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Plant defensins
Summary

Many plants possess antimicrobial peptides (AMP) constitutively expressed
or induced after infection. These families of peptides include four cysteine-type
peptides: hevein and knottin-type peptides, lipid transfer proteins, plant
defensins and thionins. Plant AMP are basic, cystein-rich peptides with molecu-
lar masses of approximately 5 kDa. They are mainly identified in perypheral cell
layer of plants. These peptides may have an important role to play in the protec-
tion of plants from microbial infection, and they might prove to be useful tools
for the genetic engineering of fungal and other patogen resistance in transgenic
plants. Plant defensins family show very limited sequence conservation.

Key words:
plant defensins family.

1. Wstep

Na podstawie analizy czynnikow zaangazowanych w obrone
roslin przed r6znymi patogenami wykazano, ze w procesie tym
bierze udziatl kilka rodzajoéw biatek, nalezacych do co najmniej
7 rodzin, jak na przyktad: tioniny, defensyny, biatka przenoszace
lipidy, peptydy podobne do heweiny (ang. hevein-like peptides),
peptydy zawierajace w strukturze ,wezet cysteinowy” (ang. knot-
tin-like peptides), peptydy bogate w reszty glicynowe (GRP, ang.
glycine-rich peptides), biatka Ib-AMP czy homologi MBP-1. Wiek-
szo$¢ z nich to peptydy kationowe, bogate w reszty cysteino-
we, o aktywnosci przeciwbakteryjnej, przeciwgrzybowej (AMP,
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ang. antimicrobial peptides), niekiedy przeciwwirusowej. Niektore sg toksyczne dla
komorek ssaczych, natomiast nie sg toksyczne dla komorek roslinnych — tabela 1
(1-5).

Tabela 1

Niskoczasteczkowe biatka obronne u roslin (wg 5)

Rodzina biatek Przedstawiciel Liczba aminokwasGw
W czgsteczee
defensyny Rs-AFP2 z rzodkiewki 51
tioniny o-purotionina z pszenicy 45
LTP (ang. lipid transfer proteins) Ace-AMP1 z szartatu 93
typu heweiny Ac-AMP2 7z szartatu 30
typu wezla (ang. knottin-type) Mj — AMP1 36
biatka izolowane z Macadamia integrifolia MiAMP1 z Macadamia integrifolia 76
biatka izolowane z Impatiens balsamina (niecierpek) | Ib-AMP1 z niecierpka 20
cyklotydy kalata B1 29

Peptydy te, poza stalymi pozycjami cystein, dwéch glicyn i jedng reszta kwasu
glutaminowego, maja mato zachowawczg sekwencje aminokwasowg. Huang i wsp.
(6), uwzgledniajac w czasteczkach AMP ilo$¢ reszt cysteinowych, wyréznili trzy typy
defensyn: typu tioniny, typu o strukturze wezta (ang. knottin-type) oraz peptydy typu
heweiny. Peptydy o strukturze wezta majg w czasteczce sze$¢ reszt cysteinowych,
natomiast typu tioniny i heweiny — osiem. AMP izolowano z réznych tkanek i orga-
noéw roslinnych, jak réwniez z plynu pozakomoérkowego.

2. Tioniny

Tioniny stanowia rodzine homologicznych peptydow, do ktorej zalicza sie puro-
tioniny, wyizolowane jako pierwsze z nasion pszenicy i ich homologi (np. wiskotok-
syny, foratoksyny i krambiny), otrzymane z roslin réznych gatunkow (1-8). Wyste-
puja one w réznych tkankach roslinnych, nasionach, todygach, korzeniach, w prze-
strzeni miedzykomérkowej, zazwyczaj w formie monomerdéw, ale moga rowniez
tworzy¢ oligomery. Scharakteryzowano takze dwie tioniny z bielma (endospermy)
jeczmienia, okre$lane jako a-horodotionina i B-horodotionina oraz dwie z bielma
owsa i ryzu. Wykazano, ze wiskotoksyny izolowane z lici i fodyg jemioly pospolitej
(Viscum album, rodzina Loranthaceae) stanowig mieszanine bardzo podobnych pepty-
doéw. Z roslin nalezacych do rodziny Loranthaceae otrzymano roéwniez takie toksyny,
jak foratoksyna A (z Phoradendron tomentosa) i ligatoksyna (z Phoradendron liga) oraz
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denklatoksyna D (z Dendrophtora clavata) (1,5,8-14). Biatka te wykazuja dzialanie
przeciwbakteryjne i przeciwgrzybowe w stezeniu nawet 10> M (tab. 2). Niektére
tioniny sg cytotoksyczne dla komoérek ludzkich (1).

Tabela 2
Aktywnos¢ biologiczna roslinnych biatek obronnych (wg 5)

Biatko Roslina, z ktorej biatko wyizolowano Aktywnos¢ biologiczna
Rs-AFP1-4 Raphanus sativus przeciwgrzybowa
Pth-St1 Solanum tuberosum przeciwbakteryjna
VrCRP Vigna radiata przeciw owadom
y1-H Hordeum vulgare hamuje synteze biatka
Slal-3 Sorghum bicolor inhibitor alfa-amylazy
cfD2 Cassia fistula inhibitor proteinazy
y1-Z Zea mays inhibitor kanatu Na+

Dojrzate peptydy tioninowe zbudowane sg z 45-47 aminokwasow (rys. 1A,F). Ich
czasteczki majg wlasciwosci amfipatyczne i tadunek wypadkowy dodatni. Biatka te
podzielono, na podstawie poznanej sekwencji aminokwasowej, na trzy podklasy:
alfa, beta i gamma. Struktura I-rzedowa tionin alfa i beta jest bardzo podobna, ale
rozni sie od struktury podklasy gamma. Obecnie tioniny gamma zaliczane sg do ros-
linnych biatek obronnych, zwanych defensynami roslinnymi, z uwagi na ich duze po-
dobienstwo do biatek obronnych owadéw oraz defensyn ludzkich.

Tioniny, na podstawie poréwnania ich sekwencji aminokwasowych, podzielono
takze na pie¢ typéw (I-V). Oryginalne purotioniny, wyizolowane z endospermy psze-
nicy, sg silnie zasadowe, nie zawieraja reszt aminokwasowych natadowanych ujem-
nie oraz posiadajg 4 mostki dwusiarczkowe.

Tioniny nalezace do typu | zbudowane sg z 45 aminokwasow, z ktérych 8 wyste-
puje w centralnej petli, stabilizowanej wigzaniami dwusiarczkowymi. Peptydy te sa
cytotoksyczne dla bakterii i grzybow, jak rowniez niektére z nich dla komérek my-
szy, $winki morskiej i krolika, kiedy zostana podane dozylnie, natomiast nie maja
wtlasciwosci toksycznych po podaniu doustnym (1). Sugeruje sie, ze tioniny typu I
maja takze miejsce wigzace fosfolipidy, ktére moze mie¢ wazne znaczenie dla ak-
tywnosci toksycznej tych peptydéw.

Tioniny typu Il wyizolowano z liSci Pyrularia pubera (Santalaceae) oraz z jeczmie-
nia. Peptydy te majg cztery mostki dwusiarczkowe w tej samej pozycji jak tioniny
typu I, lecz ich czasteczka zawiera mniej aminokwaséw zasadowych oraz wiecej
naladowanych ujemnie (jeden lub dwa) w petli centralnej, niz tioniny typu I.

Do tionin typu Il zaliczane sg wiskotoksyny i foratoksyny z jemioty (Loranthaceae).
Ich czasteczki zbudowane sg z 46 aminokwasow, z czego 9 tworzy petle, stabilizowane

BIOTECHNOLOGIA 2 (77) 27-41 2007 29



Robert Nawrot, Anna Gozdzicka-J6zefiak
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Rys. 1. A-E — Struktury wybranych niskoczasteczkowych biatek obronnych; o — o helisa, p - ar-
kusz . A — struktura alfa-purotioniny z Triticum aestivum.B — struktura defensyny Rs-AFP1 z rzodkiew-
ki (Raphanus sativus). C — struktura heweiny z Hevea brasiliensis. D — struktura cyklotydy kalaty B1. E —
struktura krambiny z Crambe abyssinica. F-K — lokalizacja reszt cysteinowych w peptydach, tzw. sekwen-
cja zgodna. Na schematach zaznaczono reszty cysteinowe (C) potaczone wigzaniami dwusiarczkowymi.
Cyfry oznaczaja liczbe reszt aminokwasowych wystepujacych pomiedzy kolejnymi resztami cysteinowy-
mi w strukturze I-rzedowej biatka. F — sekwencja zgodna w alfa-purotioninach. G — lokalizacja reszt
cysteinowych w defensynie RsAFP1 z rzodkiewki. H — lokalizacja reszt cysteinowych w biatkach zawie-
rajagcych domene heweinowa. I — lokalizacja reszt cysteinowych kalaty B1. ] — lokalizacja reszt cyste-
inowych w peptydach o strukturze wezta. K — lokalizacja cystein w biatkach LTP.
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trzema mostkami dwusiarczkowymi, zlokalizowanymi w podobnej pozycji, jak w in-
nych typach tionin. Peptydy te majg mniej aminokwaséw zasadowych niz inne typy
tionin. Wykazano, ze sg one cytotoksyczne dla komérek myszy i kotow oraz powo-
duja zaburzenia w pracy serca i innych mie$ni r6znych ssakow (1).

Czwartg grupe tionin stanowig krambiny, wyizolowane z nasion Crambe abyssinica
(Cruciferae). Biatka te zbudowane sa z 46 aminokwasow, tworzgcych dwie helisy
alfa i dwa arkusze beta utozone antyréwnolegle (rys. 1E). W czasteczce krambin
wystepuje sze$¢ reszt cysteinowych, potaczonych mostkami dwusiarczkowymi
o podobnej organizacji, jak w tioninach typu II. Peptydy te nie maja wtasciwosci
biatek obronnych przeciw patogenom roslinnym, natomiast nadaja roslinie stodki
smak.

Bardzo zr6znicowane sg tioniny typu V, nie zawierajg drugiej i 6smej cysteiny,
obecnej w tioninach typu I. W efekcie, przerwane zostaje pierwsze i drugie wigza-
nie dwusiarczkowe, natomiast potgczenia takie mogg tworzy¢ sie pomiedzy nie-
zwigzanymi resztami cysteinowymi. Tioniny typu V wyizolowano z ziarna pszenicy
i trawy Aegilops sp. (15,16).

Struktura Ill-rzedowa tionin jest bardzo dobrze poznana. Wykazano, ze mimo
znacznych réznic w ich sktadzie aminokwasowym (tioniny typu Ill i V r6znig sie se-
kwencja aminokwasowa w 70%), czasteczki tych biatek majg podobny ksztalt, przy-
pominajacy grecka litere gamma (1).

Wykazano, ze tioniny z endospermy jeczmienia sg syntetyzowane w formie du-
zej czasteczki prekursorowej na polirybosomach zwigzanych z btonami. Czastecz-
ki prekursorowe maja na koncu N peptyd sygnatowy, natomiast na koncu C —
peptyd bogaty w aminokwasy kwasne. Peptydy koficowe usuwane sg w trakcie doj-
rzewania tej czasteczki. Wykazano, ze w wakuolach wystepujg enzymy wycinajgce
peptyd C-koncowy i proces ten moze by¢ hamowany przez jony cynku. Alfa-hordo-
tionina, wyizolowana z endospermy jeczmienia, jest kodowana przez gen zawie-
rajacy dwa introny: 420- i 91-nukleotydowe, ktére przerywajg sekwencje kodujacg
dodatkowy peptyd C-koncowy. Domena C-koncowa w dojrzatej czasteczce tionin
ma znaczenie dla aktywnoSci biologicznej tych peptydéw, przede wszystkim prze-
ciwgrzybowej. Znaczgca jest rOwniez zawarto$¢ w niej aminokwasow zasadowych,
jak na przyktad lizyny i argininy. Na podstawie analizy ekspresji genéw tionin wy-
kazano, ze duze ilosci ich mRNA wystepuja w siewkach jeczmienia hodowanych
w ciemnos$ci. Ponadto, wzrost ich ekspresji obserwowano w wyniku ataku patoge-
now. Niektére z poznanych tionin roslinnych oddziatuja z glikozydoceramidami
i sfingolipidami btonowymi. Prowadzi to do wbudowania ich do btony komérko-
wej, destabilizacji tej blony oraz wyptywu z komérki jonéw potasu. Niektére tioni-
ny roslinne hamuja aktywnos$¢ enzymoéw, takich jak: alfa-amylaza, proteinaza sery-
nowa, beta-glukoronidaza czy fosfotransferaza Il neomycyny (tab. 2) (1,5,17,18).

BIOTECHNOLOGIA 2 (77) 27-41 2007 31



Robert Nawrot, Anna Gozdzicka-J6zefiak

3. Defensyny

Defensyny, zwane takze gamma-tioninami, sg to mafe peptydy (ok. 5 kDa, 45-54
aminokwasowe), bogate w aminokwasy zasadowe i cysteine. Wszyscy poznani do-
tychczas przedstawiciele tej rodziny biatek majg w czasteczce 8 cystein, potaczo-
nych mostkami dwusiarczkowymi, w tym jeden zlokalizowany na koncu C czastecz-
ki (rys. 1G). Peptydy te wyizolowano z roélin r6znych gatunkéw i sg prawdopodob-
nie powszechnie wystepujgcymi biatkami roslinnymi. Najlepiej poznano defensyny
izolowane z nasion (4-6,19-23). Struktura Il-rzedowa defensyn roslinnych jest bar-
dzo podobna. Mozna w niej wyr6znic alfa helise oraz trzy arkusze beta utozone an-
tyrownolegle, zorganizowane jako beta-alfa-alfa-beta, stabilizowane wigzaniami
dwusiarczkowymi i wodorowymi — rysunek 1B (1,24).

Struktura ll-rzedowa defensyn roslinnych jest rowniez podobna do struktury de-
fensyn owadzich i beta defensyn ludzkich. Wykazano ponadto, ze defensyna RsAFP2
z rzodkiewki (Raphanus sativus) i defensyna owadzia helomycyna z Heiothis virescens
wykazuja bardzo podobna aktywnos$¢ biologiczna. Obydwa peptydy przejawiaja ra-
czej aktywno$¢ przeciwgrzybowa niz przeciwbakteryjnag (25). Sekwencja aminokwa-
sowa RsAFP2 jest takze w 41% podobna do sekwencji drosomycyny — defensyny
izolowanej z muszki owocowej Drosophila melanogaster (26). Z nasion rzodkiewki
wyizolowano réwniez defensyne RsAFP1, r6zniaca sie od RsAFP2 dwoma aminokwa-
sami, natomiast jej aktywno$¢ przeciw grzybom wybranych szczepéw jest od 2-30
razy nizsza (26). W kwiatach Petunia hybrida zidentyfikowano nowy typ defensyn —
PhD1 i PhD2 - zawierajacych w czgsteczce 5 wigzan dwusiarczkowych. PhD1 ha-
muje wzrost grzybow Botrytis cinerea i Fusarium oxysporum, F. sp. dianthi. Sekwencja
aminokwasowa obu biatek jest podobna do defensyny NaD1 z tytoniu (Nicotiana
lata) odpowiednio w 51 i 72% (25,27).

Prawie we wszystkich poznanych defensynach roslinnych state pozycje w czgs-
teczce zajmujg cysteiny, seryna (pozycja 7), reszta aminokwasu aromatycznego (po-
zycja 10), dwie glicyny (w pozycji 12 i 32) oraz kwas glutaminowy (pozycja 27);
oznaczenia te odnosi sie¢ do NaD1 (27). Pigte wigzanie dwusiarczkowe w PhD1 wy-
stepuje w pierwszej petli helisy alfa, w sgsiedztwie wigzania wodorowego tworzo-
nego pomiedzy zachowawczg resztg treoniny i kwasu glutaminowego w innych de-
fensynach roslinnych. Miejsce to odgrywa prawdopodobnie wazng role w stabiliza-
¢ji struktury tych czasteczek, a obecnos$¢ dodatkowego wigzania dwusiarczkowego
znacznie jg wzmacnia. Struktura Il-rzedowa PhD1 jest taka sama, jak innych defen-
syn ro$linnych.

Geny defensyn roslinnych ulegajg ekspresji w komorkach wielu tkanek i orga-
néw roslinnych. Ich ekspresja moze by¢ regulowana przez czynniki biotyczne i abio-
tyczne (5,20,28). Wykazano, ze geny defensyn w komérkach grochu, rzodkiewki, ty-
toniu i rzodkiewnika indukowane sg w wyniku infekcji — tabela 3 (5,27-32). Na pod-
stawie analizy sekwencji nukleotydowej genomu Arabidopsis thaliana zidentyfikowa-
no przypuszczalnych 13 genéw kodujgcych defensyny (PDF). Sa one utozone tande-
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mowo i zlokalizowane na chromosomach 2 i 5. Wysoki stopien ich homologii
wskazuje, ze mogly one powsta¢ w wyniku duplikacji pojedynczego genu i dalsze-
go jego roznicowania w trakcie ewolucji. Produkty biatkowe dwoch genoéw defen-
syn Arabidopsis thaliana sa dobrze poznane. Jeden z nich — oznaczony At4g30070 —
koduje biatko zawierajgce 129 aminokwaséw, natomiast drugi — At5g38330 — ko-
duje podobne biatko zbudowane z 122 aminokwasoéw, z czego 56% reszt jest iden-
tycznych, jak w biatku kodowanym przez At4g30070. Kofice aminowe obu biatek sg
bogate w reszty cysteinowe i zawierajag 26-aminokwasowa sekwencje sygnatowa,
ktora znacznie rozni sie od sekwencji w innych poznanych dotychczas defensynach
(5,32,33).

Tabela 3
Czynniki indukujace syntez¢ defensyn w roslinie (wg 5)

Defensyna Roslina, w ktorej wystepuje Miejsce syntezy Czynnik indukujacy syntez¢
DRR230-a Pisum sativum niedojrzaly strak _—
FST Nicotiana tabacum dziatki kielicha akazenie patogenem
DRR230-¢ Pisum sativum liscie zranienie
NpThiol Nicotiana paniculata liscie zasolenie
Dhn8 Glycine max liscie i korzenie susza
Tadl Triticum aestivum tkanki okrywajace, mlode siewki | zimno

N-koricowy

peptyd sygnatowy domena defensyny
A | =

N-koricowy prodomena
peptyd sygnatowy domena defensyny C-koncowa

[CC—
v
L I
y
I

B | ==

Rys. 2. Dwa rodzaje defensyn roslinnych. A — wszystkie defensyny roslinne wytwarzane sg jako doj-
rzala domena defensyny z dodatkowym peptydem sygnatlowym na N-koficu biatka kierujacym do retiku-
lum endoplazmatycznego (ER). B — defensyny z dodatkowa prodomeng C-koficowg poznano u niekto-
rych psiankowatych (Solanaceae).
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Znana jest sekwencja ponad 80 defensyn roslinnych. Wszystkie, oprocz dojrzatej
domeny defensyny, majg w swej czasteczce takze charakterystyczny N-koncowy
peptyd sygnatowy, natomiast niektére defensyny (dotychczas poznane u kilku
przedstawicieli Solanaceae) zawieraja 30-aminokwasowe C-koncowe prodomeny, po-
dobne do wystepujgcych w tioninach — rysunek 2 (1,5).

Na podstawie poznanej dotychczas sekwencji aminokwasowej defensyn, mozna
je podzieli¢ na cztery grupy lub podrodziny (1). Roznice w sekwencji odpowiadaja
ich zr6znicowanym wilasciwosciom przeciwbakteryjnym i przeciwgrzybowym. De-
fensyny nalezgce do grupy I hamujg wzrost bakterii gramdodatnich i grzybow,
niszczac polaczenia rozgatezien strzepek grzybni. Defensyny grupy Il wykazuja ak-
tywno$¢ przeciw grzybom, chociaz nie hamujg wzrostu rozgatezien grzybni i nie
maja aktywnosci przeciwbakteryjnej. Do grupy Il zaliczono defensyny wykazujace
aktywno$¢ przeciw bakteriom gramdodatnim i gramujemnym, lecz nie dzialajace
przeciwgrzybowo. Z kolei, defensyny nalezace do grupy IV wykazujg aktywnos¢
przeciw bakteriom gramdodatnim i gramujemnym oraz przeciw grzybom, jednak
nie powoduja uszkodzen w potaczeniach rozgatezien grzybni. Aktywnos$¢ antybak-
teryjna defensyn zwieksza sie przy wzroscie sity jonowej, gtownie w obecnosci ka-
tionéw dwuwartos$ciowych. Mechanizmu dziatania defensyn na komérki bakterii
i grzybow do konca jeszcze nie poznano. Analiza oddzialywan defensyny DmAMP1,
wyizolowanej z dalii, z komérka drozdzy Saccharomyces cerevisiae wskazuje, ze
wiazaca jg czasteczka w komoérce moga by¢ sfingolipidy bfonowe (32,34). W wyniku
interakgji obu czasteczek nastepuje wbudowanie defensyny roslinnej do btony ko-
moérki, co powoduje destabilizacje btony i zmiane w jej przepuszczalnosci (32).
Czasteczkami wigzgcymi defensyny sg takze glukozyloceramidy (GlcCer). Ich brak w
btonach komérek drozdzy Saccharomyces cerevisiae stanowi prawdopodobnie przy-
czyne ich opornosci na defensyne z rzodkiewnika RsAFP2, ktora wigze sie z glukozy-
loceramidami izolowanymi z drozdzy Candida albicans i Pichia pastoris (32,35-37).
GlcCer grzybéw réznig sie takze strukturg (dlugoscig tancuchow kwaséw ttuszczo-
wych, zawarto$cig wigzan nienasyconych, metylacja) od znajdowanych w komor-
kach ssakow czy roslin. Roznice te odgrywaja wazng role w interakcjach z defensy-
nami. W czasteczce defensyny RsAFP2 zidentyfikowano dwa rejony istotne dla jej
aktywnosci przeciwgrzybowej. Jeden zawiera aminokwasy Tyr-38, Phe-40, Pro-41,
Ala-42, Lys-44 i lle-46, natomiast drugi — Thr-10, Ser-12, Leu-28, Phe-49. Wykazano
ponadto, ze 25-aminokwasowe peptydy zawierajgce aminokwasy z rejonu od Cys-27
do Cys-47 tej defensyny wykazujg aktywnos$¢ przeciw grzybom, ale tylko jeden
z nich przeciw bakteriom (38).

Niektore defensyny roslinne nie blokujg wzrostu strzepek grzybow, ale raczej
hamujg aktywnos¢ alfa-amylazy i synteze biatka — tabela 2 (1). Defensyny roslin-
ne wystepuja w formie monomeréow. Ostatnio wyizolowano defensyne z nasion
Pachyrrhizus erosus, zwana SPE 10, ktora funkcjonuje jako dimer. Monomer SPE 10
zbudowany jest z 47 aminokwaséw, z czego osiem stanowig cysteiny. Peptyd ten
cechuje sie aktywnoscig przeciwgrzybowa, ktora znacznie spada w obecno$ci
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10 mM CaCl,. SPE 10 wykazuje nieznaczne podobienstwo do Rs-AFP2. W czasteczce
Rs-AFP2 mozna wyr6zni¢ czes¢ hydrofobowg zbudowang z petli 1i 2 (rys. 1B), ktorej
sekwencja odpowiada sekwencji SPE 10 (23,24).

W nasionach defensyny stanowia zaledwie 0,5% catkowitej puli biatek. Wykaza-
no, ze do zahamowania wzrostu grzybéw wystarczy ich roztwor o stezeniu mikro-
molarnym.

Defensyny roslinne sa syntetyzowane w warstwach tkanek okrywajgcych, co po-
twierdza ich udzial w pierwszej linii obrony roslin przed ré6znymi patogenami.

4. Biatka LTP (ang. plant nonspecific lipid transfer proteins)

Bialka LTP wyizolowano z tkanek szeregu roslin jednolisciennych i dwuli$cien-
nych. Wystepuja one przede wszystkim w $cianie komoérkowej komoérek tkanek
okrywajgcych, kutikuli i epidermie. Sg to niskoczasteczkowe biatka zasadowe, zbu-
dowane z 90-95 aminokwaso6w, za$ 1/3 reszt aminokwasowych w ich czasteczce jest
zachowana, w tym osiem cystein, polgczonych wigzaniami dwusiarczkowymi (rys.
1K). Znane sg takze LTP (np. z bawelny) zawierajace tylko sze$¢ reszt cysteinowych.

W strukturze tych biatek mozna wyrézni¢ cztery zwiniecia typu alfa helis, stabili-
zowane wigzaniami dwusiarczkowymi, potaczone przez elastyczng petle z hydrofo-
bowa szczeling, w ktorej mogg gromadzic sie lipidy i inne czgsteczki hydrofobowe,
z wyjatkiem steroli (39-45). Niezaleznie od duzego podobienstwa sekwencji amino-
kwasowej LTP, podobnego zwiniecia, wykazuja one roznice strukturalne, ktore de-
cyduja o ich zroéznicowanym powinowactwie do lipidow (46). LTP kodowane sa
przez dwie duze rodziny genow: typ | o masie okoto 9 kDa, natomiast typ Il —
o masie 7 kDa. Ich wsp6lnym motywem jest osiem reszt cysteinowych, potaczonych
czterema mostkami dwusiarczkowymi. W komoérkach jeczmienia zidentyfikowano
sze$¢ genow kodujgcych LTP, zlokalizowanych na chromosomach 3, 5i 7. Geny te
ulegaja ekspresji w komorkach fodygi, lisci, korzeni, a jeden z nich — w warstwie
aleuronowej. Najwyzszg ich ekspresje stwierdzono w epidermie oraz w tkankach
okrywajgcych organy roslinne (46). Funkcja LTP, jak rowniez ich znaczenie w fizjolo-
gii roslin nie sg poznane. Sugeruje sie, ze moga one by¢ wigczane do wewnatrzko-
moérkowych lipidow blonowych. Wykazano, ze LTP z tytoniu wigzg sie ze specyficz-
nym biatkiem zlokalizowanym w btonie komorkowej, jak rowniez z kwasami
tluszczowymi oraz kwasem jasmonowym (47, 48). Moga bra¢ takze udzial w trans-
porcie r6znych lipidow, w tym fosfatydylocholiny, fosfatydyloetanoloaminy, fosfaty-
dyloinozytolu, a ponadto galaktolipidéw. Biatka te wystepuja przede wszystkim
w komorkach tkanek okrywajacych organy roslinne i sg syntetyzowane jako prepro-
teiny z N-koncowym peptydem sygnalowym (42).

Wykazano, ze LTP sg masowo wydzielane podczas embriogenezy winorosli
i marchwi. Sugeruje sie, ze mogg brac¢ udziat w rozwoju roslin, transporcie czaste-
czek oraz w mechanizmie obronnym (43-45). Zr6znicowane wlasciwosci przeciw-
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bakteryjne opisywano dla wszystkich biatek tej rodziny, w tym izolowanych z jecz-
mienia, kukurydzy, szpinaku, rzodkiewnika i rzodkiewki. Niektore wykazywatly
wyzsza aktywnos¢, na przyktad przeciw bakteriom Calvibacter micihanensis subsp.
Sepedonicus oraz przeciw grzybom Fusarium solani, niz tioniny.

5. Biatka Ib-AMP

Z nasion niecierpka (Impatiens balsamina) wyizolowano cztery podobne peptydy:
Ib-AMP1 — |b-AMP4, ktére silnie hamuja wzrost grzybéw i bakterii, natomiast sg
nietoksyczne dla komoérek roslinnych oraz owadzich i ludzkich w hodowli (49).
Ib-AMP majg charakter zasadowy, sg zbudowane z 20 aminokwasow, z czego cztery
to cysteiny potaczone wigzaniami dwusiarczkowymi. Wszystkie cztery Ib-AMP kodo-
wane sg przez jeden gen, ktérego transkrypt stanowi matryce do syntezy 333-ami-
nokwasowego biatka prekursorowego, zawierajgcego prepeptyd oraz szes¢ domen
znajdowanych w dojrzatych biatkach AMP. Sekwencja kazdej domeny jest oskrzydlo-
na przez 16- do 35-aminokwasowe prepeptydy (rys. 3).

Mechanizm ich dziafania, przeciwgrzybowego i przeciwbakteryjnego, nie jest
poznany. Peptydy te nie tworzg raczej jonoforow w btonach komérek, ale hamuja
procesy wewngtrzkomérkowe.

Ib-AMP3 Ib-AMPA1 Ib-AMP2  Ib-AMP4

| 4 |
31 E H H H 35

B Ib-AMP1 QWGRRCCGWGPGRRYCVRWC
Ib-AMP2 QYGRRCCNWGPGRRYCKRWC
Ib-AMP3 QYRHRCCAWGPGRKYCKRWC
Ib-AMP4 QWGRRCCGWGPGRRYCRRWC

2

(]

C Sekwencja zgodna
5-CC-8-C-3-C
+— |

Rys. 3. A — schemat struktury 333-aminokwasowego biatka prekursorowego Ib-AMP. Prekursor
biatka zawiera 23-aminokwasowy prepeptyd oraz sze$¢ 20-aminokwasowych domen znajdowanych
w dojrzalych biatkach Ib-AMP (kolor czarny). Sekwencje kazdej z domen sa oskrzydlone przez 16- do
35-aminokwasowe propeptydy (kolor bialy). B — sekwencje aminokwasowe dojrzatych domen Ib-AMP.
C - lokalizacja reszt cysteinowych w peptydach Ib-AMP, tzw. sekwencja zgodna. Na rysunku zaznaczo-
no reszty cysteinowe potaczone wiazaniami dwusiarczkowymi. Cyfry oznaczaja liczbe reszt aminokwa-
sowych wystepujacych pomiedzy kolejnymi resztami cysteinowymi w strukturze I-rzedowej biatka.
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6. Biatka podobne do heweiny (ang. hevein-like proteins)

Biatka podobne do heweiny, poprzez reszty aminokwasowe tworzace tak zwane
domeny heweinowe, sa zdolne do wigzania chityny (50,51). W ich czasteczce wyste-
puje 6-8 reszt cysteinowych, pofgczonych wigzaniami dwusiarczkowymi (rys. 1H).
Domeny heweinowe, bogate w reszty cysteinowo/glicynowe, wystepuja w 43-ami-
nokwasowym biatku — heweinie, ktére wyizolowano z mleczka drzewa kauczuko-
wego Hevea brasiliensis (rys. 1C).

Podobne do niego biatka izolowano ze stodkiego pieprzu, nasion Pharbitis nil,
lisci buraka cukrowego oraz z nasion szarfatu (Amaranthus retroflexus) i bzu czarnego
(Sambucus nigra). W czasteczce biatka z szartatu Ar-AMP brakuje dwoch cystein, w
wyniku delecji aminokwaséw na koncu C czgsteczki. Na podstawie analizy cDNA,
kodujacego to biatko, wykazano obecnos¢ na koncu N czgsteczki 25-aminokwaso-
wej sekwencji sygnatowej, 30-aminokwasowg sekwencje kodujaca dojrzaty peptyd
oraz 34-aminokwasowy region na koncu C, ulegajacy rozszczepieniu podczas pro-
cesu dojrzewania potranslacyjnego. Biatko to hamuje wzrost grzybéw (Alternaria
consortiale, Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani) w stezeniu mikromolarnym. Dodatko-
wo wykazuje aktywno$¢ przeciw bakteriom gramdodatnim Bacillus subtilis (52).

7. Peptydy o strukturze wezta (ang. knottin-type)

Peptydy te wyizolowano po raz pierwszy z ziemianka w roku 1982. Obecnie po-
znano ich ponad 100, ktére zaliczane sg do dwunastu rodzin. Ponad czterdzie$ci
z nich wyizolowano z roélin nalezacych do Rubiaecae i Violaceae. Sg to biatka
20-30-aminokwasowe, stabilne, z duzg zawartoscig cysteiny (6 cystein) tworzacej
mostki dwusiarczkowe o strukturze wezla (ang. knotted topology) (rys. 1J).

Ponadto, jeden z mostkéw dwusiarczkowych przechodzi przez petle, utworzona
przez dwa inne wigzania dwusiarczkowe, taczace segmenty rdzeniowe w czastecz-
ce, stad peptydy te nazywane sg takze knottynami (53). Wsérod tych biatek znajduja
sie inhibitory proteaz, hormony, toksyny tworzace kanaty jonowe w btonach, biatka
o aktywnoS$ci przeciwbakteryjnej, przeciw owadom oraz wykazujgce dziatanie prze-
ciwnowotworowe. Wystepuja one w formie liniowej, jak réwniez cyrkularnej. Cy-
kliczna knottyne, zwang kalatg B1, wyizolowano po raz pierwszy z rosliny rosnacej
w Afryce (Oldenlandia affinis). Odwar z tej rosliny, zawierajacy kalate B1, stosowany
byl przez afrykanskie kobiety do wzmacniania i przyspieszania skurczéw macicy
podczas porodu (54) (rys. 1D,I).

Na koncu tancucha aminokwasowego tego bialka wystepuje zachowawcza se-
kwencja: Gly-Leu-Pro. W dojrzatlym peptydzie obecna jest tylko jedna kopia tej se-
kwengji. Dotychczas poznano ponad 50 podobnych peptydow, ktore nazywa sie cy-
klotydami. Biatka te nie ulegaja denaturacji w temperaturze powyzej 40-50°C. Naj-
mniejszym z nich jest 24-aminokwasowy peptyd wyizolowany ze stonecznika - in-

BIOTECHNOLOGIA 2 (77) 27-41 2007 37



Robert Nawrot, Anna Gozdzicka-J6zefiak

hibitor trypsyny. Peptydy te wykazujg szeroka aktywno$¢ biologiczng i moga cecho-
wac sie aktywnoscia przeciwbakteryjng, przeciwgrzybowa, przeciwwirusowg (np.
przeciw HIV), hemolityczng, wiazacg neurotensyne. Sugeruje to mozliwosc ich sze-
rokiego wykorzystania w lecznictwie, jak i rolnictwie.

Roslinne cyklotydy powstaja w wyniku rozszczepienia biatka prekursorowego.
Prekursor zawiera domene N-koncowa, mato zachowawcza w sekwengji jak i dtugo-
$ci, za ktéra zlokalizowana jest zachowawcza 25-aminokwasowa sekwencja poprze-
dzajaca domene cyklotydowa. Funkcja tej sekwencji nie jest poznana. Odgrywa ona
prawdopodobnie istotng role w zwijaniu i cyklizacji tancucha peptydowego tego
biatka. Réwniez funkcja tych biatek w roslinie nie jest znana (55,56).

8. Roslinne biatka obronne w transformacji ro$lin

Biatka obronne roslin sa zazwyczaj matymi peptydami kationowymi i amfipatycz-
nymi, o bardzo upakowanej strukturze, zawierajacymi kilka wiazan dwusiarczko-
wych. Wiekszos$¢ jest cytotoksyczna dla komérek roslin i ssakow. Geny kodujace te
biatka sg zachowawcze. Podejmowane sg proby ich transformacji do roslin nieod-
pornych na dziatanie wielu patogenoéw. Jedna z nich jest ryz, uprawiany w wysokiej
wilgotnosci i temperaturze, narazony na zakazenia licznymi grzybami i bakteriami.
Dlatego skonstruowano transgeniczny ryz, zawierajacy geny defensyn roslinnych
Brassica oleracea i B. campestris, o znacznie zwiekszonej opornos$ci na zakazenia
(56-58). Z kolei, transgeniczny ziemniak, z genem defensyny alfAFP, izolowanej
z nasion Medicago sativa, ma bardzo silng aktywnos$¢ przeciw grzybowi Verticillium
dahliae. Inne rosliny transgeniczne zawierajace geny defensyn przedstawiono w ta-
beli 4.

Tabela 4
Roslinny transgeniczne zawierajace gen kodujacy defensyne (wg 5)
Transgen Roslina dawca Roslina biorca genu o Promotor, Wzrost opornoéci
genu pod jaki wklonowano transgen przeciwko:
1 2 3 4 5
Rs-AFP2 | rzodkiewka tyton wirusa mozaiki kalafiora 358 Alternania longipes
Rs-AFP2 | rzodkiewka pomidor, rzepak wirusa mozaiki kalafiora CaMV35| A. solani,
Fusarium oxyposrum,
Phytophthora infestans,
Verticillium dabliae,
Rhizoctonia salani
AlfAFP lucerna ziemniak CaMVi 358 V. dabliae
Spi 1 Swierk norweski | tyton, kultury zarodkowe| CaMV15 Erwinia carotovora,
$wierka norweskiego Heterobasidion annosum
DRR230-a | groch canola CaMV35 Leptospheaeria maculans
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1 2 3 4 5
DRR2302 | groch tytofl dwa promotory CaMV35S F. oxysporum,
iDRR230-¢ Asochyta pinodes,

Trichoderma reesei,
Ascochyta lentis,
F.solani, L. Maculans,

Ascochyta pisi,
Alternaria alternata
BSD1 kapusta chiriska | tyton CaMV35S P. parasitica
wri kapusta 1yZ ubikwityny-1 z kukurydzy Magnaporthe grisea

9. Podsumowanie

Rosliny narazone sg na dzialanie licznych czynnikéw patogennych, w obronie
przed ktorymi syntetyzuja szerokie spektrum biatek obronnych. Do tej grupy, poza
opisanymi, zaliczane sg takze 63-aminokwasowe peptydy wyizolowane z bulw ziem-
niaka, ktére maja w czasteczce 12 reszt cysteinowych (ST-SN-1). Biatka te wykazuja
aktywnos$¢ przeciw grzybom i bakteriom w stezeniu nizszym niz 10 uM. Postuluje
sie, ze poza funkcjg obronna szereg z nich moze petnic¢ takze inng role, na przyktad
bialek zapasowych bogatych w siarke. Niektore z nich wptywajg na aktywnos$¢ ukta-
du odpornosciowego jak réwniez majg wtasciwosci alergenne. Dwa takie biatka —
izolowane z astrow Ambal i Art. V1 — stanowig gléwne alergeny pylku. Osobnag
grupa roslinnych biatek obronnych sa biatka bogate w reszty glicynowe, czesto wy-
stepujgce w $cianach komorkowych roslin. Roslinne biatka obronne stanowia swo-
isty wrodzony ukfad obronny roélin (60,61).

Praca napisana w ramach projektu badawczego KBN nr 2PO5F 041 27.
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