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Expansins - unique plant proteins
Summary

Expansins are extracellular proteins which are able to loosen cell walls thus
making possible the extension and stress relaxation of plant walls. Expansins
are classified on the basis of sequence similarities and substrate specificity into
two subfamilies of a- and p-expansins. The expansins’ mode of action is based
on the weakening of hydrogen bonds between cellulose microfibrils and on in-
teracting matrix polymers, especially hemicelluloses. However, they do not re-
veal any hydrolytic or proteolytic activity. The activity of expansins is decisive
for the control of plant cells' shape, and thus these proteins are thought to be
an important component of biochemical machineries controlling cell growth
and differentiation, as well as plant morphogenesis and development. This arti-
cle reviews the advances made since the discovery of expansins and describes
their characteristic features, including protein structure and biochemical mode
of action, molecular organisation of expansin-coding genes, and biological func-
tions of these unusual proteins.

Key words:
cell wall, development, expansin (genes and proteins), growth, morpho-
genesis, plant.

1. Wstep

Sciany komérkowe, obok plastydéw i czesciowo wakuol, sa
najbardziej charakterystycznym elementem komdrek roslinnych.
Jeszcze do niedawna uwazane byly za sztywne, martwe struktu-
ry otaczajace zywe protoplasty, ktérych jedyna funkcja jest do-


mailto:przemow@ibch.poznan.pl

Ekspansyny - niezwykte biatka roslin

Starczenie roslinom swoistego szkieletu. Tymczasem, wedtug najnowszych danych
uwaza sie je za integralny, metabolicznie aktywny sktadnik zywych komorek, ule-
gajacy dynamicznym zmianom w odpowiedzi na bodZce wewnetrzne i zewnetrzne.
Sciany komérkowe nie tylko determinujg ksztatt komorki, ale rowniez biorg udziat
w procesach transportowych, uczestniczg w procesach komunikacji miedzykomor-
kowej, sg istotnym wyznacznikiem procesdéw rozwoju i morfogenezy oraz stanowig
naturalng bariere przed patogenami (1). Dawne przekonania spowodowaty jednak,
ze dopiero teraz ujawniane sg najwieksze tajemnice skrywane przez Sciany komor-
kowe. ldentyfikacja i charakterystyka ekspansyn nalezg bez watpienia do najciekaw-
szych odkry¢ ostatnich lat.

2. Udziat scian komoérkowych w regulacji ksztattu i wzrostu komorek

Zarowno komorki zwierzece, jak i protoplasty roslin otoczone sg strukturami,
ktorych budowa przypomina materiaty kompozytowe, takie jak stosowane przez lu-
dzi zelazobeton, czy szkto zbrojone. W pierwotnych $cianach komérkowych roslin
role ,,pretow” zbrojeniowych spetnia sie¢ mikrofibryl celulozowych, natomiast bez-
postaciowym ,wypetniaczem” jest hydrofilna matriks ztozona z cukrowych hemice-
luloz i pektyn oraz biatek i zwiazkoéw fenolowych. Elementy $cian powiazane sg ze
sobg wigzaniami kowalencyjnymi i/lub wodorowymi oraz stabilizowane oddziatywa-
niami jonowymi i hydrofobowymi. Liczba i zasieg tych powiazan miedzyczasteczko-
wych, a takze lokalne warunki fizykochemiczne, decydujg o wiasciwosciach mecha-
nicznych Scian.

Sciany komorkowe tworzg w ro$linie strukturalne i funkcjonalne kontinuum
zwane apoplastem. Aby mogty one wypetnia¢ swoje funkcje w tkankach roslinnych,
muszg spetnia¢ pozornie sprzeczne wymagania. Z jednej strony muszg by¢ wystar-
czajgco sztywne, aby odgrywac role szkieletu roslinnego, a z drugiej muszg by¢ na
tyle elastyczne, aby umozliwi¢ wzrost pojedynczych komorek (2). Nowe komorki
powstajgce w tkance merystematycznej majg poczatkowo bardzo niewielkie roz-
miary (okoto 5 pm $rednicy) i gesto upakowang cytoplazme. Przejscie komérek do
fazy wzrostu i réznicowania zaznacza si¢ m.in. wielokrotnym zwiekszeniem ich roz-
miaréw. Skrajnym przykfadem sg przewodzace wode komorki ksylemu, ktére mogg
wydtuzy¢ sie nawet milionkrotnie. Wzrost komorek jest wypadkowg dwdch réznych
procesow: pobierania wody, powodujacego zwigkszanie turgoru (wewnetrznego
cisnienia hydrostatycznego) komorki oraz rozluzniania strukturalnie stabilnych $cian
komérkowych (3). jedng z mozliwosci jest rearanzacja skomplikowanej sieci po-
wigzan miedzyczasteczkowych $cian, jesli jednak procesowi temu nie bedzie towa-
rzyszyé wiaczanie do $cian nowych czasteczek polisacharydéw wydzielanych przez
protoplast, wowczas wraz ze wzrostem komdrek $ciany komorkowe beda stawac
sie coraz ciensze i w koricu ulegng zerwaniu. To za$ oznacza, ze rownolegle z prze-
budowaniem wzajemnych powigzar miedzy czasteczkami, w $cianach musza zostacé
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Utworzone wolne przestrzenie, w obrebie ktérych moze nastgpi¢ inkorporacja no-
wych polisacharydéw. Te mechanizmy regulujace procesem rozluzniania $cian jesz-
cze do niedawna byly zupetnie nie znane.

W latach siedemdziesigtych pojawita sie koncepcja ,,wzrostu kwasowego” {acid
growth) thumaczaca wyniki badan nad rolg fitohormonéw w indukcji wzrostu tkanek.
Po potraktowaniu auksynami fragmentéw hypokotyli lub koleoptyli obserwowano
zwykle przyspieszenie tempa wydtuzania sie komérek i szybki wzrost tkanek. Kiedy
izolowane i zinaktywowane tkanki poddawano statemu rozcigganiu w ekstensome-
trze, zauwazono, ze w kwasnym pH (<5,5) wydtuzanie $cian jest bardzo intensyw-
ne, podczas gdy w neutralnym pH jego tempo znacznie sie obniza (4). Zapropono-
wano zatem, ze jednym z efektdw dziatania auksyn jest aktywacja pompy protono-
wej przenoszgcej jony H+ do Sciany komdrkowej. Konsekwencjg jest obnizenie pH
Sciany i uruchomienie mechanizmoéw rozluzniajgcych (5). Pierwotng propozycje, ze
enzymami - ,egzekutorami” procesu rozluzniania sg r6znego rodzaju glikozydazy,
po doktadniejszych badaniach wiasciwie wykluczono, gdy stwierdzono, ze ich dzia-
fanie prowadzi do zniszczenia mechanicznej wytrzymatosci Scian. Intensywne po-
szukiwania innych regulatoréw biatkowych zaowocowaly w 1992 r. identyfikacjg
dwoch potencjalnych kandydatéw: endotransglikozylaz ksyloglukanu (6,7) oraz eks-
pansyn (8). W ostatnich za$ latach odkryto tez mechanizm nieenzymatycznego roz-
luZniania $cian, wykorzystujacy dziatanie reaktywnych form tlenu (9). O tym, ze
odkrycia te nie wyczerpujg katalogu sposobow regulacji whasciwosci mechanicz-
nych $cian $wiadczy réwniez informacja o scharakteryzowaniu nowych biatek mo-
dulujacych rozciggliwosé scian komorkowych. Biatka te, okreslane mianem yiel-
dins, wykazujg zdolnos¢ do obnizania wartosci progowej naprezenia $cian, powy-
zej ktorej nastepuje rozluznianie ich struktury. Innymi stowy, potrzeba mniej sity
do ich rozciggniecia. Co ciekawe, biatka te wykazujg podobienstwo sekwencji ami-
nokwasowej do kwasnych endochitynaz, ale pozbawione sg takiej aktywnosci en-
zymatycznej (10).

3. Ekspansyny i zagadka mechanizmu ich dziatania

Zgodnie z definicjg ekspansynami nazywamy biatka, ktore indukuja dtugotrwale,
zalezne od pH, wydtuzanie $cian oraz wzmagaja relaksacje naprezeh w izolowanych
Scianach, réwniez na drodze zaleznej od pH. Warto zauwazyé, ze definicja nie okre-
$la precyzyjnie mechanizmu dziatania. Wieloletnie badania doprowadzity jedynie do
ustalenia warunkow, jakie musi spetnia¢ biatko, by uznac je za ekspansyne. Dopiero
analiza molekularna genéw kodujacych ekspansyny pozwolita zasugerowaé najbar-
dziej prawdopodobny sposéb ich funkcjonowania w $cianach.
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3.1. Biochemiczne podstawy funkcjonowania ekspansyn

W odréznieniu od endotransglikozylaz ksyloglukanu, ktére katalizujg rearan-
zacje polisacharyddw $cian (11), dziataniu ekspansyn nie towarzyszg zadne, wykry-
walne wspotczesnymi technikami analitycznymi, zmiany w rozktadzie mas czastecz-
kowych polimeréw cukrowych $cian. Nie obserwuje sie réwniez ostabiania $cian
i zmian strukturalnych. Do swego dziatania ekspansyny nie wymagajg zadnych ligan-
doéw ani kofaktoréw. Stwierdzono jedynie, ze obecno$é reduktantéw tiolowych pod-
trzymuje stabilng ekspresje ekspansyn. Poczatkowo, przez analogie do mechanizmu
dziatania glikozydaz, przypuszczano, ze biatka te rozluzniajg $ciany komorkowe
w wyniku hydrolizy polimeréw hemicelulozowych lub pektynowych, oddziatujacych
z mikrofibrylami celulozowymi. Cho¢ do konca nie udato sie, jak dotgd, wykluczy¢
tej mozliwosci, wszystko wskazuje na to, ze ekspansyny roslinne pozbawione sg ak-
tywnosci glikolitycznej lub proteolitycznej, jedynym znanym wyjatkiem, potwier-
dzajacym jednak te regute, jest podobne do ekspansyn biatko ze $cian komdrko-
wych grzyba Trichoderma reesei (12). Niezwykle cennych wskazéwek dostarczyly ba-
dania w uktadach modelowych. Wykorzystanie bibuty, a zatem materiatu zbudowa-
nego z widkien celulozowych, powiazanych ze sobg wiazaniami wodorowymi, poka-
zato, ze ekspansyny zrywaty te wigzania ostabiajac wytrzymatos¢ bibuly, ale nie po-
wodowaty przy tym jej hydrolizy (13). Wykazano réwniez, ze dziatanie ekspansyn
utatwiato i wzmagato hydrolityczng degradacje celulozy przez celulazy. Co ciekawe,
w przeprowadzonych analizach poréwnawczych udowodniono, ze ekspansyny sg
mato aktywne wobec czystej, krystalicznej celulozy. Z kolei w badaniach uktadéw
mieszanych (komplekséw, w ktorych mikrofibrylom celulozowym towarzyszyty inne
polisacharydy) pokazano, ze ekspansyny wykazujg specyficznos¢ substratowa: sg
one wysoce aktywne wobec polimerow ksyloglukanu i stabo aktywne lub nieaktyw-
ne wobec glukomannanow lub galaktomannandw. Co wiecej, w takich uktadach ob-
serwowano réwniez zwiekszone powinowactwo ekspansyn do niekrystalicznych ob-
szar6w mikroflbryl (14,15). Tak zatem na podstawie analizy aktywnos$ci bialek za-
proponowano koncepcje mechanizmu dotyczaca dziatania ekspansyn polegajgcego
na ostabianiu oddziatywan niekowalencyjnych pomiedzy polisacharydami S$cian,
a doktadniej powigzan pomiedzy mikrofibrylami celulozy a glikanami, ktére z nimi
oddziatujg. Umozliwia to ,,$lizganie sie” polisacharydéw wobec siebie i w efekcie
nastepuje napedzany turgorem wzrost komorek (16).

3.2. Molekularne aspekty mechanizmu aktywnosci ekspansyn
Identyfikacja sekwencji genetycznej dwdéch ekspansyn wyizolowanych ze $cian
komorkowych hypokotyli ogorka (17) otworzyta droge do identyfikacji genéw eks-

pansyn w tkankach innych gatunkdéw ro$lin wyzszych takich jak rzodkiewnik (Arabi-
dopsis thaliana L.), groch, ryz, pomidory, truskawka, tyton, soja, bawetna, ryz czy ku-
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kurydza (18-20). Dzieki temu mozna bylo przeprowadzi¢ analize poréwnawcza DNA
ekspansyn, w ktorej ujawniono, ze sg to biatka rozniace sie sekwencjg aminokwa-
sow w zaleznosci od typu tkanki i gatunku roslin, w ktorych wystepuja. Na tej pod-
stawie wyrdzniono dwie klasy biatek: a-ekspansyny i |3-ekspansyny. Jako pierwsze
scharakteryzowano a-ekspansyny i nasza wiedza o ich biochemii i fizjologii jest
o wiele wigksza niz w przypadku p-ekspansyn. Pamietac jednak nalezy o tym, ze do
dzisiaj na poziomie biatkowym opisano jedynie cztery a-ekspansyny i jedng p-eks-
pansyne, natomiast wiekszos¢ danych pochodzi z badah molekularnych.

a-ekspansyny wystepuja gtéwnie w tkankach wegetatywnych roslin dwuliscien-
nych, zaréwno u okryto-, jak i nagozalagzkowych (18), natomiast P-ekspansyny domi-
nuja w Scianach komérkowych pytku i tkanek wegetatywnych traw. To zréznicowa-
ne wystepowanie ekspansyn odzwierciedla rzeczywiste réznice w budowie $cian ko-
morkowych obu grup roslin. W poréwnaniu do typowych $cian rodlin dwuliscien-
nych (okreslanych mianem $cian typu 1), Sciany komérkowe traw (tzw. typu 1) zawie-
rajg znacznie wiecej hemiceluloz i zwigzkéw fenolowych, co zmienia ich podatnos¢
na dziatanie wielu enzymow. Zgodnie z obecnym stanem wiedzy, wystepowanie
ekspansyn ograniczone jest wytgcznie do roslin lgdowych. Biatko podobne do eks-
pansyn wykryto, jak dotad, jedynie w przewodzie pokarmowym $limaka ogrodowe-
go Helix pomatia, gdzie prawdopodobnie spetnia pomocniczg role w trawieniu tka-
nek rosdlinnych, stanowiacych podstawe jego diety (16). Drugim jest, wspomniane
juz, biatko ze $cian Trichodenna reesei. Podobnie jak ekspansyny indukuje ono roz-
cigganie zinaktywowanych wysokg temperaturg $cian komorkowych typu 1 jednak
w odroznieniu od ekspansyn biatko to wykazuje tez aktywno$¢ endo 1,4 p-glukana-
zy i to zaréwno w stosunku do Scian typu 1, jak i 1l (12).

Zardwno a-, jak i p-ekspansyny podane in vivo stymulujg wzrost komdrek, jednak
aktywnos¢ ich jest swoista w stosunku do $cian komoérkowych tych grup roslin,
w ktdrych wystepuja. Przyktadowo, P-ekspansyny izolowane z pytku kukurydzy wy-
kazujg niskg aktywno$¢ wobec $cian komoérkowych hypokotyli ogérka, a preparaty
a-ekspansyn nie dziatajg na tkanki kukurydzy i ryzu (21). Na uwage zastuguje fakt,
ze a-ekspansyny wystepujag w $cianach komdrkowych w ilosciach katalitycznych,
a ich aktywnos¢ jest rzeczywiscie czynnikiem ograniczajagcym i kontrolujgcym tem-
po wzrostu tkanek. U ogérka stwierdzono, ze na 10 000 czesci suchej masy $cian
wystepujg tylko 2 czesci ekspansyn (22). W odréznieniu od nich, p-ekspansyny wy-
stepujg w tkankach w znacznie wigkszych ilosciach, przy czym niezbyt silnie wigzg
sie ze Sciang komorkowa. P-ekspansyny wykazuja pewne podobienstwo do tzw.
alergendw grupy 1 Biatka rodziny a-ekspansyn wykazujg duzy stopiernn zachowaw-
czosci. W sekwencji wszystkich a-ekspansyn wystepuje okoto 75% aminokwasow
identycznych i okoto 90% podobnych. Z kolei poréwnanie obu rodzin ujawnia dos¢
odlegte, bo siegajace jedynie 20-25%, podobienstwo sekwencyjne.

O ile poznanie sekwencji genéw ekspansyn u roznych gatunkéw roslin umozli-
wito wyrdznienie rodzin ekspansyn, o tyle rozszyfrowanie genomu Arabidopsis oraz
czesciowe zsekwencjonowanie genomu ryzu dato do reki narzedzie analizy moleku-
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larnej gendéw kodujacych izoformy ekspansyn. W genomie rzodkiewnika zidentyfi-
kowano 26 gendw kodujacych a-ekspansyny (At-EXPI-26) i 5 genow (3-ekspansyn
(At-EXPBI-5) oraz co najmniej 4 geny kodujace biatka podobne do ekspansyn
(http://www.bio.psu.edu/expansins/). Na podstawie przeprowadzonej analizy geno-
mu ryzu ujawniono, jak dotad, obecnos$¢ 26 genéw a- i 14 gendw p-ekspansyn.
Catkowite rozszyfrowanie sekwencji ukaze hy¢ moze wieksza liczbe gendw (21).
Poza tym zidentyfikowano 6 cDNA a-ekspansyn z owocéw truskawki (23), 7 cDNA
a-ekspansyn u ogorka (24), 5 cDNA a- i 8 cDNA p-ekspansyn u kukurydzy (25) oraz
kilka u tytoniu (26) i pomidora (27).

Wysoka konserwatywno$¢ sekwencji gendw a- i P-ekspansyn pozwala przypusz-
czaé, ze wyewoluowaly one z jednego genu. Organizacja eksonéw i intronéw wykazu-
je duze podobienstwo w obu Kklasach biatek, a takze w genach biatek podobnych do
ekspansyn u wielu gatunkéw roslin. Rdznig sie one jedynie liczbg introndw i ich diugo-
Scig (21). Wiekszo$¢ gendw a-ekspansyn u A. thaliana zawiera 2 introny o dtugosci
90-500 pz. Niektore z nich (At-EXPI 7-26) nie posiadajg intronu drugiego, natomiast
At-EXP10 posiada dodatkowa sekwencje niekodujaca w rejonie korca 5’, nie ule-
gajacego translacji. Geny P-ekspansyn AraEx/clops/s zawieraja trzy introny, z ktérych dwa
sg podobne do tych wystepujacych w genach a-ekspansyn. Podobng sytuacje obserwu-
je sie w genomie ryzu: wiekszos¢ genéw a-ekspansyn zawiera dwa introny, choé¢ nie-
ktore nie posiadajg jednego (Os-EXPI, 8, 9 i 17) lub obu intronéw (Os-EXPII). Geny
P-ekspansyn zwykle zawierajg trzy introny, cho¢ s rowniez takie, ktore posiadajg ich
pie¢ (OS-EXPB12), dwa (Os-EXPB2, 6 i 9) lub zero (Os-EXPBI, 10 i 13) (21). Mimo tych
roznic zauwazy¢ mozna, ze te same sekwencje niekodujace (jesli wystepuja) znajduja
sie dokfadnie w tym samym miejscu w roznych genach, co sugeruje, ze poczatkowo
geny ekspansyn posiadaty tylko dwa (a-ekspansyny) lub trzy (P-ekspansyny) introny.
Podobny obraz uorganizowania intronéw w ryzu i Arabidopsis wskazuje, ze a- i P-eks-
pansyny w réznych gatunkach powstaty z jednego przodka. Wiele gendw ekspansyn
u Arabidopsis i ryzu jest tandemowo powtdrzonych w genomie, sugerujac mozliwosé
wielokrotnych duplikacji. Prawdopodobnie sg to geny miode ewolucyjnie (21).

Ekspansyny wystepuja w bardzo duzej liczbie izoform. Kazda z nich moze by¢
kontrolowana przez rézne sygnaty hormonalne i rozwojowe (20). lzoformy ekspan-
syn moga roznic sie nieco optimum pH i wywolywanym efektem dziatania w zalez-
nosci od typu tkanki i gatunku, w ktérym wystepuja. Obrazy ekspresji genéw ko-
dujacych rézne izoformy sg bardzo swoiste organowo. Mimo to, wszystkie ekspan-
syny wykazujg wysoka konserwatywnos$¢ sekwencji aminokwasowej. Pierwotne
transkrypty ekspansyn koduja biatka zbudowane z trzech réznych domen. Pierwszg
domene stanowi peptyd sygnalny zwykle o dtugosci 22-25 aminokwaséw, Kierujacy
powstajgce biatko do retikulum endoplazmatycznego, gdzie jest on odcinany.
W aparacie Golgiego wszystkie ekspansyny poddawane sa obrébce potranslacyjnej,
jednak N-glikozylacji ulegajg jedynie P-ekspansyny. Dojrzate biatko o masie 25-27
kDa zbudowane jest z dwoch domen. Na koncu karboksylowym znajduje sie dome-
na wigzaca polisacharydy o wielkosci okoto 10 kDa, bogata w reszty tryptofanowe.
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a od konca aminowego, bogata w cysteiny, sekwencja podobna do sekwencji amino-
kwasowych endoglukanaz z rodziny 45 (20).

Mimo ze a- i |3-ekspansyny wykazujg jedynie okoto 25% podobienstwa sekwen-
cji, mechanizm ich dziatania jest bardzo podobny. Wynika z tego, ze sekwencje
istotne dla aktywnosci ekspansyn w $cianach komoérkowych zawarte sg w rejonach
konserwatywnych dla obu klas biatek. Przypuszcza sie, ze sg to, wystepujace we
wszystkich ekspansynach, niektore pary cysteinowe na N-koncu, sekwencje trypto-
fanowe na C-koricu oraz segmenty HFD (His-Phe-Asp) w domenie centralnej (20).

Na podstawie analiz poréwnawczych stwierdzono, ze bogata w tryptofan dome-
na na C-konicu ekspansyn wykazuje duze podobienstwo sekwencji aminokwasowej
do niektorych bakteryjnych celulaz. Prawdopodobnie domena ta jest odpowiedzial-
na za przytaczenie biatka do mikrofibryli celulozowych, i z tego wzgledu nazwano jg
domeng wigzaca polisacharydy. Natomiast bogata w cysteiny, domena na N-konicu
wykazuje podobienstwo do wiazacych chityne domen aglutyniny z kietkdw pszenicy
(WGA). Reszty cysteinowe WGA stabilizujg strukture biatka dzieki wytworzonym
mostkom disiarczkowym. Na tej podstawie uwaza sig, ze domena na kohcu amino-
wym ekspansyn bierze udziat w stabilizacji struktury biatka podczas rozluZniania
$cian komoérkowych (20). Wskazuje na to réwniez fakt podtrzymywania stabilnej ak-
tywnosci ekspansyn przez reduktanty tiolowe. W przeprowadzonych prébach eks-
presji a-ekspansyn w systemach bakteryjnych i bakulowirusowych wykazano, ze wy-
magajq one obecnosci czynnikéw redukujacych w buforze ekstrakcyjnym dla uzy-
skania aktywnosci zblizonej do aktywnosci natywnych ekspansyn. Ich brak powodo-
wal, ze biatka te zbijaly sie w nierozpuszczalne agregaty w wyniku nieprawidtowego
formowania struktury drugo- i trzeciorzedowej (20).

Centralny region domeny bogatej w cysteine wykazuje podobienstwo do rdzenia
katalitycznego endoglukanaz rodziny 45 i z tego wzgledu uwaza sie go za region
katalityczny ekspansyn, biorgcy bezposredni udziat w ostabianiu wigzan pomiedzy
polimerami $ciany komdrkowej. Zgodnie z takg propozycja, ekspansyny przytaczaja
sie do mikrofibryl celulozowych $cian za pomocg domeny wiazacej polisacharydy,
a nastepnie domena o funkcji katalitycznej rozluznia strukture $ciany komorkowej
na drodze zerwania wigzan wodorowych pomiedzy mikrofibrylami celulozowymi
a przytagczonymi do nich polisacharydami, gtéwnie hemicelulozami. Aktywnos$¢ ta
jest stabilizowana mostkami disiarczkowymi utworzonymi przez cysteiny zlokalizo-
wane na N-koficu domeny. Mimo ze podobienstwo sekwencji ekspansyn i endoglu-
kanaz jest raczej niewielkie, reszty, ktore sa zachowane u wszystkich a- i p-ekspan-
syn, a mianowicie kwas asparaginowy w segmencie HFD i kwas asparaginowy na kon-
cu aminowym sg réwniez gtdwnymi aminokwasami miejsca katalitycznego endoglu-
kanaz. W dodatku konserwatywnos$¢ niektorych par cystein w tej domenie sugeruje,
ze tworzenie wigzan disiarczkowych w prawidtowo ztozonym biatku, umozliwia
resztom kwasu asparaginowego wihasciwe potgczenie sie z substratem (20). Wspo-
mniano juz, ze mimo tego podobienstwa, ekspansyny roslinne nie wykazuja ani ak-
tywnosci endoglukanaz, ani transglikolaz.
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4. Rola ekspansyn w regulacji proceséw zyciowych roslin

Identyfikacja ekspansyn rzucita nieco $wiatta na wcigz mato znane procesy regu-
lacji ksztattu i wzrostu komorek. Ukazata tez dobitnie jak istotne jest znaczenie
$cian komérkowych dla prawidtowego rozwoju i funkcjonowania roslin. Ekspansy-
ny, dzieki swojej aktywnosci, wptywajg na przebieg wielu procesow w roslinie,
a takze biorg udziat w adaptacji roslin do zmieniajgcych sie warunkéw srodowisko-
wych. Odgrywajg znaczacg role nie tylko w kontrolowaniu wzrostu catej rosliny, ale
réwniez uczestniczg w regulacji organogenezy oraz takich proceséw rozwojowych
jak dojrzewanie owoco6w, zaptodnienie, czy tez przejscie do pasozytniczego trybu
zycia.

4.1. Ekspansyny a kontrola wzrostu komdrek

a-ekspansyny wystepuja w $cianach komdérkowych wiekszosci roslin wyzszych,
gdzie odpowiedzialne sg za kontrole wzrostu i ksztattu komorek. Implikacje takiej
aktywnosci dotyczg wielu proceséw fizjologicznych roslin. Liczba i aktywno$¢ eks-
pansyn skorelowana jest, do pewnego stopnia, z szybkim wzrostem komorek. Nie
dziwi zatem fakt, ze ekspansyny wykrywa si¢ przede wszystkim w tkankach, w kto-
rych szybkie wydtuzanie jest niezbedne dla prawidtowego rozwoju rosliny. Co wie-
cej, zaaplikowanie in vitro ekstraktu ekspansyn stymuluje wzrost komoérek w wyizo-
lowanych hypokotylach, epikotylach lub wiosnikach korzeniowych (8). Funkcje eks-
pansyn sugeruja, ze ekspresja niektorych kodujacych je genéw regulowana jest
przez auksyny, gibereliny, cytokininy i etylen. W przeprowadzonej analizie regio-
néw promotorowych gendéw a-ekspansyn ryzu ujawniono obecno$¢ sekwencji wa-
runkujgcych indukcje ich ekspresji przez fitohormony (hormone responsive elements),
takie jak: kwas abscysynowy, gibereliny i etylen (21). Podobne elementy, cho¢
w mniejszej ilosci, wykryto w genach p-ekspansyn. W miedzywezZlach ryzu ekspresja
5 genéw p-ekspansyn jest indukowana przez kwas giberelinowy i skorelowana
z szybka elongacjg tkanek (21).

Chociaz izoformy ekspansyn mozna wykryé prawie we wszystkich tkankach, ich
aktywnosc jest zwykle precyzyjnie zlokalizowana (25) i w duzym stopniu zalezna od
warunkdw $rodowiska. Znakomitym modelem badawczym, jak sie okazato, sg nie-
ktére odmiany ryzu, hodowane na polach gteboko zalewanych przez wode. W ta-
kich warunkach wydostanie sie ponad powierzchnie wody i dostep do tlenu atmo-
sferycznego sg podstawowymi warunkami przezycia roslin. Tymczasem, $ciany ko-
morkowe epidermy todygi ryzu sg o wiele grubsze niz $ciany komorek w innych
tkankach; szczegdlnie dobrze jest to widoczne w miedzywezlach. Stad, wydtuzanie
todygi jest ograniczone przez grubos$cienng tkanke okrywajaca. Badanie aktywnosci
ekspansyn i ich mRNA w takich roslinach ujawnito, ze wiasnie w Scianach komaorko-
wych epidermy miedzyweZli pojawia sie najwieksza liczba ekspansyn (28). Podwyz-
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szony poziom ekspansyn obserwuje sie réwniez w innych tkankach o pogrubionych
Scianach komorkowych, np. w tkance naczyniowej. Podobnie w korzeniu, silng eks-
presje gendw kodujacych ekspansyny wykrywa sie w korzeniowym stozku wzrostu
oraz w tkance epidermalnej i przewodzacej (29).

Zwiekszong aktywnos¢ ekspansyn wywotuje nie tylko nadmiar wody, ale row-
niez jej niedobdr. Zauwazono, ze utrzymanie wzrostu kukurydzy w takich warun-
kach zwigzane jest ze zwiekszeniem aktywnosci ekspansyn w rejonach szybkiej
elongacji. Zmieniona tg droga rozciagliwos¢ scian komoérkowych pozwala na szyb-
szy wzrost i wydtuzanie korzeni, dzieki czemu roéliny fatwiej uniezalezniajg sie od
ptytkich zasobow wody, szybko ulegajacych wyczerpaniu (30). Przypuszcza sig, ze
w przysztosci da to mozliwosé wyhodowania roslin transgenicznych, ktére, poprzez
manipulacje genami ekspansyn, beda odporne na niektére warunki stresowe, takie
jak susza, czy nadmiar wody w $Srodowisku.

4.2. Udziat ekspansyn w organogenezie

W odréznieniu od komérek zwierzecych, komorki roslinne otoczone sg przez
Sciany komoérkowe. W rezultacie zdecydowana wigkszo$¢ z nich pozostaje unieru-
chomiona, a formowanie nowych organéw moze byc¢ jedynie osiggniete na drodze
dodatkowych podziatéw komorkowych oraz zmiany ksztattu komérek, ktore nadal
jeszcze znajdujg sie w fazie wzrostu. Wynika stad, ze modyfikacja wtasciwosci me-
chanicznych $cian komdérkowych, m.in. przez ekspansyny, jest jednym z gtownych
regulatoréw procesu organogenezy (1).

Wiasciwoscig roslin, niespotykang u innych organizméw, jest ich zdolno$¢ do cy-
klicznego tworzenia organdéw bocznych, takich jak liscie, czy korzenie boczne. Naj-
wazniejszym chyba wnioskiem wyptywajacym z badan nad ekspansynami jest stwier-
dzenie, ze powstawanie zawiazkéw organéw bocznych oraz zmiany kierunku wzro-
stu komérek poprzedzone sg okresem ich podwyzszonej i precyzyjnie zlokalizowa-
nej aktywnosci. Na podstawie analizy immunocytochemicznej ujawniono wysoka
liczbe a-ekspansyn w perycyklu korzenia ryzu, w strefie, gdzie tworzg sie korzenie
przybyszowe. Réwniez same zawigzki korzeni przybyszowych zawieraly znaczacy
liczbe tych biatek (29). Z kolei u sosny (Pinus taeda L.) stwierdzono, ze tworzenie do-
datkowych korzeni indukowane jest przez auksyny i skorelowane ze 100-krotnym
wzrostem poziomu ekspansyn (18). Sugeruje to, ze biatka te funkcjonowaé mogg za-
réwno jako jeden z czynnik6w inicjujacych organogeneze, jak i podtrzymujacych
wzrost organdéw. We wszystkich tych przypadkach bowiem konieczne jest rozluz-
nianie struktury $cian dla podtrzymania szybkiego wydtuzania sie korzeni (29).

Prawdziwie sensacyjne okazaly sie badania procesow organogenezy zachodzacych
w merystemie wierzchotkowym pedu, poniewaz ukazano w nich dobitnie znaczenie
wiasciwosci mechanicznych Scian i sit biofizycznych w regulacji rozwoju. U roslin
kolejne zawigzki lisciowe powstajg na merystemie wierzchotkowym w statych od-
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Stepach, w okreslonej kolejnosci i w pozycjach, ktére z gory da sie przewidziec,
tworzac, charakterystyczny dla kazdego gatunku, obraz filotaksji. Kiedy na meryste-
mach pomidora umieszczono kuleczki no$nika nasgczone preparatem a-ekspansyn,
stwierdzono, ze zabieg ten inicjowatl powstawanie wybrzuszen na powierzchni me-
rystemu. Niektdre z nich wyksztatcaty sie nastepnie w struktury przypominajace
funkcjonalne zawigzki lisciowe; zmieniat sie takze kierunek filotaksji (31). W doktad-
niejszej analizie ujawniono, ze ekspansyny, uwalniane z kuleczek nosnika, gro-
madzg sie i sg aktywne w Scianach komdrek epidermy (32). W ten sposob udowod-
niono, ze egzogennie podane ekspansyny symulujg sytuacje, jaka ma miejsce w rze-
czywistosci. We wczesniejszych obserwacjach hybrydyzacji in situ wykazano bo-
wiem, ze formowanie zawigzkdéw lisciowych poprzedzone jest zwiekszong ekspre-
sjg genow kodujacych ekspansyny w odpowiednich miejscach powierzchniowej war-
stwy komérek merystemu wierzchotkowego (33). Wykorzystanie techniki przejscio-
wej, lokalnej mikroindukcji ekspresji genéw kodujacych ekspansyny u tytoniu po-
zwolito réwniez wykazaé, ze aktywacja genow ekspansyn w poblizu powstajgcego
zawigzka lisciowego wywotuje formowanie dodatkowej blaszki lisciowej, zmienia-
jac ostateczny ksztatt liscia (34). Wyniki tych badan stanowia mocny dowdéd na po-
parcie hipotezy, ze w merystemie wierzchotkowym pedu lokalne zmiany naprezen,
wywotane np. rozluznieniem $cian komaérkowych przez ekspansyny, sa czynnikiem
koniecznym, lecz nie wystarczajagcym, do inicjacji organogenezy (35).

Znaczenie ekspansyn, cho¢ niejednoznacznie, ujawniono w przeprowadzonych
eksperymentach z wykorzystaniem roélin transgenicznych. Tak jak mozna si¢ byto
spodziewac, zablokowanie technikg antysensu genu At-EXP10, ulegajacego u Arabi-
dopsis swoistej ekspresji w rozwijajacych sie lisciach, spowodowato powstawanie
roslin o mniejszych rozetach i, bardzo czesto, poskrecanych lisciach. Roéliny, w kto-
rych gen ten ulegat nadekspresji miaty z kolei nieznacznie wigksze liscie. Odpo-
wiednio zmieniala sie réwniez fatwos¢, z jakg liscie obu grup roslin ulegaty abscysji
(36). Z kolei fenotypy transgenicznych linii pomidora odbiegaty dos¢ znacznie od
oczekiwan. Rosliny, w ktorych gen a-ekspansyny ulegat nadekspresji, byty kartowa-
te i miaty mniejsze liscie. Czesciowo zrekompensowane to byto znacznym wzro-
stem radialnym tkanek. Przypuszcza¢ mozna jedynie, ze w tym przypadku u pomi-
doréw wystapita swoista ,,nadreakcja obronna” i uruchomione zostaty mechanizmy
ochrony integracji mechanicznej tkanek (37).

Ekspansyny sg niezbedne do zainicjowania formowania wtosnikow korzenio-
wych. Najcze$ciej wiodniki rozwijajg sie z komdrek epidermalnych korzenia, na dro-
dze zlokalizowanej zmiany kierunku i sposobu wzrostu. W okreslonym miejscu ko-
morki powstaje wybrzuszenie, dajace poczatek wiosnikowi, ktory dalej rosnie na
drodze wzrostu wierzchotkowego, a nie dyfuzyjnego - charakterystycznego dla
wiekszosci komdrek rodlinnych. Zastosowanie analizy immunocytochemicznej u ku-
kurydzy pozwolito wykaza¢, ze powstawanie pierwotnego wybrzuszenia poprze-
dzone jest zlokalizowang aktywnoscig ekspansyn. Podobnie jednak jak w przypadku
zawiagzkow lisciowych, nie jest to czynnik wystarczajacy do zainicjowania rozwoju
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whosnikdw. Zastosowanie latrunkuliny B pokazato, ze postepujaca za tym przebudo-
wa cytoszkieletu aktynowego jest czynnikiem niezbednym dla utrzymania stabilno-
$ci mechanicznej rosnacego wiosnika korzeniowego (38).

jednym z bardziej zadziwiajacych odkry¢ byto stwierdzenie, ze podwyzszong ak-
tywnos$¢ ekspansyn obserwuje sie takze w trakcie rozwoju roslin pasozytniczych.
Striga asiatica - pasozyt sorgo - do swojego rozwoju wymaga dwoch réznych sy-
gnatow pochodzgcych od rodliny-gospodarza. Uruchamiajg one kolejno: program
kietkowania nasion, a nastepnie program rozwoju haustoriéw (ssawek), czyli orga-
néw, za pomocy ktdrych pasozyt pobiera substancje odzywcze. Zauwazono wyraz-
ng korelacje pomiedzy wzrostem poziomu mRNA a-ekspansyn a indukcjg tworzenia
haustoriow w odpowiedzi na pojawienie si¢ wiasciwego sygnatu. Przypuszcza sie,
ze ekspansyny, rozluzniajac sciany komérek korzeniowych umozliwiajg tworzenie
i dalszy rozwdj haustoriow (39).

4.3. Rola ekspansyn w procesach rozwojowych

Ekspresja gendw kodujacych ekspansyny jest swoista tkankowo (a nawet komor-
kowo) oraz zalezna od etapu rozwoju rosliny ijej organdw. U Arabidopsis stwierdzo-
no na przyklad, ze jeden z gendw a-ekspansyn ulega swoistej ekspresji jedynie
w komdrkach przyszparkowych, drugi z nich tylko w niektérych komérkach korze-
nia, np. w czapeczce korzeniowej, a jeszcze kolejny aktywowany jest tylko w po-
wstajgcych wiosnikach korzeniowych. Sposrdd genow ekspansyn aktywnych w tkan-
kach naczyniowych, wystepowanie dwoch z nich ograniczone jest tylko do wigzek
naczyniowych, a trzeciego wytacznie do komérek kortykalnych. Takie wyniki poka-
zujg, ze cho¢ niektore geny ekspansyn rzeczywiscie ulegajg ekspresji wytgcznie
w wydtuzajacych sie komorkach, to wiele z nich koduje synteze ekspansyn w ko-
mérkach otoczonych $cianami o niezwyktych wiasciwosciach mechanicznych, jak na
przyktad komdrki aparatu szparkowego, lub w miejscach, w ktérych prawidtowy
przebieg proceséw morfogenetycznych wymaga luZniejszej struktury $cian komor-
kowych (19).

Ekspansyny pojawiajg sie nie tylko w tkankach ulegajgcych szybkiemu wydtu-
zaniu, ale takze biorg udzial, np. w dojrzewaniu owocéw. Dogodnym modelem ba-
dawczym okazaty sie w tym przypadku rosliny pomidora {Lycopersicon esculentum L.).
W rozwoju ich owocow wyrézni¢ mozna dwie gtéwne fazy. W fazie wzrostu docho-
dzi do powiekszania sie komérek, natomiast w fazie dojrzewania rozmiary komorek
pozostajg bez zmian, nastepuje jednak rozluznienie struktury, w tym réwniez $cian
komoérkowych (40). Okazato sie, ze u pomidora niektore geny a-ekspansyn (np.
Le-EXP3 i 4) ulegajg selektywnej ekspresji jedynie w fazie wzrostu i na poczatku fazy
dojrzewania. W momencie przejscia do fazy dojrzewania, w duzych ilosciach poja-
wia sie transkrypt genu Le-EXPI, a ekspresja pozostatych genéw kodujacych a-eks-
pansyny zanika lub znacznie stabnie (41). Ten obraz aktywnosci transkrypcyjnej
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znajduje réwniez swoje potwierdzenie w analizie biatek ekspansyn i ich aktywnosci.
Co wiecej, w mutantach rin i Nr pomidora, charakteryzujacych sie op6znionym lub
ostabionym dojrzewaniem owocéw, nie wykrywa sie wymiernych ilosci ekspansyn.
Stwierdzono przy tym, ze ekspansyny obecne w rosngcych owocach podobne sg
strukturalnie i rozpoznawane przez przeciwciata swoiste dla ekspansyn z wydtu-
zajacych sie pedow. Ekspansyna Le-EXPI nie jest przez te przeciwciata wykrywana,
co wskazuje, ze pomimo podobienstwa sekwencji, jej struktura wyraznie rozni sie
od pozostatych ekspansyn (42). Znaczenie ekspansyny Le-EXPI potwierdzono row-
niez analizujac rosliny transgeniczne. Rosliny, w ktorych akumulacja ekspansyny zo-
stata prawie catkowicie zahamowana miaty twarde owoce przez caty okres dojrze-
wania. Z kolei roéliny, u ktérych gen Le-EXP1 ulegat nadekspresji charakteryzowaty
sie miekkimi owocami juz na etapie w petni rozwinietego zielonego owocu, jeszcze
przed rozpoczeciem fazy dojrzewania.

P-ekspansyny wykazujg wiele cech wspdlnych z alergenami grupy-1. Podobnie
jak one, P-ekspansyny pojawiajg sie w znacznych ilosciach w $cianach komérek ge-
neratywnych, jak i tkanek wegetatywnych traw. Obserwuje sie przy tym zréznicowa-
nie swoistosci tkankowej, tzn. obecno$¢ izoform o szerokim spektrum wystepowa-
nia (np. Zm-EXPB2 u kukurydzy), jak i izoform o $cisle ograniczonej swoistosci, np.
Zm-EXPB1, wykrywanej wylacznie w $cianach pytku (25). Podobnie tez jak alergeny,
P-ekspansyny zwigzane sg dos$¢ luzno ze scianami komoérkowymi (19). P-ekspansyny
wykazujg znaczng aktywno$¢ w tkankach wegetatywnych, podobng do typowej ak-
tywnosci a-ekspansyn (21). Cho¢ biatka obu klas czesto wystepuja razem, to przy-
puszcza sig, ze obecnos$¢ P-ekspansyn w trawach ma szczegélne znaczenie, zwlasz-
cza w procesie rozmnazania. Przenoszone wraz z pytkiem, p-ekspansyny moga roz-
luzniac¢ sciany komoérkowe znamienia i tkanek otaczajacych umozliwiajac w ten spo-
sob tagiewce pytkowej penetracje w gigb znamienia (19).

Ekspansyny odgrywajg rowniez znaczacg role w réznicowaniu komorek tkanki
przewodzgcej. Komorki te, otoczone poczatkowo pierwotng $ciang komodrkowa,
po osiagnieciu swych ostatecznych rozmiaréw wytwarzajg $ciany wtorne i najcze-
Sciej zamieraja. Modelem do badania tych procesoéw jest zawiesina komérek me-
zofilu cynii zdobnej (Zinnia elegans L.), ktére w ciggu 96 godzin, w odpowiednich
warunkach hormonalnych, ulegajg najpierw odrdznicowaniu, a nastepnie tzw.
trans-roznicowaniu, formujac dojrzate komérki naczyniowe. W tym wiasnie ukladzie
modelowym stwierdzono pojawianie sie transkryptow trzech genow (Ze-EXPI-3)
kodujacych a-ekspansyny (43). Przeniesienie tych obserwacji do siewek Zinnia uka-
zato, ze wszystkie trzy transkrypty wystepuja w réznicujgcych komdrkach ksylemu,
ale w roznym okresie ich rozwoju, np. Ze-EXP3 przez caty czas, a Ze-EXPI jedynie
do momentu rozpoczecia syntezy $cian wtérnych. Co wigecej, mRNA roznych eks-
pansyn wykazywaty spolaryzowang lokalizacje, wystepujac jedynie na apikalnych
badZz bazypetalnych korcach komdrek. Wskazuje to na uczestnictwo ekspansyn
W precyzyjnie umiejscowionym, intruzyjnym wzroscie komorek naczyn, a réwno-
czesnie stanowi dowdd, jeden z niewielu w Swiecie roslinnym, na wewnatrzkomor-
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kowa lokalizacje mRNA, wykorzystywanego do syntezy biatek w okreslonym miej-
scu i czasie (43).

5. Podsumowanie

w badanich dotyczacych identyfikacji i charakterystyki ekspansyn ujawniono ist-
nienie biatek o niezwyklych wiasciwosciach i mechanizmie dziatania. Badania te
przyczynity sie rowniez do pogtebienia naszej wiedzy o Scianach komérkowych i ich
znaczeniu dla funkcjonowania komorek i catych roslin. Potencjalne zastosowanie
zdobytej wiedzy o ekspansynach, jak sie wydaje, jest ogromne. Manipulacje genami
ekspansyn daja mozliwo$¢ wyhodowania roslin o zmodyfikowanej strukturze $cian
komdrkowych, a zatem, np. odpornych na niekorzystne warunki srodowiskowe oraz
roslin o polepszonych walorach hodowlanych i przemystowych. Na uwage zastuguje
przede wszystkim fakt, ze mechanizm dziatania ekspansyn oraz ich aktywno$¢ od-
rozniajg je zdecydowanie od innych biatek wystepujacych w Swiecie zywym. Poszu-
kujac sposobdéw na pokonanie ograniczen narzuconych przez srodowisko, w ktérym
rozwijajg sie rosliny lagdowe. Natura stworzyta ekspansyny - unikatowe, niezwykie
biatka roslinne.
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