moéw proteolitycznych syntetyzowanych i wydzielanych do
apoplastu przez komoérki roslin. Na przyklad biatko Avr2 z
C. fulvum hamuje podobna do papainy proteaze cysteinowa
Rer3 pomidora, a legniowiec P. infestans syntetyzuje EPIC1 i
EPIC2B, inhibitory proteazy podobnej do cystatyny [6].

Przedstawiony tutaj krétki przeglad efektoréw wydzie-
lanych do apoplastu pokazuje jak ré6znorodne mechanizmy
molekularne sg wykorzystywane przez patogenne grzyby i
legniowce do ttumienia reakcji odpornosciowych, odporno-
Sciowych, co ostatecznie ma sprzyja¢ wzrostowi podatnosci
rosliny na infekcje i jej kolonizacje [11].

Zupelnie odrebna grupe efektoré6w tworza biatka synte-
tyzowane przez fitopatogeny, ktére w odréznieniu od efek-
toréw kierowanych do apoplastu, wprowadzane sa do wne-
trza komorek infekowanej rosliny. Fitopatogenne bakterie
syntetyzuja dziesigtki [12], a legniowce i grzyby setki takich
bialek efektorowych [11,13,14], ktére wewnatrz komo-
rek atakowanej rosliny ttumiag w rézny sposéb odpornosé
podstawowa roélin. W pracy przegladowej zamieszczonej
w obecnym zeszycie Postepéw Biochemii podsumowano
dotychczasowe osiagniecia w identyfikowaniu bialek efek-
torowych, poznawaniu ich wtasciwosci biochemicznych
i rozszyfrowywaniu mechanizméw supresji odpornosci
podstawowej typu PTI [15]. Jednakze rosliny w toku ewo-
lucji wyksztalcily immunoreceptory wewnatrzkomérkowe
typu R (ang. Resistance) rozpoznajace swoiscie pojawiajace
sie w komorkach biatka efektorowe, stajac sie¢ w ten sposob
pierwszymi elementami szlakéw sygnalowych aktywuja-
cych odpowiedzi obronne typu ETI (ang. Effector-Triggered
Immunity). Immunoreceptorami wewnatrzkomoérkowy-
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mi sa bialka z rodziny NB-LRR (ang. Nucleotide-Binding
site, Leucine-Rich Repeat), ktére pod wzgledem budowy sa
podobne do zwierzecych, wewnatrzkomérkowych recep-
torow NLR (ang. NOD-Like Receptor) rozpoznajacych cza-
steczki PAMP/DAMP [16-19]. Immunoreceptory NB-LRR
rozpoznaja biatka efektorowe w komorce bezposrednio,
na zasadzie oddzialywan typu ligand-receptor, ale znacz-
nie czedciej biatka efektorowe sa wykrywane posrednio,
poprzez monitorowanie przez immunoreceptory zmian w
biatkach, ktore sa atakowane przez efektory (bialka strzezo-
ne, biatka wabikowe). Zmiany konformacyjne zachodzace
w immunoreceptorze NB-LRR, bedace efektem rozpozna-
nia biatka efektorowego, wymuszaja wymiane zwigzanego
z immunoreceptorem ADP na ATP, co ostatecznie prowa-
dzi do utworzenia formy aktywnej NB-LRR aktywujacego
szlaki sygnalowe uruchamiajgce reakcje obronne typu ETI
[19-22]. Dzisiaj juz wiadomo, ze niektére immunoreceptory
NB-LRR migruja do jadra, gdzie oddziatuja z DNA lub z
biatkami regulujagcymi ekspresje genéw, inne funkcjonuja
na terenie cytoplazmy lub w powigzaniu z réznymi biona-
mi wewnatrzkomoérkowymi, gdzie aktywuja reakcje podob-
ne do tych, jakie sa aktywowane przez receptory wiazace
czgsteczki MAMP/PAMP i DAMP, a réznice w obu tych
przypadkach dotycza gléwnie czasu potrzebnego do zaini-
cjowania zmian, amplitudy i czasu trwania tych odpowie-
dzi. Reakcje towarzyszace ETI prowadza z reguly do pro-
gramowanej $mierci komoérek typu HR, ktéra w przypadku
aktywacji odpornosci typu PTI pojawia sie sporadycznie
[7,21-24].

Celem obecnej pracy bylo podsumowanie wynikéw ba-
dain poswieconych immunoreceptorom NB-LRR/NLR,
szczegoblnie za$ badan dotyczacych mechanizméw wykry-
wania i rozpoznawania w komoérce bialek efektorowych
oraz uruchamiania reakcji odpornoéciowych typu ETL

BUDOWA IMMUNORECEPTOROW
WEWNATRZKOMORKOWYCH
NB-LRR/NLR ROZPOZNAJACYCH BIALKA
EFEKTOROWE FITOPATOGENOW

Pierwszym poznanym immunoreceptorem NB-LRR jest
RPS2 (ang. Resistance to Pseudomonas Syringae2) rzodkiewni-
ka wykrywajacy w komorce obecnosé biatka efektorowego
AvrRpt2 z P. syringae [25,26]. Sklonowanie w 1994 roku genu
RPS2 zapoczatkowato badania, ktére w ciggu prawie 25 lat
doprowadzily do identyfikacji w genomach 22 gatunkéw
roslin okrytonasiennych ponad 6100 genéw NB-LRR i sklo-
nowania okolo 150 genéw [27-29]. Okazalo sie, ze immu-
noreceptory NB-LRR pod wzgledem budowy i pelnionych
funkcji sa podobne do wewnatrzkomérkowych receptoréw
NLR (ang. NOD-Like Receptor) czlowieka posredniczacych w
percepcji czasteczek typu PAMP/DAMP [16-19,30]. Na ryci-
nie 1 pokazano schemat ogélny budowy receptoréw NOD1
i NOD2 (ang. Nucleotide-binding Oligomerization Domain-like
Receptors) czlowieka rozpoznajacych rézne fragmenty pep-
tydoglikanu (PGN) budujacego Sciane komorkowa bakterii
oraz schemat budowy kilku immunoreceptoréow NB-LRR
roslin. Wszystkie 23 biatka NLR czlowieka oraz wiekszos¢
receptoréw NB-LRR roslin zawiera trzy charakterystyczne
moduty. W module N-koricowym biatek NLR czlowieka
wystepuje kilka réznych domen (PYD, CARD, BIR), kt6-
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Rycina 1. Schemat przedstawiajacy ogélng budowe receptoréw NOD1 i NOD2
czlowieka oraz kilku immunoreceptor6w NB-LRR/NLR roslin: RPS4 z podklasy
TIR-NB-LRR (TNL), RPM1 z podklasy CC-NB-LRR (CNL), ADR1 z podklasy CC,
(RNL) i RRS1 z grupy immunoreceptoréw z domeng zintegrowang (NLR-ID).
Opis w tekscie. (na podstawie prac [17-19,22,30,32,55], zmieniono).

rych obecnosé oraz budowa pozostatych dwéch modutéw
decyduja o przynaleznosci okreélonego immunoreceptora
NLR do jednej z pieciu podrodzin [30]. Najlepiej poznany-
mi receptorami NLR cztowieka sa wiasnie biatka NOD1i2 z
podrodziny NLRC, ktére w module N-koricowym maja jed-
nga lub dwie domeny CARD (Ryc. 1). W roélinach, okoto 80%
immunoreceptoréw NB-LRR/NLR w tej czeéci ma domene
TIR (ang. Toll and Interleukin-1 Receptor) lub CC (ang. Coiled
Coil) (patrz nastepny podrozdziat) [27,28]. Modutl srodkowy
immunoreceptoréw NLR zwierzat tworzy domena NACHT
oraz motywy HD1, WHD i HD2 posredniczace w wiazaniu
nukleotydéw (ADP/ATP) i hydrolizie ATP [17-19,30]. W
biatkach NB-LRR/NLR roslin podobng role odgrywa mo-
dul NB-ARC z motywami HD1 i WHD [17,18]. Wiekszosé¢
biatek NLR czlowieka w module C-koricowym ma domene
utworzona z powtoérzent LRR (ang. Leucine-Rich Repeat), a
tylko nieliczne w tej czeSci majg powtérzenia WD40, HEAT,
powtorzenia ankirynowe czy TPR [30]. Wszystkie , klasycz-
ne” immunoreceptory NB-LRR/NLR roslin w czesci C-kon-
cowej maja powtoérzenia typu LRR (Ryec. 1).

Genom rzodkiewnika zawiera 95 genéw kodujacych
biatka typu TIR-NB-LRR (TNL) i 52 geny kodujace biatka
typu CC-NB-LRR (CNL) [27,28]. W pomidorze, ziemnia-
ku, fasoli, soi i lucernie zidentyfikowano odpowiednio: 31,
68,103, 178 i 275 genéw typu TNL i 222, 376, 224, 269 i 279
genow typu CNL. Genomy roslin jednolisciennych w ogéle
nie zawierajg genéw podklasy TNL, za$ liczba genéw typu
CNL w genomach ryzu, kukurydzy, sorgo i ktosownicy wy-
nosi odpowiednio: 497, 137, 325 i 252 genéw [27]. Trzecia,
stosunkowo liczna podklase immunoreceptoréw NB-LRR/
NLR tworza biatka, ktére w module N-koricowym, zamiast
TIR czy klasycznej domeny CC, maja domene RPW8 (ang.
Resistance to Powdery MildewS8). Domena RPW8 (CC,) obej-
muje motyw przezblonowy potozony w czesci N-koricowej
oraz lezaca za nim domene CC [20,27,31]. Genomy rzod-
kiewnika i lucerny zawieraja odpowiednio 11 i 12 genéw
kodujacych immunoreceptory typu RPWS8-NB-LRR (RNL),
ale u roslin z rodziny ré6zowatych wystepuje po kilkadzie-
sigt tego typu gendéw, np.: poziomka, jabton, grusza i brzo-
skwinia majg odpowiednio 58, 51, 41 i 21 genéw typu RNL
[31]. Wyniki dotychczasowych badan poswieconych immu-
noreceptorom podklasy RNL, takim jak ADR1 rzodkiewni-
ka i NRGI1 tytoniu dowodza, ze pelnig one funkcje biatek
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pomocniczych (ang. helpers) wspéldziatajagcych z innymi
immunoreceptorami NB-LRR [32,33].

Oproécz trzech podklas ,klasycznych” immunorecepto-
row NB-LRR/NLR, genomy wiekszosci roslin zawieraja
jeszcze podklase genéw kodujacych immunoreceptory typu
NLR-ID, ktére oprocz trzech typowych modutéw, maja jesz-
cze dodatkowa domene, nazywang domeng zintegrowang
(ang. Integrated Domain) poéredniczgca w rozpoznaniu bial-
ka efektorowego (patrz nastepne podrozdzialy). Domena
zintegrowana (zintegrowany wabik) moze wystepowac po
domenie LRR, tak jak to jest w immunoreceptorze RRS1
rzodkiewnika (Ryc. 1) czy RGA5 ryzu, ale moze tez by¢ po-
tozona w innym miejscu, tak jak np. w Pikp-1 ryzu [32-35].
Analiza genomoéw 40 roslin wykazala, ze w 720 immunore-
ceptorach typu NLR-ID wystepuje az 265 réznych domen
zintegrowanych. Domenami najczesciej wystepujacymi sa:
WRKY, DUF, BED, HMA oraz domena kinazy bialkowej
[36-38]. Genom rzodkiewnika zawiera 16, ryzu 22, kukury-
dzy 12, pomidora 21 i jabtoni 93 genéw NLR-ID [36].

W tym miejscu warto jeszcze zwrdci¢ uwage, Ze genomy
wielu roslin zawieraja dodatkowo kilka grup genéw kodu-
jacych ,niekompletne” biatka NB-LRR [27,32,39]. Genom
rzodkiewnika zawiera 30 genéw kodujacych biatka, ktore
maja tylko domene TIR (TX) i 21 genéw kodujacych biatka
zawierajace domene TIR i domene NB (ITN), bez domeny
LRR. Immunoreceptor RBA1 (ang. Response to HopBA1) typu
TX rozpoznaje biatko efektorowe HopBA1 z P. syringae [40].
Biatko TN2 typu TN oddzialuje z podjednostka EXO70B1
kompleksu egzocysty, ktére przypuszczalnie pelni funkcje
biatka ,strzezonego” atakowanego przez niezidentyfikowa-
ne jeszcze bialko efektorowe (patrz nastepne podrozdziaty)
[41,42]. Inne poznane bialko z tej grupy TN13 oddziatuje z
importyng MOS6 [43].

W kontekscie przedstawionych tu informacji, zasadne
staje sie pytanie o przyczyne tak wielkiego zréznicowania
immunoreceptoréw NB-LR/NLR i to zaréwno pod wzgle-
dem ich liczby jak réwniez struktury. Wartym odnotowania
jest fakt, Zze roéliny z rodziny dyniowatych (Cucurbitaceae)
maja po kilkadziesigt genéw NB-LRR/NLR (ogoérek 30, ar-
buz 55 genéw), podczas gdy drzewa z rodziny ré6zowatych
(Rosaceae), takie jak brzoskwinia czy jabton, zawieraja odpo-
wiednio okoto 900 i ponad 1000 genéw NB-LRR/NLR, mimo
ze rozmiar genomow tych drzew jest stosunkowo niewiel-
ki, bo wynosi odpowiednio okoto 290 i 740 Mpz [18,29,33].
Mozna wiec przypuszczaé, ze przyczyng tego zroéznicowa-
nia jest presja selekcyjna wynikajaca z liczby interakgji typu
fitopatogeny-roélina, ktéra w przypadku drzew jest niewat-
pliwie wieksza, niz to ma miejsce w przypadku roslin ziel-
nych, zwlaszcza roélin jednorocznych.

STRUKTURA I FUNKCJA POSZCZEGOLNYCH
DOMEN IMMUNORECEPTOROW NB-LRR

Wykonane przed oémiu laty analizy krystalograficzne
domeny TIR w immunoreceptorze L6 Inu rozpoznajgcego
biatko efektorowe grzyba Melampsora lini wykazaly, ze do-
mena obejmuje pie¢ rownolegtych wsteg 3 (BA do E) oto-
czonych piecioma helisami a (aA do E) [44,45]. W nowszych
badaniach poswieconych analizie struktury domeny TIR w
immunoreceptorach RPS4 i RRS1 rzodkiewnika, funkcjonu-
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jacych w formie heterodimeru w rozpoznaniu PopP2 z Ral-
stonia solanacearum i AvrRps4 z P. syringae wykazano, ze do-
mena TIR jednego biatka oddziatuje za posrednictwem helis
aA i aE z podobnymi helisami aA i aE w drugiej dome-
nie TIR [46]. W ten spos6b powstaje struktura heterodime-
ryczna (RPS4/RRS1), w ktérej immunoreceptor RRS1 typu
TNL-ID funkcjonuje jako ,sensor bialek efektorowych”, na-
tomiast immunoreceptor RPS4 petni funkcje , biatka pomoc-
niczego” aktywujacego szlak sygnatowy [34,46]. Tworzenie
form homo- lub heterodimerycznych potwierdzono takze
w badaniach immunoreceptora RBA1 rzodkiewnika typu
TX zawierajacego tylko domene TIR [40], a takze immuno-
receptorow SNC1 (ang. Suppressor of nprl-1 constitutivel),
RPP1 (ang. Recognition of Peronospora parasitica 1) i L6 Inu
[47]. Wyniki tych ostatnich badan pokazujg, Ze w domenach
TIR, oprécz plaszczyzn utworzonych przez helisy aA i aE,
wystepuja jeszcze dodatkowe plaszczyzny oddzialywania
utworzone przez helisy aD i aE, co daje to mozliwos¢ two-
rzenia form homo- lub heterooligomerycznych. Konkluzja
wynikajaca z tych badan jest o tyle wazna, ze sugeruje, iz
optymalne odpowiedzi obronne wystapia woéwczas, gdy
biatka TNL tworza struktury podobne do zwierzecych oli-
gomerycznych sygnalosomow [17,18,32].

Strukture krystaliczng domeny CC poznano przed sied-
miu laty w immunoreceptorze MLA10 jeczmienia rozpo-
znajacego bialko efektorowe AVR, z Blumeria graminis pv.
hordei [44,45]. Tworza ja dwie przeciwréwnolegle biegnace
helisy o, ktére w dimerach asocjuja, tworzac strukture po-
dobna do , pateczki”. Jednakze w nowszych badaniach wy-
kazano, ze domena CC w immunoreceptorze Sr33 pszenicy
aktywujacym odpornoécé przeciw Puccinia graminis pv.tritici
i immunoreceptorze Rx ziemniaka wiazacego biatko X wi-
rusa ziemniaka zawiera cztery helisy o [48,49]. Ostatecznie,
po przeanalizowaniu struktury oraz sposobu funkcjono-
wania, wyrdznia sie¢ obecnie kilka rodzajow domeny CC, a
mianowicie: A - CC z sekwencja EDWID (Sr33, MLA10, Rx,
SINRC4, Rp1-D21,RGAS5), B - CC, (ADR1, ADR1-L1, ADR1-
-L2, NRG1), C - CC, .. (RPS2, RPS5), D - SD-CC u roslin
psiankowatych (Prf, Sw-5b), E - CC jak w immunorecep-
torze I-2 pomidora (I-2, R3a, L, N’). Jedyny zachowany w
ewolucji motyw o charakterze kwasowym, EDWID, wyste-
pujacy w domenie CC immunoreceptoréw z grupy A i E
posredniczy w oddziatywaniu CC z domena NB [50,51].

Wyniki wielu dotychczasowych badan pokazuja, ze obie
domeny N-koricowe, TIR i CC, posrednicza w dimeryzacji/
oligomeryzacji immunoreceptoréw, oddzialuja fizycznie z
innymi domenami, stabilizujac wlasciwg konformacje im-
munoreceptora, a takze oddziatuja z innymi bialkami zwia-
zanymi z odpornos$cig, w tym takze z biatkami posrednicza-
cymi w przekazywaniu sygnatu na elementy szlakéw sy-
gnatowych poloZzonych ponizej immunoreceptora NB-LRR
[17,19,20,44,45,50,51].

Za domena N-koricowa wystepuje domena NB (ang.
Nucleotide Binding) wiazaca nukleotydy, podobna do analo-
gicznej domeny w biatkach STAND (ang. Signal Transduc-
tion ATP-ase with Numerous Domains) [17,19,20,44]. Funkcjo-
nalng kieszenr wigzaca nukleotydy adeninowe (ATP/ADP)
wspottworzy jeszcze domena ARC (ang. Apaf-1, R proteins,
CED4) podzielona na dwie subdomeny ARCI i ARC2. W
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Rycina 2. Schemat przedstawiajacy tréjmodutowa budowe immunorecepto-
ré6w NB-LRR/NLR roslin oraz proponowany model funkcjonowania immuno-
receptor6w jako molekularnych przetacznikéw. A, Motywy konserwatywne w
domenach CC i NB-ARC. B, Stabilizowanie konformacji nieaktywnej (autoinhi-
bitorowej) i zmiany konformacyjne NB-LRR towarzyszace rozpoznaniu biatka
efektorowego i wymianie ADP zwigzanego z domena NB-ARC na ATP. C, pro-
ponowany model wymiany nukleotydéw ADP/ATP oraz stabilizowania konfor-
magji nieaktywnej i aktywnej immunoreceptoréw L6 i L7 Inu. Opis w tekscie. (na
podstawie prac [17,19-21,45,52,53], zmieniono).

obrebie domen NB-ARC wystepuje szereg motywoéw zacho-
wanych w ewolugji, posredniczacych w wigzaniu nukleoty-
déw i jonéw Mg?* oraz uczestniczacych w hydrolizie zwia-
zanego ATP (Ryc. 2A) [17,20,45]. W wigzaniu nukleotydéw
bierze udziat potozona w obrebie domeny NB petla P (Wal-
ker-A) z charakterystycznym motywem bogatym w reszty
glicyny GVGKT/S, w ktérym konserwatywna reszta lizyny
(K) koordynuje z resztami fosforanowymi-f i -y nukleoty-
déw adeninowych, natomiast reszty treoniny (T) lub seryny
(S) koordynuja z jonami Mg*(Ryc. 2B). Dwie reszty kwa-
su asparaginowego (DD) polozone w kolejnym motywie
okreslanym jako Walker-B poérednicza w wigzaniu Mg* i
hydrolizie zwigzanego ATP. W przedluzeniu motywu Wal-
ker-B lezy motyw TTRD (Sensorl), w ktérym reszta argini-
ny (R) oddzialuje z reszta fosforanowa-y w ATP. Motyw
SEDEAWE nakierowuje czasteczke wody bioraca udziat w
hydrolitycznym rozszczepianiu ATP do ADP i reszty fos-
foranowej. W subdomenie ARC1 wystepuje jeszcze motyw
GLPL, ktéry funkcjonuje jako ,zawias” posredniczacy w
zmianach konformacyjnych pomiedzy struktura ,,zamknie-
ta” niosaca ADP, a aktywna strukturg ,otwarta” niosaca
ATP. W czeéci C-koricowej subdomeny ARC2 wystepuje
motyw MHDYV, ktéry odgrywa wazna role regulacyjna.
Reszta histydyny (H) oddziatuje z reszta fosforanowa-f3
w ADP, przyciagajac w ten sposéb subdomene ARC2 do
domeny NB, a przez to stabilizujac nieaktywna strukture
autoinhibitorowq (zamknieta) immunoreceptora (Ryc. 2B)
[17,19,20,45].

Wiazanie nukleotydéw adeninowych oraz mozliwosc¢
rozszczepiania hydrolitycznego ATP przez immunorecep-
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tory NB-LRR potwierdzono do$wiadczalnie po raz pierw-
szy w badaniach immunoreceptoréw I-2 pomidora i Mi-1
ziemniaka [20,45]. Immunoreceptor I-2 typu CNL funkcjo-
nuje w odpornosci pomidora na fuzarioze wywolywana
przez grzyba Fusarium oxysporum, za$ immunoreceptor
Mi-1 typu CNL w odpornosci ziemniaka na atak nicienia,
guzaka potudniowego (Meloidogyne incognita) oraz mszycy
ziemniaczanej (Macrosiphum euphorbiae). Wnioski wynika-
jace z tych badarn potwierdzono takze w doswiadczeniach
prowadzonych na immunoreceptorach: N typu TNL tyto-
niu rozpoznajacym helikaze p50 wirusa mozaiki tytoniowej
(TMV), M Inu typu TNL wykrywajacym biatko efektorowe
AvrM grzyba Melampsora linii, a w ostatnim czasie w bada-
niach allelicznych form L6 i L7 Inu wiazacych alleliczne od-
miany biatka efektorowego AvrL567 z M. linii [17,20,45,52].

Za subdomena ARC2 wystepuje krotka wstawka, za
ktéra zaczyna sie domena LRR obejmujaca zwykle czterna-
Scie powtérzen zbudowanych z 24 reszt aminokwasowych
bogatych w reszte leucyny (LRR) tworzacych réwnolegte
wstegi f ulozone w strukture przypominajaca podkowe
[44,45]. Jednakze bardziej szczegétowe badania prowadzo-
ne na immunoreceptorach Rx1 i Gpa2 ziemniaka rozpo-
znajacych wirusa ziemniaka X (PVX) i nicienia, matwika
agresywnego (Globodera pallida), a takze na immunorecep-
torze Lr10 pszenicy skierowanym przeciw Puccinia tritici-
na wywolujacego rdze liSciowa, czy na immunoreceptorze
RPS5 rzodkiewnika rozpoznajacym AvrPphB z P. syringae,
wykazaly, ze domena LRR przedzielona jest nieregularna
struktura na dwie subdomeny pelnigce odmienne funkcje
[20,45,53]. Subdomena N-koricowa LRR, polozona za sub-
domeng ARC2, zawiera skupienia reszt aminokwaséw
zasadowych z tadunkami dodatnimi, ktére umozliwiaja
oddzialywanie tej subdomeny z subdomena ARC2 [53]. W
ten sposéb subdomena N-koricowa LRR wspétuczestniczy
w stabilizowaniu zwartej struktury nieaktywnej NB-LRR
(Ryc. 2B) [17,20,53]. Subdomena C-koricowa LRR zawiera
liczne reszty aminokwaséw aromatycznych, ktére w przy-
padku niektérych immunoreceptoréw posredniczg w roz-
poznaniu bialek efektorowych [20,45,53].

W literaturze proponuje sie obecnie ogélny model thu-
maczacy przelacznikowa funkcje immunoreceptoréw NB-
-LRR (Ryc. 2B). W warunkach braku biatka efektorowego,
immunoreceptor wystepuje w formie nieaktywnej (autoin-
hibitorowej) niosacej zwigzany ADP, ktéra charakteryzuje
sie¢ zwarta struktura, stabilizowana oddzialywaniami po-
miedzy poszczegdélnymi domenami immunoreceptora, a w
formach di- lub oligomerycznych, takze oddzialywaniami
miedzyczasteczkowymi. Forma autoinhibitorowa immuno-
receptora stabilizowana jest gléwnie poprzez oddziatywa-
nia domen NB-ARC z TIR/CC oraz z subdomena N-korco-
wa LRR [20]. Wymiana ADP zwigzanego z NB-ARC na ATP
wymusza zmiany konformacyjne prowadzace do powsta-
nia struktury aktywnej, bardziej otwartej, w ktérej domena
TIR/CC oddziatuje z biatkami szlakéw sygnatowych. Hy-
drolityczne rozszczepienie ATP do ADP i fosforanu powo-
duje przemiane otwartej formy aktywnej do bardziej zwar-
tej struktury nieaktywnej [17,19,20,45,53]. Ten og6lny model
funkcjonowania NB-LRR jako molekularnego przetacznika
powstal w oparciu o wyniki doswiadczeri prowadzonych
na zmutowanych biatkach, w ktérych zmieniono niektére
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reszty aminokwasowe potozone w motywach petnigcych
istotne funkcje. Szczegdlnie przydatne okazaly sie mutacje,
ktoére pozbawiaja immunoreceptor mozliwoéci wigzania
nukleotydéw, a takze mutacje wylaczajace aktywnos¢ AT-
Pazowa, ale zachowujace zdolnos¢ wigzania ATP. Mutan-
ty, ktére nie wigza nukleotydéw sa catkowicie nieaktywne,
natomiast mutanty pozbawione aktywnosci ATPazowej sa
konstytutywnie aktywne. Mutacja w motywie MHD, poto-
zonym w subdomenie ARC2, ktéry poprzez reszte histy-
dyny oddzialuje z reszta fosforanowa-p w ADP prowadzi
do preferencyjnego wigzania ATP i przyjmowania konfor-
macji aktywnej [17,19,20]. Mozna zatem przypuszczad, ze
immunoreceptory NB-LRR funkcjonuja jako molekularne
przefaczniki, ktére w formie nieaktywnej, niosacej zwiaza-
ny ADP, wykrywaja bialka efektorowe fitopatogenow. Z
chwila swoistego rozpoznania biatka efektorowego naste-
puje czedciowe rozluznienie struktury trzeciorzedowej im-
munoreceptora, co umozliwia uwolnienie ADP i zwigzanie
pozostajagcego w cytoplazmie w wyzszym stezeniu ATP
(Ryc. 2B). Zajecie kieszeni wiazacej nukleotydy przez ATP
indukuje w immunoreceptorze dalsze rozluZnienie struk-
tury trzeciorzedowej umozliwiajace interakcje domeny N-
-koricowej immunoreceptora z biatkiem/biatkami szlaku
sygnatowego. Hydroliza zwigzanego z immunoreceptorem
ATP powoduje przywrdcenie bardziej zwartej, nieaktywnej
struktury NB-LRR i przerwanie aktywacji reakcji odporno-
Sciowych [17,19-22,44,45].

W tym miejscu warto zwréci¢ uwage na opublikowane
w ostatnim czasie wyniki doswiadczen prowadzonych na
immunoreceptorach allelicznych L6 i L7 Inu rozpoznaja-
cych formy alleliczne AvrL567 z M. lini, ktére nieco inaczej
tlumacza zaleznoséci pomiedzy rozpoznaniem biatka efekto-
rowego, a wymiang nukleotydéw zwigzanych z immunore-
ceptorem (Ryc. 2C) [52]. Wnioski wynikajace z tych badan
sugeruja, ze w nieobecnosci biatka efektorowego forma nie-
aktywna i forma aktywna immunoreceptora NB-LRR wy-
stepuje w stanie réwnowagi dynamicznej, ze zdecydowana
przewaga konformacji nieaktywnej (ADP-NB-LRR). Roz-
poznanie biatka efektorowego prowadzi do stabilizowania
formy aktywnej (ATP-NB-LRR) i przesuniecia stanu réwno-
wagi w kierunku formy aktywnej [52].

REGULACJA POZIOMU IMMUNORECEPTOROW
NB-LRR W ROSLINACH

Budowa wielodomenowa immunoreceptoré6w NB-LRR,
funkcjonujacych jako odwracalne przelaczniki, pociaga ko-
nieczno$¢ Scistej regulacji ekspresji kodujacych je genéw
oraz poprawnego faldowania syntetyzowanych biatek. Ma
to zapewnia¢ pozostawanie immunoreceptoréw we wia-
Sciwych przedziatlach subkomérkowych w konformacji
autoinhibitorowej, ale ma takze umozliwia¢ swoiste wykry-
wanie odpowiednich bialek efektorowych [29,54-56]. Wy-
niki wielu doswiadczen pokazaly, ze zwiekszona ekspre-
sja genéw NB-LRR prowadzi zwykle do autoimmunizacji,
objawiajacej sie spontaniczng $miercia komoérek typu HR,
zahamowaniem wzrostu i ostabieniem ogélnej kondycji ro-
sliny, natomiast celowe obnizenie poziomu biatka NB-LRR
prowadzi do wzrostu podatnosci rosliny na infekcje [54].
Ekspresja genéw NB-LRR w rzodkiewniku pozostaje na ni-
skim poziomie i wykazuje zmiennos¢ tkankowa i ekotypo-
wa. U wiekszosci rodlin jedno- i dwuli$ciennych, ekspresja
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NB-LRR jest silniejsza w korzeniu niz w pedzie, ale u roslin
z rodziny kapustowatych ekspresja genéw NB-LRR jest wy-
razniejsza w pedzie [54]. Ponadto wykazano doswiadczal-
nie, ze aktywacja ukltadu odpornosciowego (infekcja fitopa-
togenem, aplikacja czasteczek MAMP/PAMP, aplikacja SA)
powoduje bardzo wyrazny wzrost poziomu transkryptéw
wielu genéw NB-LRR, np. peptyd flg22 aplikowany na li-
Scie rzodkiewnika powoduje co najmniej dwukrotny wzrost
ekspresji 55 genéw NB-LRR [54]. Regulacja transkrypcji NB-
-LRR odbywa sie tez na poziomie modyfikacji histonéw
(metylacja H3, monoubikwitynylacja H2B), alternatywnego
skladania, alternatywnej poliadenylacji oraz regulacji po-
ziomu transkryptow przez miRNA i siRNA [29,54-56].

Poprawne faldowanie oraz pozostawanie immunore-
ceptor6w w konformacji autoinhibitorowej nadzoruje kom-
pleks HRS utworzony z trzech bialek, a mianowicie biatka
chaperonowego HSP90 i dwdch biatek kochaperonowych
RAR11iSGT1 [55]. W regulacji poziomu biatek NB-LRR oraz
w usuwaniu biatek niewlasciwie sfaldowanych uczestni-
czy kompleks ligazy ubikwitynowej E3 SCF"*®, w ktérym
biatko CPR1/CPR30 z kaseta F wigze NB-LRR. Kompleks
ligazy ubikwitynowej E3 wspottworza jeszcze biatka kocha-
peronowe SGT1 i SRFR1, a ubikwitynylowany immunore-
ceptor NB-LRR moze podlega¢ dalszej poliubikwitynylacji
przez ligaze typu E4 (MUSE3) [55].

MECHANIZMY ROZPOZNAWANIA
BIALEK EFEKTOROWYCH I AKTYWACJA
REAKCJI ODPORNOSCIOWYCH

Obecnosé w immunoreceptorach NB-LRR domeny LRR o
duzej zmiennosci sekwencji reszt aminokwasowych od po-
czatku nasuwata przypuszczenie, ze to wtasnie ta domena
posredniczy w swoistym rozpoznaniu bialek efektorowych
na zasadzie oddzialywania typu ligand-receptor, zgodnie
z koncepcja gen-na-gen, a wlasciwie biatko-na-biatko Flo-
ra. Slusznoé¢ powyzszego zalozenia potwierdzono po raz
pierwszy przed osiemnastu laty w przypadku immunore-
ceptora Pi-ta typu TNL ryzu wigzacego biatko efektorowe
Avr-Pita z grzyba Magnaporthe grisea. Mozliwos¢ oddziaty-
wania fizycznego pomiedzy obu biatkami wykazano naj-
pierw technikg drozdzowego systemu dwuhybrydowego, a
nastepnie potwierdzono w badaniach prowadzonych na Pi-
-ta z mutacjami w domenie LRR [20-22,45]. Oddzialywanie
bezposrednie typu biatko-biatko potwierdzono takze w ko-
lejnych do$wiadczeniach prowadzonych na immunorecep-
torze M typu TNL Inu wiazacym bialko efektorowe AvrM
z Melampsora lini, a takze w badaniach immunoreceptoréw
L51 L6 typu TNL Inu wigzacych odmienne formy alleliczne
biatka efektorowego AvrL567 z M. linii [20]. W nowszych
badaniach wykazano, ze domena LRR immunoreceptora
RPP1 (ang. Recognition of Peronospora Parasitical) typu TNL
rzodkiewnika wiaze biatko efektorowe ATR1 (ang. Arabi-
dopsis Thaliana Recognizedl) z legniowca Hyaloperonospora
arabidopsidis, oraz ze odcinek polozony pomiedzy 11 a 26
powtérzeniem LRR w immunoreceptorze Pm3 pszenicy
wiaze biatko Avr-PM3 z maczniaka prawdziwego (Blumeria
graminis) [20].

Do oddzialywan bezposrednich pomiedzy immunere-
ceptorem a biatkiem efektorowym dochodzi réwniez w
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przypadku immunoreceptoréw z domeng zintegrowang
typu NLR-ID, takich jak RRS1 rzodkiewnika, RGAS5 ryzu,
czy Pik-1 ryzu. We wszystkich tym immunoreceptorach w
swoistym rozpoznaniu biatka efektorowego posrednicza
domeny zintegrowane WRKY lub RATX1 [34].

Jednakze, w miare rozwoju badan okazalo sie, ze wiek-
szo$¢ poznanych immunoreceptoréw NB-LRR wykrywa w
komorce obecnosé bialek efektorowych posrednio poprzez
monitorowanie zmian w biatkach, ktére staja sie celem ataku
biatek efektorowych. Potwierdzono to réwniez w ostatnim
czasie w badaniach wykorzystujacych technike drozdzo-
wego systemu dwuhybrydowego, w ktérych wykazano, ze
tylko dwa, sposréd 30 analizowanych immunoreceptoréw
NB-LRR rzodkiewnika, oddziatuja bezposrednio z biatkami
efektorowymi z P. syringae i z legniowca Hyaloperonospora
arabidopsidis [20]. W ten sposéb w literaturze naukowej po-
jawil sie termin ,straznik” opisujgcy role immunoreceptora
NB-LRR monitorujacego zmiany w ,biatku strzezonym”
(ang. guardee) lub w bialku okreslanym jako , wabik” (ang.
decoy) [18-22,33,57,58].

ROZPOZNANIE POSREDNIE BIALEK EFEKTOROWYCH

Monitorowanie zmian w biatku strzezonym (kofaktorze)

Proponowana koncepcja ,straznika” i , biatka strzezone-
go” okazala sie stuszna w odniesieniu do wielu poznanych
immunoreceptoréw NB-LRR rozpoznajacych zmiany w
biatkach strzezonych, jakie pojawiaja sie w wyniku ataku
réznych biatek efektorowych [18-22,32,33,57,58]. Dobrym
przykladem takiego biatka strzezonego jest RIN4 (ang.
RPM]1-Interacting Protein4), ktére w rzodkiewniku funkcjo-
nuje jako fosfoprzelacznik regulujacy reakcje odpornoscio-
we typu PTI i ETI [59,60]. Biatko RIN4 jest celem ataku dla
co najmniej czterech biatek efektorowych z P. syringae, a
mianowicie: AvrRpt2, AvrB, AvrRpm1, HopF2 [12,15]. Biat-
ko AvrRpt2 rozcina proteolitycznie RIN4 w obrebie domen
NOI, zas HopF2 przenosi reszte adenozynodifosforybozy
(ADP-rybozy) z NAD* na RIN4, co przeciwdziala trawieniu
proteolitycznemu przez AvrRpt2. Biatka efektorowe Avr-
Rpml i AvrB oddzialuja z cytoplazmatyczna kinaza bial-
kowa RIPK oraz innymi kinazami RLCK (PBL13/18/29),
umozliwiajac fosforylacje reszty treoniny-166 w RIN4 [61].
Zmiany zachodzace w RIN4 sa wykrywane przez co naj-
mniej dwa immunoreceptory NB-LRR typu CNL, a mia-
nowicie RPS2 (ang. Resistance to Pseudomonas Syringae2) i
RPM1 (ang. Resistance to Pseudomonas Maculicola proteinl).
Immunoreceptor RPS2 w formie nieaktywnej oddziatu-
je poprzez domene CC z zakotwiczonym w blonie RIN4
(Ryc. 3A). Pojawiajace sie w komorce biatko efektorowe
AvrRpt2 ulega najpierw autoaktywacji (odciecie z N-kon-
ca 7 kDa oligopeptydu), stajac sie w ten sposéb aktywna
proteaza cysteinowq. Zaktywowane w ten sposéb AvrRpt2
trawi RIN4 w obrebie dwéch domen NOI, dajac trzy poli-
peptydy. Dwa z nich sa uwalniane do cytoplazmy, nato-
miast trzeci, krétki odcinek C-koricowy, pozostaje zwiaza-
ny z blona plazmatyczna. W konsekwengcji, immunorecep-
tor RPS2 rozpoznaje AvrRpt2 poérednio, wykrywajac jego
aktywnos¢ proteolityczng wzgledem ,biatka strzezonego”
RIN4 (Ryc. 3A) [12,15,22,57,58]. Réwniez immunoreceptor
RPM1 typu CNL w konformacji autoinhibitorowej oddzia-
tuje z RIN4 poprzez domene CC. Pojawiajace sie w komor-
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Rycina 3. Rozpoznanie posrednie bialek efektorowych AvrRpt2, HopF2, AvrB i
AvrRpml przez immunoreceptory: RPS2 - A i RPM1 - B wykrywajgce zmiany
w bialku ,strzezonym” RIN4. Opis w tekscie. (na podstawie prac [12,58,61,62]).

ce biatka efektorowe AvrB i AvrRpml wiaza sie do blony
plazmatycznej za posrednictwem kotwic acylowych, gdzie
oddzialuja z cytoplazmatyczna kinaza bialkowa RIPK lub
kilku innymi kinazami typu RLCK fosforylujacymi w RIN4
reszte treoniny 166. Modyfikacja RIN4 aktywuje izomera-
ze cis/trans prolyl-peptydylowa (PPI)aze (ROC1), ktéra w
RIN4 izomeryzuje wigzanie peptydowe X-prolina-149 (Ryc.
4B) [12,22,57,58,61]. Wyniki badann opublikowane w ostat-
nim czasie sugerujg, ze immunoreceptor RPM1 wystepuje
w formie homodimeru RPM1/RPM1 zwiazanego z blona
za posrednictwem RIN4, ktéry po wykryciu zmian konfor-
macyjnych w RIN4 towarzyszacych fosforylacji reszty tre-
oniny-166 pozostaje nadal w formie aktywnej zwigzany z
btona [62].

Biatkiem strzezonym przez co najmniej trzy immuno-
receptory NB-LRR jest biatko EDS1 (ang. Enhanced Disease
Susceptibilityl) odgrywajace wazna role w szlakach sygna-
towych aktywowanych przez immunoreceptory typu TNL
(patrz nastepne podrozdziaty). Biatko EDS1 jest celem ataku
dla bialek efektorowych AvrRps4 i HopAl z P. syringae, a
zmiany wykrywaja oddziatujace z EDS1 immunoreceptory
RPS4, RPS6 i SNC1 rzodkiewnika [57,63,64]. EDS1 oddzia-
tuje z biatkiem SRFR1 (ang. Suppressor of rps4-RLD1) zlo-
kalizowanym w blonach siateczki srédplazmatycznej [57].
Wprowadzone do komoérek biatka efektorowe AvrRps4
i HopAl powoduja oddysocjowanie komplekséw EDSI-
-RPS4 i EDS1-RPS6 od SRFR1, co umozliwia ich migracje do
jadra. Biatko EDS1 pelni przypuszczalnie funkcje regulato-
rowa w formowaniu heterodimeru RPS4/RRS1, w ktérym
RPS4 posredniczy w przekazywaniu sygnatu [34,57].

Immunoreceptor SUMM2 (ang. Suppressor of MKKI
MKK?2 2) typu CNL rzodkiewnika pelni funkcje , strazni-
ka” monitorujacego aktywnos¢ kaskady kinaz MAP (MEK-
K1>MKK1/2>MPK4) blokowanej przez biatko efektorowe
HopAll z P. syringae. Biatko HopAll z aktywnoscig liazy
fosfotreoninowej odszczepia z MPK4 reszte fosfotreoniny
-C-OPO,* [12,15]. Okazato sig, ze immunoreceptor SUMM2
oddzialuje z cytoplazmatyczna kinaza biatkowa CRCK3
(ang. Calmodulin-binding Receptor-like Cytoplasmic Kinase3),
ktéra jest fosforylowana przez kinaze MPK4 [65,66]. Bloko-
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wanie aktywnosci MPK4 przez HopAll lub mutacja mpk4
uniemozliwiajaca fosforylacje CRCK3, a przypuszczalnie
takze biatka PAT1, prowadzi do aktywacji reakcji odpor-
noséciowych zaleznych od immunoreceptora SUMM2. Tak
wiec, immunoreceptor SUMM2 monitoruje zmiany konfor-
macyjne w CRCKS3, jakie towarzysza fosforylowaniu przez
MPK4 kilku reszt serynowych potozonych pomiedzy N-
-koficowym motywem przezbtonowym a domena kinazo-
wa CRCK3. Forma nieufosforylowana kinazy CRCK3 akty-
wuje immunoreceptor SUMM?2 [57,65,66].

Wykrywanie zmian w biatkach , wabikowych”

W miare postepu badan ujawniono, ze wiele biatek
efektorowych fitopatogenéw atakuje w roslinie wiecej niz
jedno biatko docelowe, a co szczegdlnie wazne, niektére z
tych bialek nie biora udziatu w reakcjach odpornosciowych.
Opierajac sie na tych doniesieniach, zaproponowano przed
dziesieciu laty koncepcje ,wabika”, wedlug ktorej wiele
bialek wewnatrzkomoérkowych rosliny pelni funkcje ,pu-
tapek” przywabiajacych odpowiednie bialka efektorowe,
a zmiany w biatkach wabikowych powstajace w wyniku
oddzialywan z bialkami efektorowymi sa rozpoznawane
przez immunoreceptory NB-LRR [18-20,32,33,58]. Dobrym
przykladem takiego bialka wabikowego jest kinaza bial-
kowa Pto pomidora atakowana przez biatka efektorowe
AvrPto i AvrPtoB z P. syringae. Kinaza Pto odgrywa role
biatka wabikowego, gdyz sama nie uczestniczy w reakcjach
odpornosciowych, natomiast , przywabia” AvrPto i AvrP-
toB, dla ktérych celem ataku sa blonowe receptorowe kina-
zy biatkowe funkcjonujace w percepcji czasteczek MAMP/
PAMP [12,15,67]. Immunoreceptorem monitorujacym zmia-
ny w kinazie Pto wywolywane przez AvrPto i AvrPtoB jest
Prf z nietypowa domena SD-CC na N-konicu (Ryc. 4). Ta
530-aminokwasowa domena oddzialuje z zakotwiczona w
blonie plazmatycznej kinaza biatkowa Pto i posredniczy w
formowaniu kompleksu di-, a by¢ moze takze oligomery-
cznego, w ktérym kazdy immunoreceptor Prf oddzialuje
z odrebnym biatkiem Pto [12,50,68,69]. W kompleksie he-
terodimerycznym Pto/Prf-Prf/Pto, kinazy Pto ulegaja au-
tofosforylacji na resztach seryny 198, a immunoreceptory
Prf wystepuja w konformacji nieaktywnej. Pojawiajace sie
w komorce AvrPtoB jest fosforylowane przez kinaze Pto
sensorowg (Pto_ ) na reszcie treoniny 450, co prowadzi do
inaktywacji domeny ligazowej E3 (Ryc. 4) [12,68]. Regulacja
negatywna kompleksu Pto/Prf-Prf/Pto zanika woéwczas,
gdy AvrPto lub AvrPtoB wiaze sie do kieszeni katalitycznej
kinazy Pto_ i zaburza konformacje petli P+1. W tworza-
cym sie w ten sposob kompleksie AvrPto(B)/ Pto_/Prf-
-Prf/Pto_ , kinaza Pto pomocnicza (Pto,,,) ulega aktywacji
i fosforyiuje w kinazie Pto_ _ reszte treoniny-199 (Ryc. 4).
Podwéjna fosforylacja kinazy Pto_ _(S-198, T-199) powodu-
je derepresje kompleksu immunoreceptoréw Prf/Prf i akty-
wagcje reakcji odpornosciowych [12,68,69].

Innym przykladem bialka wabikowego jest cytoplazma-
tyczna kinaza biatkowa PBS1, ktéra w rzodkiewniku przy-
wabia biatko efektorowe AvrPphB z P. syringae z aktywno-
Scig proteazy cysteinowej. Bialko AvrPphB atakuje szereg
cytoplazmatycznych kinaz biatkowych (BIK1, RIPK, PBS1,
PBL) funkcjonujacych w szlakach sygnatowych aktywowa-
nych przez receptory typu PRR [12,15,67]. Uwaza sie, ze
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Rycina 4. Aktywacja homodimeru immunoreceptora Prf wykrywajacego zmiany
w kinazie bialkowej Pto funkcjonujacej jako biatko ,wabikowe” dla biatek efek-
torowych AvrPto i AvrPtoB. Szczegélowy opis w tekscie. (na podstawie prac
[12,68,69]).

kinaza PBS1, podobnie jak kinaza Pto, peini funkcje biatka
wabikowego, poniewaz mutant pbs1 nie wykazuje zauwa-
zalnego uposledzenia w reakcjach odpornosciowych. Z
zakotwiczona w blonie plazmatycznej kinazg PBS1 oddzia-
tuje poprzez domene CC immunoreceptor RPS5 typu CNL
pozostajacy w formie autoinhibitorowej. Wprowadzone do
komérki biatko efektorowe AvrPphB rozcina proteolitycz-
nie domene kinazowa PBS1, a powstajace w obu fragmen-
tach zmiany konformacyjne sa wykrywane przez immuno-
receptor RPS5 [12,70].

W ostatnich latach w rzodkiewniku odkryto interesujacy
mechanizm wykrywania obecnoséci w komorce trzech réz-
nych bialek efektorowych, dwéch z P. syringae (HopZla i
HopF2a) i jednego (AvrAC/XopAC) z X. campestris, przez
jeden immunoreceptor ZAR1 (ang. HopZ-Activated Resistan-
cel) typu CNL [58]. We wszystkich trzech przypadkach,
immunoreceptor ZAR1 wystepuje w formie heterodimeru
z jedna z kinaz cytoplazmatycznych ZRK z rodziny RLCK,
ktére s pozbawione niektérych motywow niezbednych dla
aktywnosci kinazowej [71]. W rozpoznaniu biatka efektoro-
wego HopZla z aktywnoscia acetylotransferazy posredni-
czy pseudokinaza ZED1/ZRK5 (ang. HopZ-ETI-Deficientl),
ktéra w tym wypadku odgrywa role bialka wabikowego
(Ryc. 5A). Biatko efektorowe HopZla acetyluje biatka JAZ,
ingerujac w ten sposéb w szlaki sygnalowe aktywowane
przez jasmoniany [12,15,72], ale jak sie okazato, HopZla
acetyluje réwniez dwie reszty treoniny (T-125 i -177) w
pseudokinaze ZED1/ZRKS5 [73]. Modyfikacja biatka wabi-
kowego ZED1/ZRKS5 jest rozpoznawana przez immunore-
ceptor ZAR1 [74].

W tkance przewodzacej rzodkiewnika, immunoreceptor
ZAR1 tworzy heterodimer z pseudokinaza RKS1/ZRK1,
ktéry wykrywa obecnosé AvrAC/XopAC z X. campestris.
Biatko efektorowe AvrAC/XopAC jest urydynylotransfe-
raza przenoszacy reszte urydyno 5-monofosforanu z UTP
na kinazy cytoplazmatyczne BIK1 i RIPK [12,15]. Wykazano
eksperymentalnie, ze w tkance przewodzacej rzodkiewni-
ka, AvrAC/XopAC urydynyluje w kinazie cytoplazmatycz-
nej PBL2 reszty seryny-253 i treoniny-254. Modyfikowanie
przez AvrAC/XopAC biatka wabikowego PBL2 jest wykry-
wane przez heterodimer RKS1/ZRK1/ZAR1 (Ryc. 5B) [75].
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Rycina 5. Aktywacja immunoreceptora ZAR1 wykrywajacego aktywnos¢ enzy-
matyczng biatek efektorowych HopZla - A, AvrAc/XopAC - B i HopF2a - C.
Opis w tekscie. (na podstawie prac [71,73-76]).

W podobny sposéb heterodimer ZRK3/ZAR1 wykrywa
obecnos¢ biatka efektorowego HopF2a z P. syringae z ak-
tywnoécia ADP-rybozylotransferazy, modyfikujacego nie-

zidentyfikowane jeszcze biatko wabikowe (Ryc. 5C) [76].

Rozpoznawanie bialek efektorowych przez receptory
heterodimeryczne zawierajace immunoreceptor z
domena (wabikiem) zintegrowana typu NLR-ID

Przed kilkunastu laty w rzodkiewniku poznano pare im-
munoreceptoréw RPS4 i RRS1 typu TNL wykrywajaca obec-
nosc bialek efektorowych: AvrRps4 z P. syringae, PopP2 z R.
solanacearum i niezidentyfikowanego jeszcze biatka efekto-
rowego z grzyba Colletotrichum higginsianum [34,35]. Anali-
zy krystalograficzne domen TIR w RPS4 i RRS1 wykazaly,
Ze moga one tworzy¢ formy homo- lub heterodimeryczne.
Ujawniono tez, ze sama domena TIR biatka RPS4 w formie
homodimerycznej aktywuje odpowiedzi typu HR niezalez-
nie od biatka efektorowego, oraz ze immunoreceptor RRS1
stabilizuje forme autoinhibitorowag heterodimeru RPS4/
RRS1 przeciwdziatajagc tworzeniu aktywnego homodime-
ru RPS4/RPS4 [46]. O rozdzieleniu funkcji pomiedzy dwa
immunoreceptory tworzace heterodimer swiadczy réwniez
fakt, ze mutacja w petli P w immunoreceptorze RRS1 po-
$redniczacej w wigzaniu nukleotydu nie wplywa na funk-
cjonowanie heterodimeru, podczas gdy podobna mutacja
w RPS4 pozbawia heterodimer RPS4/RRS1 aktywnosci
[34,35]. Derepresja formy autoinhibitorowej dimeru RPS4/
RRS1 nastepuje wraz z rozpoznaniem w komorce biatka
efektorowego PopP2 lub AvrRps4 przez immunoreceptor
sensorowy RRS1 [34,35]. Biatko RRS1 za domeng LRR ma
jeszcze domene zintegrowana WRKY (Ryc. 1) (zintegrowa-
ny wabik) oddzialujaca z DNA w miejscu wiazacym niekt6-
re z 74 czynnikéw transkrypcyjnych rzodkiewnika z rodzi-
ny WRKY. Biatko efektorowe PopP2 z aktywnoscia acety-
lotransferazowa acetyluje szereg czynnikéw transkrypcyj-
nych WRKY, ale takze modyfikuje dwie reszty lizyny (K-
1217 i K-1221) w domenie WRKYGQK immunoreceptora
RRS1-R (forma alleliczna zawierajaca krétkie przedtuzenie
za domeng WRKY) [77,78]. Acetylacja domeny wabikowej
WRKY przeciwdziala wigzaniu heterodimeru RPS4/RRS1-
-R z DNA oraz powoduje derepresje heterodimeru. Dzieje
sie to przypuszczalnie dzieki oddzialywaniom odcinka C-
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Rycina 6. Wykrywanie aktywnosci enzymatycznej biatka efektorowego PopP2
przez immunoreceptor sensorowy RRS1-R z domeng (wabikiem) zintegrowana,
wspéltworzacy heterodimer z immunoreceptorem pomocniczym RPS4. Szczeg6-
fowy opis w tekscie. (Na podstawie prac [32-34,46,77-79]).

-koricowego RRS1-R z domeng C-koricowg w RPS4 (Ryc. 6)
[79]. Do domeny wabikowej WRKY w immunoreceptorze
RRS1 w obu formach allelicznych R i S wiaze si¢ réwniez
biatko efektorowe AvrRps4 z P. syringae [78,79]. W tym wy-
padku AvrRps4 przypuszczalnie eliminuje oddzialywanie
pomiedzy domena WRKY a poprzedzajaca ja domena DM4,
co sprzyja wiazaniu DM4 do domeny C-koricowej w RPS4
[79]. Tak wiec, w heterodimerze RPS4/RRS1 immunore-
ceptor RRS1 typu NLR-ID pelni funkcje sensora i represora
wzgledem immunoreceptora pomocniczego RPS4, ktéry po
odblokowaniu przekazuje sygnat na biatko/a szlaku sygna-
towego [34,35,79].

Inng pare immunoreceptoréw tworza biatka RGA5/
RGA4 typu CNL ryzu wykrywajace obecnos¢ dwoch biatek
efektorowych z grzyba Magnaporthe oryzae, a mianowicie
Avr-Pia i Avrl-CO39 [34,35]. Immunoreceptor RGA5 typu
NLR-ID za domeng LRR ma zintegrowana domene wabi-
kowa RATX1, ktorej sekwencja jest podobna do motywu
wiazacego miedZ w biatku cytoplazmatycznym drozdzy. W
tym wypadku, domena wabikowa RATX1 wiaze oba bial-
ka efektorowe, a immunoreceptor RGA5 w heterodimerze
RGA5/RGA4 pelni funkcje sensora i represora wzgledem
RGA4, przeciwdzialajac autoimmunizacji, za§ RGA4 prze-
kazuje informacje na szlak sygnatowy [80].

Podobna pare tworza immunoreceptory Pikp-1 i Pikp2
typu CNL ryzu, w ktérej Pikp-1 jest immunoreceptorem
sensorowym wykrywajacym obecno$¢ biatka efektorowe-
go AvrPikD z Magnaporthe oryzae [81]. Biatko efektorowe
AvrPikD jest wigzane do domeny wabikowej HMA (ang.
Heavy Metal-Associated) podobnej do RATX1 w RGA5, kt6-
ra w Pikp-1 jest poloZona pomiedzy domena CC a domena
NB-ARC [81,82].

W ryzu poznano heterodimer Pii-2/Pii-1 rozpoznajacy
biatko Avr-Pii z Magnaporthe oryzae. W tym wypadku im-
munoreceptorem sensorowym jest Pii-2, ktéry za domena
LRR ma domene zintegrowana NOI [34,35,83].

Rola immunoreceptoré6w NB-LRR o nietypowej budowie

Jak juz wczesniej wspomniano, genomy wielu roslin
oprocz genéw kodujacych , klasyczne” immunoreceptory
NB-LRR zawieraja jeszcze kilka podklas genéw NB-LRR
kodujacych immunoreceptory o nietypowej budowie (patrz
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poprzednie podrozdzialy). Jedng z podklas tworza biatka z
domeng RPW8 (ang. Resistance to Powdery Mildew8), ktéra
obejmuje potozony na N-koricu motyw przezbtonowy oraz
zmieniona domene CC [27,31]. W rzodkiewniku poznano
trzy biatka typu CC,-NB-LRR (RNL), a mianowicie immu-
noreceptory ADR1, ADR1-L1 i ADRI1-L2 (ang. Activated
Disease Resistance), a w tytoniu biatko NRG1 (ang. N Requ-
irement Genel) [33]. Ustalono, ze wszystkie poznane immu-
noreceptory typu RNL odgrywaja role biatek pomocniczych
funkcjonujacych jako elementy szlakéw sygnatowych poto-
zonych ponizej klasycznych immunoreceptoréw NB-LRR
[33,84]. Ponadto immunoreceptory ADR1, ADR1-L1 i L2
funkcjonuja ponizej receptoréw btonowych typu PRR akty-
wujacych synteze kwasu salicylowego oraz wspéldziatajg z
immunoreceptorami RPS2, RPP4, RPP2, jednakze w odréz-
nieniu od heterodimeréw zawierajacych immunoreceptory
typu NLR-ID, wspotdziatanie to nie wymaga oddzialywa-
nia fizycznego pomiedzy immunoreceptorami. Wykazano
tez, ze w immunoreceptorze ADR1, petla P posredniczaca
w wiazaniu nukleotydéw nie odgrywa istotnej roli. Réw-
niez immunoreceptor NRG1 w tytoniu pelni funkcje biatka
pomocniczego wzgledem immunoreceptora N typu TNL
rozpoznajacego TMV, immunoreceptora Roql (ang. Reco-
gnition of XopQ1) typu TNL rozpoznajacego biatko efektoro-
we XopQ1/HopQ1 i immunoreceptora RPP1 (ang. Recogni-
tion of Peronospora Parasitical) typu TNL wigzacego biatko
ATR1 (ang. Arabidopsis Thaliana Recognizedl) [85]. Ponadto
wykazano, ze biatko NRG1 oddziatuje fizycznie z biatkiem
EDS1 (ang. Enhanced Disease Susceptibility1) funkcjonujacym
w szlakach sygnalowych ponizej receptoréw typu TNL
(patrz nastepne podrozdzialy).

Funkcje bialek pomocniczych pelnig réwniez immuno-
receptory NRC (ang. NLR Required for Cell death) poznane
u kilku gatunkéw roélin z rodziny psiankowatych [86]. W
badaniach NRC2, NRC3 i NRC4 w tytoniu N. benthamiana
wykazano, ze pelnia one funkcje immunoreceptoréw po-
mocniczych wzgledem co najmniej oémiu immunorecep-
torom rozpoznajacym biatka efektorowe: legniowca P. in-
festans (AVRDbIb2, AVRS, AVR1), bakterii (AvrBs2, AvrPto/
AvrPtoB) i wiruséw (CP, Nsm). Okazalo sie, ze niektére im-
munoreceptory NB-LRR sensorowe (Rpi-blb2, Mi-1.2, R1)
wspotdzialaja tylko z immunoreceptorem pomocniczym
NRC4, podczas, gdy inne mogg wspétdziata¢ z dwoma lub
nawet wszystkimi trzema immunoreceptorami NRC2, -3 i
-4 [86]. W dotychczasowych badaniach nie potwierdzono
sugestii, jakoby immunoreceptory sensorowe (Rpi-blb2, RS,
R1, Bs2, Prf, Rx, Sw5b) oddzialywaly fizycznie z immuno-
receptorami pomocniczymi NRC, natomiast wykazano, ze
motywy wiazace nukleotydy w biatkach NRC odgrywaja
istotng role w funkcjonowaniu tych immunoreceptoréw.
Wartymi odnotowania sa réwniez wyniki najnowszych ba-
dan, w ktérych wykazano, ze immunoreceptory NRC od-
grywaja role pomocnicza takze w stosunku do receptoréw
blonowym (Cf4, Cf9, Vel) [87], a co szczegblnie interesujg-
ce, ujawniono, ze w pomidorze NRC4a oddzialuje poprzez
domene CC z receptorem blonowym LeEIX2 wiazacym po-
chodzaca z grzybéw ksylanaze EIX, czasteczke typu PAMP
[7,88].

Genomy roslin zawieraja jeszcze kilka grup genéw ko-
dujacych ,niekompletne” biatka NB-LRR (patrz poprzednie
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podrozdzialy) [27,32,33,39]. Z grupy biatek TX, w rzodkiew-
niku liczacej 30 genéw, poznano biatko RBA1 (ang. Respon-
se to HopBAT) rozpoznajace biatko efektorowe HopBAl z
P. syringae [40]. Biatko TN2, z grupy bialek TN zawieraja-
cych domene TIR i domene NB, rozpoznaje podjednostke
EXO70B1 kompleksu egzocysty. Immunoreceptor TN2 od-
dziatuje poprzez domene CC z EXO70B1, ktére jest przy-
puszczalnie biatkiem , strzezonym” atakowanym przez nie-
zidentyfikowane jeszcze bialko efektorowe. Z domeng CC
w biatku TN2 oddzialuje tez kinaza biatkowa aktywowana
przez Ca?* (CPKD5), ktéra w tym wypadku jest przypuszczal-
nie pierwszym elementem szlaku sygnalowego [41,42]. Inne
biatko typu TN, a mianowicie TN13 jest zlokalizowane w
blonie siateczki srédplazmatycznej i oddzialuje z importyna
MOS6 [43].

AKTYWACJA ODPOWIEDZI OBRONNYCH
PRZEZ IMMUNORECEPTORY NB-LRR

Zréznicowane mechanizmy rozpoznania biatek efektoro-
wych przez zlokalizowane w réznych przedziatach komoér-
kowych immunoreceptory NB-LRR sugeruja, ze réwniez
aktywowane przez nie szlaki sygnatowe beda sie w poszcze-
golnych przypadkach bardzo od siebie r6zni¢. Niestety, na
razie niewiele wiadomo na temat bialek wspéttworzacych
szlaki sygnatowe, z ktérymi immunoreceptory NB-LRR w
formie aktywnej oddzialuja bezposrednio. Nielicznymi wy-
jatkami sa immunoreceptory migrujace z cytoplazmy do ja-
dra, takie jak: Rx, N, I-2, MLA10, Pb1, SNC1, RPS4 i RRS1, w
przypadku ktérych dowiedziono, ze biorg one bezposredni
udzial w regulacji transkrypcji genéw zwigzanych z odpor-
noédcia [19-22,55,89]. Tak jest w przypadku immunorecepto-
ra Rx1 typu CNL ziemniaka rozpoznajacego bialko wirusa
X ziemniaka (PVX), ktéry wigze sie do dwuniciowego DNA
i znieksztalca jego strukture, a ponadto oddziatuje z czyn-
nikiem transkrypcyjnym NbGIk1 (ang. Golden2-like) tytoniu.
Oddziatywanie domeny CC aktywnego immunoreceptora
Rx1 z NbGIk1 sprzyja wigzaniu obu bialek do okreslonej
sekwencji w DNA [90]. W kontekscie wynikéw tych badan
jeszcze bardziej zagadkowa staje sie rola immunorecepto-
réow NRC2, 31 4, ktore, jak juz wczesniej wspomniano, funk-
gjonuja jako biatka pomocnicze wzgledem Rx1 [86]. Row-
niez immunoreceptor N typu TNL tytoniu, rozpoznajacy
domene helikazy p50 wirusa mozaiki tytoniowej (TMV),
w obecnosci biatka efektorowego oddziatuje z czynnikiem
transkrypcyjnym SPL6 (ang. Squamosa promoter binding Pro-
tein-Like6) i aktywuje odpornos¢ tytoniu na TMV [21,89].
W rzodkiewniku, z czynnikiem transkrypcyjnym SPL6 od-
dzialuje immunoreceptor pomocniczy RPS4 wspéttworza-
cy z immunoreceptorem sensorowym RRS1 typu NLR-ID
funkcjonalny heterodimer [89]. Immunoreceptor I-2 (ang.
Immunity to race2) typu CNL pomidora rozpoznajacy biatko
efektorowe Avrl grzyba Fusarium oxysporum pv. lycopersici
w formie aktywnej wigze i znieksztalca dwuniciowy DNA
[91]. W jeczmieniu immunoreceptor MLA10 typu CNL roz-
poznajacy biatko A10 z grzyba Blumeria graminis pv. hordei
w formie homodimeru oddziatluje poprzez domene CC z
czynnikiem aktywujacym ekspresje MYB6 oraz biatkiem
represorowym WRKY1. Aktywacja MLA10 powoduje dere-
presje MYB6 hamowanego przez WRKY1 i aktywuje geny
zwigzane z odpornoscia [21,89]. W ryzu, immunorecep-
tor Pbl (ang. Panicle blastl) typu CNL, aktywujacy odpor-
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noéc¢ przeciw Magnaporthe oryzae, oddziatuje z czynnikiem
transkrypcyjnym WRKY45, ktéry funkcjonuje w reakcjach
odpornoéciowych aktywowanych przez kwas salicylowy.
Okazuje si¢, ze w komoérkach niezainfekowanych czynnik
transkrypcyjny WRKY45 ulega degradacji proteolitycznej,
podczas gdy forma aktywna immunoreceptora Pbl prze-
ciwdziala jego ubikwitynylacji i degradacji w proteasomach
[21,89]. W rzodkiewniku immunoreceptor SNC1 (ang. Sup-
pressor of nprl-1, Constitutivel) typu TNL oddziatuje z czyn-
nikiem transkrypcyjnym bHLHS84, a takze z korepresorem
transkrypcji TPR1 (ang. Topless-Relatedl), ktory oddziatuje z
biatkami DND1 i DND2 (ang. Defense no Death1 and 2) funk-
cjonujgcymi jako represory reakcji HR [89].

W kontekscie wynikéw tych badan, wartymi odnotowa-
nia sa takze rezultaty do$wiadczen opublikowane w ostat-
nichlatach pokazujace, Ze immunoreceptory RPS2 typu CNL
i RPS4 typu TNL oddzialujg z nukleoporyna transbtonowa
CPR5 (ang. Constitutive expresser of Pathogenesis-Related ge-
nes5), ktéra w formie homooligomeréw ogranicza wnikanie
czgsteczek do jadra i hamuje reakcje odpornosciowe [92].
Okazalo sig, ze oddzialywanie badanych immunorecepto-
réw z CPR5 prowadzi do rozpadu struktury oligomerycz-
nej, co powoduje ,udroznienie” jadrowych komplekséw
porowych. Dysocjacja oligomeréw CPR5 powoduje takze
uwolnienie inhibitoréw kinaz zaleznych od cyklin (SIM,
SMR1), co w efekcie prowadzi do hiperfosforylacji RBR1
(ang. Retinoblastoma-Related1) przez nieznana jeszcze kinaze
biatkowa, aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych z rodziny
E2F i aktywacji programowanej $mierci komoérek [93].

W przeciwieristwie do immunoreceptoréw migrujacych
do jadra, wiekszos¢ poznanych immunoreceptoréw NB-
-LRR rozpoznaje odpowiednie biatka efektorowe w cyto-
plazmie badz w powiazaniu z blona plazmatyczna (RPM1,
RPS2, RPS5, Pit), z blonami aparatu Golgiego (L6), tonopla-
stu (M) czy endosoméw (R3a), gdzie nastepuje aktywacja
odpowiednich szlakéw sygnatowych. Niestety, wiedza na
temat szlakow sygnatowych aktywowanych przez te immu-
noreceptory jest jeszcze bardzo enigmatyczna [19-22,55,89].
Wiadomo, ze immunoreceptory typu CNL na ogét wyma-
gaja wspoldzialania z biatkiem NDR1 (ang. Non-race-speci-
fic Disease Resistancel) [20-22], natomiast immunoreceptory
podklasy TNL wspétdziataja z biatkiem EDS1 (ang. Enhan-
ced Disease Susceptibilityl) oraz jego dwoma partnerami,
biatkiem PAD4 (ang. Phytoalexin Deficient4) i SAG101 (ang.
Senescence Associated Gene 101 [20-22]. Biatko NDR1 z moty-
wami wystepujacymi w integrynach jest zakotwiczone za
posrednictwem kotwicy glikozylofosfatydyloinozytolowej
(GPI) w btonie plazmatycznej i przypuszczalnie uczestniczy
w percepcji sygnaléw zewnatrzkomoérkowych wspomaga-
jacych reakcje aktywowane przez NB-LRR. Biatko EDS1, a
takze bialka PAD4 i SAG101, wszystkie z motywami wy-
stepujacymi w lipazach, posredniczg m. in. w sygnalizacji
zaleznej od aktywnych form tlenu i aktywujacej biosynteze
kwasu salicylowego oraz w regulacji jadrowo-cytoplazma-
tycznej relokacji niektérych immunoreceptoréw typu TNL
[57]. W tym miejscu nalezy réwniez przypomnie¢ prezen-
towane wczeéniej wyniki badan z ostatnich lat dotyczace
immunoreceptoréw pomocniczych ADR1, -L1, -L2, NRG1,
NRC1, 2, 3, 4 funkcjonujacych w szlakach sygnatowych po-
nizej immunoreceptoréw sensorowych [84-88]. Relokacja
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immunoreceptora Rx pomiedzy cytoplazmem a jadrem wy-
maga wspoldzialania z biatkiem RanGAP2 [94]. W blonach
chloroplastéw zidentyfikowano biatko THF1 (ang. Thylakoid
Formation1) z domena CC, ktére oddziatuje z domeng CC
immunoreceptora N’ rozpoznajacego biatko oplaszczajace z
tobamowiruséw, a takze z domena CC innych immunore-
ceptoréw podobnych do I-2 (I-2, R3a, L, N) [95]. Aktywa-
¢ja immunoreceptora N” prowadzi do destabilizacji biatka
THF1 i aktywacji zaleznej od $wiatla Smierci komorki [95].

W badaniach poswieconych identyfikowanu elementéw
biatkowych wspéttworzacych szlaki sygnalowe aktywo-
wane przez immunoreceptor Prf rozpoznajacy zmiany w
biatku wabikowym Pto udato sie zidentyfikowa¢ okoto 25
genoéw, ktoérych produkty bialkowe posrednicza w aktywa-
¢ji odpornosci typu ETI [96]. Sg wsréd nich m. in.: biatka
chaperonowe HSP90-SGT1-RAR1, mate biatka G z rodziny
Rac oddziatujace z oksydazami NADPH, kinazy biatkowe
wspottworzace kaskady kinaz MAP, zwiazana z blona pla-
zmatyczng fosfolipaza C (PLC6) hydrolizujaca fosfatydy-
loinozytole, biatka funkcjonujace w szlakach sekrecyjnych,
enzymy funkcjonujace w biosyntezie fitohormonéw oraz
biatkowe elementy szlakow sygnalowych aktywowanych
przez SA iJA [96].

Udziat kaskad kinaz MAP w aktywacji odpornosci typu
ETI potwierdzono takze w najnowszych badaniach poswie-
conych immunoreceptorom RPS2, RPS4 i RPM1 [21,97].
Aktywacja kinaz MPK3 i MPK6 przez immunoreceptory
RPS2 i RPM1 rozpoczyna sie po okoto 3 godz. i trwa do 7
godz. [98]. Dla poréwnania, warto zwrdci¢ uwage, ze ak-
tywacja tych samych kinaz MAP przez czasteczki MAMP/
PAMP zachodzi znacznie szybciej, bo rozpoczyna sie juz po
okoto 10 min i trwa do 1 godz. [7,97]. Przedtuzona aktywa-
cja MPK3/MPK6 wplywa pozytywnie na ekspresje genéw
zwigzanych z odpornoscia zalezna od kwasu salicylowe-
go, natomiast hamuje ekspresje genéw zwiazanych z foto-
synteza, ttumi fotosynteze i hamuje wzmozona na $wietle
produkcje anionorodnikéw ponadtlenkowych i nadtlenku
wodoru, co w konsekwencji hamuje odpornosé i op6znia
programowana $mierc¢ komorek typu HR [98,99].

Aktywacji immunoreceptoréw NB-LRR, np. RPS2 czy
RPM1, towarzyszy, podobnie jak w przypadku aktywacji
PTI, naptyw jonéw wapnia do cytoplazmy, aktywacja kinaz
zaleznych od jonéw Ca? CPK1/2/4/11 aktywujacych oksy-
daze NADPH, fosforylacja przez CPK4/5/6/11 niektérych
czynnikéw transkrypcyjnych WRKY [100]. Naptyw jonéw
Ca?" do cytoplazmy jest powiazany z produkcja anionorod-
nikéw ponadtlenkowych i nadtlenku wodoru, kluczowych
czynnikéw w aktywacji programowanej $mierci komoérek
typu HR [21,22,99]. Inicjowanie reakcji typu HR zalezy tak-
ze od wzrostu stezenia kwasu salicylowego oraz sprawnosci
szlakéw sygnatowych aktywowanych przez ten fitohormon
[22,89]. Przyjmuje sie powszechnie, ze SA odgrywa wazna
role w odpornosci przeciw bio- i hemibiotrofom, natomiast
ET i JA funkcjonuja gtéwnie w odpornosci przeciw nekro-
trofom. Jednakze wyniki opublikowane w ostatnim czasie
pokazuja, ze aktywacja HR przez immunoreceptor RPS2
aktywuje ekspresje genéw PRI w komoérkach otaczajacych
miejsce infekcji tworzacych domene o najwyzszym stezeniu
SA, ale na zewnatrz tej domeny polozona jest warstwa ko-
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morek, w ktorych wzrasta ekspresja genu aktywowanego
przez kwas jasmonowy - fitohormonu wzajemnie antago-
nistycznego z SA [101]. W do$wiadczeniach poswieconych
analizie zmian w ekspresji genéw towarzyszacych aktywa-
¢ji immunoreceptoréw RPS2 i RPM1 wykazano, Ze najwigk-
sze zmiany zachodza w pierwszych 4-6 godz. po infekcji
i dotycza odpowiednio okoto 2200 i 1570 genow [102]. W
doswiadczeniach wykorzystujacych wielokrotne mutanty
dde2/ein2/sid2/pad4 rzodkiewnika wykazano, ze w przypad-
ku aktywacji immunoreceptora RPS2 szlaki sygnatowe ak-
tywowane przez JA, ET, SA posredniczg w tym szybkim i
rozleglym przeprogramowaniu transkrypcji tylko w pierw-
szych 4-6 godz. po infekgji [102].

W konkluzji, mozna zatem ogoélnie stwierdzi¢, ze immu-
noreceptory rozpoznajace biatka efektorowe w cytoplazmie
aktywuja szlaki sygnalowe, ktére obejmuja elementy bial-
kowe i niebiatkowe takie same jak w przypadku odpornosci
aktywowanej przez czasteczki MAMP/PAMP, ale reakcje
odpornosciowe w przypadku ETI sa silniejsze i charaktery-
zuja sie wydtuzonym czasem trwania [7,99].

Programowa $mier¢ komorek aktywowana przez im-
munoreceptory NB-LRR rézni sie od badanych u zwierzat
rodzajow programowanej S$mierci komorki (apoptozy,
autofagii, pyroptozy, nekroptozy), chociaz wykazuje sze-
reg podobienstw, zwlaszcza do pyroptozy i nekroptozy
[103,104]. Zmiany morfologiczne towarzyszace reakcji HR
obejmuja m. in.: kurczenie protoplastu, pecznienie waku-
oli, pecznienie organelli komérkowych, fragmentacje jadra.
Mechanizmy molekularne HR nie sg jeszcze dokladnie po-
znane, chociaz wiadomo, ze do zapoczatkowania ciagu zda-
rzen wymagana jest aktywacja immunoreceptora NB-LRR,
udziat biatek EDS1, PAD4 i SAG101 badz biatka NDR1 oraz
bialek kochaperonowych STG1 i RARI. Zainicjowany ciag
reakcji prowadzi do masywnej produkcji aktywnych form
tlenu, tlenku azotu, naptywu jonéw wapnia do cytoplazmy,
aktywacji kaskad kinaz MAP, fosforylacji szeregu czynni-
kow transkrypcyjnych WRKY oraz produkcji kwasu salicy-
lowego [103]. Przypuszczalnie, wazng role odgrywa petla
pozytywnego sprzezenia pomiedzy SA i produkowanymi
w chloroplastach aktywnymi formami tlenu. Wzrost steze-
nia ROS i tlenku azotu uruchamia procesy proteolityczne,
w ktérych uczestnicza wakuolarne enzymy proteolityczne
(VPE) w tym m. in. podobne do kaspaz metakaspazy, fita-
spazy i saspazy. Tworza sie takze autofagosomy, struktury
pecherzykowe o podwdjnej blonie, ktore, jak sie okazuje,
moga wspodltdziataé w rozwoju HR, ale moga takze sprzyjaé
wirulencji. Ostatecznie, reakcje nadwrazliwosci prowadza
do $mierci zainfekowanych komérek, co ma przeciwdziata¢
rozprzestrzenianiu sie fitopatogena na sasiednie, niezainfe-
kowane komérki.

UWAGI KONCOWE

Koncepcja dotyczaca odpornosci lokalnej roslin jako
ukladu dwupoziomowego dobrze ilustruje zaproponowa-
ny przed trzynastu laty model ,zygzakowy” (Ryc. 7) [23].
Wzrost odpornosci roélin na infekcje zostaje zapoczatko-
wany wraz z rozpoznaniem przez receptory blonowe typu
PRR czasteczek MAMP/PAMP (faza PTI). Wyksztalcone w
toku ewolugcji biatka efektorowe fitopatogenéw ttumia od-
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Rycina 7. Model zygzakowy ilustrujacy zmiany odpornosci w fazie aktywacji re-
ceptoréw PRR przez czasteczki MAMP/PAMP (PTI), w fazie supresji odpornosci
PTI przez biatka efektorowe fitopatogenow (ETS), w fazie aktywacji odpornosci
ETI przez immunoreceptory wewnatrzkomoérkowe NB-LRR (ETI), w fazie thu-
mienia odpornosci ETI przez inne biatka efektorowe (ETS) oraz w fazie wzrostu
odpornosci ETT aktywowanej przez inne immunoreceptory NB-LRR rozpoznajg-
ce inne biatka efektorowe. Opis w tekscie. (Na podstawie pracy [23]).

pornoéc PTI, sprzyjajac w ten sposéb wzrostowi podatnosci
rosliny na infekcje (faza ETS). Immunoreceptory wewnatrz-
komoérkowe NB-LRR rozpoznajg swoiscie wprowadzone do
komoérek biatka efektorowe fitopatogena i aktywuja reakcje
odpornosciowe typu ETI (faza ETI). Odpornos¢ ETI jest
wzmocniona wersja PTI i dlatego na ogét przekracza prog
reakcji nadwrazliwoéci HR (Ryc. 7). Utrata w toku ewolucji
niektérych biatek efektorowych i pozyskanie innych moze
prowadzi¢ do supresji odpornosci ETI i wzrostu podatno-
§ci na infekcje (faza ETS). Pojawienie sie form allelicznych
lub w ogole nowych immunoreceptoréw NB-LRR rozpo-
znajacych nowe biatka efektorowe umozliwia aktywacje
odpornosci typu ETI (faza ETI) [23]. Model Jones’a i Dangla
ilustruje ogdélne zasady funkcjonowania uktadu odporno-
Sciowego rodlin, ktéry powinien uruchamia¢ odpowiedzi
obronne w kazdej zainfekowanej komoérce. Model zygza-
kowy jest bardzo przydatny, szczegélnie w pracy dydak-
tycznej, ale okazal sie tez inspirujacy, zwlaszcza mlodych
badaczy, w podejmowaniu badani zwigzanych z odporno-
§cig roslin na choroby. Jednakze wraz z rozwojem badan
pojawilo sie wiele nowych wynikéw, w tym m. in. rezultaty
badan immunoreceptoréw NB-LRR pomocniczych (ADRI,
-L1, -L2, NRG1, NRC1, 2, 3, 4) wspéldziatajacych z immu-
noreceptorami sensorowymi oraz funkcjonujacych w szla-
kach sygnalowych aktywowanych przez receptory blonowe
typu PRR [84-88]. Wyniki powyzszych badan, podobnie jak
szereg innych faktéw prezentowanych w pracy opubliko-
wanej w br. [105] sklaniaja do stwierdzenia, ze reakcje od-
pornoéciowe typu PTI i ETI stanowia dwa zachodzace na
siebie i wzajemnie uzupelniajace si¢ poziomy odpornosci,
ktérych nie powinno sie rozgranicza¢. Przypuszczalnie z
tego samego powodu, w pracy opublikowanej w ubieglym
roku, poswieconej receptorom aktywujacym reakcje odpor-
noéciowe, wszystkie receptory sa nazywane receptorami R
(ang. Resistance) i dzielone sa na receptory blonowe i recep-
tory wewnatrzkomoérkowe [106]. Autorzy analizuja sposob
funkcjonowania 128 receptoréw R, sposréd 314 zidentyfi-
kowanych i sklonowanych w roslinach genéw R, ktére po-
dzielono ze wzgledu na mechanizm percepcji na dziewiec
grup. Niezaleznie od tego, w literaturze specjalistycznej po-
jawilo sie tez szereg uwag krytycznych, w ktérych zwraca
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si¢ uwage na uproszczenia i niedoskonatosci modelu zyg-
zakowego, w tym m. in. pomijanie w nim fitopatogenéw
nekrotroficznych, nieuwzglednianie abiotycznych czynni-
kow srodowiska (Swiatlo, wilgotnosé, temperatura) wply-
wajacych na reakcje odpornosciowe, pomijanie zjawiska
uwrazliwienia (ang. priming) ukladu odpornosciowego. W
odpowiedzi na te uwagi, w literaturze naukowej pojawity
sie¢ w ostatnich latach modele alternatywne, w tym takze za-
proponowany przed trzema laty i zdaniem autoréw zastu-
gujacy na uwage model wielosktadnikowy, przedstawiony
w formie kotowej [107]. Zgodnie z tym modelem, reakcje
obronne roslin zaleza od czynnikéw, ktére decyduja o akty-
wacji reakcji odpornosciowych IAC (ang. Immunity Activa-
tion Components) oraz czynnikéw modulujacych odpornosé
IMC (ang. Immunity Modulation Components). IAC obejmuje
w zasadzie wszystkie elementy zwiazane z aktywacja PTI i
ETI (MAMP/PAMP, PRR, biatka efektorowe, NB-LRR), na-
tomiast IMC wspoéttworza czynniki powigzane ze zmianami
metabolizmu pierwotnego rosliny oraz zmiany w szlakach
i sieciach sygnatowych aktywowanych przez fitohormony
[107]. Zwrdcenie uwagi na role metabolizmu pierwotnego,
jako waznego czynnika modulujacego odpornos¢ jest waz-
na o tyle, ze podejmowane przed kilkunastu laty badania w
tym zakresie, zostaly w ostatnich latach niemal calkowicie
zaniechane. Na przyktad, wg naszej wiedzy, nikt dotych-
czas nie podejmowat badan poswieconych udziatowi kom-
pleksow kinaz bialkowych SnRK1 i TOR w regulacji reakgji
odpornosciowych, mimo ze od jakiegos$ czasu wiadomo, ze
oba te kompleksy odgrywaja role kluczowa w integracji in-
formacji o stanie energetycznym i pokarmowym komorki
i reguluja bardzo wiele réznych proceséw komoérkowych.
Mozna sie tez spodziewaé, ze zaproponowany model wielo-
skladnikowy wplynie réwniez na zintensyfikowanie trud-
nych i czesto nie dajacych jednoznacznych wynikéw badan
poswieconych roli fitohormonéw w aktywagji i regulacji
reakcji odpornosciowych, ktére pozostaja na jeszcze bardzo
wstepnym etapie zaawansowania.
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ABSTRACT

The effector proteins employ common as well as pathogen-specific strategies to disturb plant immunity and to promote pathogen survival and
favor their multiplication. However, in some cases, pathogen effectors are recognized by plant intracellular immune receptors NB-LRR/NLR
that identify effector proteins, either directly by physical interaction or indirectly through monitoring of host proteins modification. NB-LRR
immune receptors are characterized by the central nucleotide binding domain NB-ARC, C-terminal Leucine-Rich Repeats (LRRs) domain, and
N-terminal TIR, CC or CC, domain. Immune receptors localized to the nucleus appears to be more directly associated with transcriptional
regulation of defence gene expression, while the detection of pathogen effectors by membrane- or cytoplasm-localized immune receptors NB-
-LRR activate calcium-mediated signaling, ion flow, mitogen-activated protein kinase cascades, oxidative burst, biosynthesis of plant defence
hormones and antimicrobial compounds, as well, far-reaching transcriptional reprogramming. Effector-triggered immunity normally culmi-

nates in programmed cell death called hypersensitive response (HR).
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