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MOLEKULARNY MECHANIZM ENDOREDUPLIKACJI U ROSLIN WYZSZYCH

WPROWADZENIE

Rozw¢j roslin jest warunkowany szere-
giem procesow, wsrod ktorych waznag role
odgrywa cykl komoérkowy. Typowy cykl ko-
morkowy (mitotyczny) sklada sie nastepuja-
cych po sobie faz: G, S, G, i mitozy, pod-
czas ktorych zmienia sie zawartoS¢ DNA w
jadrze komorkowym. Komorki w fazie G,
zawieraja 2C jadrowego DNA [gdzie wartosc
C oznacza charakterystyczna dla danego or-
ganizmu zawarto§¢ DNA w calym zestawie
chromosoméw (n), niezaleznie od stopnia
ploidalnosci organizmu|, w G, — 4C, a w fa-
zie S — ilos¢ DNA posrednia miedzy 2C a
4C. Po fazie G, nastepuje mitoza (M) i cy-
tokineza, po ktérych powstaja dwie komor-
ki potomne posiadajace jadra z zawartoscia
DNA 2C (DECKERT 2000, SLIWINSKA 2008).

Alternatywna forme cyklu komoérkowego,
wystepujaca w komoérkach somatycznych ro-
slin, stanowi proces endoreduplikacji. Polega
on na amplifikacji jadrowego DNA, po ktérej
nie zachodzi mitoza. Pojedynczy cykl endore-
duplikacyjny, nazywany endocyklem, skltada
sie z fazy G, podczas ktorej komorka zwiek-
sza swoOj rozmiar i przygotowuje sie do repli-
kacji DNA oraz nastepujacej po niej fazy S.
W efekcie wystapienia tego procesu powstaja
endopoliploidalne komorki somatyczne, ktore
charakteryzuja sie wyzsza (>4C) zawartoscig
DNA w jadrze komorkowym (Ryc. 1). Endo-
poliploidalnosS¢ jest wiec zjawiskiem poliplo-
idyzacji (zwielokrotnienia zawartosci DNA)
komoérek somatycznych, w wyniku wystapie-
nia endoreduplikacji. Podczas endoreduplika-
cji liczba chromatyd ulega podwojeniu, lecz

nie podlegaja one segregacji, a tym samym
liczba chromosomow pozostaje niezmienio-
na. Nie obserwuje sie¢ rowniez zaniku i od-
budowy otoczki jadrowej oraz kondensacji i
dekondensacji chromatyny (MALUSZYNSKA i
wspoétaut. 2013). Pomimo iz endoreduplika-
cja wystepuje powszechnie w wielu typach
tkanek, u wigkszosci roslin okrytonasien-
nych, jej znaczenie nie zostalo do tej pory
ostatecznie wyjasnione. Jedna z hipotez za-
klada, ze endoreduplikacja odgrywa istotna
role we wzroscie i rozwoju rosliny, poniewaz
poprzez zwiekszenie zawartosci DNA naste-
puje zwiekszenie rozmiarow jadra, a w kon-
sekwencji réwniez catej komoérki i organu
(SABELLI i LARKINS 2009, REWERS i SLIWINSKA
2014). Endopoliploidalnos¢ moze réwniez
stanowi¢ rozwiazanie ewolucyjne, dzieki kto-
remu u roslin z malymi genomami endore-
duplikacja jest sposobem na zwiekszenie ilo-
Sci DNA, a zwlaszcza aktywnej transkrypcyj-
nie matrycy DNA (NAGL 1976). Zgodnie z ta
hipoteza endoreduplikacja powinna wystepo-
waé glownie u gatunkéw z malymi genoma-
mi, jednakze obserwuje sie zaréwno gatunki
o malych genomach, w ktorych nie zachodzi
endoreduplikacja, jak i gatunki z duzymi ge-
nomami, gdzie proces ten wystepuje (BAROW
i MEISTER 2003, REWERS i SLIWINSKA 2012).
Dzieki endoreduplikacji wzrasta ilos¢ aktyw-
nej transkrypcyjnie matrycy DNA, co moze
stanowi¢ mechanizm zwiekszajacy poziom
ekspresji genow (D’AMATO 1984). Prawdo-
podobne jest rowniez, ze przez zwickszenie,
poprzez endoreduplikacje, liczby kopii funk-
cjonalnych genéw organizmy staja sie bar-

Slowa kluczowe: CDK, cykliny, endocykl, endopoliploidalnos$é, polisomatycznos¢
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Ryc. 1. Histogram, uzyskany metoda cytometrii
przepltywowej, prezentujacy proces endoreduplika-
cji w strefie przejSciowej, miedzy korzeniem a hi-
pokotylem milodej siewki ogérka zwyczajnego (Cu-
cumis sativus). Jadra komoérkowe z zawartosciag
DNA >4C sa endopoliploidalne.

dziej odporne na niekorzystny wplyw srodo-
wiska (Kupo i KIMURA 2001).
Endoreduplikacja jest genetycznie de-
terminowanym procesem, na co wskazuja
badania BAROWA i MEISTERA (2003), ktorzy
analizujac poziom endopoliploidalnosci 54 ga-
tunkéw roslin nasiennych dowiedli, ze naj-
istotniejszym czynnikiem wplywajacym na
poziom endopoliploidalnosci jest pozycja tak-
sonomiczna. Potwierdzeniem tego zalozenia
sa rowniez badania gatunkéw nalezacych do
rodzaju kapusta (Brassica) (KuDO i KIMURA
2001) oraz odmian portulaki wielkokwiatowej
(Portulaca grandiflora) (MISHIBA i Mi 2000),
pomidora zwyczajnego (Solanum lycopersicum)
(SMULDERS i wspotaut. 1994) i buraka cukro-
wego (Beta vulgaris) (SLIWINSKA i LUKASZEWSKA
2005), gdzie u blisko spokrewnionych roslin
poziom endoreduplikacji jest podobny.
Zarowno w cyklu mitotycznym, jak i en-
doreduplikacyjnym wazna role odgrywaja
cyklicznie wspoéldzialajace ze soba biatka,
wsrod ktérych najwazniejsze to kinazy zalez-
ne od cyklin (ang. cyclin dependent kinases,
CDK) oraz ich biatka regulatorowe - cykliny
(ang. cyclins, CYC). U rzodkiewnika pospo-
litego (Arabidopsis thaliana), ktory jest ga-
tunkiem modelowym w badaniach roslin, zi-
dentyfikowano 12 réznych biatek CDK (typy
A-G) i 49 CYC (typy A-D, H, P, T) (WANG
i wspotaut. 2004, DE ALMEIDA ENGLER i
wspotaut. 2009). Biatka CDK po przytacze-

Tabela 1. Wykaz i funkcja najwazniejszych bialek bioracych udzial w cyklu mitotycznym i endoredu-

plikacyjnym.
Nazwa Funkcja
APC/C Kompleks promujacy Wysoko wyspecjalizowane biatko (1,7-MDa) o charakterze ligazy ubikwi-

anafaze/cyklosom (ang.
anaphase-promoting
complex/cyclosome)

tynowej E3, ktore rozpoznaje bialka posiadajace sekwencje destrukcji (D-
-box, KEN-box i A-box). Gléwnym jego celem sa regulatory cyklu komor-
kowego — mitotyczne cykliny A i B oraz PDS1/SECURIN. U A. thaliana

biatko to zbudowane jest z 11 podjednostek.

Do kinaz aktywujacych CDK u roslin naleza CDKF aktywujace kompleksy
CDKD/CYCH, ktore to nastepnie fosforyluja kompleksy CDK/CYC.

Aktywator APC/C. Wystepuja dwie formy genu CCS52: CCS52A i CCS52B.

Biatko CCS52A odpowiada za wystapienie endoreduplikacji, natomiast

CCS52B najprawdopodobniej za kontynuacje wystepowania endocykli. Gen

CCS52 jest homologiem genu Cdhl u ssakéw i Fzr u Drosophila melano-

Ser/Tre-specyficzna kinaza. Grupa biatek bioracych udziat w przejsciu
miedzy fazami cyklu komoérkowego. Sa aktywne po zwiazaniu z odpowied-
nimi CYC oraz po fosforylacji przez CAK. Fosforylacja Thr160 tych kinaz

indukuje zmiany konformacyjne pozwalajace na wlasciwe rozpoznanie sub-

CAK Kinazy aktywujace CDK
(ang. kinases activating
CDK)
CCS52 CELL CYCLE SWITCH 52
gaster.
CDK Kinaza zalezna od cyklin
(ang. cyclin dependent
kinase)
stratu.
CDKA Kinaza A zalezna od cy-

klin (ang. cyclin depen-
dent kinase A)

Kinaza zalezna od cyklin bioraca udzial w przejsciu z fazy G, do S oraz
G, do M. Zawiera motyw PSTAIRE w miejscu wiazania cyklin.
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CDKB Kinaza B zalezna od cy-
klin (ang. cyclin depen-
dent kinase B)

CKI Inhibitory CDK (ang.
CDK inhibitors)

CYC Cyklina (ang. cyclin)

CYCA Cyklina A (ang. cyclin A)

CYCB Cyklina B (ang. cyclin B)

CYCD Cyklina D (ang. cyclin D)

E2F/DP  Czynnik transkrypcyjny
E2F/DP (ang. adenovirus
E2 promoter-binding fac-
tor/dimerization partner)

WEE1 Kinaza WEE1 (ang.
WEE1 kinase)

ICK/KRP (ang. interactor of CDKs/

Kip-related protein)

Specyficzna dla roslin kinaza zalezna od cyklin, aktywna podczas przejscia
z fazy G,do M. Obejmuje dwie podrodziny bialek CDKB1 i CDKB2. Geny
CDKB1 ulegaja ekspresji bardzo wczesnie w cyklu komérkowym, podczas
fazy S i sa aktywne do M. Ekspresja CDKB2 wystepuje podczas przejscia
z fazy G, do M. Kinazy te w miejscu wiazania cyklin zawieraja motyw
PPTALRE (CDKBI1) lub PPTTLRE (CDKB2).

Reguluja aktywnos¢ CDK pod wplywem czynnikoéw rozwojowych i srodowi-
skowych. U roslin wystepuja dwa rodzaje CKI: KRP/ICK i SIM/SMR.

Wiaze sie¢ z CDK powodujac ich aktywacje. Obecne sa podczas calego
cyklu komérkowego. U A. thaliana zidentyfikowano 32 rodzaje cyklin (10
CYCA, 11 CYCB, 10 CYCD, 1 CYCH). Wykazuja czasowa ekspresje w cy-
klu komérkowym i sa degradowane przez APC/C.

Kontroluje faze S i przejscie z fazy G, do M.

Reguluje przejscie z fazy G, do M oraz cala mitoze.

Reguluje przejscie z fazy G, do S.

Czynnik transkrypcyjny kontrolujacy ekspresje genow bioracych udziat w
replikacji DNA. A. thaliana zawiera szes¢ typow E2F (E2Fa, E2Fb, E2Fc,
E2Fd/DEL2, E2Fe/DEL1 i E2Ff/DEL3). Trzy pierwsze E2F posiadaja jed-
na domene wiazania DNA i do prawidlowego dzialania wymagaja zwiazania
z DP. Natomiast trzy pozostate E2F posiadaja dwie domeny wiazania DNA,
co pozwala im zwiaza¢ sie z DNA jako monomery, niezaleznie od DP.
E2Fa i E2Fb sa aktywatorami transkrypcji genéw replikacji DNA, nato-

miast pozostale E2F sa jej represorami.
Kinaza tyrozynowa, ktéra inaktywuje CDK poprzez bezposrednia fosforyla-

cje Thrl4 i Thrl5, przez co hamuje wiazanie ATP i substratu.
Specyficzna dla roslin grupa inhibitorow kompleksow CDK/CYC. ICK/KRP
wystepujace u A. thaliana dziela sie na dwie grupy w zaleznosci od tego,
czy wiaza sie z CDKA (ICK1/KRP1, ICK2/KRP2, ICK6/KRP3), czy z CYCD
(ICK4/KRP6, ICKS5/KRP7). ICK7/KRP4 wiaza sie zarowno z CDKA, jak i z

CYCD.

niu CYC tworza aktywny kompleks CDK/
CYC, ktory odpowiedzialny jest za regula-
cje punktow kontrolnych cyklu mitotyczne-
go miedzy faza G, i S oraz G, i M (Ryc. 2)
(DECKERT 2000, OKELLO i wspélaut. 2016).
Dzialanie kompleksow CDK/CYC polega na
uruchamianiu kaskadowych reakcji fosfory-
lacji i defosforylacji biatek uczestniczacych
w okreslonych fazach cyklu komorkowego
(DECKERT 2000). W klasycznym cyklu komoér-
kowym podczas przejscia z fazy G, do fazy
S, CDKA tworzy kompleks z CYCD, ktéry po
aktywacji, prowadzi do destrukcji kompleksu
RBR1-E2Fc-DP (represora genow replikacji
DNA; ang. retinoblastoma-related-1/E2Fc/di-
merisation partner) oraz do fosforylacji kom-
pleksu RBR1-E2Fa-DP (ang. retinoblastoma-
-related-1/E2Fa/dimerisation partner), dzieki
czemu uwolniony zostaje czynnik transkryp-
cyjny E2Fa-DP, ktory jest aktywatorem ge-
now fazy S cyklu komoérkowego (INZE i DE
VEYLDER 2006). W kontroli przejscia z fazy
G, do M uczestnicza CDKA i CDKB wraz z
CYCA i CYCB, ktorych ekspresja ma miej-
sce odpowiednio w fazach S-G, i G,-M (DE
ALMEIDA ENGLER i wspoélaut. 2009). Powsta-

ja kompleksy CDKA/B z CYCA/B, ktore po
aktywacji stymuluja ekspresje genow odpo-
wiedzialnych za podzial mitotyczny. Wyjscie
z mitozy nastepuje w wyniku degradacji cy-
klin mitotycznych przez kompleks promujacy
anafaze/cyklosom (ang. anaphase promoting
complex/cyclosome, APC/C) aktywowany
przez bialko CCS52 (ang. cell cycle switch
52) (Tabela 1) (INZE i DE VEYLDER 2006).
Aktywnosé cyklu komérkowego oraz en-
doreduplikacyjnego jest regulowana na kilku
poziomach. Zmiana aktywnosci CDK moze
wynikaé ze zmniejszenia dostepnosci CYC w
wyniku zablokowania ich transkrypcji oraz
zmian statusu fosforylacji CDK. Fosforyla-
cja 160 treoniny (Thr160) w strukturze CDK
nastepuje w wyniku reakcji katalizowanej
przez biatka CDKF oraz kompleksy CDKD/
CYCH i jest warunkiem niezbednym, aby
CDK byty aktywne (VANDEPOELE i wspoétaut.
2002). Aktywnos¢ CDK moze byC¢ rowniez
negatywnie regulowana poprzez fosforylacje
podjednostki CDK przez kinaze WEE1l oraz
poprzez ich interakcje z inhibitorami kinaz
biatkowych zaleznych od cyklin (ang. cyc-
lin dependent kinases inhibitor, CKI) takich



MONIKA REWERS

478
=
CDKB \/
CYCA
CYeA
APCCCSEZA/C

Inaktywacja MPF

CDKA

fovea '

(P) o5
> RBR1 \:EZF(:: o

Ekspresja gendw
replikacji DNA

ENDOCYKL

CDKA

CDKA

.......

CYCA

Ryc. 2. Schemat molekularnego mechanizmu endoreduplikacji u roslin wyzszych. Zablokowanie mitozy
zachodzi poprzez inaktywacje kompleksu MPF (CYCB/CYCA) po zwiazaniu z ICK/KRP lub degradacje
przez APCCCS52A/C. Podczas endocyklu aktywny kompleks CDKA/CYCD powoduje fosforylacje RBR1/
E2Fa/DP i uwolnienie E2Fa/DP prowadzac do replikacji DNA. Na schemacie nieciagla linia oznaczono
brak aktywnosci biatek/czynnikéw. Szczegdltowy opis w tekscie.

jak: ICK/KRP (ang. interactors of CDK/Kip
related proteins) oraz SIM/SMR (ang. SIA-
MESE/SIAMESE related proteins) (WANG i
wspoétaut. 2004). Moze by¢é ona réwniez re-
gulowana na poziomie potranslacyjnym po-
przez ukierunkowana degradacje CYC oraz
innych bialek cyklu komoérkowego przez AP-
C/C (JOUBES i CHEVALIER 2000, BRAMSIEPE i
wspotaut. 2010).

INICJACJA ENDOREDUPLIKACJI

Przejscie z cyklu mitotycznego do en-
doreduplikacji nastepuje w fazie G,, kiedy
komorka przygotowuje sie do mitozy (KRAW-
CzYK i WASEK 2011). Dlatego tez, aby wy-
stapita endoreduplikacja musi nastapi¢ za-
blokowanie mechanizméw odpowiadajacych
za zapoczatkowanie mitozy, przy jednocze-
snym zniesieniu barier odpowiadajacych za
wystapienie replikacji DNA tylko raz w ca-
tym cyklu, a nastepnie zainicjowanie kolej-
nej replikacji DNA (SUGIMOTO-SHIRASU i RoO-
BERTS 2003). Zmiana cyklu mitotycznego na
endoreduplikacyjny wiaze si¢ wiec z inakty-
wacja czynnika promujacego mitoze (MPF),
bedacego kompleksem mitotycznych CDK/
CYC, co w efekcie blokuje przejscie komor-
ki przez punkt kontrolny miedzy faza G, i
M (Ryc. 2) (JOHN i QI 2008). Zredukowanie
aktywnosci komplekséw CDK/CYC moze

odbywac sie poprzez regulacje na poziomie
transkrypcyjnym, proteolize lub interakcje z
CKI.

Zmniejszenie dostepnosci CYC jest wyni-
kiem zahamowania ich transkrypcji lub ich
degradacji pod wplywem czynnikéw rozwo-
jowych i Srodowiskowych (JOHN i Q1 2008).
SCHNITTGER i wspoétaut. (2002) wykazali, zZe
CYC mitotyczne (CYCB1;1 i CYCBI1;2) nie
ulegaja ekspresji we wloskach epidermal-
nych (trichomach) A. thaliana, w ktérych
zachodzi  endoreduplikacja. Jednoczesnie
wykazali, ze nadekspresja genu cycBI;2 re-
dukuje liczbe endocykli i indukuje podziaty
komoérkowe, prowadzac do powstania wielo-
komoérkowych wtoskéw epidermalnych, ktore
u roslin niezmutowanych sa jednokomoérko-
we i endopoliploidalne. Zaobserwowano réw-
niez, ze podczas rozwoju bielma kukurydzy
zwyczajnej (Zea mays), w fazie gdy nastepu-
je zmiana cyklu mitotycznego na endoredu-
plikacyjny, nastepuje zmniejszenie ekspresji
cycB (SUN i wspétaut. 1999a). U A. thaliana,
czynnik transkrypcyjny TCP15 odpowiada
za regulacje endoreduplikacji poprzez wigza-
nie do promotora genow cycA2;3 oraz RBR,
modulujac tym samym ekspresje wielu in-
nych genéw cyklu komoérkowego (LI i wspol-
aut. 2012). Podobnie, czynnik transkryp-
cyjny TCP20, wykryty u A. thaliana, wiaze
sie z promotorem cycBI;1 pozytywnie regu-
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lujac ekspresje genu cycBI;1 (LI i wspol-
aut. 2005). Roéwniez czynniki transkrypcyjne
MYB, wykryte u tytoniu zwyczajnego (IVi-
cotiana tabacum), odpowiadaja za kontrole
ekspresji cycB; MYBB powoduja zahamowa-
nie ekspresji cycB, a MYBA ich aktywacje
(BoNIOTTI i GRIFFITH 2002). Pomimo licznych
badan nadal nie jest jednak znany doklad-
ny mechanizm regulacji dostepnosci CYC na
etapie ich ekspresji.

Inhibicja kompleksu MPF, a przez to
zapoczatkowanie procesu endoreduplikacii,
moze zachodzi¢ nie tylko poprzez hamo-
wanie ekspresji genow kodujacych -cykliny
mitotyczne (CYCA i CYCB), ale réwniez po-
translacyjnie, poprzez kierowanie tych cyklin
do degradacji (INZE i DE VEYLDER 2006). Cy-
kliny mitotyczne maja tzw. motyw destruk-
cji (D-box), czyli sekwencje rozpoznawang
przez kompleks APC/C, ktory pelni funkcje
ligazy ubikwitynowej E3 i kieruje biatka do
degradacji (DE VEYLDER i wspotaut. 2011,
ELoy i wspétaut. 2015). Kompleks APC/C
jest multiproteing zlozona z 11 gléwnych
podjednostek, ktora jest regulowana przez
kilka aktywatorow i inhibitoréw (BREUER i
wspotaut. 2014). Do aktywatorow APC/C
naleza biatka: CCS52, CDC20 (ang. cell
division cycle 20) i SAMBA (LIMA i wspol-
aut. 2010, ELoy i wspotaut. 2012). CCS52
odpowiedzialne jest za zablokowanie cyklu
mitotycznego i indukcje endoreduplikacji u
roslin poprzez aktywacje APC/C i skierowa-
nie CYC mitotycznych do degradacji przez
proteosom 26S (MATHIEU-RIVET i wspétaut.
2010). To, ze aktywnos¢ biatka CCSS52 po-
woduje wystapienie endoreduplikacji w roz-
nych organach roslin, zostalo potwierdzone
w brodawkach korzeniowych roslin z rodzi-
ny bobowatych (Fabaceae), rozwijajacych sie
owocach pomidora oraz w liSciach, tricho-
mach i korzeniach A. thaliana (VINARDELL i
wspoélaut. 2003, LARSON-RABIN i wspoblaut.
2009, VANSTRAELEN i wspoétaut. 2009, KASI-
LI i wspotaut. 2010, CHEVALIER i wspolaut.
2011). Utrata funkcji genu ccs52A powo-
duje obnizenie poziomu endoreduplikacji, a
jego nadekspresja powoduje jego zwieksze-
nie (DE VEYLDER i wspélaut. 2011). Potwier-
dzeniem udzialu genu ccs52A w procesie
endoreduplikacji, sa badania jego ekspresji
podczas rozwoju brodawek korzeniowych
Medicago truncatula, lucerny siewnej (Me-
dicago sativa), tubinu biatego (Lupinus al-
bus) i Lotus japonicus (CEBOLLA i wspoétaut.
1999, VINARDELL i wspotaut. 2003, GON-
ZALEZ-SAMA 1 wspotaut. 2006). Zaobserwo-
wano, ze ekspresja genu CCS52A wzrasta w
czasie roznicowania sie komorek brodawki
i jest pozytywnie skorelowana z poziomem
endopoliploidalnosci oraz wielkoscia tych
komorek (CEBOLLA i wspolaut. 1999). Obni-

zenie ekspresji tego genu u roslin M. trun-
catula spowodowalo zaburzenia w rozwoju
brodawek korzeniowych: obnizenie poziomu
endopoliploidalnosci symbiotycznych komo-
rek, zmniejszenie ich rozmiaréw, niewystar-
czajaca infekcje bakteriami oraz szybsze sta-
rzenie sie brodawek i ich zamieranie (VINAR-
DELL i wspélaut. 2003). U A. thaliana wy-
kazano, ze biatko CCS52A jest pozytywnym
regulatorem endoreduplikacji, a mutacje w
jego genie réwniez powoduja obnizenie en-
dopoliploidalnosci i rozmiaréw komérki. Po-
nadto wykazano, ze w genomie A. thaliana
wystepuja dwie kopie tego genu: CCS52A1 i
CCS52A2. Dowiedziono, ze CCS52A2 odpo-
wiada za przejScie z cyklu mitotycznego do
endoreduplikacyjnego oraz za wystapienie
pierwszego endocyklu (4C—8C), a CCS52A1
za wystapienie kolejnych endocykli (>8C)
(BALOBAN i wspoétaut. 2013). Podczas rozwoju
lisci A. thaliana zaobserwowano, ze najpierw
wzrasta ekspresja CCS52A2, a podczas dal-
szego rozwoju lisci, réwniez CCS52A1 (BA-
LOBAN i wspoétaut. 2013). Potwierdzeniem
udzialu genu ccs52A w procesie endoredu-
plikacji sa rowniez badania owocéw pomi-
dora, gdzie podczas zwiekszania rozmiaréow
komoérek owocni zaobserwowano wzrost eks-
presji genu CCS52A wraz ze wzrostem in-
tensywnosci endoreduplikacji (MATHIEU-RIVET
i wspotaut. 2010). Swiadczy to o waznej roli
genu ccs52A 1 powiazanego z nim szlaku
proteolizy biatek cyklu komoérkowego w re-
gulacji endoreduplikacji na etapie przejscia
przez punkt kontrolny G,/M (VINARDELL i
wspotaut. 2003, BALOBAN i wspoétaut. 2013).

SAMBA, kolejny specyficzny dla roslin
aktywator kompleksu APC/C, zostal ziden-
tyfikowany jako negatywny regulator cy-
klu mitotycznego podczas embriogenezy i
wczesnego rozwoju siewki (ELOY i wspélaut.
2012). Dzialanie tego biatka polega na fi-
zycznej interakcji z CYCA2, ktora skutku-
je ich degradacja. Inaktywacja genu SAM-
BA powoduje stabilizacje poziomu CYCA i
zwiekszenie liczby cykli mitotycznych, co ob-
jawia sie powiekszeniem regionu merystema-
tycznego, zwiekszeniem rozmiaréw nasion,
lisci i korzeni, ale réwniez wystepowaniem
defektow podczas tworzenia gamet meskich.
Co ciekawe, mutacja w tym genie nie wply-
wa negatywnie na poziom endoreduplikacji
w lisciach, a wrecz przeciwnie, powoduje ze
mutanty samba maja wyzszy poziom endo-
poliploidalnosci w tym organie niz rosliny
typu dzikiego (ELOY i wspoétaut. 2012). Do
inhibitorow APC/C specyficznych dla roslin
nalezy natomiast biatko UVI4 (ang. ultravio-
let-b-insensitive 4), ktore poprzez bezposred-
nia interakcje z CCS52A1 blokuje aktywnosé
APC/C, hamujac destrukcje CYCA2;3. Pro-
wadzi to do stabilizacji cyklu mitotycznego
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i zapobiega wystapieniu endoreduplikacji.
Mutacja w genie uvi4 prowadzi natomiast
do zablokowania mitozy i przejScia do cyklu
endoreduplikacyjnego (HEYMAN i DE VEYLDER
2012).

Aktywnos¢ MPF moze by¢ réwniez za-
hamowana na poziomie potranslacyjnym
poprzez interakcje CDK 2z ich inhibitorami
ICK/KRP. Biatka te wiaza sie z kompleksami
CDK/CYC, hamujac aktywnos¢ kinazy, przy
czym poszczegdlne biatka nalezace do rodzi-
ny ICK/KRP wykazuja specyficznos¢ wzgle-
dem réznych komplekséw CDK/CYC (Ryc.
2) (WANG i wspoélaut. 2007). W roslinach A.
thaliana wykazujacych silna nadekspresje
genow [CK/KRP, poziom endopoliploidalno-
Sci ulega redukcji, natomiast w liniach wy-
kazujacych umiarkowana ekspresje endopo-
liploidalnos¢ wzrasta (DE VEYLDER i wspol-
aut. 2001, WEINL i wspoétaut. 2005, WANG i
wspotaut. 2008). Najprawdopodobniej, dzia-
tanie ICK/KRP uzaleznione jest od ich ste-
zenia; w pierwszej kolejnosci wiaza sie z mi-
totycznymi kompleksami CDK/CYC blokujac
mitoze i stymulujac wystapienie endoredupli-
kacji. Jesli natomiast wystepuja w nadmia-
rze, wiaza sie rowniez z kompleksami CDK/
CYC fazy S, blokujac zaréwno mitoze, jak
i endoreduplikacje (WANG i wspoétaut. 2007,
DE VEYLDER i wspétaut. 2011). Wykazano
rowniez, ze biatka ICK2/KRP2 sa fosforylo-
wane przez CDKB, co powoduje skierowanie
ich do proteolitycznej degradacji, i w nastep-
stwie, utrzymanie wysokiego poziomu CDKA
wymaganego do zajScia mitozy. Natomiast,
gdy aktywnos¢ CDKB spada, biatko ICK2/
KRP2 jest zdolne do inaktywacji CDKA, co
powoduje wystapienie endoreduplikacji (BIs-
BIS i wspotaut. 2006). Dane te potwierdzaja
udziat ICK/KRP w zmianie cyklu mitotycz-
nego na endoreduplikacyjny. Chociaz eks-
presje genoéw ICK/KRP wykryto w wiekszosci
tkanek roslinnych, obserwuje sie zroznico-
wanie w ekspresji poszczegolnych rodza-
jow ICK/KRP. Na przyktad, ekspresja ICKI1/
KRP1 i ICK2/KRP2 zachodzi w tkankach, w
ktorych wystepuje endoreduplikacja, ale nie
w apikalnym merystemie pedu i tkance na-
czyniowej, ekspresja genu KRP3 zachodzi w
tkankach aktywnych metabolicznie, ale nie
w korzeniach i kwiatach, natomiast ekspre-
sje genéw KRP4 i KRP5 obserwuje sie glow-
nie w proliferujacych komoérkach (ORMENESE
i wspotaut. 2004). Podczas rozwoju owocu
pomidora najwyzsza ekspresja genu KRPI
zbiega sie z zakonczeniem fazy intensywnych
podzialow mitotycznych i wystapieniem cykli
endoreduplikacyjnych, a z kolei najwyzsza
ekspresja KRP2 wystepuje w fazie dojrzewa-
nia (BISBIS i wspoétaut. 2006). Moze to su-
gerowac¢ udzial roznych genow ICK/KRP w
cyklu mitotycznym i endoreduplikacyjnym,

w zaleznosci od typu sygnalu rozwojowego
badz srodowiskowego (ORMENESE i wspotaut.
2004).

Podobne dziatanie wykazuja biatka SIA-
MESE (SIM) i SIAMESE-RELATED PROTE-
INS (SMR), posiadajace miejsce wiazania
CDK i CYC, ktoérych funkcja jest zabloko-
wanie mitozy i stymulacja endoreduplikacji
(OKELLO i wspotaut. 2016). Ekspresja genu
SIM zostala wykryta w trichomach oraz
w strefie elongacyjnej korzenia A. thalia-
na (WALKER i wspélaut. 2000, CHURCHMAN
i wspotaut. 20006). W badaniach trichomoéw
A. thaliana mutacja genu SIM spowodowa-
la stymulacje podziatow komoérkowych i, w
efekcie, powstanie wielokomoérkowych tricho-
mow o zredukowanym poziomie endopoliplo-
idalnosci, w porownaniu do typu dzikiego. Z
kolei zwiekszona ekspresja SIM spowodowala
powstanie duzych, wysoko-endopoliploidal-
nych komoérek lisci (CHURCHMAN i wspotaut.
2006). Sugeruje to, ze produkt genu SIM
jest represorem mitozy, umozliwiajacym zaj-
Scie endoreduplikacji (WALKER i wspoétaut.
2000). Najprawdopodobniej SIM, wspélnie z
CCS52A1, prowadza do obnizenia ilosci CYC
mitotycznych, co skutkuje wystapieniem en-
doreduplikacji w trichomach A. thaliana (Ka-
SILI i wspétaut. 2010). Przypuszcza sie, ze
SIM blokuje transkrypcje CYC mitotycznych,
jednakze do tej pory nie ustalono w jaki
sposéb - by¢é moze poprzez inhibicje fosfo-
rylacji czynnikow transkrypcyjnych MYB3R
lub innych czynnikéw transkrypcyjnych fazy
G,/M. Akumulacja bialek SIM blokuje roz-
poczecie transkrypcyjnego programu G,/M,
a ekspresja ccs52A1 dodatkowo wzmacnia
blokade wywolana przez SIM i zabezpiecza
niski poziom CDK, aby mogla zajs¢ ponow-
na replikacja DNA (KAsILI i wspétaut. 2010).

Aktywnos¢ mitotycznych CDK moze byc¢
rowniez redukowana poprzez kinaze WEEL.
Ekspresje genu WEEI wykryto zarowno w
dzielacych sie komoérkach lisci, korzeni oraz
kwiatach A. thaliana i kukurydzy, jak i w
endopoliploidalnych komoérkach owocni po-
midora i bielma kukurydzy (SuN i wspétaut.
1999b; GONZzALEZ i wspélaut. 2004, 2007).
Wykazano, ze biatko WEE1 przylacza sie do
kompleksow CDKA/CYCB, negatywnie re-
gulujac ich aktywno§¢ poprzez fosforylacje
CDKA, ktora powoduje zablokowanie wigza-
nia ATP i rozpoznawania substratu przez te
biatka (DE SCHUTTER i wspoétaut. 2007). DE
SCHUTTER i wspétaut. (2007), analizujac mu-
tanta A. thaliana pozbawionego genu WEEI
zaobserwowali, ze gdy rosliny rosna w opty-
malnych warunkach, nie obserwuje sie zad-
nych zaburzen ani w cyklu mitotycznym,
ani w endoreduplikacyjnym. Udowodniono
jednak, ze gen WEE] jest aktywowany pod-
czas uszkodzenia DNA i ze jego funkcja jest
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zabezpieczenie komorki przed rozpoczeciem
mitozy zanim naprawa i replikacja DNA sie
zakonczy. Zarowno w rozwijajacych sie owo-
cach pomidora, jak i w bielmie kukurydzy,
ekspresja WEE1 wystepuje na poczatku roz-
woju w fazie aktywnych podziatow, jednak
znaczaco wzrasta, kiedy nastepuja intensyw-
ne cykle endoreduplikacyjne i powiekszanie
sie komoérek tych tkanek (SUN i wspoétaut.
1999b, GONZALEZ i wspoétaut. 2004, CHEVA-
LIER i wspoétaut. 2011). Analiza cytometrycz-
na owocow pomidora, w ktorych zmniejszo-
na zostala ekspresja genu WEEI, wykazala
zmniejszenie udzialu endopoliploidalnych ko-
morek, co w efekcie doprowadzitlo do zmniej-
szenia rozmiaru owocow. W porownaniu
do roslin typu dzikiego, w owocni roslin ze
zmniejszona ekspresja genu WEEI nie zaob-
serwowano obecnosci jader 64C, a udzial ja-
der 16C i 32C zmniejszyt sie z 61% do 34%.
Wykazano réwniez, ze zmniejszenie ekspres;ji
genu WEEI nie wplywa na proces mitozy,
poniewaz liczba warstw komorek owocni nie
ulegla zmianie (GONZALEZ i wspélaut. 2007).
Wyniki te sugeruja, ze WEE1 bierze udziat
w regulacji endoreduplikacji, zabezpieczajac
przed przedwczesnym rozpoczeciem kolejne-
go endocyklu, oraz odpowiada za dlugosé
fazy G determinujac wielkos¢ komoérki (SUN
i wspoélaut. 1999b, GONZALEZ i wspélaut.
2007, CooK i wspélaut. 2013).

Po zablokowaniu mitozy, w procesie en-
doreduplikacji musi nastapi¢ aktywacja re-
plikacji DNA, czyli przejscie z fazy G do
fazy S cyklu komoérkowego. Przeprowadzone
badania sugeruja, ze glowna role w regula-
cji tego przejsScia odgrywa szlak RBR1/E2F/
DP (DE VEYLDER i wspoélaut. 2003). Szlak
ten kontroluje ekspresje szeregu genow fazy
S i odgrywa kluczowa role w regulacji en-
doreduplikacji (SABELLI i LARKINS 2009). De-
fosforylowane biatko RBR1 wiaze czynniki
transkrypcyjne E2F-DP, ktére sa waznymi
regulatorami genow niezbednych do syntezy
DNA, blokujac tym samym ich aktywnosc¢
i synteze DNA. Po fosforylacji RBR1 przez
kompleks CDKA/CYCD nastepuje jego inak-
tywacja i uwolnienie czynnikow transkryp-
cyjnych E2Fa/DP, ktore powoduja ekspresje
genow fazy S takich jak: ORC, MCM, CDC6a
i CDT1, odpowiadajacych za inicjacje repli-
kacji DNA (Ryc. 2) (DE VEYLDER i wspétaut.
2003, DE ALMEIDA ENGLER i wspoélaut. 2009).
Obnizenie ekspresji RBRI u A. thaliana i ty-
toniu powoduje przedtuzenie fazy prolifera-
cji, wzrost ekspresji E2Fa oraz specyficzng
stymulacje endoreduplikacji w réznicujacych
sie organach/tkankach (SABELLI i LARKINS
2009). Roéwniez zwiekszenie ekspresji czyn-
nikéw transkrypcyjnych, takich jak E2Fa i
DPa, stymuluje proces endoreduplikacji (DE
VEYLDER i wspoélaut. 2011).

WYSTEPOWANIE KOLEJNYCH
ENDOCYKLI

W przeciwienstwie do coraz lepszego po-
znania mechanizmoéw inicjacji endoredupli-
kacji, stosunkowo niewiele wiadomo, w jaki
sposob proces endoreduplikacji jest konty-
nuowany. Prawdopodobnie, kazda runda en-
doreduplikacji wymaga zmieniajacego sie na
przemian niskiego i umiarkowanego poziomu
aktywnosci CDK. Wyniki dotychczasowych
badan wskazuja, ze istotng role w zacho-
dzeniu kolejnych endocykli odgrywaja CDKA
(DE VEYLDER i wspoétaut. 2011). Potwierdzaja
to badania mutanta cdka;1 A. thaliana, w
ktérym wystepuje zwiekszona liczba komo-
rek w fazie G, przy jednoczesnym zmniej-
szeniu intensywnosci endoreduplikacji (Dis-
SMEYER i wspotaut. 2009). Za kontynuacje
wystepowania endocykli (>8C) najprawdo-
podobniej odpowiada réwniez gen ccs52A1,
zidentyfikowany podczas rozwoju lisci A.
thaliana, ktorego ekspresja wzrasta podczas
dalszego rozwoju lisci, po tym jak endoredu-
plikacja zostanie zainicjowana przez ccs52A2
(BALOBAN i wspotaut. 2013).

Prawdopodobnymi kandydatami, biora-
cymi udzial w zachodzeniu kolejnych en-
docykli, sa rowniez biatka z rodziny ICK/
KRP, ktore wigza kompleksy CDKA/CYCD.
Nadekspresja ICK1/KRP1 lub ICK2/KRP2
u A. thaliana w komérkach aktywnych mi-
totycznie powoduje zablokowanie podziatow
komoérkowych i stymuluje endoreduplikacje
(WEINL i wspoétaut. 2005). Natomiast nade-
kspresja tych genow w komoérkach postmito-
tycznych hamuje endoreduplikacje (DE VEYL-
DER i wspoélaut. 2001). Najprawdopodobniej
ten podwéjny efekt wynika z tego, ze sposéb
dziatania ICK/KRP jest uzalezniony od ich
stezenia; niskie stezenie powoduje zabloko-
wanie cyklu mitotycznego i stymulacje en-
doreduplikacji, natomiast za wysokie blokuje
rowniez endoreduplikacje.

Badania kartowatych mutantéow A. tha-
liana, ktére maja mutacje w podjednostkach
topoizomerazy VI wykazuja rowniez, ze en-
zym ten jest niezbedny do zajscia kolejnych
endocykli (> 8C) (KIRIK i wspoétaut. 2007).
Jednak dokladny mechanizm dzialania i
jego funkcja podczas endoreduplikacji nie sa
do konca poznane.

TERMINACJA ENDOREDUPLIKACJI

Wigkszos¢ zidentyfikowanych regulatorow
endoreduplikacji bierze udzial w inicjacji en-
doreduplikacji i nie jest wiadomo, czy istnie-
je mechanizm, ktory odpowiada za termina-
cje czy tez zablokowanie endocykli. Wyniki
badan wskazuja na mozliwe zaangazowanie
kilku biatek w proces terminacji endoredu-
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plikacji. IMAI i wspoétaut. (2006), badajacy
mutanty cycA2;3 A. thaliana wykazali, ze
CYCA2;3 tworzy kompleks z CDKAI1l, ktory
jest zaangazowany w terminacje endoredu-
plikacji, najprawdopodobniej przez obnizenie
aktywnosci kompleksoéw replikacyjnych. Co
wiecej, w trichomach A. thaliana zostal zi-
dentyfikowany czynnik transkrypcyjny GTL1
(GT-2-LIKE1), ktoéry moze roéwniez odpowia-
da¢ za terminacje endocykli. W normalnych
warunkach ekspresja GTLI zachodzi dopie-
ro, gdy trichomy wytworza rozgaltezienia i
osiagaja maksymalna wielkosé. Utrata funk-
cji tego genu nie wplywa na powstawanie
i rozgalezianie sie trichomoéw, ale prowadzi
do wystapienia dodatkowej rundy endoredu-
plikacji i przedtuzonego wzrostu trichomow.
Mutacja w genie GTLI modyfikuje ekspresje
regulatorow cyklu komorkowego, wplywajac
w ten sposob na terminacje wystepowania
endocykli. Ekspresje genu GTLI zaobser-
wowano rowniez w poznych fazach roéznico-
wania sie tkanek, w korzeniach i ptatkach
kwiatow A. thaliana (BREUER i wspoélaut.
2010).

PODSUMOWANIE

Liczne badania procesu endoreduplika-
cji pozwolily w duzym stopniu poznac¢ ten
powszechny w S$wiecie roslin proces. Jed-
nak nadal nie ustalono jego funkcji i nie
jest wiadomo dlaczego u jednych roslin en-
doreduplikacja wystepuje, a u innych nie.
Dopiero dokladne poznanie mechanizméw
molekularnych i czynnikéw regulujacych en-
doreduplikacje pozwoli odpowiedzie¢ na te
pytania. Co wiecej, poznanie mechanizmow
molekularnych  endoreduplikacji umozliwi
skuteczna manipulacje genetyczna tym pro-
cesem, co moze mie¢ duze znaczenie w ho-
dowli roslin w celu zwiekszenia plonu oraz
jakosci produktéw rolniczych.
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niniejszej pracy.

Streszczenie

Proces endoreduplikacji stanowi alternatywna forme
cyklu komorkowego, podczas ktorej nastepuje amplifika-
cja jadrowego DNA, po ktorej nie zachodzi jednak mitoza
i podzial komorki. Mechanizm molekularny tego procesu
w duzej mierze opiera sie¢ na biatkach uczestniczacych w
typowym cyklu komérkowym i polega na zablokowaniu
mitozy wraz z ponownym zainicjowaniem replikacji DNA.
W endoreduplikacji wazna role odgrywaja kinazy zalezne
od cyklin oraz ich biatka regulatorowe - cykliny. Pod-
czas tego procesu aktywnos¢ tych biatek jest regulowana

na poziomie transkrypcyjnym i potranslacyjnym. Zmiana
aktywnosci kinaz zaleznych od cyklin moze wynikac¢ ze
zmniejszenia dostepnosci cyklin w wyniku zablokowania
ich transkrypcji oraz ze zmian statusu fosforylacji kinaz
zaleznych od cyklin. Moze by¢ réwniez negatywnie regu-
lowana poprzez fosforylacje podjednostki kinazy zaleznej
od cyklin przez kinaze WEE1l oraz poprzez interakcje
z inhibitorami kinaz zaleznych od cyklin. Regulacja na
poziomie potranslacyjnym polega natomiast na ukierun-
kowanej destrukcji cyklin przez kompleks promujacy
anafaze/cyklosom. Szczegélowe omoéwienie mechanizméw
molekularnych tego procesu zostalo przedstawione w po-
nizszym artykule.
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MOLECULAR MECHANISM OF ENDOREDUPLICATION IN HIGHER PLANTS

Summary

Endoreduplication represents an alternative form of the cell cycle in which nuclear DNA amplification occurs,
but it is not followed by mitosis and cell division. The molecular mechanism of this process is largely based on
proteins involved in typical cell cycle and involves block of mitosis and re-initiation of DNA replication. Cyclin-
dependent kinases and theirs regulatory proteins — cyclins are the key components of endoreduplication. During
the process, activity of these proteins is regulated at the transcriptional and post-translational levels. Changes in
the activity of cyclin dependent kinases may be due to a reduced availability of cyclins resulting from blocking of
respective genes transcription and to changes in the status of cyclin-dependent phosphorylation of kinases. It can
be also negatively regulated by phosphorylation of the cyclin-dependent kinase subunit by kinase WEE1, and by in-
teraction with inhibitors of cyclin dependent kinases. Post-translational regulation occurs via targeted destruction of
cyclins by the anaphase promoting complex/cyclosome. A detailed discussion of the molecular mechanism of these
processes is presented in this article.
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