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ROSLINNE CZYNNIKI SZOKU CIEPLNEGO

WPROWADZENIE

OdpowiedZz na szok cieplny (ang. heat
shock response, HSR) jest wysoce konser-
wowanym mechanizmem w calym Swiecie
ozywionym, ktoéra umozliwia przezycie orga-
nizmom w niekorzystnych warunkach srodo-
wiska. Indukcja genow w szoku jest zalezna
od obecnosci w ich promotorach regulatoro-
wej sekwencji DNA okreslanej jako element
Hse (ang. heat shock element), ktory jest cia-
giem co najmniej trzech powtorzen sekwen-
¢ji 5’nGAAn3’, wystepujacych w przeciwnych
orientacjach (PELHAM 1982, JEDLICKA i wspol-
aut. 1997). Pierwszych dowodow na to, ze
sa to miejsca przylaczania czynnikow trans-
krypcyjnych szoku cieplnego Hsf (ang. heat
shock factor) dostarczyly badania prowadzo-
ne na izolatach jader komorkowych Droso-
Dphila melanogaster (PARKER i TOPOL 1984).
U Drosophila, Saccharomyces i Caenorhab-

ditits elegans za utrzymanie homeostazy ko-
morkowej odpowiadaja pojedyncze Hsf (Fu-
JIMOTO i NAKAI 2010). U muszki owocowej
Hsf jest rowniez niezbedny do prawidiowego
rozwoju embrionalnego (JEDLICKA i wspotaut.
1997). Dla ssakOw opisano cztery czynniki
Hsf, z ktorych tylko Hsfl odgrywa kluczowa
role w ksztaltowaniu HSR (FUJIMOTO i INAKAI
2010), ale najbardziej liczna grupa Hsf wy-
stepuje w Swiecie roSlin. Do najlepiej scha-
rakteryzowanych naleza czynniki Hsf rzod-
kiewnika (Arabidopsis thaliana), pomidora
(Lycopersicon esculentum) oraz ryzu (Oryza
sativa), reprezentowane odpowiednio przez
21, 25 i 18 bialek (MORIMOTO 1998, NOVER i
wspotaut. 2001, BANIWAL i wspotaut. 2004).
Budowa poszczegolnych biatek Hsf decyduje
o ich funkgcji.

BUDOWA HSF

Wszystkie Hsf posiadaja zachowawcza
strukture modutowa (Ryc. 1). Blisko konca
aminowego znajduje si¢ domena DBD (ang.
DNA binding domain) z motywem helisa-
-skret-helisa, ktory zapewnia precyzyjne pozy-
cjonowanie DBD wzgledem rozpoznawanej
palindromowej sekwencji Hse (SCHULTHEISS
i wspotaut. 1996, CICERO i wspotaut. 2001).
Do niej przylega region oligomeryzacji od-
powiadajacy za oddzialywania z innymi cza-
steczkami Hsf. Sktada sie on dwoch czesci

HR-A i HR-B, w ktorych wystepuja motywy
skladajace sie z siedmiu reszt aminokwaso-
wych, z pierwsza i czwarta reszta o charak-
terze hydrofobowym. Moga one tworzy¢
polaczenia zarowno wewnatrz-, jak i miedzy-
czasteczkowe. Konwersja nieaktywnych mo-
nomerow Hsf do funkcjonalnych czynnikow
transkrypcyjnych wymaga ich trimeryzacji
(PETERANDERL i wspotaut. 1999). W central-
nej czesci biatka Hsf znajduje sie sekwencja
sygnatlowa NLS (ang. nuclear localization si-
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Ryc. 1. Budowa HsfA2 Arabidopsis thaliana (wg KOSKULL-DORING i wspotaut. 2007).

gnal) kierujaca Hsf do jadra komorkowego,
za$ koniec karboksylowy czasteczki zajmuje
domena aktywacyjna CTAD (ang. C-terminal
activation domain) (NOVER i wspotaut. 2001,
KOSKULL-DORING i wspotaut. 2007).

Roslinne Hsf sa najbardziej zroznicowa-
ne pod wzgledem budowy rejonu HR-A/B,
co stato sie podstawa ich podziatu na 3 kla-
sy: A, Bi C. W klasie A i C obszary HR-A i
HR-B sa na skutek insercji bardziej od siebie
oddalone (odpowiednio 27 i 13 reszt amino-
kwasowych) niz w klasie B (6 reszt amino-
kwasowych), ktora zawiera Hsf podobne do
zwierzecych (NOVER i wspotaut. 2001).

U modelowej rosliny jaka jest rzodkiew-
nik, klasyfikacja Hsf obejmuje 14 roéznych
grup (A1-9, B1-4, C1). Liczba poszczegolnych
cztonkOw w grupie zmienia si¢ pomiedzy
gatunkami. U ryzu w grupie Al zidentyfiko-
wano tylko pojedynczy gen, podczas gdy dla
rzodkiewnika sa to odpowiednio: Ala, AlD,
Ald, Ale, a dla pomidora Ala, AIb, Alc. Z
kolei grupa A2 jest reprezentowana przez je-

den gen w genomie Arabidopsis thaliana i
pie¢ genow w Oryza sativa (A2a-e) (NOVER
i wspotaut. 2001; KOSKULL-DORING i wspOl-
aut. 2007). Klasa A posiada kwasna domene
CTAD 7z charakterystycznym, krotkim moty-
wem motywem AHA, uczestniczacym w akty-
wagcji transkrypcji (DORING i wspotaut. 2000;
KOTAK i wspoétaut. 2004). Z kolei funkcja klas
B i C jest trudna do przewidywania.

Jadrowa dystrybucja roSlinnych Hsf nie
jest stata i moze ulec zmianie dzieki sekwen-
cji NES (ang. nuclear export signal) kieruja-
cej eksportem z jadra komorkowego do cyto-
plazmy, a zlokalizowanej na koncu karboksy-
lowym ponad potowy roSlinnych Hsf (NOVER
i wspotaut. 2001). Lokalizacja Hsf wynika z
rownowagi pomiedzy jadrowym importem i
eksportem. Przykladowo, mutacja wewnatrz
sekwencji sygnatlowej NES HsfA2 L. esculen-
tum zakloca dystrybucje biatka tak, ze przyj-
muje ono wylacznie lokalizacje jadrowa (HE-
ERKLOTZ i wspotaut. 2001).

FUNKCJONALNE INTERAKCJE POMIEDZY HSF

Wielopoziomowy proces aktywacji Hsf
wymaga, jak juz wspomniano, trimeryzacji
monomerycznych biatek. Duza ré6znorodnosc
rosSlinnych Hsf, jak i wysokie podobienstwo
pomiedzy rejonami oligomeryzacji, sprzy-
ja powstawaniu heterooligomeréw (MILLER
i MITTLER 2006, CHAN-SCHAMINET i wspotaut.
2009).

U pomidora zidentyfikowano konstytu-
tywnie eksprymowany HsfA 1, ktory jest uwa-
zany za gtéwny czynnik szoku cieplnego (MI-
SHRA i wspotaut. 2002), u rzodkiewnika nie
udalo sie wyznaczyC takiego pojedynczego
czynnika. Nokaut nawet dwoOch izogenow
HsfAl (HsfAla i AIb) ma tylko niewiel-
ki wptyw na termotolerancj¢ rzodkiewnika

(LOHMANN i wspotaut. 2004). U pomidora
HsfA1l kontroluje transkrypcje HSfA2 i HsfB1
(MisHRA i wspotaut. 2002), ktorych biatka
wspOlnie z HsfAl biora udzial w utrzymaniu
termotolerancji rosliny (SCHARF i wspotaut.
1998). Aktywacja genoéw pomidora, kodu-
jacych bialka biorace udzial w stresie ciepl-
nym, zachodzi przy udziale superaktywatora,
ktory jest formowany na skutek heterooligo-
meryzacji HsfAl i HsfA2. ZdolnoSci aktywa-
torowe homooligomeréw HsfAl badz HsfA2
sa kilka razy mniejsze niz heterooligomerow.
ROznice te sa nastepstwem komplementacji
dwoch roznych domen CTAD i motywow
AHA o odmiennych zdolnoSciach do interak-
¢ji z czynnikami maszynerii transkrypcyjne;j.
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W pierwszej kolejnoSci w obrebie domeny
oligomeryzacji HsfA dochodzi do szybkiej ho-
motrimeryzacji pomie¢dzy regionami HR-A, a
nastepnie do heterooligomeryzacji pomiedzy
homotrimerami HsfAl i HsfA2, co pociaga
za soba formowania heksamerycznych kom-
pleksow. Proces ich powstawania jest uprzy-
wilejowany w stosunku do homoligomerycz-
nych heksamerow. O specyfice oddzialywan
HsfA1/A2 decyduje rejon HR-B, a o stabilno-
Sci pozostale elementy rejonu oligomeryza-
¢ji. Dynamiczna rownowaga, ktora si¢ ustala
pomiedzy kompleksami homo- lub heterooli-
gomerow HsfA1/A2 jest kluczowa dla wiasci-
wej ekspresji genow indukowanych w szoku
cieplnym (CHAN-SCHAMINET i wspotaut. 2009).

Tendencje do heterooligomeryzacji maja
rowniez czlonkowie Hsf klasy A rzodkiew-
nika. Heterooligomery powstaja miedzy in-
nymi z HsfAla i HsfAlb i funkcjonuja one
jako aktywatory transkrypcji (LI i wspotaut.
2010). Laczenie sie HsfA5 i HsfA4 zmienia
znaczaco ich wlasciwoSsci. Stosujac zaré6wno
technike immunostracania, jak i dwuhybry-
dowy system drozdzowy potwierdzono pre-
ferencyjne powstawanie kompleksow HsfA4/
A5 w stosunku do homooligomeréwow A4
lub A5. Homotrimery HsfA4 funkcjonuja jako

aktywatory transkrypcyjne, ale w wyniku od-
dzialywania z HsfA5 traca swa aktywnosSc¢. Sa-
dzono, ze fizyczna interakcja obu czynnikOw
transkrypcyjnych jest wynikiem wysokiego
podobienstwa domen HR-A/B, jednakze po-
rownujac ich sekwencje do analogicznych
obszaréw HsfAl lub HsfA2 nie stwierdzono
istnienia znaczacych roznic w ich budowie.
Istota tych oddzialywan pozostaje ciagle nie-
znana, niemniej jednak HsfAl po podstawie-
niu domeny HR-A/B na pochodzaca z HsfA4b
taczy sie z HsfA5 (BANIWAL i wspotaut. 2007).

Regulacja aktywnosci HsfA4 na drodze in-
terakcji z oligomerami HsfAS zostala potwier-
dzona zar6wno dla pomidora, jak i rzod-
kiewnika. Ustalenie dynamicznej rOwnowagi
pomiedzy ich aktywnymi homooligomerami
a nieaktywnymi heterooligomerami jest cze-
Scia zlozonego mechanizmu regulacji genow
w odpowiedzi na stres u roSlin. Potwierdza
to rowniez fakt, ze geny Arabidopsis HsfA4a,
HsfA4c i HsfA5 ulegaja specyficznej tkanko-
wo i rozwojowo ekspresji. Poziom ich mRNA
zmienia sie takze w warunkach stresu, ale
zazwyczaj w taki sposob, ze rOwnowaga po-
miedzy nimi jest przesunieta na korzySc akty-
watorowego homotrimeru HsfA4 (BANIWAL i
wspotaut. 2007).

SPOSOBY REGULACJI TRANSKRYPCJI GENOW HSF

Analiza in silico potencjalnych sekwencji
promotorowych potozonych 1000 pz powy-
Zej miejsca startu transkrypcji wykazala, ze u
Oryza sativa regulacja 12 sposrod 26 genow
Hsf mogtaby odbywac sie na zasadzie petli
sprzezenia zwrotnego przez ich wlasne se-
kwencje regulatorowe Hse (MITTAL i wspol-
aut. 2009). Taka forme¢ regulacji zapropono-
wano dla genow rzodkiewnika juz wczesniej
(NOVER i wspotaut. 2001). Jednak nalezy pa-
mietac, ze jest to tylko jeden z wielu mozli-
wych sposobow ich kontroli, gdyz brak Hse
(np. w promotorze OsHsfA2c) nie wyklucza
indukgcji genu w warunkach szoku cieplnego,
podobnie brak elementu LTR (ang. low tem-
perature response) w promotorach Hsf klasy
C ryzu ich aktywacji w warunkach chtodu
(MrTTAL i wspotaut. 2009).

Zjawisko tolerancji krzyzowej roslin na
stres jest miedzy innymi zastuga regulacji
ekspresji geno6w Hsf przy udziale loci ko-
dujacych w genomie A. thaliana aktywa-
tory transkrypcyjne takie jak: ABI3, ABI4,
ABI5 (ang. abscisic acid-insensitive). Spo-
srod nich ABI3 reguluje transkrypcje spe-

cyficznego rozwojowo genu HsfA9 (KOTAK
i wspotaut. 2007). Biatko HsfA9 powstaje
wylacznie w poznych etapach rozwoju na-
sion i wptywa na indukcje¢ kilku niskocza-
steczkowych genow Hsp (ang. small heat
shock proteins, sHsp) oraz Hsp70 i Hspl101.
Ma to ogromne znaczenie dla rozwoju na-
sion, gdyz brak sHsp uwrazliwia je na prze-
suszanie. Co ciekawe, homologiczne trans-
krypty HsfA9 byly wykrywane takze w doj-
rzatych ziarnach kawy i nasionach pomido-
row, ale nigdy w tkankach wegetatywnych
i tylko ekotopowa ekspresja genu ABI3
w obecnoSci kwasu abscysynowego pro-
wadzi do akumulacji HsfA9. Rowniez mu-
tanty ABI3 A. thaliana (abi3-6 i S138922)
nie wykazywaly obecnosci transkryptow
HsfA9 ani jego biatka. Specyficzna budowa
promotora HsfA9 i obecnoS¢ w nim swo-
istych elementow RY/Sph, charakterystycz-
nych dla genow eksprymowanych w na-
sionach, rodzi przypuszczenia, ze moga to
by¢ miejsca wiazania dla ABI3 lub innych
specyficznych rozwojowo czynnikOw trans-
krypcyjnych. Selektywna zdolnoS¢ HsfA9
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do indukcji wybranych sHsp (Hspl7.4-CI,
Hsp17.7-CID) i Hspl101, podczas gdy inne
Hsp (Hsp17.6A-CI, Hsp 17.6-CII) nie sa eks-
prymowane w nasionach wskazuje, ze ten
rodzaj regulacji moze zaleze¢ od struktury
chromatyny (KOTAK i wspotaut. 2007).

Inny czynnik transkrypcyjny, Dreb2a
(ang. dehydration-responsive element bin-
ding protein), kontroluje ekspresje genu
HsfA3 rzodkiewnika. Dreb2A uczestniczy
zarOwno w stresie cieplnym, jak i w po-
wstawaniu odpowiedzi na susze (YOSHIDA
i wspotaut. 2008). Oprocz HsfA3 aktywu-
je on rowniez wybrane sHsp (Hspl8.1-CI,
Hsp26.5-MII) i Hsp70 (SAKUMA i wspotaut.
20006). Nadekspresja Dreb2a zwicksza za-
kres termotolerancji uruchamiajac cata ka-
skade sygnalowa genow powiazanych ze
stresem abiotycznym. W warunkach szoku
cieplnego szybka indukcja genu Dreb2a
poprzedza poOzniejsza aktywacje HsfA3,
ktoéra narasta stopniowo do okolo 10 go-
dziny dzialania podwyzszonej temperatury.
Nokaut genu Dreb2a prowadzi w trakcie
szoku cieplnego do gwaltownego spadku
HsfA3 oraz zmniejszenia zakresu termoto-
lerancji rzodkiewnika (YOSHIDA i wspolaut.
2008).

Istnieje jeszcze jeden poziom regulacji
Hsf, ktory takze wiaze si¢ ze struktura ich
promotorow. Czesto geny regulowane po-
przez Hsf posiadaja co najmniej kilka se-
kwencji Hse rozdzielonych przez miejsca
wiazania dla innych czynnikéw transkryp-
cyjnych. BHARTI i wspotaut. (2004) zaob-
serwowali zaleznie od budowy promoto-
ra efekt, ktory wykraczal poza mozliwoSci
dzialania samego czynnika HsfAl. Nowo-
poznanym, synergistycznym kooperatorem
aktywnoSci HsfAl pomidora okazal si¢ byc¢
HsfB1. Oba czynniki, po przylaczeniu si¢ w
osobnych miejscach w obrebie promotora,
wspotdziataja w aktywacji transkrypcji. Po-
niewaz biatko HsfB1 samo nie posiada mo-
tywu aktywacyjnego AHA, przypuszcza sig,
ze rekrutuje ono inne czynniki transkryp-
cyjne (BHARTI i wspotaut. 2004). Funkcja
HsfB1 pomidora wydaje si¢ by¢ uniwer-
salna, gdyz moze wzmacnia¢ transkryp-
cje rowniez w obecnoSci innych przed-
stawicielami klasy A zaro6wno pomidora,
jak i rzodkiewnika, a nawet Gal4 drozdzy
i wirusowego biatka VP16. Jak si¢c okaza-
to, zdolnosS¢ ta wiaze sie z specyficzna bu-
dowa domeny CTAD HsfB1, a dokladniej
obecnoscia w niej sekwencji GRGKMMK,

ktora oprocz Lycopersicum esculentum po-
siadaja rowniez HsfB1 Glycine max i Nico-
tiana tabacum. Sekwencja ta pozwala na
interakcje¢ z biatkiem CBP (ang. CREB bin-
ding protein) bedacym ortologiem histo-
nowej acetylotransferazy HAC1 (ang. histo-
ne acetyl transferase-like protein 1), ktora
poprzez modyfikacje histonéw wplywa na
stopien kondensacji chromatyny. Zaréwno
ssacze biatka CBP/p300, jak i roSlinne CBP
(HAC1) wywieraja silny stymulujacy wpltyw
na transkrypcje genow. HAC1/CBP jest
pierwszym opisanym czynnikiem wchodza-
cym w interakcje jednoczesSnie z dwoma ty-
pami Hsf. Prawdopodobnie biatko to stuzy
jako platforma do formowanie kompleksu
aktywacyjnego CBP/HsfAl/HsfB1 (BHAR-
TI i wspoétaut. 2004). HsfB1 rzodkiewnika
ma na koncu karboksylowym sekwencje
GRSRMTETK, w ktorej zamiast centralnie
zlokalizowanej reszty lizyny (K) wystepuje
reszta metioninowa (M), przez co traci on
powinowactwo do CBP (BHARTI i wspol-
aut, 2004) i jest represorem aktywnosSci
Hsf klasy A (CZARNECKA-VERNER i wspolaut.
2004). Domena HsfB1 rzodkiewnika od-
powiedzialna za represje transkrypcji ma
wysoce konserwowana sekwencje (LFGV),
ktora poprzedza sygnal lokalizacji jadrowe;j.
Sekwencja ta zostala zidentyfikowana row-
niez w innych roSlinnych czynnikach trans-
krypcyjnych (IKEDA i OHME-TAKAGI 2009).

Dla rzodkiewnika podwojna mutacja
hsfB1/B2b nie ma wplywu na ekspresje ge-
now szoku cieplnego takich jak Hspl7.0,
Hsp23.6, Hsp70, Hsp83.1 i Hspl01 i pro-
wadzi do silnej indukcji genu Pdfl.2a-
/b (KuMAR i wspoétaut. 2009). Kodowane
przez ten ostatni gen bialko uczestniczy
w wytworzeniu odpornoSci roslin na stres
biotyczny. Sposob w jaki dochodzi do ak-
tywacji Pdf1.2a/b jest nieznany. Wiadomo
jednak, Ze represja omawianego genu przez
HsfB nie zachodzi poprzez wiazanie si¢ z
DNA w obrebie promotora Pdfl.2a/b. Do-
wodzi to, ze klasa B Hsf rzodkiewnika musi
dziala¢ posrednio poprzez oddzialtywanie
z innymi bialkami. Zatem moze dochodzic¢
do interakcji pomiedzy szlakami czynnikow
Hsf w takich reakcjach jak stres cieplny i
atak patogenow, czego dowodem jest na
przyktad, ze w wysokiej temperaturze Sro-
dowiska patogenny grzyb Alternaria bras-
siciola nie infekuje rzodkiewnika (KUMAR i
wspotaut. 2009).
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INTERAKCJA BIALEK TYPU HSF Z BIALKAMI SZOKU CIEPLNEGO

Interakcje jakie zachodza pomiedzy Hsp
i Hsf moga by¢ konserwowane dla wi¢ckszo-
Sci systemOw biologicznych. Pierwsze do-
niesienia o istnieniu tego typu oddzialywan
opieraly si¢ gtownie na badaniach Hsfl kre-
gowcOw. Bialka chaperonowe (czapeczkuja-
ce) Hsp70/90 wiaza zwierzece Hsf tworzac
z nimi kompleksy, uniemozliwiajac indukcje
genow im podlegtych (MORIMOTO 1998). Sil-
ne zroznicowanie roSlinnych Hsf ma swoje
odzwierciedlenie w ich zdolnosci do wigza-
nia si¢ z okreSlonymi bialkami czaperono-
wymi (Hsp90, Hsp70, sHsp). Formowanie
pomiedzy nimi zaleznych ukladow biologicz-
nych jest podstawa budowania odpowiedzi
komorkowej w szoku cieplnym, jak rOwniez
w pOZniejszym wyciszeniu uczestniczacych
genow. W takich uktadach zaleznoSci wyste-
puja opisane biatka pomidora: HsfAl regu-

lowane przez Hsp70, HsfA2 przez Hspl7.4-
-CII i HsfB1 przez Hsp90 (HAHN i wspotaut.
2011). W trakcie procesu wyciszania HSR u
L. esculentum zanika zdolnoS¢ do tworzenia
heterooligomerycznych kompleksow HsfAl/
HsfA2. HsfAl jest wycofywany z jadra ko-
morkowego do cytoplazmy (SCHARF i wspot-
aut. 1998), zaS HsfA2 pozostaje na jego tere-
nie zwiazany przez niskoczasteczkowe sHsp
klasy CI i CII. Biatka tych dwoch klas wy-
kazuja przeciwstawne funkcje, podczas gdy
Hsp17.4-CII dziata jako specyficzny korepre-
sor HsfA2, zatrzymujac go w warunkach stre-
su cieplnego w bialkowych agregatach cyto-
plazmatycznych, czynnik Hsp17-CI uczestni-
czy w ich rozbijaniu (PORT i wspotaut. 2004).
Nieaktywne czasteczki HsfA2 po uwolnieniu
z kompleksow, w warunkach stresu cieplne-
g0, moga ponownie by¢ rekrutowane przez

Cytoplazma

["""j] Hsp70
Al
wor0 | | HpS0_
= [
%
S 0
Proteosomalna
degradacja HSG

Jadro komérkowe

Ryc. 2 Interakcje HSP i HSF u Lycopersicon esculentum (wg HAHN i wspotaut. 2011, zmodyfiko-

wana).

W trakcie procesu wyciszania HSR dochodzi do zwiazania HsfAl, A2, B1 (A1, A2, B1) przez Hsp70 i Hsp90,
co prowadzi do ich degradacji w proteosomie. HsfB1 (B1) w kompleksie z Hsp90 moze funkcjonowac jako
represor genow szoku cieplnego (Geny HS) lub po zwiazaniu Hsp70 réwniez podlegac¢ degradacji. Ro6wnole-
gle HsfB1 jest wymagany do podtrzymania transkrypcji genéw metabolizmu podstawowego (Geny HK) po-
przez oddzialywania z czynnikami transkrypcyjnymi (X). Po ustaniu warunkéw szoku cielpnego HsfA2 two-
rza gléwnie cytoplazmatyczne granule HSG, ktore po powtoérnym zadzialaniu stresu rozpadaja si¢ uwalniajac
HsfA2, ktory wraz z HsfAl formuje kompleksy aktywatorowe (A1/A2). Indukcja poprzez HsfAl i HsfB1 pro-
wadzi do wlaczenia innych genéw szoku cieplnego majacych dla nich dwa niezalezne miejsca wiazania Hse.
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HsfAl (SCHARF i wspotaut. 1998). Zarow-
no HsfA2, jak i HsAl oddzialuja ponadto z
Hsp70 i Hsp90. Do tego typu interakcji bial-
ko Hsp90 wykorzystuje swoj koniec karbok-
sylowy, lecz nie jest to motyw MEEVD, od-
powiedzialny za interakcje z ko-chaperona-
mi posiadajacymi domene¢ konserwowanych
34-aminokwasowych powtorzen TPR (ang.
tetratricopeptide repeat) (TRAVERS i FARES
2007). Wykorzystujac dwuhybrydowy system
drozdzowy wykryto rowniez rejony biorace
udziat w interakcji z Hsp70. Dla HsfA2 jest
to koniec karboksylowy, a dla HsfAl koniec
aminowy biatka (HAHN i wspotaut. 2011).
Interakcja HsfAl z Hsp70 uniemozliwia
jego wiazane si¢ z elementem Hse bloku-
jac przez to jego zdolnosci aktywatorowe.
Hsp70 moze uczestniczy¢ w modulowaniu
aktywnosSci HsfAl zar6wno w normalnych
warunkach fizjologicznych, jak rowniez w
trakcie atenuacji HSR. Kluczowa wydaje si¢
tylko dostepnos¢ plaszczyzny odziatywan Hsf-
-Hsp. Jesli HsfAl tworzy heterooligomerycz-
ne kompleksy superaktywatorowe HsfA1l/A2,
to czynnik wydaje si¢ by¢ niedostepny dla
Hsp70 (CHAN-SCHAMINET i wspotaut. 2009).
HAHN i wspotaut. (2011) przedstawili
model oddzialywania pomiedzy poziomem
bialek czaperonowych Hsp70/Hsp90 a Hsf,
podczas HSR (Ryc. 2). Szczegollna funkcje w
modulowaniu tej odpowiedzi zajmuje HsfB1.
Jego asocjacja z Hsp90 nie tylko ulatwia
czynnikowi odnalezienie sekwencji Hse w

genach metabolizmu podstawowego pomi-
dora, lecz rowniez hamuje ekspresje genow
Hsp aktywowanych wczesniej przez HsfAl i
HsfB1. Jak juz wczesSniej opisano, HsfB moze
oddzialywaé¢ rowniez z czynnikami trans-
krypcyjnymi, po przytaczeniu HAC1 induko-
wacé geny Hsp (BHARTI i wspotaut. 2004) lub
wspoldziatajac z innymi bialkami hamowac
ich ekspresje (KUMAR i wspotaut. 2009). Nie-
zaleznie od funkcji HsfB1 jego stabilnoSc jest
zalezna nie tylko od interakcji z Hsp90, lecz
rowniez z Hsp70. Po uzupetnieniu komplek-
su HsfB1/Hsp90 o Hsp 70, HsfB1 jest kiero-
wany na droge proteosomalnej degradacji.
W wyniku podobnych interakcji w trakcie
wyciszania HSR usuwany jest HsfAl. Ponad-
to w Ckoncu HsfBl1 odkryto rejon, ktory
nie uczestniczy w wyzej wymienionych od-
dzialywaniach, lecz decyduje o szybkoSci
degradacji HsfB1. Element ten zawiera dwie
reszty lizynowe i kilka serynowych, co rodzi
przypuszczenia, ze moze ulegac¢ potranslacyj-
nym modyfikacjom lub rekrutuje nieznane
dotad czynniki (HAHN i wspotaut. 2011). Far-
makologiczna inhibicja Hsp90 prowadzi do
wydluzonej akumulacji i stabilizacji oprocz
HsfB1 rowniez HsfA2. Fizyczna asocjacja Hsf
z chaperonami Hsp70 i Hsp90 wskazuje na
wspolistnienie roznych kompleksow lub bli-
ska wspotprace Hsp70 i Hsp90, tak jak ma to
miejsce u kregowcow w przypadku modulo-
wania aktywnoSci receptoréw glikokortyko-
idowych (PRATT i wspotaut. 2008).

UDZIAL ROSLINNYCH HSF W STRESIE I ICH SPECYFIKA ROZWOJOWA

Dla rzodkiewnika HsfA2 nalezy do klu-
czowych bialek indukowanych przez rozne
rodzaje stresu. Sposrod czynnikOw klasy A
wykazuje on najwyzsza ekspresje w stresie
oksydacyjnym wywolanym zarowno przez sil-
ne Swiatlo, szok cieplny lub poprzez trakto-
wanie roslin H,O, lub O, (MILLER i MITTLER
2000, NISHIZAWA i wspotaut. 2006). Oprocz
tego rownie silnie jest indukowany w wa-
runkach stresu solnego i osmotycznego, jak
i anoksji (OGAWA i wspotaut. 2007, BANTI i
wspotaut. 2010). Pod kontrola HsfA2 pozo-
staje duza grupa ok. 720 genoéw rzodkiew-
nika, ktore sa zwigzane z ksztaltowaniem si¢
odpornosci na stres, a wsrod nich sa geny
niemal wszystkich sHsp i poszczegolnych
izoform Hsp70 i Hspl00, jak rOwniez gen
peroksydazy askorbinianowej APX2 i synte-
tazy galaktinolu GolS (SCHRAMM i wspotaut.
2006, NISHIZAWA-YOKOI i wspotaut. 2009).

Nadekspresja HsfA2 u A. thaliana uodpar-
nia roSline na warunki stresu, za$S nokaut
tego genu redukuje poziom tolerancji na
ciepto, jak rowniez reaktywne formy tlenu
(RFT) (NISHIZAWA i wspotaut. 2006, OGAWA
i wspotaut. 2007). Indukcja jego genu prze-
biega przy udziale HsfAld i HsfAle, lecz bez
HsfAla i HsfAlb (NISHIZAWA-YOKOI i wspot-
aut. 2011).

RFT sa wspolnym czynnikiem dla hetero-
genicznych rodzajow stresu, takich jak: Swia-
tlo UV, zranienia, atak patogena czy hipoksja
korzenia. ROzne czynniki wywolujace stres
maja swoj charakterystyczny profil produkgji
poszczegolnych form RFT: O,-, 'O, i H,0,.
Generalnie wiekszo$¢ genoéw powiazanych
z odpowiedzia roSlin na RFT zostaje aktywo-
wana w odpowiedzi na podwyzszony poziom
tlenu singletowego ('O,), a nadtenek wo-
doru (H,0,) i anionorodnik ponadtlenkowy
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Ryc. 3. Drogi oddzialywania czynnikow Hsf u
Arabidopsis thaliana (wg L1U i wspoétaut. 2011,
NISHIZAWA-YOKO i wspotaut. 2011, zmodyfiko-
wana).
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(0,") indukuja tylko nieliczne z nich (GADJEV
i wspotaut. 2006). Wybrane Hsf moga pelnic
funkcje sensoréw RFT w komorce. Sposrod
wszystkich Hsf ryzu najlepiej predysponuje
do tej funkcji OsHsfA2a. Koduje go gen wcze-
snej odpowiedzi na RFT, a inne Hsf (OsHs-
fA2f i OsHsfA7) moga byc takze wlaczane
pozniej (MITTAL i wspotaut. 2009). U rzod-
kiewnika za sensory RFT sa uwazane AtHs-
fA4a i AtHsfA8 (DAVLETOVA i wspoétaut. 2005).
Ich ekspresja w warunkach stresu oksydacyj-
nego ros$nie gwaltownie, podczas gdy innych
Hsf zmienia sie tylko nieznacznie. Podobna
funkcje przypisuje sie¢ rowniez HsfAIb. Jego
nadekspresja podnosi poziom antyoksydacyj-
nego enzymu peroksydazy askorbinianowej
1 (Apx1), a w stresie cieplnym i Swietlnym
rowniez Apx2 (PANCHUK i wspotaut. 2002).
Warto rowniez zauwazy¢, ze niektore z oma-
wianych czynnikow transkrypcyjnych, tak jak
wczeSniej wspominane OsHsfA2a i OsHsfA2f
biora udziat w odpowiedzi na dwa rodzaje
stresu (cieplny i oksydacyjny). Z kolei OsHs-
fA5, OsHsfC2a maja jeszcze szerszy zakres od-
powiedzi, co potwierdza udzial Hsf w ksztal-
towaniu si¢ tolerancji krzyzowej roslin (MIT-
TAL i wspotaut. 2009).

Liv i wspoétaut. (2011) zaproponowa-
li model powstawania odpowiedzi HSR u
rzodkiewnika. Kluczowe miejsce zajal w

nim HsfA2, ktore moduluje sile odpowie-
dzi na stres. RFT i jony wapnia sa glowny-
mi czasteczkami sygnalowymi w stresie. U
rzodkiewnika prowadza do indukcji genow
z grupy HsfAl poprzez kaskade sygnalow za-
leznych od Ca*, ktéra moze przebiega¢ od
kalmoduliny (CaM) do biatek wiazacych CaM
(CBK3) (Liu i wspotaut. 2011) (Ryc. 3). Akty-
wacja genow HsfAl rzodkiewnika prowadzi
do wzrostu transkrypcji ponad 200 réznych
genow. Posrod nich mozna wyrézni¢ HsfA2,
HsfA7a/7b i Dreb2a. Wymienione czynniki
transkrypcyjne dzialaja jako wtorne aktywa-
tory kolejnych genow zaangazowanych w
szoku cieplnym, co zostalo potwierdzone w
przypadku HsfA3, ktory pozostaje pod kon-
trola Dreb2a (SCHRAMM i wspoétaut. 2000,
YOSHIDA i wspotaut. 2008, NISHIZAWA-YOKOI
i wspotaut. 2011). HsfA2 i HsfA3 moga spe-
cyficznie regulowac geny, ktore nie sa pod
bezposrednia kontrola HsfAl (Liu i wspot-
aut. 2011). Ponadto pomiedzy HsfAle, A2
i A3 istnieje dodatnie sprze¢zenie zwrotne.
HsfA3 moze indukowac transkrypcje HsfAle
(YOosHIDA i wspotaut. 2008), ktory wpltywa na
ekspresje HsfA2, a ten na HsfA3 (OGAWA i
wspotaut. 2007).

Niektore sposrod Hsf rzodkiewnika i ryzu
wykazuja wysoki stopien stresowej specjaliza-
¢ji. U ryzu w szoku cieplnym nie uczestnicza
geny: OsHSfA5, OsHsfB4c, LOC_Os006g22610,
a poziom OsHsfCla obniza si¢ (MITTAL i
wspotaut. 2009). Podobnie niewielki poziom
ekspresji w warunkach szoku cieplnego, jak
i w stresie solnym, osmotycznym, oksydacyj-
nym i UVB, wykazuja niektore Hsf rzodkiew-
nika (6 z klasy A i 1 z B) (SWINDELL i wspol-
aut. 2007). W reakcji na chtéd u O. sativa
dochodzi do spadku transkrypcji wszystkich
czlonkow klasy B za wyjatkiem OsHsfB4a i
OsHsfB4b. Ostatni podlega indukcji po okoto
5 godzinach w warunkach 5°C, duzo pozniej
niz trzej cztonkowie klasy A: OsHsfA3, OsHs-
JA4d, OsHsfA9 i pojedynczy przedstawiciel C
- OsHsfC1b (MITTAL i wspotaut. 2009).

Wszystkie Hsf, oprocz wybiorczej wraz-
liwosci w stresie, wykazuja wlasna specyfi-
ke tkankowa. Do indukcji transkrypcji HsfA9
rzodkiewnika dochodzi w nasionach w poz
nym stadium ich rozwoju (KOTAK i wspolaut.
2007). Jego ortolog u ryzu nie wykazuje juz
takiej zaleznoSci (MITTAL i wspotaut. 2009).
Wysoki poziom OsHsfB1 obserwowano w
nasionach i korzeniach ryzu, OsHsfA4d w li-
Sciach, OsHsfA2e w kwiatostanie, OsHsfAla w
kwiatach, a OsHsfB4b w stupkach (MITTAL i
wspotaut. 2009). Podobnie w przypadku rzod-
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kiewnika transkrypty HSfA5 wraz z HsfA4c sa
wykrywane w pyltku, natomiast w korzeniach

wystepuja transkrypty HsfB1 i HsfC1 (SWINDELL
i wspotaut. 2007).

PODSUMOWANIE

Roslinne Hsf jako czynniki transkrypcyjne
stanowia przedmiot zainteresowan badaczy
zajmujacych sie¢ odpowiedzia roSlin na sze-
roko rozumiany stres nie tylko abiotyczny.
Udziat wybranych Hsf w powstaniu odpo-
wiedzi na kilka stresow jednoczeSnie stawia
je na kluczcowym miejscu w szlakach trans-
dukcji sygnalow. Wysokie podobienstwo po-
miedzy poszczegllnymi cztonkami Hsf w ob-
rebie klasy lub grupy nie ma jednak odzwier-
ciedlenia w przewidywaniu funkcji poszcze-
g0lnych jej cztonkoéw. O ich aktywnoSci nie
decyduje wylacznie budowa domenowa, lecz
zdolnos¢ do oligomeryzacji lub/i heterooli-
gomeryzacji. Dobrym przykladem jest HsfAl
pomidora lub HsfA4 rzodkiewnika (BANIWAL
i wspotaut. 2007, L1 i wspotaut. 2010). Moga

rowniez wchodzi¢ w interakcje z biatkami
czaperonowymi sHsp, Hsp70 i Hsp90, kto-
re decyduja glownie o ich stabilnoSci (HAHN
i wspotaut. 2011). Ponadto aktywnoS¢ Hsf
moze by¢ zalezna do oddzialywania z innymi
czynnikami transkrypcyjnymi, w sposob bez-
posredni lub posredni budujac kombinacje
Hsf i/lub czynnikow transkrypcyjnych przyla-
czonych w obrebie tego samego promotora.
O ile dobrze poznana jest rola Hsf klasy A w
ksztalttowaniu HSR, to duzo mniej wiadomo
na temat funkcji pozostatych Hsf czlonkow
klasy B i C. Ogromna roznorodno$¢ Hsf po-
zwala przypuszczal, ze sa one rowniez ko-
nieczne w procesach réznicowania si¢ komo-
rek roslinnych.

ROSLINNE CZYNNIKI SZOKU CIEPLNEGO

Streszczenie

Transkrypcyjne czynniki szoku cieplnego (Hsf)
sa niezbedne dla wszystkich organizmow eukario-
tycznych do przetrwania w warunkach silnego stre-
su. Sa odpowiedzialne za transkrypcyjna regulacje
genow kodujacych biatka chaperonowe oraz inne
biatka powiazane ze stresem. W poréwnaniu do
czterech Hsf kregowcow, roslinne Hsf sa bardzo licz-
ne i moga mie¢ nawet 25 czlonkow. Wykazuja one
wysoki stopiefl specjalizacji w stosunku do rodza-
ju stresu jak rowniez roznych programow rozwojo-
wych. Pomimo pewnych wysoce zachowywanych
cech, réznice w strukturze roSlinnych Hsf pozwolity
na wyréznieni trzech podstawowych klas (klasa A, B

i C). W przeciwieistwie do aktywatorowej klasy A,
klasy C i B o porownywalnej liczbie czlonkéw nie
posiadaja oczywistej funkcji. U roslin transkrypcyjna
regulacja genow zaleznych od Hsf jest kontrolowana
przez posrednia lub bezposrednia kooperacje pomi¢-
dzy roznymi czynnikami Hsf, jak réwniez w wyniku
interakcji z biatkami czperonowymi. Wciaz jednak
sie¢ wzajemnych zaleznoSci pomiedzy poszczegol-
nymi Hsf jest malo zrozumiata. Z cala pewnosS¢ Hsf
funkcjonuja jako czeS¢ sktadowa szlakow transdukcji
sygnalow aktywowanych w stresie Srodowiskowym
jak i w trakcie rozwoju.

PLANT HEAT STRESS FACTORS

Summary

Heat shock factors (Hsf) are essential for all eu-
karyotic organisms to survive under exposures to
acute stress. They are transcriptional regulators of
genes encoding molecular chaperones and other
stress proteins. Compared with other eukaryotes,
e.g. vertebrates with 4 members of the Hsf family,
the plant Hsf family shows a large multiplicity, with
more than 20 members. The plant Hsf family shows
a strong diversification of expression pattern not
only in response to stress, but also during various
developmental programs. Despite many conserved
features plant Hsf are allocated based on structural

characteristics into three major classes (class A, B
and C). In contrast to class A, a considerable num-
ber of Hsf assigned to classes B and C heave no evi-
dent function as transcription activators. Transcrip-
tional regulation of Hsf dependent genes in plants
is controlled by direct and indirect cooperation
between distinct Hsf members and by interaction
with chaperones. However our understanding of the
function of plant Hsf network is far from complete.
Certainly, they can functions as part of different sig-
nal transduction pathways operating in response to
environmental stress and during development.
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