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STRESZCZENIE

[
Zelazo jest metalem przejéciowym niezbednym do prawidlowego wzrostu oraz rozwoju

roslin poniewaz jako skladnik wielu enzymoéw o rozleglym potencjale oksydoredukcyj-
nym, uczestniczy w kluczowych procesach komorkowych. W trakcie ewolucji rosliny wy-
ksztalcily rozmaite systemy komdrkowe, umozliwiajace im $cisla kontrole poziomu zelaza
w komorkach, tkankach i organach. Obejmuja one zar6wno biatka blonowe, ktore odpo-
wiadaja za pobieranie zelaza z roztworu glebowego, daleki transport tego metalu do pe-
déw i wewnatrzkomodrkowa dystrybucje zelaza pomiedzy rézne organelle komoérkowe, jak
i biatka magazynujace i chelatujace Zelazo, ktore chronia komérki przed toksycznym dzia-
laniem wolnych jonéw tego metalu i umozliwiaja roslinom prawidlowy wzrost i rozwéj w
warunkach niedoboru tego mikroelementu w glebie. Z uwagi na kluczowe znaczenie zelaza
dla funkcjonowania roslin, bialka zwiazane z transportem, chelatowaniem i magazynowa-
niem tego mikroelementu u roslin sa w ostatnich latach przedmiotem bardzo intensywnych
badan. Niniejsza praca przedstawia istniejacy zaktualizowany stan wiedzy na temat tych
bialek a takze mechanizméw ich regulacji.

WPROWADZENIE - WEASCIWOSCI BIOLOGICZNE
I DOSTEPNOSC ZELAZA

Zelazo nalezy do grupy metali ladowych, czyli takich, ktérych masa atomowa
jest wieksza niz 20 [1]. Jest mikroelementem niezbednym dla prawidlowego wzro-
stu i rozwoju wszystkich organizmoéw. Z uwagi na zdolnoé¢ do tatwego oddawa-
nia i przyjmowania elektronéw, zelazo jest obok miedzi kluczowym skladnikiem
odwracalnych reakeji redoks, w ktérych dochodzi do zmiany formy utlenienia
jonéw Fe?* i Fe** [2]. Jako sktadnik grup prostetycznych, takich jak hem, klastry
zelazowo-siarkowe i centra Zelazowe determinuje aktywnosc¢ wielu biatek uczest-
niczacych w kluczowych procesach metabolicznych komorek i tkanek. Biatka za-
wierajace hem i klastry Fe-S biorg udzial w transporcie elektronéw w procesach
oddychania komérkowego i fotosyntezy, w transporcie i magazynowaniu tlenu,
w syntezie chlorofilu i utrzymaniu struktury i funkcji chloroplastéw, w usuwaniu
nadmiaru wolnych rodnikéw z komoérek i kompartymentéw komérkowych oraz
w regulacji ekspresji genéw i syntezy mikroRNA [3]. Do grupy tych biatek naleza
tak wazne biatka i enzymy jak hemoglobina, mioglobina, cytochromy, katalazy,
oksydoreduktazy, peroksydazy, akonitaza, enzymy mitochondrialnego taficucha
oddechowego: reduktaza bursztynian-Q, reduktaza NADH-Q czy biatko Rieske.
Biologiczne znaczenie tego pierwiastka jest tak duze, ze jego niedobér moze pro-
wadzi¢ do powaznych zaburzen wzrostu i rozwoju organizmoéw, a nawet do ich
émierci. Wedtug szacunkowych danych Swiatowej Organizacji Zdrowia, ponad
2 miliardy ludzi na $wiecie cierpi z powodu anemii wywolfanej niedoborem Fe w
diecie [4]. Najwiecej przypadkéw $miertelnych z powodu tej choroby stwierdza
sie w krajach Afryki, Azji i Ameryki Potudniowej, w regionach, ktérych miesz-
kancy odzywiaja sie przede wszystkim produktami pochodzenia roslinnego,
uprawianymi na mato zyznych glebach. Przypuszcza sie, ze nawet jedna trzecia
Swiatowych zasob6éw gleby stanowi podioze ubogie w Zelazo dostepne dla roslin
[5]. Takie statystyki moga wydawac sie zaskakujace, jesli weZmiemy pod uwage
fakt, ze zelazo wystepuje stosunkowo powszechnie w Srodowisku naturalnym:
stanowi okolo 5,6% skorupy ziemskiej, a wiec nalezy do grupy pieciu najbardziej
rozpowszechnionych pierwiastkéw na ziemi [6]. Dostepnos¢ zelaza dla roslin jest
jednak $ciéle uzalezniona od wlasciwosci gleby. Takie parametry jak bogactwo
mikroorganizmoéw, pH (niskie pH sprzyja pobieraniu kationéw), tekstura (za-
wartosé piasku, gliny, itow), sktad (zawartoé¢ innych pierwiastkéw, np. wapnia)
i rodzaj gleby maja niezwykle istotny wplyw na jej natlenienie, nawodnienie oraz
zawartosé i dostepnosé sktadnikéw mineralnych [7]. Zelazo nalezy do grupy me-
tali przejéciowych, ktérych atomy zawierajg elektrony walencyjne na wiecej niz
jednej podpowloce, a wiec moga przyjmowac kilka stopni utlenienia. W warun-
kach naturalnych zelazo wystepuje w postaci dwoch biologicznie czynnych form:
w formie jonu zelazawego (Fe**) i w formie jonu zelazowego (Fe*") [8]. W glebach
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Rycina 1. Strategie pobierania zelaza przez rosliny. ZF - zwiazki fenolowe, PS - fitosiderofory,
SAM - S-adenozylo-metionina, NAS - syntaza nikotianaminy, NA - nikotianamina, NAAT -
aminotransferaza NA, DMA - kwas deoksymugeinowy, DMAS - syntaza DMA, SK - $ciana ko-
morkowa, A - apoplast, BK - blona komérkowa, CYT - cytoplazma. Rycine wykonano uzywajac

bazy Servier Medical Art (http:/ /smart.servier.com/).

STRATEGIA MIESZANA (RYZ)

sport pecherzykowy
—®

i stosowana jest przez wszystkie rosliny wyz-
sze z wyjatkiem rodziny Graminaceae (trawy). W
pierwszym etapie, aby obnizy¢ pH ryzosfery i
zwiekszy¢ rozpuszczalnos$é i dostepnosé zelaza,
roéliny wydzielaja do niej protony i zwigzki feno-
lowe w odpowiedzi na deficyt Fe w érodowisku
(Ryc. 1) [2]. W procesie wydzielania protonéw
biora udzial pompy protonowe (H*-ATPazy) na-
lezace do rodziny P-ATPaz, zlokalizowane w pla-
zmolemie komérek korzeni [10]. Wykazano, ze w
warunkach deficytu Fe w ryzodermie A. thaliana
dochodzi do zwiekszonej ekspresji genow AHAI,
AHA2 oraz AHA7, przy czym poziom ekspresji
genu AHA? jest najwyzszy [11]. Dysrupcja tego
genu u A. thaliana powoduje znaczne zmniejsze-
nie wydajnosci procesu obnizania pH gleby przez
roéliny [11]. Ekspresja genu homologicznego biat-
ka ogoérka CsHA1 takze wzrasta w odpowiedzi
na brak Fe w podlozu [12]. Przypuszcza sie za-
tem, ze obydwa biatka odpowiadaja za sekrecje
protonéw do gleby i zwiekszone pobieranie Ze-
laza w warunkach jego ograniczonej dostepnosci.

Zwiazki fenolowe takze zwigkszaja dostep-
noé¢ zelaza dla roslin. Wykazano, Zze maja one
zdolnoé¢ do chelatowania i rozpuszczania Fe** a
takze jego redukcji do Fe?* in vitro [13]. Badania
nad A. thaliana, Brassica napus i Medicago truncatula

dominuje forma Fe®*, ktéra jest zwigzana z wodorotlenkami
i krzemianami lecz ich rozpuszczalnoéé jest zbyt niska, aby
zapewni¢ wystarczajacq podaz dla roslin. Wraz ze wzrostem
pH gleby rozpuszczalnoéé tych form zelaza, a wiec i ich do-
stepnos¢, drastycznie spadajg, poniewaz dochodzi do hy-
drolizy, polimeryzacji i wytrgcania zwigzkéw Fe z roztworu
glebowego [9]. Dostepnoé¢ zelaza znacznie maleje takze w
warunkach wysokich stezeri wapnia w glebie. W poréwna-
niu z forma Fe*, Zelazo na drugim stopniu utlenienia (zre-
dukowane przez tlen atmosferyczny) jest stosunkowo dobrze
rozpuszczalne w podtozach i tatwo dostepne dla roslin [8].

Rosliny osiagaja optymalny wzrost poprzez utrzymanie
stezenia zelaza na poziomie od 10~ do 10* M [2]. Ponie-
waz zdecydowana wiekszos$¢ gleb zawiera zelazo trudno
dostepne dla roslin, organizmy te wyksztalcily w trakcie
ewolucji ztozone, precyzyjnie regulowane strategie, umoz-
liwiajgce im pobieranie, efektywna dystrybucje oraz maga-
zynowanie zelaza w tkankach i kompartymentach komor-
kowych. Kluczowymi elementami tych proceséw sa biatka
blonowe i biatka chelatujace i magazynujace zelazo, ktére
umozliwiaja kontrolowane przenoszenie wolnych jonéw
zelaza lub chelatéw zelaza przez btony komérkowe i btony
organelli komoérkowych oraz bezpieczne przechowywanie
tego mikroelementu w komérkach.

STRATEGIE ORAZ TRANSPORTERY UCZESTNICZACE
W POBIERANIU ZELAZA Z ROZTWORU GLEBOWEGO
STRATEGIA I

W trakcie ewolucji rosliny rozwinely dwie strategie po-
bierania zelaza z roztworu glebowego. Strategia I opiera
si¢ na redukgji schelatowanych jonéw Fe* do jonéw Fe**
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wykazaly, ze zwigzki fenolowe wydzielane przez
roéliny do roztworu glebowego sa pod wzgledem
chemicznym podobne do kumaryn takich jak skopoletyna i
flawina. Sg one syntetyzowane w warunkach deficytu zela-
za przy udziale hydroksylazy 6 ferulo-CoA i wydzielane z
komérek do ryzosfery przez plazmolemowy transporter z
rodziny ABC, ABCG37/PDR9 (Ryc. 1) [14].

Kolejnym etapem strategii I jest odbywajaca sie¢ na po-
wierzchni korzeni redukcja Fe** do Fe?, katalizowana przez
plazmolemowa oksydoreduktaze Fe®, ktéra u A. thaliana
kodowana jest przez gen FRO2 (ang. Ferric reduction-oxi-
dase) (Ryc. 1) [2]. Ekspresja genu kodujacego to biatko jest
indukowana lub represjonowana w komérkach epidermal-
nych korzeni w warunkach odpowiednio, deficytu lub do-
stepnosci zelaza [2,5]. W poréwnaniu z roslinami dzikimi,
roéliny z nadekspresja genu FRO2 rosna znacznie lepiej w
warunkach niskiej dostepnosci tego metalu [15]. Mozna za-
tem przypuszczaé, ze FRO2 pelni istotna role w odpowiedzi
roélin na deficyt zelaza w podtozu. Co ciekawe, w genomie
A. thaliana zidentyfikowano siedem genéw kodujacych bial-
ka FRO, ktére charakteryzuja sie zréznicowana ekspresja
organowa. I tak, geny FRO2, FRO3 i FROb ulegaja ekspresji
w korzeniach, natomiast transkrypty genéw FRO6, FRO7 i
FROS8 wykryto w pedach [16]. Ostatnie badania wykazaty,
ze FRO7 uczestniczy w redukcji zelaza w chloroplastach
(Ryc. 3B) [17]. Zatem procesy redukcji jonéw Fe®* do jonow
Fe? i transportu jonéw Fe** zachodza w blonach réznych
tkanek i organelli komorek roslinnych.

Ostatnim etapem strategii I jest transport zredukowane-
go zelaza do komorek korzeni. Proces ten katalizowany jest
przy udziale transportera btonowego IRT1, zlokalizowane-
go w plazmolemie komoérek epidermy korzeni (Ryc. 1) [18].
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Biatko IRT1 nalezy do rodziny bialek ZIP (ang. ZRT-like
IRT-like Proteins), obejmujacej biatka ZRT (ang. Zinc-Requ-
lated Transporter) transportujace cynk, oraz biatka IRT (ang.
Iron-Requlated Transporter) transportujace zelazo [18]. IRT1
jest transporterem o wysokim powinowactwie do zelaza i
ekspresja genu kodujacego to bialko znacznie wzrasta w
warunkach deficytu Zelaza w podlozu [2]. Poza korzeniami,
transkrypt genu IRT1 wykryto takze w kwiatach, a dokfad-
nie w nitkach precikéw, co pozwala przypuszczad, ze biatko
to zaangazowane jest rOwniez w zaopatrywanie rozwijajg-
cych sie ziaren pylku w Zelazo [19]. Badania na mutantach
drozdzowych i roslinnych wykazaly, ze jest to transporter
multispecyficzny: oprécz jonéw zZelaza wykazuje zdolnos¢
do transportu jonéw manganu, cynku, kobaltu i kadmu
[20]. Mutanty A. thaliana, charakteryzujace si¢ niepraw-
idtlowym funkcjonowaniem genu IRT1 sa chlorotyczne,
majag powaznie zaburzony wzrost i rozwdj, sg sterylne i
umieraja po 3-4 tygodniach od skietkowania [19]. W zwigz-
ku z tym uwaza sig, ze biatko IRT1 jest gléwnym transport-
erem odpowiedzialnym za pobieranie zelaza przez rosliny.
W genomie A. thaliana zidentyfikowano ortolog genu IRT1,
gen IRT2 [2]. Ekspresja tego genu zachodzi w zewnetrznych
warstwach korzeni w warunkach niedoboru zelaza [2]. Co
ciekawe, mutanty z dysrupcja genu IRT2 nie wykazuja zad-
nych objawéw deficytu Fe. Nie stwierdzono takze nade-
kspresji tego genu w roélinach z dysrupcja genu IRT1 [19,
21]. Wykazano, ze w przeciwienstwie do AtIRT1, AtIRT2
lokalizuje si¢ w pecherzykach wewnatrzkomoérkowych, a
wiec nie uczestniczy w pobieraniu zelaza do komorki, ale
raczej w akumulacji tego metalu w pecherzykach lub jego
remobilizacji z tych organelli w warunkach odpowiednio,
nadmiaru lub deficytu zelaza w srodowisku [21].

Ostatnie badania wykazaly, ze ekspresja genéw koduja-
cych biatka IRT1 i FRO2 jest regulowana przez takie same
czynniki transkrypcyjne: FIT, bHLH38 i bHLH39. Miano-
wicie, FIT wchodzi w interakcje z bHLH38 lub bHLH39
tworzac heterodimery FIT-bHLH38 lub FIT-bHLH39, ktére
bezposrednio aktywuja transkrypcje genoéw IRT1 i FRO2
[22]. Jednoczesna aktywacja ekspresji genéw odpowied-
zialnych za zakwaszanie gleby (AHA?2), redukcje chelatow
Fe* (FRO2) i transport Fe do komérki (IRT1) stanowi kom-
pleksowa, $ci§le powiazana odpowiedZ roslin na deficyt
zelaza w glebie.

STRATEGIA II

W przeciwieristwie do roélin dwuliSciennych, trawy, w
tym najpowszechniej uprawiane kukurydza, pszenica i ryz,
stosujg strategie II pobierania zelaza z gleby, opierajaca sie
na chelatowaniu formy Fe’*. W poréwnaniu ze strategia I,
strategia II jest duzo bardziej wydajna, dzieki czemu rosli-
ny trawiaste przez dluzszy czas nie odczuwaja negatyw-
nych skutkéw niedoboru Fe [2]. W odpowiedzi na deficyt
Fe, trawy uwalniaja do gleby fitosiderofory (PS) (Ryc. 1),
zwigzki o wysokim powinowactwie do Fe**, nalezace do
rodziny kwaséw mugeinowych (MA) i arwenowych (AA)
[23]. Kwas mugeinowy to niebiatkowy polipeptyd, ktéry
wykryto najpierw w owsie i ryzu, a pézZniej w innych tra-
wach, takich jak pszenica i jeczmierr [24]. W komérkach
rodlinnych MA powstaje z nikotianaminy (NA), ktéra jest
syntetyzowana z trzech czasteczek S-adenozylo-metioniny
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przez syntaze nikotianaminy [2]. Nastepnie nikotianamina
jest przeksztatcana do kwasu deoksymugeinowego (DMA),
bezposredniego prekursora MA, za posrednictwem dwéch
enzymoéw: aminotransferazy NA (NAAT) i syntazy DMA
(DMAS) (Ryc. 1) [2,25]. Nikotianamina nie jest wydzielana
przez roéliny do gleby, ale funkcjonuje jako chelator zelaza
w komérkach roélinnych [2]. Oprécz jonéw Fe?* moze takze
wiazad jony Fe®*, Mn*", Cu® i Ni** [26]. Do tej pory zidenty-
fikowano dziewie¢ réznych typéw MA, przy czym kazdy
rodzaj trawy wytwarza wlasny rodzaj zwiazku nalezacego
do tej grupy, ktérego produkcja i sekrecja kontrolowane
sa przez stezenie zelaza w glebie [2]. Mechanizm sekrecji
kwasow mugeinowych do gleby nie zostal jeszcze w pelni
wyjasniony; wydaje sig¢, ze moga one byé wydzielane z
komérki na drodze transportu pecherzykowego (Ryc. 1),
poniewaz w trakcie wydzielania fitosideroforé6w i DMA
przez jeczmien i ryz w komorkach korzeni obserwowano
pojawienie sie rozdetych pecherzykow [27, 28]. Co wiecej,
wykazano, ze syntaza NA jest zasocjowana z bfong pecher-
zykéw wydzielniczych, a aminotransferaza NA wystepu-
je w ich wnetrzu, co sugeruje, Ze zaréwno NA jak i DMA
sa produkowane we wnetrzu pecherzykéw (Ryc.1) [28].
Ostatnie badania wykazaly, ze kwasy mugeinowe sg wy-
dzielane z komérek takze przez blonowe biatko TOM1 (ang.
Transporter Of Mugineic acids) (Ryc. 1), nalezace do rodziny
antyporteréw MFS (ang. Major Facilitator Superfamily) [29].
Ekspresja genéw kodujgcych biatka TOM1 u ryzu i jeczmie-
nia znacznie wzrasta w warunkach deficytu zelaza, a nade-
kspresja bialka TOM1 istotnie zwieksza wydzielanie fitosi-
deroforéw przez rosliny i ich odpornosé na deficyt zelaza
[29].

Kolejnym etapem strategii II jest transport schelato-
wanych jonéw Fe** do korzeni. Transporter btonowy od-
powiedzialny za przenoszenie komplekséw Fe’-MA do
komérek korzeni zostal po raz pierwszy zidentyfikowany
u kukurydzy i nazwany YS1 (ang. Yellow Stripe 1) (Ryc. 1)
[30]. Mutanty kukurydzy z nieprawidlowo funkcjonujacym
biatkiem nie sg zdolne do pobierania komplekséw Fe**-fi-
tosiderofory z gleby, w zwiazku z czym w $rodowisku o
niskiej dostepnosci zelaza maja na liciach chlorotyczne
zmiany w postaci z6ttych paskow (z6tta pasiastosc, ang. yel-
low stripe). Zdolnos¢ YS1 do transportu chelatéw jonéw Fe®*
wykazano w badaniach z uzyciem mutantéw drozdzy i ro-
slin niezdolnych do pobierania zelaza: mutanty z ekspresja
genu YS1 odzyskiwaly zdolnosé pobierania zelaza z pod-
toza wzbogaconego w kompleksy Fe*-fitosiderofory) [30].
Ekspresja genu YS1 jest indukowana w warunkach deficytu
zelaza zar6wno w korzeniach jak i w pedach kukurydzy,
co sugeruje udziat biatka YS1 nie tylko w pobieraniu Fe z
podloza, ale rowniez w dystrybucji komplekséw zelaza w
obrebie czesci nadziemnych roélin [30].

W trakcie kolejnych badan podobne biatka identyfikowa-
no u innych roélin i okreslano skrétem YSL (ang. YS-like).
Biatka te naleza do wigkszej rodziny bialek transportuja-
cych oligopeptydy (OPT, ang. Oligopeptide Transporters).
Biatka YSL, lokalizujace si¢ w btonie komérkowej, uczest-
nicza nie tylko w pobieraniu zelaza z podloza, ale takze w
dalekim transporcie zelaza oraz innych metali (Fe**, Zn*,
Ni** i Cu*") do pedéw. Substratami dla tych biatek sa kom-
pleksy metali ciezkich z fitosideroforami (roéliny jednoli-
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Scienne) lub nikotianaming (rosliny dwuliécienne) (Ryc. 2)
[31]. W genomie A. thaliana zidentyfikowano 8 genéw ko-
dujacych biatka YSL. Do ekspresji genu AtYSL1 dochodzi
w komoérkach miekiszu naczyniowego liéci, ziarnach pyl-
ku i mtodych tuszczynkach [32]. Poziom transkryptu tego
genu w lidciach znacznie wzrasta w warunkach nadmiaru
Zelaza w érodowisku [32]. W poréwnaniu z rodlinami typu
dzikiego, mutanty z dysrupcja genu AtYSL1 akumuluja o
40% wiecej nikotianaminy w pedzie i zawieraja mniej zelaza
inikotianaminy w nasionach [32]. Ekspresja genu AtYSL1 w
roélinach ysl1 przywraca mutantom fenotyp roslin dzikich
[32]. Przypuszcza sie zatem, ze biatko YSL1 uczestniczy w
dalekim transporcie kompleksow zelaza z nikotianaming i
dostarczaniu tych komplekséw do nasion (Ryc. 2) [32]. Po-
dobnie jak AtYSL1, biatko AtYSL2 lokalizuje si¢ w blonie
komérkowej i transportuje metale w kompleksach z niko-
tianaming. Badania na drozdzach wykazaly, ze AtYSL2
transportuje kompleksy nikotianaminy z dwuwartosciowy-
mi jonami zelaza (Fe**-NA) i miedzi (Cu?**-NA), ale nie jest
zdolne do transportu komplekséw zelaza Fe**, ktore sg sub-
stratami dla biatka YS1 kukurydzy [31]. Tkankowa lokaliza-
cja AtYSL2 sugeruje, ze biatko to uczestniczy w transporcie
Zelaza i miedzi w naczyniach walca osiowego [31].

W genomie ryzu zidentyfikowano 18 genéw YSL [33].
Dotychczas dobrze scharakteryzowano funkcje bialek kodo-
wanych przez dwa geny: OsYSL2 i OsYSL15. W pobieraniu
zelaza z gleby uczestniczy produkt bialkowy drugiego genu,
OsYSL15 (Ryc. 1). Gen OsYSL15 ulega ekspresji zaréwno w
komoérkach ryzodermy, jak i w kwiatach i rozwijajacych sie
nasionach (Ryc. 2) [34]. Aktywno$¢ promotora tego genu jest
najwyzsza w komorkach epidermy i floemu w warunkach
deficytu Zelaza [34]. Biatko OsYSL15 lokalizuje si¢ w blonie
komérkowej i wykazuje zdolnos¢ do transportu komplek-
sow Fe’-DMA w komoérkach drozdzy i oocytéw Xenopus
laevis [34]. Rozwdéj mutantéw z wyciszong ekspresja genu
OsYSL15 jest ograniczony na etapie kietkowania i wezesnego
wzrostu [34]. Dotychczasowe wyniki badan pozwalaja zatem
przypuszczad, ze ryzowe biatko OsYSL15 pelni dominujaca
role w pobieraniu zelaza z roztworu glebowego, uczestniczy
w translokacji tego metalu w obrebie floemu do kwiatéw i
rozwijajacych sie nasion (Ryc. 2) i ma istotny wptyw na po-
czatkowe etapy rozwoju roslin. Co ciekawe, ryz produkuje
mniej kwaséw mugeinowych niz inne roéliny trawiaste. Dz-
ieje sie tak dlatego, ze ryz wykorzystuje strategie mieszana
do pobierania zelaza z gleby: transportuje zelazo do korzeni
zaréwno w postaci komplekséw Fe**-PS, jak i jonow Fe* [35].
Jest to mozliwe dzieki obecnosci w komérkach ryzu trans-
porteréw jonéw Fe?* OsIRT1 i OsIRT2, zlokalizowanych w
blonie komérkowej korzeni (Ryc. 1) [35]. W przeciwienistwie
do roélin nietrawiastych, aktywnos¢ oksydoreduktazy chela-
tow Fe* na powierzchni komérek korzeni ryzu jest jednak
stosunkowo niska [35]. Prawdopodobnie jest to zwigzane z
tym, Ze ryz uprawiany jest na glebach podmoklych i beztle-
nowych, bogatych w jony Fe?, czyli w zelazo, ktére jest juz
zredukowane.

DALEKI TRANSPORT ZELAZA
W dalekim transporcie jonéw metali w roslinach po-

$rednicza tkanki przewodzace: przede wszystkim ksylem,
ale takze floem. Metale pobrane przez komoérki ryzodermy
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przemieszczaja si¢ w kierunku radialnym razem z woda do
walca osiowego najpierw droga apoplastyczna (Scianami
komérkowymi) a potem symplastyczng (przez plazmode-
smy) [10]. Dzieje sie tak dlatego, ze w okolicy endodermy
transport wody droga apoplastyczna jest utrudniony przez
hydrofobowe pasemka Caspary’ego zlokalizowane w pro-
mienistych i poprzecznych écianach tej tkanki. Po przejsciu
endodermy, perycyklu i miekiszu metale docieraja do tka-
nek przewodzacych, ksylemu i floemu, w obrebie ktérych
sa transportowane do czesci nadziemnych [10]. Po dotarciu
metali do miejsc docelowych (mlode liscie, kwiaty, elemen-
ty kwiatéw) nastepuje roztadunek tkanek przewodzacych
[10]. Transport daleki obejmuje takze transport metali mie-
dzy ksylemem i floemem, dystrybucje metali miedzy orga-
nami zawierajacymi wystarczajace stezenia tych pierwiast-
koéw i organami wykazujacymi objawy ich niedoboru oraz
remobilizacje metali ze starzejgcych sie tkanek [10].

Charakterystyczne wlasciwosci zelaza zwigzane z jego
staba rozpuszczalnoscia i wysoka reaktywnoscia powoduja,
Ze transport tego metalu musi by¢ écisle kontrolowany. Kon-
trole nad reaktywnoscia i rozpuszczalnoscia zelaza podczas
jego transportu miedzy organami zapewniaja czynniki che-
latujace, ktére wigza wolne jony zelaza i utrzymuja metal w
odpowiednim stanie utlenienia [10]. W ksylemie zelazo jest
chelatowane przez cytrynian, ktéry dostaje sie do naczyn
za posrednictwem biatka FRD3 (ang. Ferric Reductase Defec-
tive 3) nalezacego do rodziny MATE (ang. Multidrug And
Toxic compound Extrusion) (Ryc. 2) [36]. Zdolnos¢ biatka At-
FRD3 do transportu cytrynianu wykazano wykorzystujac
oocyty X. laevis jako system heterologicznej ekspresji genu
AtFRD3 [36]. Gen kodujacy to bialko ulega ekspresji tylko w
korzeniach [5]. Mutanty A. thaliana z dysrupcja genu FRD3
przejawiaja fenotyp typowy dla roslin uprawianych w wa-
runkach deficytu zelaza: akumuluja zwiekszone ilosci zela-
za, manganu i cynku w pedach i indukuja ekspresje genoéw
zwigzanych z niedoborem zZelaza w $rodowisku [37]. Poza
tym, roéliny te akumuluja znacznie mniejsze ilosci cytrynia-
nu w korzeniach [36]. Deficyt cytrynianu w naczyniach pro-
wadzi do zahamowania transportu zelaza przez ksylem do
czesci nadziemnych roélin [11].

U ryzu analogiczna funkcje pelni prawdopodobnie trans-
porter OsFRDL1 (Ryc. 2), ktéry rowniez wykazuje zdolnos¢
transportu cytrynianu w oocytach X. laevis [38]. Gen kodu-
jacy to biatko ulega ekspresji w korzeniach ryzu, a poziom
jego transkryptu nie zmienia si¢ w warunkach deficytu Fe
[38]. Dokladniejsze analizy immunochemiczne wykazaty,
ze produkt tego genu lokalizuje sie w komorkach perycy-
klu [38]. W poréwnaniu z roslinami typu dzikiego, mutanty
ryzu z dysrupcja genu OsFRDLI sa chlorotyczne, akumulu-
ja w lisciach mniej Fe, ale wiecej Zn oraz Mn i wytracaja Fe
w tkankach walca osiowego korzenia [38]. Mutanty cechuja
sie takze nizszym stezeniem Fe i cytrynianu w soku ksy-
lemowym niz roéliny dzikie [38]. Mutacja w obrebie tego
genu powoduje jednak niewielkie zaburzenia homeostazy
zelaza, co sugeruje, ze ryz posiada alternatywne zwiazki
chelatujace Fe [10]. W oparciu o wyniki dotychczasowych
badan przypuszcza sie, ze OsFRDL1 lokalizuje si¢ w pery-
cyklu, gdzie odpowiada za transport cytrynianu do komo-
rek walca osiowego i efektywna translokacje kompleksow
zelaza z cytrynianem do cze$ci nadziemnych ryzu.
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nizm przekazywania zelaza z ksylemu do
komorek lisci nie zostal jeszcze w pelni wy-
jasniony. Przypuszcza si¢, ze w procesach
uwalniania zelaza z naczyn i zaopatrywania
lisci w ten metal biora udziat transportery z
rodziny ZIP, ktérych geny ulegaja wysokiej
ekspresji w pedach (Ryc. 2) [2].

Zelazo transportowane jest do pedu takze
przez floem, poniewaz sila ssaca transpira-
cji powodujaca przeplyw wody i substancji
mineralnych w obrebie ksylemu jest nie-
wystarczajaca do efektywnego zaopatry-
wania w zelazo rozwijajacych sie nasion i
wierzcholka pedu [2]. Za zaladunek floemu
u ryzu odpowiada prawdopodobnie bial-
ko OsIRT1 (Ryc. 2), ktérego ekspresja jest
znacznie stymulowana w komérkach towa-
rzyszacych floemu w warunkach deficytu Fe
[35]. Remobilizacja zelaza ze starzejacych sie
lidci réwniez odbywa sie za posrednictwem
floemu. W zwiazku z tym ze pH floemu jest
zasadowe, rozpuszczalnos¢ zelaza w tych
warunkach jest utrzymywana przez zwia-
zanie metalu z odpowiednim chelatorem:
nikotianaming albo biatkiem ITP (ang. Iron
Transport Protein), dehydryna syntetyzo-

Oproécz cytrynianu, w chelatowaniu Zelaza w ksylemie
ryzu uczestniczg takze zwigzki fenolowe. Niedawno ziden-
tyfikowano u ryzu transporter odpowiedzialny za transport
tych zwigzkéw do naczyn, biatko OsPEZ1 (ang. Phenolics
Efflux Zero) (Ryc. 2) [13]. PEZ1 lokalizuje si¢ gtéwnie w
plazmalemie komoérek walca osiowego, a jego zdolnosé do
transportu zwigzkéw fenolowych potwierdzono w oocy-
tach X. laevis [13]. W poréwnaniu z roélinami typu dzikiego,
w mutantach ryzu z dysrupcja genu kodujacego to biatko
zwartos¢ kwaséw protokatechowego i kawowego w soku
ksylemowym jest drastycznie nizsza a iloé¢ wytraconego
zelaza w apoplascie komoérek walca osiowego znacznie
wzrasta [13]. Mutanty cechuja si¢ ograniczonym wzrostem i
akumulujg wigksze ilosci zelaza niz roéliny dzikie. Zaklada
sig, ze OsPEZ1 odpowiada za import zwiazkéw fenolowych
do naczyn, i przez to umozliwia dystrybucje apoplastyczne-
go zelaza [13].

Biatka FRD3, FRDL1 i PEZ1 transportuja zwigzki chela-
tujace wykorzystywane do chelatowania zelaza, natomiast
jony zelaza przenoszone sa do naczyn prawdopodobnie za
pomoca biatka FPN1/IREG1 (ang. EFerroportin 1/Iron Regqula-
ted) (Ryc. 2) [39]. W komoérkach A. thaliana AtFPN1 lokalizu-
je sie gléwnie w plazmolemie komérek perycyklu. Mutanty
A. thaliana z dysfunkcja tego biatka cechuja sie¢ zmniejszona
zawartoscia chlorofilu zaréwno w warunkach dostepnosci
jak i deficytu zelaza, sugerujaca zaburzenie w transporcie
zelaza do pedow [39]. W zwiazku z tym przypuszcza sig, ze
AtFPN1 odpowiada za zaladunek ksylemu i daleki trans-
port Fe do pedow [39].

Po zaladowaniu tkanek przewodzacych i translokacji

zelaza do pedéw, nastepuje rozladunek ksylemu i floemu
i dalszy transport Fe do organéw akceptorowych. Mecha-
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wana w pedach (Ryc. 2) [11, 39]. ITP wiaze
niemal cate Zelazo znajdujace sie we floemie
i znacznie przyspiesza jego transport w obrebie tej tkanki
[11]. Transport Fe w obrebie komérek floemu ryzu odbywa
sie za posrednictwem biatka OsYSL2. W warunkach deficy-
tu zelaza gen kodujacy to biatko ulega ekspres;ji tylko w ko-
morkach floemu wigzek przewodzacych lisci, natomiast w
obecnosci zelaza w podlozu, ekspresje tego genu obserwuje
sie we wszystkich tkankach lisci, w komoérkach towarzy-
szacych floemu korzeni oraz w rozwijajacych sie nasionach
[33]. Analizy funkcji biatka OsYSL2 w oocytach Xenopus la-
evis wykazaty, ze transportuje ono kompleksy Fe**-NA oraz
Mn?-NA, ale nie jest zdolne do transportu kompleksu Fe**
-PS [33]. Przypuszcza sie, ze OsYSL2 odpowiada za translo-
kacje komplekséw Fe*-NA oraz Mn?-NA do nasion przez
floem (Ryc. 2) [33].

Transport zelaza z ksylemu do floemu u A.thaliana odby-
wa sie takze za posrednictwem bialek YSL (Ryc. 2). Sposrod
o$miu biatek YSL tej rosliny, do tej pory scharakteryzowano
trzy: AtYSL1, AtYSL2 i AtYSL3. W badaniach na drozdzach,
tylko AtYSL1 i AtYSL2 wykazywaly zdolnos¢ do transportu
kompleksow Fe-NA [39]. Wszystkie trzy geny ulegaja wy-
sokiej ekspresji w tkankach naczyniowych [39]. Podwoéjna
mutacja ysl1ysl3 u A. thaliana powoduje plejotropowe efek-
ty roélin: chlorozy, obnizona zawarto$¢ zelaza w liéciach i
nasionach, zaburzona remobilizacje Zn i Cu ze starzejacych
sie organéw, zaburzenia rozwoju zarodkéw i wytwarzania
pytku [40]. Co wiecej, transdukcja sygnatu zwigzana z od-
powiedzia podwdéjnych mutantéw na dostepnosc Fe w éro-
dowisku jest takze zaburzona. Wydaje sie zatem, ze biatka
YSL1i YSL3 moga dziata¢ nie tylko jako transportery Fe, ale
takze jako receptory odbierajace informacje o stezeniu tego
pierwiastka w komoérkach (transceptory) [41].
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WEWNATRZKOMORKOWY TRANSPORT ZELAZA

Wewnatrz komorki zelazo kierowane jest do organelli o
wysokim zapotrzebowaniu na zelazo, takich jak mitochon-
dria i chloroplasty, w ktérych zachodza procesy $ciéle zalez-
ne od obecnosci tego metalu, a takze do wakuoli, organelli
magazynujacych nadmiar komérkowego zelaza (Ryc. 3) [2].

WAKUOLARNE TRANSPORTERY ZELAZA

Wewnatrz wakuoli Zelazo przechowywane jest praw-
dopodobnie w postaci komplekséw z kwasem fitynowym
i nikotianaming [11]. Udzial wakuoli w sekwestracji komor-
kowego zelaza sluzy z jednej strony ochronie komérek ros-
linnych przed toksycznym nadmiarem tego metalu, a z dru-
giej strony zaopatrywaniu komérek w zelazo w warunkach
zwigkszonego zapotrzebowania roslin na ten pierwiastek
(podczas kietkowania, intensywnego wzrostu, deficytu ze-
laza w srodowisku). W tonoplascie komoérek roslinnych lo-
kalizuja sie zatem zaréwno transportery odpowiedzialne za
import zelaza do wakuoli, jak i bialka eksportujace Zelazo z
wakuoli do cytoplazmy.

Biatka katalizujace eksport zelaza z wakuoli naleza do
rodziny NRAMP (ang. Natural Resistance Associated Macro-
phage Protein). W komorkach A. thaliana sa to transportery
AtNRAMP3 i AINRAMP4 (Ryc. 3A), ktére uwalniaja zela-
zo z wakuoli podczas kietkowania. Bialka te charakteryzu-
ja sie szerokim powinowactwem do metali; oprécz zelaza
transportuja jony manganu i kadmu [42,43]. Geny kodujace
te bialka ulegaja ekspresji w korzeniach i pedach i sa akty-
wowane w odpowiedzi na deficyt zelaza [42,43]. Mutanty
z dysrupcja obydwu genéw sa nadwrazliwe na niedobér
zelaza w podlozu, a ich nasiona nie s3 w stanie korzystac
z zelaza zmagazynowanego w globoidach powstajacych w
koricowych etapach tworzenia nasion [44]. Nadekspresja
genéw obydwu bialek u roélin powoduje zredukowanie
ekspresji genéw IRT1 i FRO2, zwigzanych z pobieraniem
zelaza z gleby z powodu zwiekszonej mobilizacji zelaza z
wakuoli. Bialka o podobnej funkgji, specyficznosci i lokali-
zacji scharakteryzowano takze u hyperakumulatora metali
Thlaspi caerulescens (TCNRAMP3 i TcNRAMP4) [45].

Import zelaza do wakuoli komérek A. thaliana katalizo-
wany jest przez biatka AtVIT1 (ang. Vacuolar Iron Transport-
er 1) i AtFPN2/AtIREG2 (ang. Ferroportin 2/ Iron Regulated
Protein 2) (Ryc. 3A) [39,46]. Roslinne biatko VIT1 jest homol-
ogiem drozdzowego biatka CCC1 katalizujacego transport
zelaza do wakuoli komoérek S. cerevisiae [47]. Biatko VIT1
A. thaliana takze lokalizuje sie w blonie wakuolarnej [46].
Ekspresja genu biatka AtVIT1 w komorkach S. cerevisiae
z delecja genu CCC1 przywraca mutantom drozdzowym
zdolnos¢ przezycia w warunkach wysokich stezeni zelaza,
wskazujac na udziat rodlinnych biatek VIT w akumulacji
nadmiaru Zelaza w wakuolach [46]. Gen AtVIT1 ulega eks-
presji w tkankach przewodzacych a poziom jego transkryp-
tu jest znacznie podwyzszony w czasie rozwoju zarodka i
nasion [46]. Mutanty Arabidopsis z delecja genu VITI maja
calkowicie zaburzong lokalizacje Zelaza w nasionach a ich
siewki rosng bardzo stabo w warunkach niedoboru Zela-
za. Przypuszcza sie zatem, ze biatko VIT1 jest niezbedne
do magazynowania w wakuolach zelaza, ktére moze by¢
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Rycina 3. Wewnatrzkomoérkowy transport zelaza. A - wakuola, B - chloroplast,
C - mitochondrium, FER - ferrytyna, FH - frataksyna, NA - nikotianamina. Na
zielono zaznaczone jest Fe?', na fioletowo Fe®*. Rycinge wykonano uzywajac bazy
Servier Medical Art (http:/ /smart.servier.com/).

wykorzystywane do wzrostu i rozwoju roslin w warunkach
niedoboru Fe w srodowisku [46].

Oproécz AtVIT1, w transporcie zelaza do wakuoli uczest-
niczy takze ferroportyna AtFPN2/AtIREG2. Biatko IREG2/
FPN2 jest wakuolarnym ortologiem plazmolemowego bial-
ka IREG1/FPN1. Gen kodujacy to biatko ulega ekspresji w
zewnetrznych warstwach korzeni w odpowiedzi na deficyt
zelaza [39]. Oprocz zelaza, AtFPN2/AtIREG2 Kkatalizuje
takze transport jonéw kobaltu: dysfunkcja tego biatka u A.
thaliana powoduje zwiekszenie wrazliwosci roélin na kobalt
i zwiekszong akumulacje tego metalu w pedach [39]. Jak do-
tad, brakuje danych o homologicznych biatkach u innych

rodlin.

TRANSPORTERY ZELAZA W CHLOROPLASTACH

Chloroplasty akumuluja od 80 do 90% zelaza wystepuja-
cego w komorkach [2]. Tak znaczna ilo$¢ Fe jest niezbedna
chloroplastom do syntezy chlorofilu, przeprowadzenia fo-
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tosyntezy, biosyntezy hemu i skfadania klastrow Fe-S. Me-
chanizm transportu zelaza do chloroplastéw nie jest jeszcze
w pelni poznany. W chloroplastach A. thaliana zlokalizowa-
no oksydoreduktaze FRO7 (Ryc. 3B), co pozwala przypusz-
czaé, ze zelazo transportowane jest przez btone zewnetrzna
chloroplastéw w formie Fe*, ktéra w przestrzeni miedzy-
blonowejjest redukowana do formy Fe?* [11]. Rosliny Arabi-
dopsis z dysrupcja genu FRO?Y cechuja sie znaczna redukcja
poziomu Fe w chloroplastach, skutkujaca dysfunkcja foto-
systemoéw oraz nizsza wydajnoscia fotosyntetyczna [17]. Co
wiecej, FRO7 warunkuje prawidlowy wzrost siewek Arabi-
dopsis w warunkach niedoboru zelaza w podtozu: o ile mu-
tanty nramp3nramp4 rosna stabo w warunkach deficytu ze-
laza, mutanty fro7 w tych samych warunkach umieraja [17].
Przypuszcza sie zatem, iz redukcja zelaza w chloroplastach
jest niezbedna do efektywnego pobierania zelaza przez te
organelle, warunkujacego prawidlowy przebieg fotosynte-
zy i rozwoj siewek [11].

Transport zelaza do stromy chloroplastow katalizowany
jest przez biatko PIC1 (ang. Permease In Chloroplast 1) (Ryc.
3B)[48]. Pierwsze badania nad tym biatkiem sugerowaly,
Ze jest ono komponentem translokonu, poniewaz w trak-
cie preparacji wytracalo sie razem z gléwnymi kompo-
nentami translokonéw Toc i Tic [49]. P6zZniejsze badania
wykazaly, ze permeaza PIC1 lokalizuje sie w wewnetrznej
blonie chloroplastéw i jest niezbedna do utrzymania praw-
idlowej homeostazy zelaza w chloroplastach i w catej
roélinie [48]. Heterologiczna ekspresja genu kodujacego to
biatko w drozdzach wykazala, ze transportuje ono przez
blone komoérkowa nie tylko Fe, ale takze Cu. Mimo, iz cal-
kowity poziom zelaza w liSciach mutantéw Arabidopsis picl
nie rézni sie od poziomu zelaza w liSciach roélin dzikich,
rozw6j mutantéw jest wyraznie zaburzony: mutanty z cat-
kowitg dysrupcja tego genu traca zdolnosé¢ do autotrofii, a
uprawiane w warunkach zapewniajacych im przezycie (jak
organizmy heterotroficzne) wykazuja fenotyp kartowatosci
i chlorotycznosci, charakterystyczny dla roslin uprawia-
nych w warunkach deficytu zelaza [48]. Plastydy roslin picl
s pozbawione tylakoidéw i akumuluja wiecej ferrytyny
[48]. Mozna zatem przypuszczaé, ze na skutek braku PIC1,
zelazo w plastydach mutantéw nie jest prawidtowo metab-
olizowane i akumuluje si¢ w ferrytynie. Dysfunkcja genu
picl wplywa takze na ekspresje genéw kodujacych nieplas-
tydowe biatka w pedach, ktéra jest regulowana przez Fe, i
powoduje represje genu kodujacego importer zelaza IRT1
[48]. Wydaje sie zatem, ze chloroplasty petnia wazna role w
percepgji stezenia Fe w komorkach i istotnie wplywaja na
wewnatrzkomorkowa homeostaze Fe.

Mechanizm eksportu zelaza z chloroplastéw komérek ro-
slinnych jest stosunkowo stabo poznany. Dopiero niedaw-
no scharakteryzowano u A. thaliana biatka, ktérych funkcja
zwiazana jest z ochrona chloroplastéw przed toksycznym
dzialaniem zelaza na drodze transportu tego metalu na ze-
wnatrz chloroplastéw. Sa to dwa bardzo podobne do siebie
biatka blonowe z rodziny YSL: AtYSL4 i AtYSL6 (Ryc. 3B).
Analizy biochemiczne i immunochemiczne wykazaly, ze
AtYSL6 lokalizuje sie¢ w blonach chloroplastowych, a anali-
zy in silico sekwencji aminokwasowych obydwu biatek po-
twierdzity obecnos¢ w obrebie ich koficow aminowych pep-
tydéw tranzytowych kierujacych biatka do chloroplastéw
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[50]. Dysrupcja genéw kodujacych te biatka u rzodkiewnika
znacznie zwieksza wrazliwo$é roéliny na nadmiar zelaza w
srodowisku i powoduje zatrzymanie Zelaza w chloropla-
stach [50]. Z kolei nadekspresja genéw AtYSL4 i AtYSL6 w
rzodkiewniku redukuje tolerancje roéliny na deficyt Fe i po-
woduje znaczne obnizenie Fe w chloroplastach [50]. Mozna
zatem sadzi¢, ze AtYSL4 i AtYSL6 uczestniczg w detoksy-
kacji chloroplastéw z nadmiaru Fe w warunkach nadmiaru
tego metalu w érodowisku [50]. Do tej pory nie scharaktery-
zowano podobnych bialek u innych roslin.

MITOCHONDRIALNE TRANSPORTERY ZELAZA

Mitochondria komérek roslinnych wykorzystuja zelazo
do oddychania oraz syntezy hemu i klastréw zelazowo-siar-
kowych, jednak nadmiar wolnych jonéw zelaza w tych or-
ganellach jest bardzo toksyczny. Zatem pobieranie i utrzy-
manie homeostazy zelaza w mitochondriach musi by¢ scisle
kontrolowane. Biatka odpowiedzialne za transport zelaza z
cytoplazmy do mitochondriéw naleza do konserwatywnej
rodziny MCF (ang. Mitochondrial Carrier Family) zawierajacej
niewielkie biatka (~ 30 kDa) lokalizujace si¢ w wewnetrznej
blonie mitochondrialnej i transportujace réznorodne zwigz-
ki (kwasy ketonowe, nukleotydy, aminokwasy) do macier-
zy mitochondrialnej [51]. Pierwsze biatka MCF odpowied-
zialne za import zelaza z cytoplazmy do mitochondriow
zidentyfikowano u drozdzy i nazwano MRS3 i MRS4 (ang.
Mitochondrial RNA Splicing 3 i 4) [52]. Podobne biatka, zwane
odtad mitoferrynami, zidentyfikowano pézniej u innych
organizmow, takich jak ludzie, myszy, muszka owocowa,
danio pregowany i ryz [53-56]. Mitoferryne zidentyfikow-
ang i scharakteryzowana u ryzu nazwano MIT1 (ang. Mito-
chondrial Iron Transporter 1) (Ryc. 3C). Ekspresja genu kodu-
jacego biatko MIT1 w mutantach drozdzy z delecja genéw
MRS3 i MRS4 (Amrs3Amrs4) znosi nadwrazliwos¢ mu-
tantéw na deficyt zelaza w podtozu, co potwierdza udzial
MIT1 w imporcie zelaza do mitochondriéw [56]. MIT1 jest
niezbedny do zycia rosliny, poniewaz catkowita dysfunk-
cja genu kodujacego to biatko u ryzu jest letalna na etapie
embrionéw, a wyciszenie jego ekspresji skutkuje spowolni-
onym wzrostem, zmniejszong produkcja nasion, redukcja
chlorofilu, redukcja zawartosci zelaza w mitochondriach
oraz zmniejszong aktywnoscig mitochondrialnej akonitazy,
sugerujaca zmniejszona synteze klastréw Fe-S w mitochon-
driach [57]. Ekspresja genu MIT1 zachodzi w sposéb ciagly
niezaleznie od etapu rozwojowego ryzu i jest pozytywnie
regulowana przez zelazo, co potwierdza istotna role tego
biatka w mitochondrialnym metabolizmie zelaza [58].

Podobnie jak zelazo transportowane do chloroplastéw,
zelazo transportowane przez MIT1 do mitochondriéw jest
prawdopodobnie wczeéniej redukowane do formy Fe*
przez oksydoreduktaze Fe. Analizy in silico wykazaly, ze u
A. thaliana dwie oksydoreduktazy Fe: FRO3 i FRO8 moga
lokalizowa¢ sie w mitochondriach i redukowac¢ jony Fe** do
Fe?* (Ryc. 3C) [58]. Jednak do tej pory nie zidentyfikowano
podobnych biatek u ryzu i nie potwierdzono eksperymen-
talnie mitochondrialnej lokalizacji biatek FRO3 i FROS8 oraz
ich funkcji w redukdji Zelaza. Zatem mechanizm transportu
Fe do mitochondriéw pozostaje do korica niejasny. Jak do-
tad nieznane sa réwniez biatka odpowiedzialne za eksport
Fe z mitochondriéw.
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BIALKA WIAZACE ZELAZO
W KOMORKACH ROSLINNYCH

Kiedy wolne jony zelaza znajda si¢ w macierzy mitochon-
drialnej oraz w stromie chloroplastu, musza by¢ natychmi-
ast schelatowane lub zwigzane, aby nie spowodowaty stresu
oksydacyjnego. Za magazynowanie zelaza w komorkach
organizméw zywych odpowiadaja ferrytyny, wysokoczas-
teczkowe biatka zdolne do wigzania i przechowywania
zelaza, zidentyfikowane u ludzi, zwierzat, roslin, grzybéw
i bakterii. U roélin ferrytyny akumuluja sie w pedach, wier-
zchotkach korzenia, nasionach i brodawkach korzeniowych
[59]. Ze wzgledu na duza gestos¢ elektronéw w jadrze Zela-
za, pierwsze badania lokalizacji roslinnych ferrytyn prow-
adzono za pomoca mikroskopii elektronowej. Wykazano
wtedy, ze w komorkach roélinnych ferrytyny wystepuja
tylko w stromie niezielonych plastydéw (proplastydach,
etioplastach i amyloplastach) [60]. Dalsze badania wyka-
zaly, ze w komorkach roslinnych ferrytyna lokalizuje sie
réwniez w mitochondriach (Ryc. 3C) [61-63]. Ferrytyny sa
niezbedne w utrzymywaniu homeostazy zelaza i zapobie-
gaja negatywnym skutkom nadmiaru zelaza w plastydach i
mitochondriach polegajacym na indukcji przez wolne jony
Fe* syntezy rodnika hydroksylowego [64,65]. Sa to biatka
globularne o skomplikowanej strukturze przestrzennej:
przyjmuja ksztalt kuli-klatki, ktorej szkielet zbudowany jest
z identycznych 24 podjednostek zawierajacych wielokrot-
nie powtérzone miejsca oddzialywania metal-biatko [66].
Biatka te maja aktywnosc ferroksydazy: utleniaja jony Fe**
do jonéw Fe**, ktére przechowuja w rdzeniu klatki w form-
ie uwodnionych tlenkéw Zelaza i fosforanéw [64]. Kaz-
da czasteczka ferrytyny moze zmagazynowac od 2000 do
4000 atomoéw Fe®* w formie rozpuszczalnej, nietoksycznej
i biodostepnej [59]. Molekularne mechanizmy uwalniania
Zelaza zmagazynowanego w ferrytynach nie s jeszcze do-
brze poznane. Badania in vitro na ferrytynach zwierzecych
wykazaly, ze uwolnienie Fe z ferrytyny wymaga obecnos-
ci chelatora zelaza lub czynnika redukujacego, natomiast
badania in vivo na zwierzetach pokazaly, ze do uwolnienia
Fe z ferrytyn niezbedna jest proteolityczna degradacja tych
biatek [59]. Proces uwalniana Fe z ferrytyn roélinnych nie
zostat dotad opisany. Analizy filogenetyczne wykazaly, ze
ferrytyny roslinne i zwierzece prawdopodobnie pochodza
od wspélnego przodka [60], a koniec aminowy tych biatek
charakteryzuje sie sekwencja o wysokim stopniu zachowa-
nia w ewolugji u roslin [59]. Jednakze, w przeciwienistwie
do ferrytyn zwierzecych, ferrytyny roslinne powstaja na
matrycy mRNA jako prekursory, zawierajace na koricu ami-
nowym fragment peptydowy specyficzny tylko dla roslin
[59]. Fragment ten sklada sie z dwdch czesci: krétsza, zwa-
na przedluzeniem peptydowym (ang. extension peptide), jest
czescig podjednostki dojrzatej ferrytyny, zaangazowana w
kontrole stabilnosci biatka w trakcie wymiany Zelaza, nato-
miast dluzsza, stanowiaca peptyd tranzytowy, odpowiada
za kierowanie ferrytyny do okreslonego miejsca docelowe-
go w komorce [59]. Regulacja aktywnosci ferrytyn u zwier-
zat i rodlin takze przebiega odmiennie. Zawarto$¢ ferrytyn
zwierzecych jest regulowana na poziomie translacji przez
biatka odpowiedzi na zelazo IRP (ang. Iron Response Pro-
tein), ktére wiaza sie do elementu odpowiedzi na zelazo
IRE (ang. Iron Response Element), wystepujacego w obrebie
regionu UTR5 mRNA genu ferrytyny [59]. Elementy IRE
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to specyficzne struktury o ksztalcie spinki, ktére wykazu-
ja wysokie powinowactwo do biatek represorowych IRP1
i IRP2 [59]. Wigzanie biatek IRP do elementéw IRE jest za-
lezne od poziomu Fe w komorce oraz stanu redoks komorki.
W warunkach niskiego stezenia zelaza, bialka IRP tworza
kompleksy z elementami IRE, ktére blokuja skanowanie
mRNA genu ferrytyny przez rybosom i przez to uniemoz-
liwiaja translacje transkryptéw tego biatka [59]. W warunk-
ach wysokiego stezenia Zelaza w komorce, biatko IRP1 traci
zdolnosé¢ wiazania elementéw IRE, a biatko IRP2 ulega de-
gradacji na drodze zaleznej od ubikwityny, co w rezultacie
umozliwia biosynteze ferrytyny [59]. W przeciwienstwie
do ferrytyn zwierzecych, regulacja aktywnosci ferrytyn
roélinnych zachodzi gtéwnie na poziomie transkrypcji [60].
Akumulacja ferrytyn w komorkach roélinnych nastepuje w
odpowiedzi na warunki stresowe, takie jak nadmiar zelaza
w Srodowisku, stres oksydacyjny wywotany H,O, i ozonem,
oraz w odpowiedzi na kwas abscysynowy [59].

U A. thaliana zidentyfikowano 4 ferrytyny, z ktérych At-
FER1, AtFER2 i AtFER3 lokalizujg sie¢ w plastydach, nato-
miast AtFER4 lokalizuje si¢ prawdopodobnie w mitochon-
driach lub w mitochondriach i plastydach (Ryc. 3B,C) [11].
Tkankowa lokalizacja i regulacja ferrytyny AtFER?2 r6zni sie
od pozostalych paralogéw. Gen AtFER2 ulega ekspresji ty-
lko w nasionach, natomiast transkrypty genéw AtFER1, At-
FER31iAtFER4 wykryto w pedachikwiatach, aw przypadku
AtFER1 takze w korzeniach [59]. Ekspresja genéw AtFERI,
AtFER3 i AtFER4 znacznie wzrasta pod wplywem Fe, nato-
miast ekspresja genu AtFER2 jest indukowana w odpow-
iedzi na roslinny hormon ABA [59]. Powszechnie uwaza
sie, ze funkcja ferrytyn polega na buforowaniu poziomu
Fe w komoérkach, magazynowaniu nadmiaru tego metalu
i ochronie komérek przed stresem oksydacyjnym. Dysrup-
cja wszystkich trzech genéw AtFER1, AtFER3 i AtFER4 u
A. thaliana wywoluje zmiane tkankowego rozmieszczenia
Fe: potréjne mutanty uprawiane w obecnoéci Fe akumu-
luja podwyzszone ilosci tego metalu w kwiatach, a nie w
pedach, co prowadzi do stresu oksydacyjnego w kwiatach i
ich deformagiji [11]. Fenotyp mutantéw wskazuje na istotna
role chloroplastéw i chloroplastydowych ferrytyn w mag-
azynowaniu zelaza i ochronie kwiatéw przed nadmierng
akumulacja tego metalu.

Jakjuz wspomniano, analizy sekwencji aminokwasowych
ferrytyn A. thaliana sugeruja, ze ferrytyna AtFER4 moze
lokalizowa¢ si¢ w mitochondriach [11]. Roéliny z dysrup-
cja genu AtFER4 nie réznig sie fenotypowo od roslin dzi-
kich, co sugeruje, ze oprécz AtFER4 inne paralogi ferrytyn
mogga by¢ transportowane do mitochondriéw komérek ros-
linnych, lub ze funkcje AtFER4 przejmuje mitochondrialna
frataksyna [11]. Prawdopodobnie AtFER4 nie jest niezbed-
na do utrzymania funkcji mitochondriéw w warunkach
optymalnych. Jednakze ekspresja genu kodujacego to bi-
atko jest regulowana przez Fe i stres oksydacyjny: wzrasta
w odpowiedzi na podwyzszone stezenia Fe lub zmniejsza
sie w warunkach stresu oksydacyjnego, wskazujac na ud-
zial AtFER4 w odpowiedzi na warunki stresowe wywotane
nadmiarem Fe [59]. Najwyzszy poziom transkryptu genu
AtFER4 stwierdzono w kwiatach i fodygach kwiatowych, co
sugeruje, ze podobnie jak mitochondrialne ferrytyny czlow-
ieka i muszki owocowej, AtFER4 moze pelni¢ wazna funk-
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cje w organach reprodukcyjnych bogatych w mitochondria
[11].

Drugie biatko, uczestniczace w chelatowaniu wolnych
jonéw zelaza to frataksyna. Podobnie jak mitochondrialne
ferrytyny, roslinne mitochondrialne frataksyny sa poznane
bardzo stabo. Zaklada sie, ze tak jak ferrytyny, mitochondri-
alne frataksyny uczestnicza w magazynowaniu Fe i regu-
lacji homeostazy tego metalu w macierzy mitochondrialnej
(Ryc. 3C) [67]. Frataksyna to bialko o sekwencji o wyskom
stopniu zachowania w ewolucji, wystepujace powszechnie
w organizmach zywych: geny i bialka frataksyny zidenty-
fikowano u bakterii, drozdzy, ssakéw i roslin [68]. Biatko
to po raz pierwszy zidentyfikowano u cztowieka, wykazu-
jac, ze jego niedob6r powoduje zwyrodnienie czesci ukiadu
nerwowego i migsnia sercowego zwane ataksja Friedricha.
Badania na S. cerevisize wykazaly, ze frataksyna z drozdzy
(mYthlp) uczestniczy w utrzymaniu homeostazy zelaza w
mitochondriach [69]. Jej brak w komoérkach drozdzy po-
woduje zaburzenia w eksporcie zelaza z mitochondriow i
zwigkszona akumulacje tego metalu w macierzy mitochon-
drialnej w formie amorficznych nanoczasteczek fosfora-
nu zelaza, ktére nie moga by¢ wykorzystane w procesach
metabolicznych [70]. Na skutek braku frataksyny, w mito-
chondriach dochodzi do indukowanej nadmiarem Zelaza
oksydacyjnej degradacji mitochondrialnego DNA, a takze
do redukcji aktywnosci biatek zawierajacych klastry Fe-S,
ktéra powoduje zaburzenia oddychania [58]. Wykazano, ze
frataksyna bezposrednio oddzialuje z biatkiem rusztowa-
nia Isu (ang. Iron sulphur cluster U), stanowigcym element
kompleksu ISC (ang. Iron Sulphur Cluster) syntetyzujacego
klastry Fe-S i tym samym umozliwia przeniesienie zelaza
na to biatko w trakcie syntezy klastrow [58]. Ze wzgledu na
zdolnos¢ frataksyny do wiazania Fe i przeniesienia zelaza
na biatko Isu, uwaza sig, iz biatko to jest mitochondrialnym
chaperonem zelaza [71].

Pierwszym organizmem fotosyntetyzujacym, u ktérego
zidentyfikowano frataksyne byla roslina A. thaliana [72].
Ekspresja genu kodujacego biatko A. thaliana (AtFH) w
drozdzach komplementowala fenotyp mutantéw drozdzo-
wych z dysrupcja genu endogennej frataksyny, wskazujac
na to, ze obydwa biatka, roslinne i drozdzowe, pelnig po-
dobne funkcje. Frataksyna jest niezbedna do zycia roslin,
poniewaz dysrupcja genu kodujacego to biatko u rzodkiew-
nika jest letalna na etapie zarodka [73]. Wyciszenie eks-
presji genu frataksyny u A. thaliana powoduje zwiekszona
akumulacje zelaza i reaktywnych form tlenu w mitochon-
driach transgenicznych roslin [74]. Co wiecej, aktywnosc¢
enzyméw zawierajacych klastry Fe-S, akonitazy i dehy-
drogenazy bursztynianowej jest znacznie zredukowana w
komoérkach roslin atfli, co sugeruje, ze roslinne frataksyny
takze uczestnicza w biosyntezie klastréw Fe-S pelniac funk-
¢je mitochondrialnych chaperonéw Fe [75]. Wykazano, ze
AtFH bezposrednio oddziatuje z desulfuraza cysteinowa
AtNfslm, ktéra dostarcza siarke do syntezy klastréw Fe-S i
moduluje kinetyczne wilasciwosci tego enzymu, co potwier-
dza kluczowa role frataksyny w syntezie klastrow Fe-S w
mitochondriach komérek roslinnych.

Stosunkowo niedawno wykazano obecno$¢ frataksyny w
chloroplastach A. thaliana, co wskazuje na podwéjng lokali-
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zacje biatka AtFH u tej roéliny (Ryc. 3B) [76]. Niedobor AtFH
wplywa na dziatanie laficucha transportu elektronéw oraz
poziom zelaza i chlorofilu, a przez to réwniez na funkcjono-
wanie chloroplastow. Przektada sie on réwniez na redukcje
poziomu ferredoksyny oraz spadek aktywnosci reduktazy
azotynowej, bialek zawierajacych klastry Fe-S. Wyniki te
$wiadcza o waznej roli frataksyny w metabolizmie klastréw
Fe-S w chloroplastach [76].

PODSUMOWANIE

Utrzymywanie homeostazy zelaza jest niezmiernie waz-
ne dla przebiegu kluczowych dla roslin proceséw takich
jak fotosynteza, oddychanie komérkowe, metabolizm nu-
kleotydow czy synteza chlorofilu, co z kolei, w przypadku
rolnictwa, przeklada sie na otrzymywanie odpowiedniej
biomasy oraz jakosci odzywczej roélin uprawnych. Nieste-
ty, niedostateczna biodostepnos¢ zelaza w glebach wptywa
na ograniczenie ich wzrostu i rozwoju, oraz powoduje re-
dukcje plonowania. W ostatnich latach dokonano znacza-
cego postepu w badaniach majacych na celu przyblizenie
roli bialek transportujacych oraz magazynujacych zelazo
w homeostazie tego metalu w roslinach. Znane sa obecnie
transportery odpowiedzialne za pobieranie zelaza z gleby,
jego transport z korzeni do pedéw czy organéw reproduk-
cyjnych oraz uczestniczacych w wakuolarnym transporcie
Fe. Niestety, wiele aspektéw dotyczacych transportu i ho-
meostazy zelaza w roslinach pozostaje niejasnych. Do tej
pory wcigz niewiele wiadomo na temat biatek zwigzanych
z mitochondrialnym oraz chloroplastowym transportem
tego metalu oraz mechanizméw ich regulacji. W zwigzku z
tym prowadzone obecnie badania maja na celu dalszg iden-
tyfikacje i charakterystyke transporteréw, chelatoréw i cha-
peronéw, kluczowych dla utrzymania homeostazy zelaza
w komorkach i tkankach roslinnych, umozliwiajaca pelne
poznanie mechanizméw regulujacych procesy pobierania,
transportu, dystrybucji, sekwestracji i remobilizacji zelaza
u rodlin.
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ABSTRACT

Iron is a transient metal essential for the proper growth and development of plants because as a component of the enzymes with a wide redox
potential, iron contributes to the key cellular processes. During evolution, plants have developed a wide range of molecular mechanisms for
the efficient control of iron homeostasis within their cells, tissues and organs. These include membrane proteins involved in the uptake, long-
-distance transport and intracellular distribution of iron as well as the iron-storing and iron-chelating proteins, that are involved in the protec-
tion of the plant cells from iron excess and/or ensure the proper growth and development of plants under Fe deficiency. Since iron is crucial
for the functioning of plants, the proteins involved in the transport, chelation and storage of iron within plant cells are currently thoroughly
studied. This work presents the current state of the art in the knowledge of these proteins and their regulatory mechanisms.
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