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				STRESZCZENIE

				Białka ABC, do których należą transportery ABCG, tworzą jedną z najliczniejszych rodzin białkowych, występujących we wszystkich grupach systematycznych. Ich funkcja zwią-zana jest z aktywnym transportem szeregu niepowiązanych ze sobą strukturalnie i funkcjo-nalnie związków przez błony komórkowe. Posiadają specyficzny domenowy typ budowy, których ilość oraz usytuowanie względem siebie warunkuje ich podział i klasyfikację. Po-stuluje się, iż u roślin aktywność białek ABCG warunkuje ich prawidłowy wzrost i rozwój, odpowiedź na stres abiotyczny, odporność na patogeny oraz interakcje ze środowiskiem. Po-znanie roli jaką mogą pełnić transportery ABCG w modulacji oddziaływań symbiotycznych, szczególnie w odniesieniu do roślin bobowatych oraz symbiozy z bakteriami wiążącymi azot atmosferyczny, charakteryzującej się wysoką specyficznością gatunkową, jest jednym z interesujących aspektów badań nad tą grupą białek roślinnych.

				BUDOWA I KLASYFIKACJA ROŚLINNYCH BIAŁEK ABC

				Białka ABC (ang. ATP-Binding Cassette) tworzą jedną z najliczniejszych rodzin wielogenowych, występujących we wszystkich, dotychczas zbadanych, organi-zmach żywych, zarówno prokariotycznych jak i eukariotycznych. Szczególnie bogaty rezerwuar genów kodujących transportery ABC stanowią genomy ro-ślinne. U Arabidopsis thaliana oraz Oryza sativa zidentyfikowano odpowiednio 130 oraz 133 geny kodujące transportery ABC. Dla porównania genom człowie-ka zawiera ich 49 [1].

				Większość białek ABC funkcjonuje jako transportery pierwotne (ang. primary transporters), wykorzystując energię pochodzącą z hydrolizy adenozyno-5’trifos-foranu (ATP) do przemieszczania szeregu niepowiązanych ze sobą strukturalnie i funkcjonalnie molekuł przez błony komórkowe [2]. Prokariotyczne białka ABC są umiejscowione w błonie komórkowej. Podczas gdy u eukariotów, zostały zlo-kalizowane również w błonach organelli. Wiązanie i hydroliza ATP zachodzi po stronie cytoplazmatycznej, z wyjątkiem transporterów mitochondrialnych i chloroplastowych, gdzie ma to miejsce po stronie macierzy mitochondrialnej lub stromy chloroplastu. Strona, po której dochodzi do hydrolizy wiązań fosfo-ranowych nazywana jest stroną cis, natomiast strona przeciwna – stroną trans. W zależności od kierunku translokacji molekuł, transportery ABC mogą zostać podzielone na eksportery (od cis do trans) oraz importery (od trans do cis) [3].

				Cechą charakterystyczną białek ABC jest obecność cytozolowej kasety wią-żącej ATP, zwanej również domeną NBD (ang. Nucleotide-Binding Domain), za-wierającej silnie zachowawcze motywy aminokwasowe: Walker A (GXXGXG-K(S/T), Walker B (hhhhDE, h – aminokwas hydrofobowy), sygnaturę ABC (LSGGQ), pętlę A (reszta aromatyczna), H (reszta histydyny), D (SALD) oraz Q (ok. 8 reszt aminokwasowych z resztą glutaminową na N-końcu) (Ryc. 1a) [3-5]. Błonowe białka ABC posiadają również domenę transbłonową TMD (ang. Trans-membrane Domain), zbudowaną z 5-6 hydrofobowych α-helis [2]. W porównaniu do silnie konserwatywnych domen NBD, domeny TMD, nie wykazują podobnej zachowawczości na poziomie sekwencji aminokwasowych. Ich zróżnicowanie jest jednym z czynników determinującym specyficzność substratową transpor-terów ABC [2,6,7]. Funkcjonalny transporter ABC składa się z czterech domen: dwóch NBD oraz dwóch TMD (Ryc. 1b). Oddziaływujące ze sobą domeny NBD są zaangażowane w wiązanie i hydrolizę ATP, zapewniając tym samym energię niezbędną do translokacji. Domeny TMD są odpowiedzialne za rozpoznanie, wiązanie i translokację molekuł, stanowiąc swoistą ścieżkę ich transportu przez dwuwarstwę lipidową [6]. Wzajemne usytuowanie poszczególnych domen względem siebie pozwala wyróżnić białka o orientacji: (i) wprost (ang. forward) z domeną transbłonową na N-końcu białka oraz (ii) odwróconej (ang. reverse), kiedy na N-końcu białka znajduje się domena wiążąca nukleotyd (Ryc. 1c) [2]. U prokariotów poszczególne domeny kodowane są przez odrębne geny, często 
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				będące elementem wspólnego operonu. W przypadku or-ganizmów eukariotycznych funkcjonalne białka ABC mogą występować zarówno w postaci: (i) pełnych transporterów (ang. full-size), kodowanych przez pojedynczy gen lub (ii) połowicznych (ang. half-size), zawierających po jednej do-menie NBD oraz TMD, wymagających homo lub heterodi-meryzacji do osiągnięcia funkcjonalnej aktywności (Ryc. 1c) [6]. Wśród transporterów ABC wyróżnić można również rozpuszczalne białka cytoplazmatyczne, złożone wyłącznie z dwóch domen NBD, które pomimo, iż klasyfikowane są do rodziny transporterów, nie posiadają zdolności do trans-lokacji molekuł [5].

				Obecność i usytuowanie domen transbłonowych, jak również pokrewieństwo filogenetyczne i podobieństwo aminokwasowe transporterów ABC warunkuje ich podział i klasyfikację na podrodziny [6]. Pierwszą próbę systema-tycznej klasyfikacji roślinnych białek ABC podjęto dla Ara-bidopsis thaliana, wyróżniając 12 podrodzin, których nazwy nawiązywały do ludzkich lub drożdżowych ortologów oraz fenomenu tzw. wielorakiej oporności (Tab. 1) [8]. Ujedno-licony i obecnie najczęściej stosowany system klasyfikacji roślinnych transporterów ABC zakłada zaadoptowanie nazewnictwa przyjętego przez HUGO (ang. Human Geno-me Organisation) dla ssaczych białek ABC, przypisując pod-rodzinom kolejne litery alfabetu [6]. Roślinne białka ABC należą do ośmiu podrodzin od ABCA do ABCI [5]. Przed-stawiciele dziewiątej podrodziny – ABCH, nie zostali ziden-tyfikowani u roślin [6].

			

		

		
			
				ROŚLINNE TRANSPORTERY ABCG

				Najliczniejszą grupę roślinnych transporterów ABC sta-nowią białka ABCG, z 43, 50 oraz 60 przedstawicielami zi-dentyfikowanymi odpowiednio u Arabidopsis thaliana, Oryza sativa i Medicago truncatula [1,10]. Ekspansja transporterów ABCG w roślinach jest najprawdopodobniej skorelowana z nabywaniem gatunkowo-specyficznych funkcji oraz ada-ptacją roślin do zmieniających się warunków środowisko-wych [10]. Podrodzina G obejmuje zarówno połowiczne, jak i pełne transportery ABC, o odwróconej orientacji domen. Szczególną grupę stanowią pełne białka ABCG (dawniej znane jako białka plejotropowej oporności – PDR, ang. Ple-iotropic Drug Resistance), ze względu na fakt, iż ich przed-stawiciele występują wyłącznie u roślin, grzybów oraz pro-tistów [9]. Co więcej, charakteryzują się wysokim, ponad 50%, stopniem podobieństwa sekwencji aminokwasowych oraz obecnością powtarzalnych motywów, tzw. sygnatur PDR [11].

				Istnieje szereg przesłanek, iż aktywność białek ABCG warunkuje prawidłowy wzrost i rozwój roślin, odpowiedź na stres abiotyczny, odporność na patogeny oraz interakcje ze środowiskiem. Udział w odmiennych procesach fizjolo-gicznych możliwy jest dzięki translokacji zróżnicowanych grup związków, m.in. (i) fitohormonów (np. kwasu abscy-synowego oraz jasmonowego, auksyn, cytokinin), (ii) meta-bolitów wtórnych o charakterze obronnym (np. kumaryn, sklareolu, prekursorów medikarpiny), (iii) prekursorów kutyn, wosków, suberyn oraz lignin, jak również (iv) związ-
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				Rycina 1. Schematyczne przedstawienie budowy białek ABC. (a) przewidywana topologia funkcjonalnego transportera ABC o orientacji wprost; (b) schematyczne umiej-scowienie konserwatywnych motywów aminokwasowych w obrębie domeny NBD; (c) podział białek ABC ze względu na liczbę oraz ułożenie względem siebie domen NBD oraz TMD.
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				Tabela 1. Zestawienie dwóch systemów klasyfikacji roślinnych białek ABC wraz z zaznaczeniem organizacji domen oraz grup systematycznych (wg. [6,9])
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				ków sygnałowych, niezbędnych w relacjach symbiotycz-nych [9,12-16].

				ROLA ROŚLINNYCH TRANSPORTERÓW ABCG W MODULACJI ODDZIAŁYWAŃ SYMBIOTYCZNYCH

				Niedobór azotu jest jednym z istotnych czynników limi-tujących wzrost i rozwój roślin. Pomimo, iż azot cząsteczko-wy jest głównym składnikiem atmosfery, nie może być on bezpośrednio asymilowany przez rośliny [17]. Na drodze ewolucji rośliny wykształciły mechanizmy, umożliwiające przetrwanie w środowiskach o ograniczonej dostępności azotu. Jednym z najlepiej poznanych mechanizmów ada-ptacji jest symbioza roślin z bakteriami zdolnymi do tzw. diazotrofii. Bakterie te, określane wspólnym mianem rizo-biów, prowadzą proces konwersji azotu cząsteczkowego do amonowej formy tego pierwiastka, który może być da-lej metabolizowany w komórkach roślinnych. Biologiczne wiązanie azotu zachodzi w brodawkach – powstających na korzeniach lub łodygach organach symbiotycznych [17].

				Wiedza na temat roli aktywnych systemów transportu w modulacji oddziaływań symbiotycznych roślin bobowatych z bakteriami wiążącymi azot jest w wysokim stopniu ogra-niczona. Jak dotąd nie zidentyfikowano żadnego roślinnego transportera zarówno pierwotnego jak i wtórnego, który byłby zaangażowany w inicjację oraz rozwój diazotrofii. Jednakże, przeprowadzone analizy biochemiczne w mode-lu roślinnym jakim jest soja wykazały, iż translokacja flawo-noidów, pełniących rolę chemoatraktantów bakterii sym-biotycznych może być zależna od błonowych białek ABC. Wykorzystując pęcherzyki błonowe, wyizolowane z korze-ni soi, udowodniono, iż eksport genisteiny oraz daidzeiny jest zależny od ATP. Co więcej, zastosowanie inhibitorów specyficznych dla podrodziny białek ABCG, sugeruje, iż jej przedstawiciele mogą brać udział w początkowych etapach nawiązywania symbiozy [18,19].

				Biorąc pod uwagę fakt, iż powstanie brodawek korzenio-wych, jak również zachodząca w nich redukcja azotu czą-steczkowego, stanowią kosztowne energetycznie procesy, liczba formowanych organów symbiotycznych jest ściśle kontrolowana [20]. Co więcej, proces morfogenezy brodaw-ki jest powiązany z kondycją rośliny i jej odpowiedzią na zmienne warunki środowiskowe takie jak susza. Jednym z kluczowych fitohormonów, biorących udział w odpowiedzi rośliny na niedobór wody jest kwas abscysynowy (ABA) [21]. Bierze on udział m.in. w zamykaniu aparatów szpar-kowych, prowadząc tym samym do ograniczenia transpi-racji, jak również wpływa na zmianę architektury korzeni [21,22]. Jednocześnie, u roślin bobowatych, kwas abscysy-nowy, stanowi negatywny regulator procesu infekcji korze-ni przez mikrosymbionta oraz formowania zawiązka bro-dawki korzeniowej [23]. W regulacji procesów reorganizacji architektury korzenia (powstawanie korzeni bocznych/hamowanie morfogenezy brodawek), w warunkach nie-doboru wody, bierze udział przedstawiciel połowicznych transporterów ABCG, białko MtABCG20 [12]. Wykazano, iż ekspresja genu go kodującego jest indukowana pod wpły-wem egzogennej aplikacji ABA oraz symulującego stres suszy glikolu polietylenowego (PEG). Analiza aktywności promotora genu MtABCG20 ujawniła, iż jest on ekspry-

			

		

		
			
				mowany głównie w obrębie wiązki przewodzącej korzeni, miejscu biosyntezy kwasu abscysynowego. Co więcej, udo-wodniono, iż MtABCG20 jest białkiem błony komórkowej, w której tworzy homodimery i aktywnie uczestniczy w eks-porcie ABA. W warunkach niedoboru wody, fenotypowym przejawem braku transportera MtABCG20 jest zmniejszenie liczby powstających korzeni bocznych przy jednoczesnym zwiększeniu liczby brodawek [12].

				W przeciwieństwie do układów diazotroficznych, w przypadku symbiozy roślin z grzybami mikorytycznymi aktywność białek ABCG w tym procesie została lepiej po-znana. Zidentyfikowano kilku przedstawicieli transporte-rów ABC biorących w niej udział. Ponadto, określono mole-kuły potencjalnie transportowane przez te białka [14,15,24]. Arbuskularna mikoryza stanowi najbardziej powszechny typ endosymbiozy, zachodzącej pomiędzy korzeniami 80% roślin lądowych a grzybami z gromady Glomeromycota. W zamian za dostęp do związków organicznych, wytwarza-nych w procesie fotosyntezy, rośliny zaopatrywane są przez strzępki grzyba w związki mineralne, głównie azot i fosfor oraz wodę [25].

				W nawiązaniu relacji symbiotycznych pomiędzy rośli-ną a grzybem mikorytycznym bierze udział pełne białko ABCG. Transporter PDR1 z petunii (Petunia hybrida, P. axil-laris) został opisany jako eksporter strigolaktonu, fitohor-monu odpowiedzialnego za stymulację rozgałęziania strzę-pek grzybowych oraz inhibicję rozwoju pędów bocznych [26,27]. Pokazano, iż pod wpływem egzogennej aplikacji syntetycznego strigolaktonu oraz w warunkach niedoboru fosforu, w których strigolakton uwalniany jest do ryzosfe-ry, dochodzi do indukcji ekspresji genu PhPDR1. Analiza aktywności jego promotora wykazała, iż ulega on ekspresji w komórkach hypodermy (warstwy, leżącej bezpośrednio pod ryzodermą) korzenia, kolonizowanego przez grzyby mikorytyczne oraz wiązkach przewodzących pędu. Wzór ekspresji genu PhPDR1 ma szczególne znaczenie, biorąc pod uwagę fakt, iż eksport strigolaktonu do ryzosfery za-chodzi przez komórki przepustowe (ang. hypodermal passage cells), znajdujące się w zsuberynizowanej hypodermie. Dys-funkcja transportera PhPDR1 skutkowała ograniczonym rozwojem mikoryzy oraz zwiększonym rozgałęzieniem części nadziemnych. Dodatkowo, jego nadekspresja pro-wadziła do zwiększonej tolerancji Arabidopsis thaliana na wysokie stężenie syntetycznego strigolaktonu, tłumaczonej wydajniejszym jego uwalnianiem z korzeni [26].

				Ostatnie badania prowadzone na modelu jakim jest M. truncatula pozwoliły na identyfikację bliskiego homologa białka PhPDR1, korzeniowo-specyficznego transportera MtABCG59 [14]. Podobnie jak w przypadku homologa z petunii, mRNA genu MtABCG59 jest akumulowany pod wpływem syntetycznego strigolaktonu oraz niedoboru fos-foru [14,26]. Aktywność promotora analizowanego genu została zaobserwowana w komórkach kory pierwotnej korzenia, jego wierzchołku oraz w strefie merystematycz-nej brodawki. Jak przewidywano, dysrupcja transportera MtABCG59 skutkowała obniżonym poziomem kolonizacji korzeni przez grzyba mikorytycznego, co może sugerować zahamowanie eksportu strigolaktonu w przypadku braku jego potencjalnego transportera. Potwierdzeniem uzyska-
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				nego wyniku jest obserwacja, iż eksudaty korzeniowe ro-ślin z mutacją w obrębie genu MtABCG59 charakteryzują zmniejszonym, w porównaniu do roślin typu dzikiego, efektem stymulującym kiełkowanie nasion zarazy gałęzistej (Phelipanche ramosa L.). Wiadomo bowiem, iż warunkiem niezbędnym do kiełkowania nasion wspominanej rośliny pasożytniczej jest wydzielanie strigolaktonów przez ko-rzenie rośliny żywicielskiej [28]. Uzyskane wyniki, pozwa-lające na identyfikację nowego transportera strigolaktonu, są szczególnie interesujące ze względu na fakt, iż w przeci-wieństwie do petunii, należącej do rodziny psiankowatych (Solanaceae Juss.), M. truncatula, podobnie jak większość ro-ślin bobowatych, nie posiada zsuberynizowanej hypoder-my oraz zlokalizowanych w jej obrębie komórek przepusto-wych [14].

				Dwa połowiczne transportery ABCG odgrywają ważną rolę na późniejszych etapach symbiozy. Białka STR1 oraz STR2 zostały scharakteryzowane jako niezbędne podczas formowania tzw. arbuskul u Medicago truncatula oraz Ory-za sativa [29,30]. Arbuskule stanowią drzewiasto (ang. tre-elike) rozgałęzione struktury strzępek (łac. hyphae) grzyb-ni, wnikającej do wewnętrznych komórek kory korzenia. Wspomniane struktury otoczone są błoną pochodzenia ro-ślinnego, tj. błoną peri-arbuskularną, przez którą następuje wymiana składników odżywczych i molekuł sygnałowych pomiędzy partnerami symbiotycznymi. Białka STR1 oraz STR2 są blisko spokrewnione z eksporterami lipidowych prekursorów kutyn oraz suberyn. Postuluje się, iż rola zlo-kalizowanych w błonie peri-arbuskularnej połowicznych białek ABCG może polegać na sekrecji lipidów (np. 2-mo-noacylogliceroli), reprezentujących źródło składników od-żywczych dla grzyba mikorytycznego [24].

				PODSUMOWANIE

				W obliczu stale rosnącego zapotrzebowania na żywność, jednym z głównych wyzwań jest zwiększenie produkcji rolnej, przy jednoczesnym zredukowaniu negatywnego wpływu sztucznego nawożenia na środowisko naturalne. Dokładne poznanie molekularnych mechanizmów umoż-liwiających roślinom efektywną adaptację do warunków środowiskowych, w tym niedoboru składników pokar-mowych, jest warunkiem niezbędnym do ulepszenia cech użytkowych roślin. Określenie roli jaką pełnią aktywne systemy transportu w oddziaływaniach symbiotycznych z bakteriami wiążącymi azot atmosferyczny oraz grzybami mikorytycznymi, może przyczynić się do wskazania ge-nów, o potencjalnie innowacyjnym zastosowaniu. Jednakże głównym przesłaniem płynącym z badań podstawowych jest to, iż wiele mechanizmów transportu, wpływających na nawiązywanie oraz efektywność symbiozy, wciąż czeka na odkrycie. Ich zrozumienie będzie głównym wyzwaniem w nadchodzących latach.
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				ABSTRACT

				ABC proteins, which include ABCG transporters, form one of the largest and most evolutionarily conserved protein families found in all systematic groups. Their function is associated with the active transport of several structurally and functionally unrelated compounds across cell membranes. All members of this protein family have a characteristic domain organization, which quantity and orientation determine their division and classification into subfamilies. ABCGs are recognized as being crucial for plant development as well as interactions with the environment. However, researchers have only just begun to discover the role of ABCG transporters as important modulators of symbioses.
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STRESZCZENIE

ialka ABC, do ktérych nalezq transportery ABCG, tworza jedna z najliczniejszych rodzin

bialkowych, wystepujacych we wszystkich grupach systematycznych. Ich funkcja zwia-
zana jest z aktywnym transportem szeregu niepowiazanych ze soba strukturalnie i funkcjo-
nalnie zwiazkéw przez blony komérkowe. Posiadaja specyficzny domenowy typ budowy,
Ktérych ilosé oraz usytuowanie wzgledem siebie warunkuje ich podzial i Klasyfikacje. Po-
stuluje sig, iz u roélin aktywnos¢ bialek ABCG warunkuje ich prawidlowy wzrost i rozw6j,
odpowiedZ na stres abiotyczny, odpornoéé na patogeny oraz interakcje ze érodowiskiem. Po-
znanie roli jaka moga pelnié transportery ABCG w modulacji oddzialywar symbiotycznych,
szczegblnie w odniesieniu do roslin bobowatych oraz symbiozy z bakteriami wiaz
azot atmosferyczny, charakteryzujacej sie wysoka specyficznoscia gatunkowa, jest jednym z
interesujacych aspektéw badaf nad ta grupa bialek roslinnych.

BUDOWA I KLASYFIKACJA ROSLINNYCH BIALEK ABC

Bialka ABC (ang. ATP-Binding Casscttc) tworza jedna z najliczniejszych rodzin
wielogenowych, wystepujacych we wszystkich, dotychczas zbadanych, organi-
zmach zywych, zarowno prokariotycznych jak i eukariotycznych. Szczegolnie
bogaty rezerwuar genow kodujacych transportery ABC stanowia genomy ro-
slinme. U Arabidopsis thaliana oraz Oryza sativa zidentyfikowano odpowiednio
130 oraz 133 geny kodujace transportery ABC. Dla poréwnania genom czlowie-
ka zawiera ich 49 [1]

Wiekszos¢ bialek ABC funkcjonuje jako transportery pierwotne (ang. primary
transporters), wykorzystujac energie pochodzaca z hydrolizy adenozyno-5 trifos-
foranu (ATP) do przemieszczania szeregu niepowiazanych ze soba strukturalnie
i funkgjonalnie molekul przez blony komérkowe [2]. Prokariotyczne bialka ABC
sa umiejscowione w blonie komérkowej. Podczas gdy u eukariotéw, zostaly zlo-
Kalizowane r6wniez w blonach organelli. Wiazanie i hydroliza ATP zachodzi
po stronie cytoplazmatycznej, z wyjatkiem transporterow mitochondrialnych
i chloroplastowych, gdzie ma to miejsce po stronie macierzy mitochondrialnej
lub stromy chloroplastu. Strona, po ktorej dochodzi do hydrolizy wiazasi fosfo-
ranowych nazywana jest strona cis, natomiast strona przeciwna - strona tras.
W zaleznosci od kierunku translokacji molekul, transportery ABC moga zosta¢
podzielone na eksportery (od cis do trans) oraz importery (od trans do cis) [3].

Cecha charakterystyczna bialek ABC jest obecnosé cytozolowej kasety wia-
2acej ATP, zwanej rowniez domena NBD (ang. Nucleotide-Binding Domain), za-
wierajacej silnie zachowawcze motywy aminokwasowe: Walker A (GXXGXG-
K(S/T), Walker B (hhhhDE, h - aminokwas hydrofobowy), sygnature ABC
(LSGGQ), petle A (reszta aromatyczna), H (reszta histydyny), D (SALD) oraz Q
(ok. 8 reszt aminokwasowych z reszta glutaminowa na N-koricu) (Rye. 1a) [3-5].
Blonowe bialka ABC posiadaja réwniez domene transblonowa TMD (ang. Tra
membrane Domain), zbudowana z 5-6 hydrofobowych a-helis [2]. W poréwnaniu
do silnie konserwatywnych domen NBD, domeny TMD, nie wykazuja podobnej
zachowawczosci na poziomie sekwencji aminokwasowych. Ich zroznicowanie
jest jednym z czynnikéw determinujacym specyficznoé¢ substratowq transpor-
teréw ABC [2,6,7]. Funkgjonalny transporter ABC sklada sie z czterech domen:
dwéch NBD oraz dwoch TMD (Rye. 1b). Oddzialywujace ze soba domeny NBD
sa zaangazowane w wiazanie i hydrolize ATP, zapewniajac tym samym energie
niezbedna do translokacji. Domeny TMD sa odpowiedzialne za rozpoznanie,
wiazanie i translokacje molekul, stanowiac swoista sciezke ich transportu przez
dwuwarstwe lipidowa [6]. Wzajemne usytuowanie poszczegslnych domen
wzgledem siebie pozwala wyroznic bialka o orientaci: (i) wprost (ang. forward)
2z domena transblonowa na N-koricu bialka oraz (ii) odwréconej (ang. reverse),
kiedy na N-koricu bialka znajduje sie domena wiazaca nukleotyd (Rye. 1c) [2].
U prokariotéw poszczegélne domeny kodowane sa przez odrebne geny, czesto
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