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				Wykaz skrótów: CNL – immunoreceptor typu CC-NB-LRR; DAMP (ang. Damage/Dan-ger-Associated Molecular Pattern) – cząsteczka pochodząca z atakowanej rośliny; ETI (ang. Effector-Triggered Immunity) – odporność akty-wowana przez efektor; ETS (ang. Effector-Trig-gered Susceptibility) – podatność na infekcję wywoływana przez efektor; MAMP (ang. Mi-crobe-Associated Molecular Pattern) – cząsteczka pochodząca z drobnoustrojów; NB-LRR (ang. Nucleotide-Binding-Leucine-Rich Repeat) – im-munoreceptor wewnątrzkomórkowy roślin rozpoznający białko efektorowe fitopatogena; NLR (ang. NOD-Like Receptor) – receptor we-wnątrzkomórkowy podobny do receptorów NOD1 i 2 człowieka; NOD (ang. Nucleotide--binding Oligomerization Domain-like Receptor) – receptor wewnątrzkomórkowy człowieka rozpoznający cząsteczki typu MAMP/PAMP; PAMP (ang. Pathogen-Associated Molecular Pat-tern) – cząsteczka pochodząca z organizmu patogennego; PRR (ang. Pattern Recognition Re-ceptor) – receptor błonowy rozpoznający okre-ślony wzorzec molekularny obcej bądź własnej cząsteczki; PTI (ang. PAMP-Triggered Immuni-ty) – odporność aktywowana przez cząsteczkę MAMP/PAMP i DAMP; RNL – immunorecep-tor typu CCR-NB-LRR (RPW8-NB-LRR); TNL – immunoreceptor typu TIR-NB-LRR

			

		

		
			
				Immunoreceptory wewnątrzkomórkowe NB-LRR/NLR rozpoznające białka efektorowe fitopatogenów i aktywujące drugą linię obrony układu odpornościowego roślin

			

		

		
			
				Streszczenie

				Fitopatogeny syntetyzują i wprowadzają do komórek rośliny gospodarza białka efekto-rowe nakierowane na supresję układu odpornościowego. Efektem tłumienia reakcji od-pornościowych przez białka efektorowe jest wzrost podatności rośliny na infekcję ETS (ang. Effector-Triggered Susceptibility to infection) sprzyjający przeżywaniu i namnażaniu fitopa-togena. W odpowiedzi na syntetyzowane przez fitopatogeny białka efektorowe, rośliny w toku ewolucji wykształciły immunoreceptory wewnątrzkomórkowe NB-LRR rozpoznające w sposób bezpośredni lub częściej w sposób pośredni wprowadzane do wnętrza komórek białka efektorowe. Immunoreceptory NB-LRR, podobnie jak zwierzęce receptory NLR, mają położoną centralnie domenę NB wiążącą nukleotyd, C-końcową domenę bogatą w leucynę (LRR) oraz N-końcową domenę TIR, CC lub CCR. Zmiany konformacyjne w immunorecep-torze NB-LRR/NLR towarzyszące rozpoznaniu białka efektorowego oraz wymianie ADP na ATP aktywują wewnątrzkomórkowe szlaki sygnałowe uruchamiające cały wachlarz od-powiedzi obronnych typu ETI (ang. Effector-Triggered Immunity) stanowiących drugą linię obrony lokalnej. Niektóre immunoreceptory NB-LRR/NLR migrują do jądra, gdzie bezpo-średnio uczestniczą z regulacji genów związanych z odpornością, podczas gdy immunore-ceptory zlokalizowane w cytoplazmie lub wykrywające białka efektorowe w powiązaniu z błoną plazmatyczną lub z błonami wewnątrzkomórkowymi aktywują: produkcję aktyw-nych form tlenu, napływ jonów Ca2+ do cytoplazmy, kaskady kinaz MAP, biosyntezę fitohor-monów związanych z odpornością oraz związków przeciwbakteryjnych, a także powodują rozległe przeprogramowanie ekspresji genów. Reakcje odpornościowe typu ETI prowadzą zwykle do wystąpienia w miejscu infekcji programowanej śmierci komórek, określanej jako reakcja nadwrażliwości HR (ang. Hypersensitive Response).

				WPROWADZENIE

				Rośliny dysponują rozbudowanym układem odpornościowym przeciw-działającym infekcjom i zapobiegającym rozwojowi chorób. Pierwszy poziom obrony stanowią bariery fizyczna i chemiczna, które razem współtworzą tzw. odporność przedinwazyjną (ang. preinvasion resistance). Barierę fizyczną tworzą komórki epidermy pokryte woskowaną kutykułą i wielowarstwową ścianą ko-mórkową, zaś barierę chemiczną współtworzą syntetyzowane konstytutywnie wtórne metabolity taki jak np. antycypiny [1-3]. Prowadzone w ostatnich la-tach badania genów kodujących enzymy szlaków biosyntezy kutyny i wosków wykazały, że woskowana kutykula nie jest tylko bierną barierą ochronną ale podlegając różnym modyfikacjom, może aktywnie uczestniczyć w reakcjach obronnych [1,2]. Syntetyzowane fitoancypiny (glukozynolaty, glikozydy cyjano-genne, saponiny) są magazynowane w specjalnych komórkach lub przedziałach subkomórkowych i dopiero atak fitopatogena lub zranienie tkanki powodują aktywację katalizowanych przez enzymy przemian tych substancji do biologicz-nie aktywnych produktów, np. związków silnie toksycznych pochodzących z glukozynolatów [4]. Grzyby i lęgniowce pokonują odporność przedinwazyjną, syntetyzując i wydzielając enzymy uszkadzające kutykułę i woski (kutynazy, esterazy, lipazy) oraz hydrolazy degradujące składniki ściany komórkowej. Bakterie przenikają do rośliny poprzez szparki, hydatody lub zranienia tkanki [5,6]. Wnikające do apoplastu drobnoustroje są źródłem uwalnianych cząsteczek chemicznych typu MAMP, a gdy pochodzą z organizmów patogennych, cząste-czek typu PAMP. Cząsteczki pochodzenia bakteryjnego, takie jak np.: flagelina, peptydoglikany, lipopolisacharydy, czynnik elongacyjny EF-Tu, oraz cząsteczki syntetyzowane przez grzyby i lęgniowce, takie jak np.: chitooligosacharydy, po-ligalakturonazy, elicytyny są rozpoznawane przez zlokalizowane w błonie pla-zmatycznej kompleksy receptorowe typu PRR (ang. Pattern Recognition Receptor) aktywujące wewnątrzkomórkowe szlaki sygnałowe uruchamiające odpowiedzi obronne typu PTI (ang. PAMP-Triggered Immunity). Wyniki dotychczasowych badań poświęconych identyfikowaniu cząsteczek PAMP/MAMP i DAMP, po-znawaniu mechanizmów rozpoznawania tych cząsteczek przez receptory PRR i aktywowania w roślinach różnych odpowiedzi obronnych zostały podsumo-wane w pracy przeglądowej opublikowanej w ubiegłym roku w Postępach Bio-
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				chemii [7]. Podobnej tematyce poświecono też prace prze-glądowe opublikowane w ostatnim czasie w czasopismach o zasięgu ogólnoświatowym [8-10]. Odporność podstawo-wą, nieswoistą typu PTI, u zwierząt nazywaną odpornością wrodzoną, tłumią bądź przełamują syntetyzowane przez fitopatogeny białkowe i niebiałkowe cząsteczki nazywane ogólnie efektorami. Efektorami syntetyzowanymi przez fi-topatogenne grzyby są np. tomatynazyna, czy avenacynaza, enzymy hydrolizujące fitoancypiny (∀-tomatynę i avenacy-nę) [1]. Sulforafan, związek z grupy izotiocyjanianów po-chodzacy z rozpadu glukozynolatów, chroniący rzodkiew-nik przed infekcją przez Pseudomonas syringae, jest rozkłada-ny przez enzymy syntetyzowane przez bakterię 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 mają odpowiednio 138 i 103 geny CWDE kodujące enzymy degradujące ściany komórkowe. Niektóre lęgniowce syntetyzują peptydy z motywem RGD (Arg-Gly--Asp) wiążące się do białek błony plazmatycznej, narusza-jąc w ten sposób przyleganie ściany do błony plazmatycznej [6]. Białka Ecp6 i Slp1 grzybów z motywami LysM prze-chwytują chitooligosacharydy, produkty degradacji chityny grzybów, przeciwdziałając w ten sposób aktywacji recepto-rów aktywowanych przez chitynę. Inne białka z motywami LysM (Mg1LysM, Mg3LysM) hamują aktywność roślinnych chitynaz, a białko Avr4 z Cladosporium fulvum z motywem wiążącym chitynę hamuje degradację chityny [6,11]. Ponad-to, niektóre patogenne grzyby syntetyzują inhibitory enzy-mów proteolitycznych syntetyzowanych i wydzielanych do apoplastu przez komórki roślin. Na przykład białko Avr2 z C. fulvum hamuje podobną do papainy proteazę cysteinową Rcr3 pomidora, a lęgniowiec P. infestans syntetyzuje EPIC1 i EPIC2B, inhibitory proteazy podobnej do cystatyny [6].

				Przedstawiony tutaj krótki przegląd efektorów wydzie-lanych do apoplastu pokazuje jak różnorodne mechanizmy molekularne są wykorzystywane przez patogenne grzyby i lęgniowce do tłumienia reakcji odpornościowych, odporno-ściowych, co ostatecznie ma sprzyjać wzrostowi podatności rośliny na infekcję i jej kolonizację [11].

				Zupełnie odrębną grupę efektorów tworzą białka synte-tyzowane przez fitopatogeny, które w odróżnieniu od efek-torów kierowanych do apoplastu, wprowadzane są do wnę-trza komórek infekowanej rośliny. Fitopatogenne bakterie syntetyzują dziesiątki [12], a lęgniowce i grzyby setki takich białek efektorowych [11,13,14], które wewnątrz komó-rek atakowanej rośliny tłumią w różny sposób odporność podstawową roślin. W pracy przeglądowej zamieszczonej w obecnym zeszycie Postępów Biochemii podsumowano dotychczasowe osiągnięcia w identyfikowaniu białek efek-torowych, poznawaniu ich właściwości biochemicznych i rozszyfrowywaniu mechanizmów supresji odporności podstawowej typu PTI [15]. Jednakże rośliny w toku ewo-lucji wykształciły immunoreceptory wewnątrzkomórkowe typu R (ang. Resistance) rozpoznające swoiście pojawiające się w komórkach białka efektorowe, stając się w ten sposób pierwszymi elementami szlaków sygnałowych aktywują-cych odpowiedzi obronne typu ETI (ang. Effector-Triggered Immunity). Immunoreceptorami wewnątrzkomórkowy-

			

		

		
			
				mi są białka z rodziny NB-LRR (ang. Nucleotide-Binding site, Leucine-Rich Repeat), które pod względem budowy są podobne do zwierzęcych, wewnątrzkomórkowych recep-torów NLR (ang. NOD-Like Receptor) rozpoznających czą-steczki PAMP/DAMP [16-19]. Immunoreceptory NB-LRR rozpoznają białka efektorowe w komórce bezpośrednio, na zasadzie oddziaływań typu ligand-receptor, ale znacz-nie częściej białka efektorowe są wykrywane pośrednio, poprzez monitorowanie przez immunoreceptory zmian w białkach, które są atakowane przez efektory (białka strzeżo-ne, białka wabikowe). Zmiany konformacyjne zachodzące w immunoreceptorze NB-LRR, będące efektem rozpozna-nia białka efektorowego, wymuszają wymianę związanego z immunoreceptorem ADP na ATP, co ostatecznie prowa-dzi do utworzenia formy aktywnej NB-LRR aktywującego szlaki sygnałowe uruchamiające reakcje obronne typu ETI [19-22]. Dzisiaj już wiadomo, że niektóre immunoreceptory NB-LRR migrują do jądra, gdzie oddziałują z DNA lub z białkami regulującymi ekspresję genów, inne funkcjonują na terenie cytoplazmy lub w powiązaniu z różnymi błona-mi wewnątrzkomórkowymi, gdzie aktywują reakcje podob-ne do tych, jakie są aktywowane przez receptory wiążące cząsteczki MAMP/PAMP i DAMP, a różnice w obu tych przypadkach dotyczą głównie czasu potrzebnego do zaini-cjowania zmian, amplitudy i czasu trwania tych odpowie-dzi. Reakcje towarzyszące ETI prowadzą z reguły do pro-gramowanej śmierci komórek typu HR, która w przypadku aktywacji odporności typu PTI pojawia się sporadycznie [7,21-24].

				Celem obecnej pracy było podsumowanie wyników ba-dań poświęconych immunoreceptorom NB-LRR/NLR, szczególnie zaś badań dotyczących mechanizmów wykry-wania i rozpoznawania w komórce białek efektorowych oraz uruchamiania reakcji odpornościowych typu ETI.

				BUDOWA IMMUNORECEPTORÓW WEWNĄTRZKOMÓRKOWYCH NB-LRR/NLR ROZPOZNAJĄCYCH BIAŁKA EFEKTOROWE FITOPATOGENÓW

				Pierwszym poznanym immunoreceptorem NB-LRR jest RPS2 (ang. Resistance to Pseudomonas Syringae2) rzodkiewni-ka wykrywający w komórce obecność białka efektorowego AvrRpt2 z P. syringae [25,26]. Sklonowanie w 1994 roku genu RPS2 zapoczątkowało badania, które w ciągu prawie 25 lat doprowadziły do identyfikacji w genomach 22 gatunków roślin okrytonasiennych ponad 6100 genów NB-LRR i sklo-nowania około 150 genów [27-29]. Okazało się, że immu-noreceptory NB-LRR pod względem budowy i pełnionych funkcji są podobne do wewnątrzkomórkowych receptorów NLR (ang. NOD-Like Receptor) człowieka pośredniczących w percepcji cząsteczek typu PAMP/DAMP [16-19,30]. Na ryci-nie 1 pokazano schemat ogólny budowy receptorów NOD1 i NOD2 (ang. Nucleotide-binding Oligomerization Domain-like Receptors) człowieka rozpoznających różne fragmenty pep-tydoglikanu (PGN) budującego ścianę komórkową bakterii oraz schemat budowy kilku immunoreceptorów NB-LRR roślin. Wszystkie 23 białka NLR człowieka oraz większość receptorów NB-LRR roślin zawiera trzy charakterystyczne moduły. W module N-końcowym białek NLR człowieka występuje kilka różnych domen (PYD, CARD, BIR), któ-

			

		

	
		
			
				74	www.postepybiochemii.pl

			

		

		
			
				rych obecność oraz budowa pozostałych dwóch modułów decydują o przynależności określonego immunoreceptora NLR do jednej z pięciu podrodzin [30]. Najlepiej poznany-mi receptorami NLR człowieka są właśnie białka NOD1 i 2 z podrodziny NLRC, które w module N-końcowym mają jed-ną lub dwie domeny CARD (Ryc. 1). W roślinach, około 80% immunoreceptorów NB-LRR/NLR w tej części ma domenę TIR (ang. Toll and Interleukin-1 Receptor) lub CC (ang. Coiled Coil) (patrz następny podrozdział) [27,28]. Moduł środkowy immunoreceptorów NLR zwierząt tworzy domena NACHT oraz motywy HD1, WHD i HD2 pośredniczące w wiązaniu nukleotydów (ADP/ATP) i hydrolizie ATP [17-19,30]. W białkach NB-LRR/NLR roślin podobną rolę odgrywa mo-duł NB-ARC z motywami HD1 i WHD [17,18]. Większość białek NLR człowieka w module C-końcowym ma domenę utworzoną z powtórzeń LRR (ang. Leucine-Rich Repeat), a tylko nieliczne w tej części mają powtórzenia WD40, HEAT, powtórzenia ankirynowe czy TPR [30]. Wszystkie „klasycz-ne” immunoreceptory NB-LRR/NLR roślin w części C-koń-cowej mają powtórzenia typu LRR (Ryc. 1).

				Genom rzodkiewnika zawiera 95 genów kodujących białka typu TIR-NB-LRR (TNL) i 52 geny kodujące białka typu CC-NB-LRR (CNL) [27,28]. W pomidorze, ziemnia-ku, fasoli, soi i lucernie zidentyfikowano odpowiednio: 31, 68, 103, 178 i 275 genów typu TNL i 222, 376, 224, 269 i 279 genów typu CNL. Genomy roślin jednoliściennych w ogóle nie zawierają genów podklasy TNL, zaś liczba genów typu CNL w genomach ryżu, kukurydzy, sorgo i kłosownicy wy-nosi odpowiednio: 497, 137, 325 i 252 genów [27]. Trzecią, stosunkowo liczną podklasę immunoreceptorów NB-LRR/NLR tworzą białka, które w module N-końcowym, zamiast TIR czy klasycznej domeny CC, mają domenę RPW8 (ang. Resistance to Powdery Mildew8). Domena RPW8 (CCR) obej-muje motyw przezbłonowy położony w części N-końcowej oraz leżącą za nim domenę CC [20,27,31]. Genomy rzod-kiewnika i lucerny zawierają odpowiednio 11 i 12 genów kodujących immunoreceptory typu RPW8-NB-LRR (RNL), ale u roślin z rodziny różowatych występuje po kilkadzie-siąt tego typu genów, np.: poziomka, jabłoń, grusza i brzo-skwinia mają odpowiednio 58, 51, 41 i 21 genów typu RNL [31]. Wyniki dotychczasowych badań poświęconych immu-noreceptorom podklasy RNL, takim jak ADR1 rzodkiewni-ka i NRG1 tytoniu dowodzą, że pełnią one funkcję białek 

			

		

		
			
				pomocniczych (ang. helpers) współdziałających z innymi immunoreceptorami NB-LRR [32,33].

				Oprócz trzech podklas „klasycznych” immunorecepto-rów NB-LRR/NLR, genomy większości roślin zawierają jeszcze podklasę genów kodujących immunoreceptory typu NLR-ID, które oprócz trzech typowych modułów, mają jesz-cze dodatkową domenę, nazywaną domeną zintegrowaną (ang. Integrated Domain) pośredniczącą w rozpoznaniu biał-ka efektorowego (patrz następne podrozdziały). Domena zintegrowana (zintegrowany wabik) może występować po domenie LRR, tak jak to jest w immunoreceptorze RRS1 rzodkiewnika (Ryc. 1) czy RGA5 ryżu, ale może też być po-łożona w innym miejscu, tak jak np. w Pikp-1 ryżu [32-35]. Analiza genomów 40 roślin wykazała, że w 720 immunore-ceptorach typu NLR-ID występuje aż 265 różnych domen zintegrowanych. Domenami najczęściej występującymi są: WRKY, DUF, BED, HMA oraz domena kinazy białkowej [36-38]. Genom rzodkiewnika zawiera 16, ryżu 22, kukury-dzy 12, pomidora 21 i jabłoni 93 genów NLR-ID [36].

				W tym miejscu warto jeszcze zwrócić uwagę, że genomy wielu roślin zawierają dodatkowo kilka grup genów kodu-jących „niekompletne” białka NB-LRR [27,32,39]. Genom rzodkiewnika zawiera 30 genów kodujących białka, które mają tylko domenę TIR (TX) i 21 genów kodujących białka zawierające domenę TIR i domenę NB (TN), bez domeny LRR. Immunoreceptor RBA1 (ang. Response to HopBA1) typu TX rozpoznaje białko efektorowe HopBA1 z P. syringae [40]. Białko TN2 typu TN oddziałuje z podjednostką EXO70B1 kompleksu egzocysty, które przypuszczalnie pełni funkcję białka „strzeżonego” atakowanego przez niezidentyfikowa-ne jeszcze białko efektorowe (patrz następne podrozdziały) [41,42]. Inne poznane białko z tej grupy TN13 oddziałuje z importyną MOS6 [43].

				W kontekście przedstawionych tu informacji, zasadne staje się pytanie o przyczynę tak wielkiego zróżnicowania immunoreceptorów NB-LR/NLR i to zarówno pod wzglę-dem ich liczby jak również struktury. Wartym odnotowania jest fakt, że rośliny z rodziny dyniowatych (Cucurbitaceae) mają po kilkadziesiąt genów NB-LRR/NLR (ogórek 30, ar-buz 55 genów), podczas gdy drzewa z rodziny różowatych (Rosaceae), takie jak brzoskwinia czy jabłoń, zawierają odpo-wiednio około 900 i ponad 1000 genów NB-LRR/NLR, mimo że rozmiar genomów tych drzew jest stosunkowo niewiel-ki, bo wynosi odpowiednio około 290 i 740 Mpz [18,29,33]. Można więc przypuszczać, że przyczyną tego zróżnicowa-nia jest presja selekcyjna wynikająca z liczby interakcji typu fitopatogeny-roślina, która w przypadku drzew jest niewąt-pliwie większa, niż to ma miejsce w przypadku roślin ziel-nych, zwłaszcza roślin jednorocznych.

				STRUKTURA I FUNKCJA POSZCZEGÓLNYCH DOMEN IMMUNORECEPTORÓW NB-LRR

				Wykonane przed ośmiu laty analizy krystalograficzne domeny TIR w immunoreceptorze L6 lnu rozpoznającego białko efektorowe grzyba Melampsora lini wykazały, że do-mena obejmuje pięć równoległych wstęg β (βA do E) oto-czonych pięcioma helisami α (αA do E) [44,45]. W nowszych badaniach poświęconych analizie struktury domeny TIR w immunoreceptorach RPS4 i RRS1 rzodkiewnika, funkcjonu-
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				Rycina 1. Schemat przedstawiający ogólną budowę receptorów NOD1 i NOD2 człowieka oraz kilku immunoreceptorów NB-LRR/NLR roślin: RPS4 z podklasy TIR-NB-LRR (TNL), RPM1 z podklasy CC-NB-LRR (CNL), ADR1 z podklasy CCR (RNL) i RRS1 z grupy immunoreceptorów z domeną zintegrowaną (NLR-ID). Opis w tekście. (na podstawie prac [17-19,22,30,32,55], zmieniono).
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				jących w formie heterodimeru w rozpoznaniu PopP2 z Ral-stonia solanacearum i AvrRps4 z P. syringae wykazano, że do-mena TIR jednego białka oddziałuje za pośrednictwem helis αA i αE z podobnymi helisami αA i αE w drugiej dome-nie TIR [46]. W ten sposób powstaje struktura heterodime-ryczna (RPS4/RRS1), w której immunoreceptor RRS1 typu TNL-ID funkcjonuje jako „sensor białek efektorowych”, na-tomiast immunoreceptor RPS4 pełni funkcję „białka pomoc-niczego” aktywującego szlak sygnałowy [34,46]. Tworzenie form homo- lub heterodimerycznych potwierdzono także w badaniach immunoreceptora RBA1 rzodkiewnika typu TX zawierającego tylko domenę TIR [40], a także immuno-receptorów SNC1 (ang. Suppressor of npr1-1 constitutive1), RPP1 (ang. Recognition of Peronospora parasitica 1) i L6 lnu [47]. Wyniki tych ostatnich badań pokazują, że w domenach TIR, oprócz płaszczyzn utworzonych przez helisy αA i αE, występują jeszcze dodatkowe płaszczyzny oddziaływania utworzone przez helisy αD i αE, co daje to możliwość two-rzenia form homo- lub heterooligomerycznych. Konkluzja wynikająca z tych badań jest o tyle ważna, że sugeruje, iż optymalne odpowiedzi obronne wystąpią wówczas, gdy białka TNL tworzą struktury podobne do zwierzęcych oli-gomerycznych sygnałosomów [17,18,32].

				Strukturę krystaliczną domeny CC poznano przed sied-miu laty w immunoreceptorze MLA10 jęczmienia rozpo-znającego białko efektorowe AVRA10 z Blumeria graminis pv. hordei [44,45]. Tworzą ją dwie przeciwrównolegle biegnące helisy a, które w dimerach asocjują, tworząc strukturę po-dobną do „pałeczki”. Jednakże w nowszych badaniach wy-kazano, że domena CC w immunoreceptorze Sr33 pszenicy aktywującym odporność przeciw Puccinia graminis pv.tritici i immunoreceptorze Rx ziemniaka wiążącego białko X wi-rusa ziemniaka zawiera cztery helisy a [48,49]. Ostatecznie, po przeanalizowaniu struktury oraz sposobu funkcjono-wania, wyróżnia się obecnie kilka rodzajów domeny CC, a mianowicie: A – CC z sekwencją EDWID (Sr33, MLA10, Rx, SlNRC4, Rp1-D21,RGA5), B – CCR (ADR1, ADR1-L1, ADR1--L2, NRG1), C – CCklasyczna (RPS2, RPS5), D – SD-CC u roślin 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, wystę-pujący w domenie CC immunoreceptorów z grupy A i E pośredniczy w oddziaływaniu CC z domeną NB [50,51].

				Wyniki wielu dotychczasowych badań pokazują, że obie domeny N-końcowe, TIR i CC, pośredniczą w dimeryzacji/oligomeryzacji immunoreceptorów, oddziałują fizycznie z innymi domenami, stabilizując właściwą konformację im-munoreceptora, a także oddziałują z innymi białkami zwią-zanymi z odpornością, w tym także z białkami pośredniczą-cymi w przekazywaniu sygnału na elementy szlaków sy-gnałowych położonych poniżej immunoreceptora NB-LRR [17,19,20,44,45,50,51].

				Za domeną N-końcową występuje domena NB (ang. Nucleotide Binding) wiążąca nukleotydy, podobna do analo-gicznej domeny w białkach STAND (ang. Signal Transduc-tion ATP-ase with Numerous Domains) [17,19,20,44]. Funkcjo-nalną kieszeń wiążącą nukleotydy adeninowe (ATP/ADP) współtworzy jeszcze domena ARC (ang. Apaf-1, R proteins, CED4) podzielona na dwie subdomeny ARC1 i ARC2. W 

			

		

		
			
				obrębie domen NB-ARC występuje szereg motywów zacho-wanych w ewolucji, pośredniczących w wiązaniu nukleoty-dów i jonów Mg2+ oraz uczestniczących w hydrolizie zwią-zanego ATP (Ryc. 2A) [17,20,45]. W wiązaniu nukleotydów bierze udział położona w obrębie domeny NB pętla P (Wal-ker-A) z charakterystycznym motywem bogatym w reszty glicyny GVGKT/S, w którym konserwatywna reszta lizyny (K) koordynuje z resztami fosforanowymi-β i -γ nukleoty-dów adeninowych, natomiast reszty treoniny (T) lub seryny (S) koordynują z jonami Mg2+(Ryc. 2B). Dwie reszty kwa-su asparaginowego (DD) położone w kolejnym motywie określanym jako Walker-B pośredniczą w wiązaniu Mg2+ i hydrolizie związanego ATP. W przedłużeniu motywu Wal-ker-B leży motyw TTRD (Sensor1), w którym reszta argini-ny (R) oddziałuje z resztą fosforanową–γ w ATP. Motyw SEDEAWE nakierowuje cząsteczkę wody biorącą udział w hydrolitycznym rozszczepianiu ATP do ADP i reszty fos-foranowej. W subdomenie ARC1 występuje jeszcze motyw GLPL, który funkcjonuje jako „zawias” pośredniczący w zmianach konformacyjnych pomiędzy strukturą „zamknię-tą” niosącą ADP, a aktywną strukturą „otwartą” niosącą ATP. W części C-końcowej subdomeny ARC2 występuje motyw MHDV, który odgrywa ważną rolę regulacyjną. Reszta histydyny (H) oddziałuje z resztą fosforanową-β w ADP, przyciągając w ten sposób subdomenę ARC2 do domeny NB, a przez to stabilizując nieaktywną strukturę autoinhibitorową (zamkniętą) immunoreceptora (Ryc. 2B) [17,19,20,45].

				Wiązanie nukleotydów adeninowych oraz możliwość rozszczepiania hydrolitycznego ATP przez immunorecep-
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				Rycina 2. Schemat przedstawiający trójmodułową budowę immunorecepto-rów NB-LRR/NLR roślin oraz proponowany model funkcjonowania immuno-receptorów jako molekularnych przełączników. A, Motywy konserwatywne w domenach CC i NB-ARC. B, Stabilizowanie konformacji nieaktywnej (autoinhi-bitorowej) i zmiany konformacyjne NB-LRR towarzyszące rozpoznaniu białka efektorowego i wymianie ADP związanego z domeną NB-ARC na ATP. C, pro-ponowany model wymiany nukleotydów ADP/ATP oraz stabilizowania konfor-macji nieaktywnej i aktywnej immunoreceptorów L6 i L7 lnu. Opis w tekście. (na podstawie prac [17,19-21,45,52,53], zmieniono).
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				tory NB-LRR potwierdzono doświadczalnie po raz pierw-szy w badaniach immunoreceptorów I-2 pomidora i Mi-1 ziemniaka [20,45]. Immunoreceptor I-2 typu CNL funkcjo-nuje w odporności pomidora na fuzariozę wywoływaną przez grzyba Fusarium oxysporum, zaś immunoreceptor Mi-1 typu CNL w odporności ziemniaka na atak nicienia, guzaka południowego (Meloidogyne incognita) oraz mszycy ziemniaczanej (Macrosiphum euphorbiae). Wnioski wynika-jące z tych badań potwierdzono także w doświadczeniach prowadzonych na immunoreceptorach: N typu TNL tyto-niu rozpoznającym helikazę p50 wirusa mozaiki tytoniowej (TMV), M lnu typu TNL wykrywającym białko efektorowe AvrM grzyba Melampsora linii, a w ostatnim czasie w bada-niach allelicznych form L6 i L7 lnu wiążących alleliczne od-miany białka efektorowego AvrL567 z M. linii [17,20,45,52].

				Za subdomeną ARC2 występuje krótka wstawka, za którą zaczyna się domena LRR obejmująca zwykle czterna-ście powtórzeń zbudowanych z 24 reszt aminokwasowych bogatych w resztę leucyny (LRR) tworzących równoległe wstęgi β ułożone w strukturę przypominającą podkowę [44,45]. Jednakże bardziej szczegółowe badania prowadzo-ne na immunoreceptorach Rx1 i Gpa2 ziemniaka rozpo-znających wirusa ziemniaka X (PVX) i nicienia, mątwika agresywnego (Globodera pallida), a także na immunorecep-torze Lr10 pszenicy skierowanym przeciw Puccinia tritici-na wywołującego rdzę liściową, czy na immunoreceptorze RPS5 rzodkiewnika rozpoznającym AvrPphB z P. syringae, wykazały, że domena LRR przedzielona jest nieregularną strukturą na dwie subdomeny pełniące odmienne funkcje [20,45,53]. Subdomena N-końcowa LRR, położona za sub-domeną ARC2, zawiera skupienia reszt aminokwasów zasadowych z ładunkami dodatnimi, które umożliwiają oddziaływanie tej subdomeny z subdomeną ARC2 [53]. W ten sposób subdomena N-końcowa LRR współuczestniczy w stabilizowaniu zwartej struktury nieaktywnej NB-LRR (Ryc. 2B) [17,20,53]. Subdomena C-końcowa LRR zawiera liczne reszty aminokwasów aromatycznych, które w przy-padku niektórych immunoreceptorów pośredniczą w roz-poznaniu białek efektorowych [20,45,53].

				W literaturze proponuje się obecnie ogólny model tłu-maczący przełącznikową funkcję immunoreceptorów NB--LRR (Ryc. 2B). W warunkach braku białka efektorowego, immunoreceptor występuje w formie nieaktywnej (autoin-hibitorowej) niosącej związany ADP, która charakteryzuje się zwartą strukturą, stabilizowaną oddziaływaniami po-między poszczególnymi domenami immunoreceptora, a w formach di- lub oligomerycznych, także oddziaływaniami międzycząsteczkowymi. Forma autoinhibitorowa immuno-receptora stabilizowana jest głównie poprzez oddziaływa-nia domen NB-ARC z TIR/CC oraz z subdomeną N-końco-wą LRR [20]. Wymiana ADP związanego z NB-ARC na ATP wymusza zmiany konformacyjne prowadzące do powsta-nia struktury aktywnej, bardziej otwartej, w której domena TIR/CC oddziałuje z białkami szlaków sygnałowych. Hy-drolityczne rozszczepienie ATP do ADP i fosforanu powo-duje przemianę otwartej formy aktywnej do bardziej zwar-tej struktury nieaktywnej [17,19,20,45,53]. Ten ogólny model funkcjonowania NB-LRR jako molekularnego przełącznika powstał w oparciu o wyniki doświadczeń prowadzonych na zmutowanych białkach, w których zmieniono niektóre 

			

		

		
			
				reszty aminokwasowe położone w motywach pełniących istotne funkcje. Szczególnie przydatne okazały się mutacje, które pozbawiają immunoreceptor możliwości wiązania nukleotydów, a także mutacje wyłączające aktywność AT-Pazową, ale zachowujące zdolność wiązania ATP. Mutan-ty, które nie wiążą nukleotydów są całkowicie nieaktywne, natomiast mutanty pozbawione aktywności ATPazowej są konstytutywnie aktywne. Mutacja w motywie MHD, poło-żonym w subdomenie ARC2, który poprzez resztę histy-dyny oddziałuje z resztą fosforanową-β w ADP prowadzi do preferencyjnego wiązania ATP i przyjmowania konfor-macji aktywnej [17,19,20]. Można zatem przypuszczać, że immunoreceptory NB-LRR funkcjonują jako molekularne przełączniki, które w formie nieaktywnej, niosącej związa-ny ADP, wykrywają białka efektorowe fitopatogenów. Z chwilą swoistego rozpoznania białka efektorowego nastę-puje częściowe rozluźnienie struktury trzeciorzędowej im-munoreceptora, co umożliwia uwolnienie ADP i związanie pozostającego w cytoplazmie w wyższym stężeniu ATP (Ryc. 2B). Zajęcie kieszeni wiążącej nukleotydy przez ATP indukuje w immunoreceptorze dalsze rozluźnienie struk-tury trzeciorzędowej umożliwiające interakcję domeny N--końcowej immunoreceptora z białkiem/białkami szlaku sygnałowego. Hydroliza związanego z immunoreceptorem ATP powoduje przywrócenie bardziej zwartej, nieaktywnej struktury NB-LRR i przerwanie aktywacji reakcji odporno-ściowych [17,19-22,44,45].

				W tym miejscu warto zwrócić uwagę na opublikowane w ostatnim czasie wyniki doświadczeń prowadzonych na immunoreceptorach allelicznych L6 i L7 lnu rozpoznają-cych formy alleliczne AvrL567 z M. lini, które nieco inaczej tłumaczą zależności pomiędzy rozpoznaniem białka efekto-rowego, a wymianą nukleotydów związanych z immunore-ceptorem (Ryc. 2C) [52]. Wnioski wynikające z tych badań sugerują, że w nieobecności białka efektorowego forma nie-aktywna i forma aktywna immunoreceptora NB-LRR wy-stępuje w stanie równowagi dynamicznej, ze zdecydowaną przewagą konformacji nieaktywnej (ADP-NB-LRR). Roz-poznanie białka efektorowego prowadzi do stabilizowania formy aktywnej (ATP-NB-LRR) i przesunięcia stanu równo-wagi w kierunku formy aktywnej [52].

				REGULACJA POZIOMU IMMUNORECEPTORÓW NB-LRR W ROŚLINACH

				Budowa wielodomenowa immunoreceptorów NB-LRR, funkcjonujących jako odwracalne przełączniki, pociąga ko-nieczność ścisłej regulacji ekspresji kodujących je genów oraz poprawnego fałdowania syntetyzowanych białek. Ma to zapewniać pozostawanie immunoreceptorów we wła-ściwych przedziałach subkomórkowych w konformacji autoinhibitorowej, ale ma także umożliwiać swoiste wykry-wanie odpowiednich białek efektorowych [29,54-56]. Wy-niki wielu doświadczeń pokazały, że zwiększona ekspre-sja genów NB-LRR prowadzi zwykle do autoimmunizacji, objawiającej się spontaniczną śmiercią komórek typu HR, zahamowaniem wzrostu i osłabieniem ogólnej kondycji ro-śliny, natomiast celowe obniżenie poziomu białka NB-LRR prowadzi do wzrostu podatności rośliny na infekcję [54]. Ekspresja genów NB-LRR w rzodkiewniku pozostaje na ni-skim poziomie i wykazuje zmienność tkankową i ekotypo-wą. U większości roślin jedno- i dwuliściennych, ekspresja 
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				NB-LRR jest silniejsza w korzeniu niż w pędzie, ale u roślin z rodziny kapustowatych ekspresja genów NB-LRR jest wy-raźniejsza w pędzie [54]. Ponadto wykazano doświadczal-nie, że aktywacja układu odpornościowego (infekcja fitopa-togenem, aplikacja cząsteczek MAMP/PAMP, aplikacja SA) powoduje bardzo wyraźny wzrost poziomu transkryptów wielu genów NB-LRR, np. peptyd flg22 aplikowany na li-ście rzodkiewnika powoduje co najmniej dwukrotny wzrost ekspresji 55 genów NB-LRR [54]. Regulacja transkrypcji NB--LRR odbywa się też na poziomie modyfikacji histonów (metylacja H3, monoubikwitynylacja H2B), alternatywnego składania, alternatywnej poliadenylacji oraz regulacji po-ziomu transkryptów przez miRNA i siRNA [29,54-56].

				Poprawne fałdowanie oraz pozostawanie immunore-ceptorów w konformacji autoinhibitorowej nadzoruje kom-pleks HRS utworzony z trzech białek, a mianowicie białka chaperonowego HSP90 i dwóch białek kochaperonowych RAR1 i SGT1 [55]. W regulacji poziomu białek NB-LRR oraz w usuwaniu białek niewłaściwie sfałdowanych uczestni-czy kompleks ligazy ubikwitynowej E3 SCFCPR30, w którym białko CPR1/CPR30 z kasetą F wiąże NB-LRR. Kompleks ligazy ubikwitynowej E3 współtworzą jeszcze białka kocha-peronowe SGT1 i SRFR1, a ubikwitynylowany immunore-ceptor NB-LRR może podlegać dalszej poliubikwitynylacji przez ligazę typu E4 (MUSE3) [55].

				MECHANIZMY ROZPOZNAWANIA BIAŁEK EFEKTOROWYCH I AKTYWACJA REAKCJI ODPORNOŚCIOWYCH

				Obecność w immunoreceptorach NB-LRR domeny LRR o dużej zmienności sekwencji reszt aminokwasowych od po-czątku nasuwała przypuszczenie, że to właśnie ta domena pośredniczy w swoistym rozpoznaniu białek efektorowych na zasadzie oddziaływania typu ligand-receptor, zgodnie z koncepcją gen-na-gen, a właściwie białko-na-białko Flo-ra. Słuszność powyższego założenia potwierdzono po raz pierwszy przed osiemnastu laty w przypadku immunore-ceptora Pi-ta typu TNL ryżu wiążącego białko efektorowe Avr-Pita z grzyba Magnaporthe grisea. Możliwość oddziały-wania fizycznego pomiędzy obu białkami wykazano naj-pierw techniką drożdżowego systemu dwuhybrydowego, a następnie potwierdzono w badaniach prowadzonych na Pi--ta z mutacjami w domenie LRR [20-22,45]. Oddziaływanie bezpośrednie typu białko-białko potwierdzono także w ko-lejnych doświadczeniach prowadzonych na immunorecep-torze M typu TNL lnu wiążącym białko efektorowe AvrM z Melampsora lini, a także w badaniach immunoreceptorów L5 i L6 typu TNL lnu wiążących odmienne formy alleliczne białka efektorowego AvrL567 z M. linii [20]. W nowszych badaniach wykazano, że domena LRR immunoreceptora RPP1 (ang. Recognition of Peronospora Parasitica1) typu TNL rzodkiewnika wiąże białko efektorowe ATR1 (ang. Arabi-dopsis Thaliana Recognized1) z lęgniowca Hyaloperonospora arabidopsidis, oraz że odcinek położony pomiędzy 11 a 26 powtórzeniem LRR w immunoreceptorze Pm3 pszenicy wiąże białko Avr-PM3 z mączniaka prawdziwego (Blumeria graminis) [20].

				Do oddziaływań bezpośrednich pomiędzy immunere-ceptorem a białkiem efektorowym dochodzi również w 

			

		

		
			
				przypadku immunoreceptorów z domeną zintegrowaną typu NLR-ID, takich jak RRS1 rzodkiewnika, RGA5 ryżu, czy Pik-1 ryżu. We wszystkich tym immunoreceptorach w swoistym rozpoznaniu białka efektorowego pośredniczą domeny zintegrowane WRKY lub RATX1 [34].

				Jednakże, w miarę rozwoju badań okazało się, że więk-szość poznanych immunoreceptorów NB-LRR wykrywa w komórce obecność białek efektorowych pośrednio poprzez monitorowanie zmian w białkach, które stają się celem ataku białek efektorowych. Potwierdzono to również w ostatnim czasie w badaniach wykorzystujących technikę drożdżo-wego systemu dwuhybrydowego, w których wykazano, że tylko dwa, spośród 30 analizowanych immunoreceptorów NB-LRR rzodkiewnika, oddziałują bezpośrednio z białkami efektorowymi z P. syringae i z lęgniowca Hyaloperonospora arabidopsidis [20]. W ten sposób w literaturze naukowej po-jawił się termin „strażnik” opisujący rolę immunoreceptora NB-LRR monitorującego zmiany w „białku strzeżonym” (ang. guardee) lub w białku określanym jako „wabik” (ang. decoy) [18-22,33,57,58].

				ROZPOZNANIE POŚREDNIE BIAŁEK EFEKTOROWYCH

				Monitorowanie zmian w białku strzeżonym (kofaktorze)

				Proponowana koncepcja „strażnika” i „białka strzeżone-go” okazała się słuszna w odniesieniu do wielu poznanych immunoreceptorów NB-LRR rozpoznających zmiany w białkach strzeżonych, jakie pojawiają się w wyniku ataku różnych białek efektorowych [18-22,32,33,57,58]. Dobrym przykładem takiego białka strzeżonego jest RIN4 (ang. RPM1-Interacting Protein4), które w rzodkiewniku funkcjo-nuje jako fosfoprzełącznik regulujący reakcje odpornościo-we typu PTI i ETI [59,60]. Białko RIN4 jest celem ataku dla co najmniej czterech białek efektorowych z P. syringae, a mianowicie: AvrRpt2, AvrB, AvrRpm1, HopF2 [12,15]. Biał-ko AvrRpt2 rozcina proteolitycznie RIN4 w obrębie domen NOI, zaś HopF2 przenosi resztę adenozynodifosforybozy (ADP-rybozy) z NAD+ na RIN4, co przeciwdziała trawieniu proteolitycznemu przez AvrRpt2. Białka efektorowe Avr-Rpm1 i AvrB oddziałują z cytoplazmatyczną kinazą biał-kową RIPK oraz innymi kinazami RLCK (PBL13/18/29), umożliwiając fosforylację reszty treoniny-166 w RIN4 [61]. Zmiany zachodzące w RIN4 są 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 protein1). Immunoreceptor RPS2 w formie nieaktywnej oddziału-je poprzez domenę CC z zakotwiczonym w błonie RIN4 (Ryc. 3A). Pojawiające się w komórce białko efektorowe AvrRpt2 ulega najpierw autoaktywacji (odcięcie z N-koń-ca 7 kDa oligopeptydu), stając się w ten sposób aktywną proteazą cysteinową. Zaktywowane w ten sposób AvrRpt2 trawi RIN4 w obrębie dwóch domen NOI, dając trzy poli-peptydy. Dwa z nich są uwalniane do cytoplazmy, nato-miast trzeci, krótki odcinek C-końcowy, pozostaje związa-ny z błoną plazmatyczną. W konsekwencji, immunorecep-tor RPS2 rozpoznaje AvrRpt2 pośrednio, wykrywając jego aktywność proteolityczną względem „białka strzeżonego” RIN4 (Ryc. 3A) [12,15,22,57,58]. Również immunoreceptor RPM1 typu CNL w konformacji autoinhibitorowej oddzia-łuje z RIN4 poprzez domenę CC. Pojawiające się w komór-
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				ce białka efektorowe AvrB i AvrRpm1 wiążą się do błony plazmatycznej za pośrednictwem kotwic acylowych, gdzie oddziałują z cytoplazmatyczną kinazą białkową RIPK lub kilku innymi kinazami typu RLCK fosforylującymi w RIN4 resztę treoniny 166. Modyfikacja RIN4 aktywuje izomera-zę cis/trans prolyl-peptydylową (PPI)azę (ROC1), która w RIN4 izomeryzuje wiązanie peptydowe X-prolina-149 (Ryc. 4B) [12,22,57,58,61]. Wyniki badań opublikowane w ostat-nim czasie sugerują, że immunoreceptor RPM1 występuje w formie homodimeru RPM1/RPM1 związanego z błoną za pośrednictwem RIN4, który po wykryciu zmian konfor-macyjnych w RIN4 towarzyszących fosforylacji reszty tre-oniny-166 pozostaje nadal w formie aktywnej związany z błoną [62].

				Białkiem strzeżonym przez co najmniej trzy immuno-receptory NB-LRR jest białko EDS1 (ang. Enhanced Disease Susceptibility1) odgrywające ważną rolę w szlakach sygna-łowych aktywowanych przez immunoreceptory typu TNL (patrz następne podrozdziały). Białko EDS1 jest celem ataku dla białek efektorowych AvrRps4 i HopA1 z P. syringae, a zmiany wykrywają oddziałujące z EDS1 immunoreceptory RPS4, RPS6 i SNC1 rzodkiewnika [57,63,64]. EDS1 oddzia-łuje z białkiem SRFR1 (ang. Suppressor of rps4-RLD1) zlo-kalizowanym w błonach siateczki śródplazmatycznej [57]. Wprowadzone do komórek białka efektorowe AvrRps4 i HopA1 powodują oddysocjowanie kompleksów EDS1--RPS4 i EDS1-RPS6 od SRFR1, co umożliwia ich migrację do jądra. Białko EDS1 pełni przypuszczalnie funkcję regulato-rową w formowaniu heterodimeru RPS4/RRS1, w którym RPS4 pośredniczy w przekazywaniu sygnału [34,57].

				Immunoreceptor SUMM2 (ang. Suppressor of MKK1 MKK2 2) typu CNL rzodkiewnika pełni funkcję „strażni-ka” monitorującego aktywność kaskady kinaz MAP (MEK-K1>MKK1/2>MPK4) blokowanej przez białko efektorowe HopAl1 z P. syringae. Białko HopAl1 z aktywnością liazy fosfotreoninowej odszczepia z MPK4 resztę fosfotreoniny -C-OPO32- [12,15]. Okazało się, że immunoreceptor SUMM2 oddziałuje z cytoplazmatyczną kinazą białkową CRCK3 (ang. Calmodulin-binding Receptor-like Cytoplasmic Kinase3), która jest fosforylowana przez kinazę MPK4 [65,66]. Bloko-

			

		

		
			
				wanie aktywności MPK4 przez HopAl1 lub mutacja mpk4 uniemożliwiająca fosforylację CRCK3, a przypuszczalnie także białka PAT1, prowadzi do aktywacji reakcji odpor-nościowych zależnych od immunoreceptora SUMM2. Tak więc, immunoreceptor SUMM2 monitoruje zmiany konfor-macyjne w CRCK3, jakie towarzyszą fosforylowaniu przez MPK4 kilku reszt serynowych położonych pomiędzy N--końcowym motywem przezbłonowym a domeną kinazo-wą CRCK3. Forma nieufosforylowana kinazy CRCK3 akty-wuje immunoreceptor SUMM2 [57,65,66].

				Wykrywanie zmian w białkach „wabikowych”

				W miarę postępu badań ujawniono, że wiele białek efektorowych fitopatogenów atakuje w roślinie więcej niż jedno białko docelowe, a co szczególnie ważne, niektóre z tych białek nie biorą udziału w reakcjach odpornościowych. Opierając się na tych doniesieniach, zaproponowano przed dziesięciu laty koncepcję „wabika”, według której wiele białek wewnątrzkomórkowych rośliny pełni funkcję „pu-łapek” przywabiających odpowiednie białka efektorowe, a zmiany w białkach wabikowych powstające w wyniku oddziaływań z białkami efektorowymi są rozpoznawane przez immunoreceptory NB-LRR [18-20,32,33,58]. Dobrym przykładem takiego białka wabikowego jest kinaza biał-kowa Pto pomidora atakowana przez białka efektorowe AvrPto i AvrPtoB z P. syringae. Kinaza Pto odgrywa rolę białka wabikowego, gdyż sama nie uczestniczy w reakcjach odpornościowych, natomiast „przywabia” AvrPto i AvrP-toB, dla których celem ataku są błonowe receptorowe kina-zy białkowe funkcjonujące w percepcji cząsteczek MAMP/PAMP [12,15,67]. Immunoreceptorem monitorującym zmia-ny w kinazie Pto wywoływane przez AvrPto i AvrPtoB jest Prf z nietypową domeną SD-CC na N-końcu (Ryc. 4). Ta 530-aminokwasowa domena oddziałuje z zakotwiczoną w błonie plazmatycznej kinazą białkową Pto i pośredniczy w formowaniu kompleksu di-, a być może także oligomery-cznego, w którym każdy immunoreceptor Prf oddziałuje z odrębnym białkiem Pto [12,50,68,69]. W kompleksie he-terodimerycznym Pto/Prf-Prf/Pto, kinazy Pto ulegają au-tofosforylacji na resztach seryny 198, a immunoreceptory Prf występują w konformacji nieaktywnej. Pojawiające się w komórce AvrPtoB jest fosforylowane przez kinazę Pto sensorową (Ptosens) na reszcie treoniny 450, co prowadzi do inaktywacji domeny ligazowej E3 (Ryc. 4) [12,68]. Regulacja negatywna kompleksu Pto/Prf-Prf/Pto zanika wówczas, gdy AvrPto lub AvrPtoB wiąże się do kieszeni katalitycznej kinazy Ptosens i zaburza konformację pętli P+1. W tworzą-cym się w ten sposób kompleksie AvrPto(B)/Ptosens/Prf--Prf/Ptopom, kinaza Pto pomocnicza (Ptopom) ulega aktywacji i fosforyluje w kinazie Ptosens resztę treoniny-199 (Ryc. 4). Podwójna fosforylacja kinazy Ptosens (S-198, T-199) powodu-je derepresję kompleksu immunoreceptorów Prf/Prf i akty-wację reakcji odpornościowych [12,68,69].

				Innym przykładem białka wabikowego jest cytoplazma-tyczna kinaza białkowa PBS1, która w rzodkiewniku przy-wabia białko efektorowe AvrPphB z P. syringae z aktywno-ścią proteazy cysteinowej. Białko AvrPphB atakuje szereg cytoplazmatycznych kinaz białkowych (BIK1, RIPK, PBS1, PBL) funkcjonujących w szlakach sygnałowych aktywowa-nych przez receptory typu PRR [12,15,67]. Uważa się, że 
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				Rycina 3. Rozpoznanie pośrednie białek efektorowych AvrRpt2, HopF2, AvrB i AvrRpm1 przez immunoreceptory: RPS2 – A i RPM1 – B wykrywające zmiany w białku „strzeżonym” RIN4. Opis w tekście. (na podstawie prac [12,58,61,62]).
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				kinaza PBS1, podobnie jak kinaza Pto, pełni funkcję białka wabikowego, ponieważ mutant pbs1 nie wykazuje zauwa-żalnego upośledzenia w reakcjach odpornościowych. Z zakotwiczoną w błonie plazmatycznej kinazą PBS1 oddzia-łuje poprzez domenę CC immunoreceptor RPS5 typu CNL pozostający w formie autoinhibitorowej. Wprowadzone do komórki białko efektorowe AvrPphB rozcina proteolitycz-nie domenę kinazową PBS1, a powstające w obu fragmen-tach zmiany konformacyjne są wykrywane przez immuno-receptor RPS5 [12,70].

				W ostatnich latach w rzodkiewniku odkryto interesujący mechanizm wykrywania obecności w komórce trzech róż-nych białek efektorowych, dwóch z P. syringae (HopZ1a i HopF2a) i jednego (AvrAC/XopAC) z X. campestris, przez jeden immunoreceptor ZAR1 (ang. HopZ-Activated Resistan-ce1) typu CNL [58]. We wszystkich trzech przypadkach, immunoreceptor ZAR1 występuje w formie heterodimeru z jedną z kinaz cytoplazmatycznych ZRK z rodziny RLCK, które są pozbawione niektórych motywów niezbędnych dla aktywności kinazowej [71]. W rozpoznaniu białka efektoro-wego HopZ1a z aktywnością acetylotransferazy pośredni-czy pseudokinaza ZED1/ZRK5 (ang. HopZ-ETI-Deficient1), która w tym wypadku odgrywa rolę białka wabikowego (Ryc. 5A). Białko efektorowe HopZ1a acetyluje białka JAZ, ingerując w ten sposób w szlaki sygnałowe aktywowane przez jasmoniany [12,15,72], ale jak się okazało, HopZ1a acetyluje również dwie reszty treoniny (T-125 i -177) w pseudokinazę ZED1/ZRK5 [73]. Modyfikacja białka wabi-kowego ZED1/ZRK5 jest rozpoznawana przez immunore-ceptor ZAR1 [74].

				W tkance przewodzącej rzodkiewnika, immunoreceptor ZAR1 tworzy heterodimer z pseudokinazą RKS1/ZRK1, który wykrywa obecność AvrAC/XopAC z X. campestris. Białko efektorowe AvrAC/XopAC jest urydynylotransfe-razą przenoszącą resztę urydyno 5’-monofosforanu z UTP na kinazy cytoplazmatyczne BIK1 i RIPK [12,15]. Wykazano eksperymentalnie, że w tkance przewodzącej rzodkiewni-ka, AvrAC/XopAC urydynyluje w kinazie cytoplazmatycz-nej PBL2 reszty seryny-253 i treoniny-254. Modyfikowanie przez AvrAC/XopAC białka wabikowego PBL2 jest wykry-wane przez heterodimer RKS1/ZRK1/ZAR1 (Ryc. 5B) [75].

			

		

		
			
				W podobny sposób heterodimer ZRK3/ZAR1 wykrywa obecność białka efektorowego HopF2a z P. syringae z ak-tywnością ADP-rybozylotransferazy, modyfikującego nie-zidentyfikowane jeszcze białko wabikowe (Ryc. 5C) [76].

				Rozpoznawanie białek efektorowych przez receptory heterodimeryczne zawierające immunoreceptor z domeną (wabikiem) zintegrowaną typu NLR-ID

				Przed kilkunastu laty w rzodkiewniku poznano parę im-munoreceptorów RPS4 i RRS1 typu TNL wykrywającą obec-ność białek efektorowych: AvrRps4 z P. syringae, PopP2 z R. solanacearum i niezidentyfikowanego jeszcze białka efekto-rowego z grzyba Colletotrichum higginsianum [34,35]. Anali-zy krystalograficzne domen TIR w RPS4 i RRS1 wykazały, że mogą one tworzyć formy homo- lub heterodimeryczne. Ujawniono też, że sama domena TIR białka RPS4 w formie homodimerycznej aktywuje odpowiedzi typu HR niezależ-nie od białka efektorowego, oraz że immunoreceptor RRS1 stabilizuje formę autoinhibitorową heterodimeru RPS4/RRS1 przeciwdziałając tworzeniu aktywnego homodime-ru RPS4/RPS4 [46]. O rozdzieleniu funkcji pomiędzy dwa immunoreceptory tworzące heterodimer świadczy również fakt, że mutacja w pętli P w immunoreceptorze RRS1 po-średniczącej w wiązaniu nukleotydu nie wpływa na funk-cjonowanie heterodimeru, podczas gdy podobna mutacja w RPS4 pozbawia heterodimer RPS4/RRS1 aktywności [34,35]. Derepresja formy autoinhibitorowej dimeru RPS4/RRS1 następuje wraz z rozpoznaniem w komórce białka efektorowego PopP2 lub AvrRps4 przez immunoreceptor sensorowy RRS1 [34,35]. Białko RRS1 za domeną LRR ma jeszcze domenę zintegrowaną WRKY (Ryc. 1) (zintegrowa-ny wabik) oddziałującą z DNA w miejscu wiążącym niektó-re z 74 czynników transkrypcyjnych rzodkiewnika z rodzi-ny WRKY. Białko efektorowe PopP2 z aktywnością acety-lotransferazową acetyluje szereg czynników transkrypcyj-nych WRKY, ale także modyfikuje dwie reszty lizyny (K-1217 i K-1221) w domenie WRKYGQK immunoreceptora RRS1-R (forma alleliczna zawierająca krótkie przedłużenie za domeną WRKY) [77,78]. Acetylacja domeny wabikowej WRKY przeciwdziała wiązaniu heterodimeru RPS4/RRS1--R z DNA oraz powoduje derepresję heterodimeru. Dzieje się to przypuszczalnie dzięki oddziaływaniom odcinka C-
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				Rycina 4. Aktywacja homodimeru immunoreceptora Prf wykrywającego zmiany w kinazie białkowej Pto funkcjonującej jako białko „wabikowe” dla białek efek-torowych AvrPto i AvrPtoB. Szczegółowy opis w tekście. (na podstawie prac [12,68,69]).
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				Rycina 5. Aktywacja immunoreceptora ZAR1 wykrywającego aktywność enzy-matyczną białek efektorowych HopZ1a – A, AvrAc/XopAC – B i HopF2a – C. Opis w tekście. (na podstawie prac [71,73-76]).
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				-końcowego RRS1-R z domeną C-końcową w RPS4 (Ryc. 6) [79]. Do domeny wabikowej WRKY w immunoreceptorze RRS1 w obu formach allelicznych R i S wiąże się również białko efektorowe AvrRps4 z P. syringae [78,79]. W tym wy-padku AvrRps4 przypuszczalnie eliminuje oddziaływanie pomiędzy domeną WRKY a poprzedzającą ją domeną DM4, co sprzyja wiązaniu DM4 do domeny C-końcowej w RPS4 [79]. Tak więc, w heterodimerze RPS4/RRS1 immunore-ceptor RRS1 typu NLR-ID pełni funkcję sensora i represora względem immunoreceptora pomocniczego RPS4, który po odblokowaniu przekazuje sygnał na białko/a szlaku sygna-łowego [34,35,79].

				Inną parę immunoreceptorów tworzą białka RGA5/RGA4 typu CNL ryżu wykrywające obecność dwóch białek efektorowych z grzyba Magnaporthe oryzae, a mianowicie Avr-Pia i Avr1-CO39 [34,35]. Immunoreceptor RGA5 typu NLR-ID za domeną LRR ma zintegrowaną domenę wabi-kową RATX1, której sekwencja jest podobna do motywu wiążącego miedź w białku cytoplazmatycznym drożdży. W tym wypadku, domena wabikowa RATX1 wiąże oba biał-ka efektorowe, a immunoreceptor RGA5 w heterodimerze RGA5/RGA4 pełni funkcję sensora i represora względem RGA4, przeciwdziałając autoimmunizacji, zaś RGA4 prze-kazuje informację na szlak sygnałowy [80].

				Podobną parę tworzą immunoreceptory Pikp-1 i Pikp2 typu CNL ryżu, w której Pikp-1 jest immunoreceptorem sensorowym wykrywającym obecność białka efektorowe-go AvrPikD z Magnaporthe oryzae [81]. Białko efektorowe AvrPikD jest wiązane do domeny wabikowej HMA (ang. Heavy Metal-Associated) podobnej do RATX1 w RGA5, któ-ra w Pikp-1 jest położona pomiędzy domeną CC a domeną NB-ARC [81,82].

				W ryżu poznano heterodimer Pii-2/Pii-1 rozpoznający białko Avr-Pii z Magnaporthe oryzae. W tym wypadku im-munoreceptorem sensorowym jest Pii-2, który za domeną LRR ma domenę zintegrowaną NOI [34,35,83].

				Rola immunoreceptorów NB-LRR o nietypowej budowie

				Jak już wcześniej wspomniano, genomy wielu roślin oprócz genów kodujących „klasyczne” immunoreceptory NB-LRR zawierają jeszcze kilka podklas genów NB-LRR kodujących immunoreceptory o nietypowej budowie (patrz 

			

		

		
			
				poprzednie podrozdziały). Jedną z podklas tworzą białka z domeną RPW8 (ang. Resistance to Powdery Mildew8), która obejmuje położony na N-końcu motyw przezbłonowy oraz zmienioną domenę CC [27,31]. W rzodkiewniku poznano trzy białka typu CCR-NB-LRR (RNL), a mianowicie immu-noreceptory ADR1, ADR1-L1 i ADR1-L2 (ang. Activated Disease Resistance), a w tytoniu białko NRG1 (ang. N Requ-irement Gene1) [33]. Ustalono, że wszystkie poznane immu-noreceptory typu RNL odgrywają rolę białek pomocniczych funkcjonujących jako elementy szlaków sygnałowych poło-żonych poniżej klasycznych immunoreceptorów NB-LRR [33,84]. Ponadto immunoreceptory ADR1, ADR1-L1 i L2 funkcjonują poniżej receptorów błonowych typu PRR akty-wujących syntezę kwasu salicylowego oraz współdziałają z immunoreceptorami RPS2, RPP4, RPP2, jednakże w odróż-nieniu od heterodimerów zawierających immunoreceptory typu NLR-ID, współdziałanie to nie wymaga oddziaływa-nia fizycznego pomiędzy immunoreceptorami. Wykazano też, że w immunoreceptorze ADR1, pętla P pośrednicząca w wiązaniu nukleotydów nie odgrywa istotnej roli. Rów-nież immunoreceptor NRG1 w tytoniu pełni funkcję białka pomocniczego względem immunoreceptora N typu TNL rozpoznającego TMV, immunoreceptora Roq1 (ang. Reco-gnition of XopQ1) typu TNL rozpoznającego białko efektoro-we XopQ1/HopQ1 i immunoreceptora RPP1 (ang. Recogni-tion of Peronospora Parasitica1) typu TNL wiążącego białko ATR1 (ang. Arabidopsis Thaliana Recognized1) [85]. Ponadto wykazano, że białko NRG1 oddziałuje fizycznie z białkiem EDS1 (ang. Enhanced Disease Susceptibility1) funkcjonującym w szlakach sygnałowych poniżej receptorów typu TNL (patrz następne podrozdziały).

				Funkcję białek pomocniczych pełnią również immuno-receptory NRC (ang. NLR Required for Cell death) poznane u kilku gatunków roślin z rodziny psiankowatych [86]. W badaniach NRC2, NRC3 i NRC4 w tytoniu N. benthamiana wykazano, że pełnią one funkcję immunoreceptorów po-mocniczych względem co najmniej ośmiu immunorecep-torom rozpoznającym białka efektorowe: lęgniowca P. in-festans (AVRblb2, AVR8, AVR1), bakterii (AvrBs2, AvrPto/AvrPtoB) i wirusów (CP, Nsm). Okazało się, że niektóre im-munoreceptory NB-LRR sensorowe (Rpi-blb2, Mi-1.2, R1) współdziałają tylko z immunoreceptorem pomocniczym NRC4, podczas, gdy inne mogą współdziałać z dwoma lub nawet wszystkimi trzema immunoreceptorami NRC2, -3 i -4 [86]. W dotychczasowych badaniach nie potwierdzono sugestii, jakoby immunoreceptory sensorowe (Rpi-blb2, R8, R1, Bs2, Prf, Rx, Sw5b) oddziaływały fizycznie z immuno-receptorami pomocniczymi NRC, natomiast wykazano, że motywy wiążące nukleotydy w białkach NRC odgrywają istotną rolę w funkcjonowaniu tych immunoreceptorów. Wartymi odnotowania są również wyniki najnowszych ba-dań, w których wykazano, że immunoreceptory NRC od-grywają rolę pomocniczą także w stosunku do receptorów błonowym (Cf4, Cf9, Ve1) [87], a co szczególnie interesują-ce, ujawniono, że w pomidorze NRC4a oddziałuje poprzez domenę CC z receptorem błonowym LeEIX2 wiążącym po-chodzącą z grzybów ksylanazę EIX, cząsteczkę typu PAMP [7,88].

				Genomy roślin zawierają jeszcze kilka grup genów ko-dujących „niekompletne” białka NB-LRR (patrz poprzednie 
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				Rycina 6. Wykrywanie aktywności enzymatycznej białka efektorowego PopP2 przez immunoreceptor sensorowy RRS1-R z domeną (wabikiem) zintegrowaną, współtworzący heterodimer z immunoreceptorem pomocniczym RPS4. Szczegó-łowy opis w tekście. (Na podstawie prac [32-34,46,77-79]).
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				podrozdziały) [27,32,33,39]. Z grupy białek TX, w rzodkiew-niku liczącej 30 genów, poznano białko RBA1 (ang. Respon-se to HopBA1) rozpoznające białko efektorowe HopBA1 z P. syringae [40]. Białko TN2, z grupy białek TN zawierają-cych domenę TIR i domenę NB, rozpoznaje podjednostkę EXO70B1 kompleksu egzocysty. Immunoreceptor TN2 od-działuje poprzez domenę CC z EXO70B1, które jest przy-puszczalnie białkiem „strzeżonym” atakowanym przez nie-zidentyfikowane jeszcze białko efektorowe. Z domeną CC w białku TN2 oddziałuje też kinaza białkowa aktywowana przez Ca2+ (CPK5), która w tym wypadku jest przypuszczal-nie pierwszym elementem szlaku sygnałowego [41,42]. Inne białko typu TN, a mianowicie TN13 jest zlokalizowane w błonie siateczki sródplazmatycznej i oddziałuje z importyną MOS6 [43].

				AKTYWACJA ODPOWIEDZI OBRONNYCH PRZEZ IMMUNORECEPTORY NB-LRR

				Zróżnicowane mechanizmy rozpoznania białek efektoro-wych przez zlokalizowane w różnych przedziałach komór-kowych immunoreceptory NB-LRR sugerują, że również aktywowane przez nie szlaki sygnałowe będą się w poszcze-gólnych przypadkach bardzo od siebie różnić. Niestety, na razie niewiele wiadomo na temat białek współtworzących szlaki sygnałowe, z którymi immunoreceptory NB-LRR w formie aktywnej oddziałują bezpośrednio. Nielicznymi wy-jątkami są immunoreceptory migrujące z cytoplazmy do ją-dra, takie jak: Rx, N, I-2, MLA10, Pb1, SNC1, RPS4 i RRS1, w przypadku których dowiedziono, że biorą one bezpośredni udział w regulacji transkrypcji genów związanych z odpor-nością [19-22,55,89]. Tak jest w przypadku immunorecepto-ra Rx1 typu CNL ziemniaka rozpoznającego białko wirusa X ziemniaka (PVX), który wiąże się do dwuniciowego DNA i zniekształca jego strukturę, a ponadto oddziałuje z czyn-nikiem transkrypcyjnym NbGlk1 (ang. Golden2-like) tytoniu. Oddziaływanie domeny CC aktywnego immunoreceptora Rx1 z NbGlk1 sprzyja wiązaniu obu białek do określonej sekwencji w DNA [90]. W kontekście wyników tych badań jeszcze bardziej zagadkowa staje się rola immunorecepto-rów NRC2, 3 i 4, które, jak już wcześniej wspomniano, funk-cjonują jako białka pomocnicze względem Rx1 [86]. Rów-nież immunoreceptor N typu TNL tytoniu, rozpoznający domenę helikazy p50 wirusa mozaiki tytoniowej (TMV), w obecności białka efektorowego oddziałuje z czynnikiem transkrypcyjnym SPL6 (ang. Squamosa promoter binding Pro-tein-Like6) i aktywuje odporność tytoniu na TMV [21,89]. W rzodkiewniku, z czynnikiem transkrypcyjnym SPL6 od-działuje immunoreceptor pomocniczy RPS4 współtworzą-cy z immunoreceptorem sensorowym RRS1 typu NLR-ID funkcjonalny heterodimer [89]. Immunoreceptor I-2 (ang. Immunity to race2) typu CNL pomidora rozpoznający białko efektorowe Avr1 grzyba Fusarium oxysporum pv. lycopersici w formie aktywnej wiąże i zniekształca dwuniciowy DNA [91]. W jęczmieniu immunoreceptor MLA10 typu CNL roz-poznający białko A10 z grzyba Blumeria graminis pv. hordei w formie homodimeru oddziałuje poprzez domenę CC z czynnikiem aktywującym ekspresję MYB6 oraz białkiem represorowym WRKY1. Aktywacja MLA10 powoduje dere-presję MYB6 hamowanego przez WRKY1 i aktywuje geny związane z odpornością [21,89]. W ryżu, immunorecep-tor Pb1 (ang. Panicle blast1) typu CNL, aktywujący odpor-

			

		

		
			
				ność przeciw Magnaporthe oryzae, oddziałuje z czynnikiem transkrypcyjnym WRKY45, który funkcjonuje w reakcjach odpornościowych aktywowanych przez kwas salicylowy. Okazuje się, że w komórkach niezainfekowanych czynnik transkrypcyjny WRKY45 ulega degradacji proteolitycznej, podczas gdy forma aktywna immunoreceptora Pb1 prze-ciwdziała jego ubikwitynylacji i degradacji w proteasomach [21,89]. W rzodkiewniku immunoreceptor SNC1 (ang. Sup-pressor of npr1-1, Constitutive1) typu TNL oddziałuje z czyn-nikiem transkrypcyjnym bHLH84, a także z korepresorem transkrypcji TPR1 (ang. Topless-Related1), który oddziałuje z białkami DND1 i DND2 (ang. Defense no Death1 and 2) funk-cjonującymi jako represory reakcji HR [89].

				W kontekście wyników tych badań, wartymi odnotowa-nia są także rezultaty doświadczeń opublikowane w ostat-nich latach pokazujące, że immunoreceptory RPS2 typu CNL i RPS4 typu TNL oddziałują z nukleoporyną transbłonową CPR5 (ang. Constitutive expresser of Pathogenesis-Related ge-nes5), która w formie homooligomerów ogranicza wnikanie cząsteczek do jądra i hamuje reakcje odpornościowe [92]. Okazało się, że oddziaływanie badanych immunorecepto-rów z CPR5 prowadzi do rozpadu struktury oligomerycz-nej, co powoduje „udrożnienie” jądrowych kompleksów porowych. Dysocjacja oligomerów CPR5 powoduje także uwolnienie inhibitorów kinaz zależnych od cyklin (SIM, SMR1), co w efekcie prowadzi do hiperfosforylacji RBR1 (ang. Retinoblastoma-Related1) przez nieznaną jeszcze kinazę białkową, aktywacji czynników transkrypcyjnych z rodziny E2F i aktywacji programowanej śmierci komórek [93].

				W przeciwieństwie do immunoreceptorów migrujących do jądra, większość poznanych immunoreceptorów NB--LRR rozpoznaje odpowiednie białka efektorowe w cyto-plazmie bądź w powiązaniu z błoną plazmatyczną (RPM1, RPS2, RPS5, Pit), z błonami aparatu Golgiego (L6), tonopla-stu (M) czy endosomów (R3a), gdzie następuje aktywacja odpowiednich szlaków sygnałowych. Niestety, wiedza na temat szlaków sygnałowych aktywowanych przez te immu-noreceptory jest jeszcze bardzo enigmatyczna [19-22,55,89]. Wiadomo, że immunoreceptory typu CNL na ogół wyma-gają współdziałania z białkiem NDR1 (ang. Non-race-speci-fic Disease Resistance1) [20-22], natomiast immunoreceptory podklasy TNL współdziałają z białkiem EDS1 (ang. Enhan-ced Disease Susceptibility1) oraz jego dwoma partnerami, białkiem PAD4 (ang. Phytoalexin Deficient4) i SAG101 (ang. Senescence Associated Gene 101 [20-22]. Białko NDR1 z moty-wami występującymi w integrynach jest zakotwiczone za pośrednictwem kotwicy glikozylofosfatydyloinozytolowej (GPI) w błonie plazmatycznej i przypuszczalnie uczestniczy w percepcji sygnałów zewnątrzkomórkowych wspomaga-jących reakcje aktywowane przez NB-LRR. Białko EDS1, a także białka PAD4 i SAG101, wszystkie z motywami wy-stępującymi w lipazach, pośredniczą m. in. w sygnalizacji zależnej od aktywnych form tlenu i aktywującej biosyntezę kwasu salicylowego oraz w regulacji jądrowo-cytoplazma-tycznej relokacji niektórych immunoreceptorów typu TNL [57]. W tym miejscu należy również przypomnieć prezen-towane wcześniej wyniki badań z ostatnich lat dotyczące immunoreceptorów pomocniczych ADR1, -L1, -L2, NRG1, NRC1, 2, 3, 4 funkcjonujących w szlakach sygnałowych po-niżej immunoreceptorów sensorowych [84-88]. Relokacja 
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				immunoreceptora Rx pomiędzy cytoplazmem a jądrem wy-maga współdziałania z białkiem RanGAP2 [94]. W błonach chloroplastów zidentyfikowano białko THF1 (ang. Thylakoid Formation1) z domeną CC, które oddziałuje z domeną CC immunoreceptora N’ rozpoznającego białko opłaszczające z tobamowirusów, a także z domeną CC innych immunore-ceptorów podobnych do I-2 (I-2, R3a, L, N’) [95]. Aktywa-cja immunoreceptora N’ prowadzi do destabilizacji białka THF1 i aktywacji zależnej od światła śmierci komórki [95].

				W badaniach poświęconych identyfikowanu elementów białkowych współtworzących szlaki sygnałowe aktywo-wane przez immunoreceptor Prf rozpoznający zmiany w białku wabikowym Pto udało się zidentyfikować około 25 genów, których produkty białkowe pośredniczą w aktywa-cji odporności typu ETI [96]. Są wśród nich m. in.: białka chaperonowe HSP90-SGT1-RAR1, małe białka G z rodziny Rac oddziałujące z oksydazami NADPH, kinazy białkowe współtworzące kaskady kinaz MAP, związana z błoną pla-zmatyczną fosfolipaza C (PLC6) hydrolizująca fosfatydy-loinozytole, białka funkcjonujące w szlakach sekrecyjnych, enzymy funkcjonujące w biosyntezie fitohormonów oraz białkowe elementy szlaków sygnałowych aktywowanych przez SA i JA [96].

				Udział kaskad kinaz MAP w aktywacji odporności typu ETI potwierdzono także w najnowszych badaniach poświę-conych immunoreceptorom RPS2, RPS4 i RPM1 [21,97]. Aktywacja kinaz MPK3 i MPK6 przez immunoreceptory RPS2 i RPM1 rozpoczyna się po około 3 godz. i trwa do 7 godz. [98]. Dla porównania, warto zwrócić uwagę, że ak-tywacja tych samych kinaz MAP przez cząsteczki MAMP/PAMP zachodzi znacznie szybciej, bo rozpoczyna się już po około 10 min i trwa do 1 godz. [7,97]. Przedłużona aktywa-cja MPK3/MPK6 wpływa pozytywnie na ekspresję genów związanych z odpornością zależną od kwasu salicylowe-go, natomiast hamuje ekspresję genów związanych z foto-syntezą, tłumi fotosyntezę i hamuje wzmożoną na świetle produkcję anionorodników ponadtlenkowych i nadtlenku wodoru, co w konsekwencji hamuje odporność i opóźnia programowaną śmierć komórek typu HR [98,99].

				Aktywacji immunoreceptorów NB-LRR, np. RPS2 czy RPM1, towarzyszy, podobnie jak w przypadku aktywacji PTI, napływ jonów wapnia do cytoplazmy, aktywacja kinaz zależnych od jonów Ca2+ CPK1/2/4/11 aktywujących oksy-dazę NADPH, fosforylacja przez CPK4/5/6/11 niektórych czynników transkrypcyjnych WRKY [100]. Napływ jonów Ca2+ do cytoplazmy jest powiązany z produkcją anionorod-ników ponadtlenkowych i nadtlenku wodoru, kluczowych czynników w aktywacji programowanej śmierci komórek typu HR [21,22,99]. Inicjowanie reakcji typu HR zależy tak-że od wzrostu stężenia kwasu salicylowego oraz sprawności szlaków sygnałowych aktywowanych przez ten fitohormon [22,89]. Przyjmuje się powszechnie, że SA odgrywa ważną rolę w odporności przeciw bio- i hemibiotrofom, natomiast ET i JA funkcjonują głównie w odporności przeciw nekro-trofom. Jednakże wyniki opublikowane w ostatnim czasie pokazują, że aktywacja HR przez immunoreceptor RPS2 aktywuje ekspresję genów PR1 w komórkach otaczających miejsce infekcji tworzących domenę o najwyższym stężeniu SA, ale na zewnątrz tej domeny położona jest warstwa ko-

			

		

		
			
				mórek, w których wzrasta ekspresja genu aktywowanego przez kwas jasmonowy – fitohormonu wzajemnie antago-nistycznego z SA [101]. W doświadczeniach poświęconych analizie zmian w ekspresji genów towarzyszących aktywa-cji immunoreceptorów RPS2 i RPM1 wykazano, że najwięk-sze zmiany zachodzą w pierwszych 4-6 godz. po infekcji i dotyczą odpowiednio około 2200 i 1570 genów [102]. W doświadczeniach wykorzystujących wielokrotne mutanty dde2/ein2/sid2/pad4 rzodkiewnika wykazano, że w przypad-ku aktywacji immunoreceptora RPS2 szlaki sygnałowe ak-tywowane przez JA, ET, SA pośredniczą w tym szybkim i rozległym przeprogramowaniu transkrypcji tylko w pierw-szych 4-6 godz. po infekcji [102].

				W konkluzji, można zatem ogólnie stwierdzić, że immu-noreceptory rozpoznające białka efektorowe w cytoplazmie aktywują szlaki sygnałowe, które obejmują elementy biał-kowe i niebiałkowe takie same jak w przypadku odporności aktywowanej przez cząsteczki MAMP/PAMP, ale reakcje odpornościowe w przypadku ETI są silniejsze i charaktery-zują się wydłużonym czasem trwania [7,99].

				Programowa śmierć komórek aktywowana przez im-munoreceptory NB-LRR różni się od badanych u zwierząt rodzajów programowanej śmierci komórki (apoptozy, autofagii, pyroptozy, nekroptozy), chociaż wykazuje sze-reg podobieństw, zwłaszcza do pyroptozy i nekroptozy [103,104]. Zmiany morfologiczne towarzyszące reakcji HR obejmują m. in.: kurczenie protoplastu, pęcznienie waku-oli, pęcznienie organelli komórkowych, fragmentację jądra. Mechanizmy molekularne HR nie są jeszcze dokładnie po-znane, chociaż wiadomo, że do zapoczątkowania ciągu zda-rzeń wymagana jest aktywacja immunoreceptora NB-LRR, udział białek EDS1, PAD4 i SAG101 bądź białka NDR1 oraz białek kochaperonowych STG1 i RAR1. Zainicjowany ciąg reakcji prowadzi do masywnej produkcji aktywnych form tlenu, tlenku azotu, napływu jonów wapnia do cytoplazmy, aktywacji kaskad kinaz MAP, fosforylacji szeregu czynni-ków transkrypcyjnych WRKY oraz produkcji kwasu salicy-lowego [103]. Przypuszczalnie, ważną rolę odgrywa pętla pozytywnego sprzężenia pomiędzy SA i produkowanymi w chloroplastach aktywnymi formami tlenu. Wzrost stęże-nia ROS i tlenku azotu uruchamia procesy proteolityczne, w których uczestniczą wakuolarne enzymy proteolityczne (VPE) w tym m. in. podobne do kaspaz metakaspazy, fita-spazy i saspazy. Tworzą się także autofagosomy, struktury pęcherzykowe o podwójnej błonie, które, jak się okazuje, mogą współdziałać w rozwoju HR, ale mogą także sprzyjać wirulencji. Ostatecznie, reakcje nadwrażliwości prowadzą do śmierci zainfekowanych komórek, co ma przeciwdziałać rozprzestrzenianiu się fitopatogena na sąsiednie, niezainfe-kowane komórki.

				UWAGI KOŃCOWE

				Koncepcja dotycząca odporności lokalnej roślin jako układu dwupoziomowego dobrze ilustruje zaproponowa-ny przed trzynastu laty model „zygzakowy” (Ryc. 7) [23]. Wzrost odporności roślin na infekcje zostaje zapoczątko-wany wraz z rozpoznaniem przez receptory błonowe typu PRR cząsteczek MAMP/PAMP (faza PTI). Wykształcone w toku ewolucji białka efektorowe fitopatogenów tłumią od-
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				porność PTI, sprzyjając w ten sposób wzrostowi podatności rośliny na infekcję (faza ETS). Immunoreceptory wewnątrz-komórkowe NB-LRR rozpoznają swoiście wprowadzone do komórek białka efektorowe fitopatogena i aktywują reakcje odpornościowe typu ETI (faza ETI). Odporność ETI jest wzmocnioną wersją PTI i dlatego na ogół przekracza próg reakcji nadwrażliwości HR (Ryc. 7). Utrata w toku ewolucji niektórych białek efektorowych i pozyskanie innych może prowadzić do supresji odporności ETI i wzrostu podatno-ści na infekcję (faza ETS). Pojawienie się form allelicznych lub w ogóle nowych immunoreceptorów NB-LRR rozpo-znających nowe białka efektorowe umożliwia aktywację odporności typu ETI (faza ETI) [23]. Model Jones’a i Dangla ilustruje ogólne zasady funkcjonowania układu odporno-ściowego roślin, który powinien uruchamiać odpowiedzi obronne w każdej zainfekowanej komórce. Model zygza-kowy jest bardzo przydatny, szczególnie w pracy dydak-tycznej, ale okazał się też inspirujący, zwłaszcza młodych badaczy, w podejmowaniu badań związanych z odporno-ścią roślin na choroby. Jednakże wraz z rozwojem badań pojawiło się wiele nowych wyników, w tym m. in. rezultaty badań immunoreceptorów NB-LRR pomocniczych (ADR1, -L1, -L2, NRG1, NRC1, 2, 3, 4) współdziałających z immu-noreceptorami sensorowymi oraz funkcjonujących w szla-kach sygnałowych aktywowanych przez receptory błonowe typu PRR [84-88]. Wyniki powyższych badań, podobnie jak szereg innych faktów prezentowanych w pracy opubliko-wanej w br. [105] skłaniają do stwierdzenia, że reakcje od-pornościowe typu PTI i ETI stanowią dwa zachodzące na siebie i wzajemnie uzupełniające się poziomy odporności, których nie powinno się rozgraniczać. Przypuszczalnie z tego samego powodu, w pracy opublikowanej w ubiegłym roku, poświęconej receptorom aktywującym reakcje odpor-nościowe, wszystkie receptory są nazywane receptorami R (ang. Resistance) i dzielone są na receptory błonowe i recep-tory wewnątrzkomórkowe [106]. Autorzy analizują sposób funkcjonowania 128 receptorów R, spośród 314 zidentyfi-kowanych i sklonowanych w roślinach genów R, które po-dzielono ze względu na mechanizm percepcji na dziewięć grup. Niezależnie od tego, w literaturze specjalistycznej po-jawiło się też szereg uwag krytycznych, w których zwraca 

			

		

		
			
				się uwagę na uproszczenia i niedoskonałości modelu zyg-zakowego, w tym m. in. pomijanie w nim fitopatogenów nekrotroficznych, nieuwzględnianie abiotycznych czynni-ków środowiska (światło, wilgotność, temperatura) wpły-wających na reakcje odpornościowe, pomijanie zjawiska uwrażliwienia (ang. priming) układu odpornościowego. W odpowiedzi na te uwagi, w literaturze naukowej pojawiły się w ostatnich latach modele alternatywne, w tym także za-proponowany przed trzema laty i zdaniem autorów zasłu-gujący na uwagę model wieloskładnikowy, przedstawiony w formie kołowej [107]. Zgodnie z tym modelem, reakcje obronne roślin zależą od czynników, które decydują o akty-wacji reakcji odpornościowych IAC (ang. Immunity Activa-tion Components) oraz czynników modulujących odporność IMC (ang. Immunity Modulation Components). IAC obejmuje w zasadzie wszystkie elementy związane z aktywacją PTI i ETI (MAMP/PAMP, PRR, białka efektorowe, NB-LRR), na-tomiast IMC współtworzą czynniki powiązane ze zmianami metabolizmu pierwotnego rośliny oraz zmiany w szlakach i sieciach sygnałowych aktywowanych przez fitohormony [107]. Zwrócenie uwagi na rolę metabolizmu pierwotnego, jako ważnego czynnika modulującego odporność jest waż-na o tyle, że podejmowane przed kilkunastu laty badania w tym zakresie, zostały w ostatnich latach niemal całkowicie zaniechane. Na przykład, wg naszej wiedzy, nikt dotych-czas nie podejmował badań poświęconych udziałowi kom-pleksów kinaz białkowych SnRK1 i TOR w regulacji reakcji odpornościowych, mimo że od jakiegoś czasu wiadomo, że oba te kompleksy odgrywają rolę kluczową w integracji in-formacji o stanie energetycznym i pokarmowym komórki i regulują bardzo wiele różnych procesów komórkowych. Można się też spodziewać, że zaproponowany model wielo-składnikowy wpłynie również na zintensyfikowanie trud-nych i często nie dających jednoznacznych wyników badań poświęconych roli fitohormonów w aktywacji i regulacji reakcji odpornościowych, które pozostają na jeszcze bardzo wstępnym etapie zaawansowania.
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				Rycina 7. Model zygzakowy ilustrujący zmiany odporności w fazie aktywacji re-ceptorów PRR przez cząsteczki MAMP/PAMP (PTI), w fazie supresji odporności PTI przez białka efektorowe fitopatogenów (ETS), w fazie aktywacji odporności ETI przez immunoreceptory wewnątrzkomórkowe NB-LRR (ETI), w fazie tłu-mienia odporności ETI przez inne białka efektorowe (ETS) oraz w fazie wzrostu odporności ETI aktywowanej przez inne immunoreceptory NB-LRR rozpoznają-ce inne białka efektorowe. Opis w tekście. (Na podstawie pracy [23]).
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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 CCR 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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Nucleotide-Binding-Leucine-Rich Repeat) - im-
muncreceptor wewnatrzkomérkowy  roslin
rozpoznajacy bialko efektorowe fitopatogena;
NLR (ang. NOD-Like Receptor) - receptor we-
wnatrzkomérkowy podobny do receptoréw
NODL i 2 cziowieka; NOD (ang. Nucleofide-
“binding Oligomerization Domain-like Receptor)
- receptor wewnatrzkomérkowy cziowieka
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 obeej badz wlasnej
czasteczki; PTI (ang. PAMP-Triggered Immuni-
#y) - odpornoé¢ aktywowana przez czasteczke
MAMP/PAMP i DAMP; RNL - immumnorecep-
tor typu CC,-NB-LRR (RPWS-NB-LRR); TNL -
immunoreceptor typu TIR-NB-LRR

STRESZCZENIE
Fi(upa(ogeny syntetyzuja i wprowadzaja do komérek rosliny gospodarza bialka efekto-
rowe nakierowane na supresje ukladu odpornoéciowego. Efektem tlumienia reakji od-
pornosciowych przez bialka efektorowe jest wzrost podatnoéci roéliny na infekcje ETS (ang.
Effector-Triggered Susceptibility to infection) sprzyjajacy przezywaniu i namnazaniu fitopa-
togena. W odpowiedzi na syntetyzowane przez fitopatogeny bialka efektorowe, rosliny w
toku ewolucji wyksztalcily immunoreceptory wewnatrzkomérkowe NB-LRR rozpoznajace
w sposb bezposredni lub czgéciej w spos6b posredni wprowadzane do wnetrza komérek
bialka efektorowe. Immunoreceptory NB-LRR, podobnie jak zwierzece receptory NLR, maja
polozong centralnie domene NB wiazaca nukleotyd, C-koficowa domene bogata w leucyne
(LRR) oraz N-koficowa domene TIR, CC lub CC,. Zmiany konformacyjne w immunorecep-
torze NB-LRR/NLR towarzyszace rozpoznaniu bialka efektorowego oraz wymianie ADP
na ATP aktywuja wewnatrzkomérkowe szlaki sygnalowe uruchamiajace caly wachlarz od-
powiedzi obronnych typu ETI (ang. Effector-Triggered Inmunity) stanowiacych druga linie
obrony lokalnej. Niektére immunoreceptory NB-LRR/NLR migruja do jadra, gdzie bezpo-
$rednio uczestnicza z regulacji gendw zwiazanych z odpornoécia, podezas gdy immunore-
ceptory zlokalizowane w cytoplazmie lub wykrywajace bialka efektorowe w powiazaniu
2 blong plazmatyczng lub z blonami wewnatrzkomérkowymi aktywuja: produkcje aktyw-
nych form tlenu, naplyw jonéw Ca* do cytoplazmy, kaskady kinaz MAP, biosynteze fitohor-
mon6éw zwiazanych z odpornoécia oraz zwiazkéw przeciwbakteryjnych, a takze powoduja
rozlegle przeprogramowanie ekspresji genow. Reakcje odpornosciowe typu ETI prowadza
zwykle do wystapienia w miejscu infekeji programowanej smierci komérek, okreélanej jako
reakeja nadwrazliwoéci HR (ang. Hypersensitive Response).

WPROWADZENIE

Rosliny dysponuja rozbudowanym ukladem odpornosciowym przeciw-
drialajacym infekcjom i zapobiegajacym rozwojowi choréb. Pierwszy poziom
obrony stanowig bariery fizyczna i chemiczna, ktére razem wspoltworza tzw.
odpornosé przedinwazyjna (ang. preinvasion resistance). Bariere fizyczna tworza
komérki epidermy pokryte woskowana kutykula i wielowarstwowa sciana ko-
moérkowa, zaé bariere chemiczna wspéltworza syntetyzowane konstytutywnie
wtére metabolity taki jak np. antycypiny [1-3]. Prowadzone w ostatnich la-
tach badania genow kodujacych enzymy szlakéw biosyntezy kutyny i woskéw
wykazaly, ze woskowana kutykula nie jest tylko biema bariera ochronna ale
podlegajac r6znym modyfikagom, moze aktywnie uczestniczy¢ w reakgjach
obronnych [1,2]. Syntetyzowane fitoancypiny (glukozynolaty, glikozydy cyjano-
genne, saponiny) sa magazynowane w specjalnych komérkach lub przedzialach
subkomérkowych i dopiero atak fitopatogena lub zranienie tkanki powoduja
aktywadje katalizowanych przez enzymy przemian tych substancji do biologicz-
nie aktywnych produktow, np. zwiazkow 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 skladniki éciany komérkowej.
Bakterie przenikaja do rosliny poprzez szparki, hydatody lub zranienia tkanki
[5,6]. Wnikajace do apoplastu drobnoustroje sa zrodlem 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 wewnatrzkomorkowe szlaki sygnalowe uruchamiajace odpowiedzi
obronne typu PTI (ang, PAMP-Triggered Imnunity). Wyniki dotychczasowych
badan poswieconych identyfikowaniu czasteczek PAMP/MAMP i DAMP, po-
znawaniu mechanizméw rozpoznawania tych czasteczek przez receptory PRR
i aktywowania w roslinach r6znych odpowiedzi obronnych zostaly podsumo-
wane w pracy przegladowej opublikowanej w ubieglym roku w Postepach Bio-
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