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Wykaz skrótów i akronimów 

5´UTR (ang. 5´ untranslated region) – region 5´ niepodlegający translacji 

BRE (ang. TFIIB recognition element) – element rozpoznający czynnik TFIIB 

CT (ang. cryptotanshinone) – kryptotanszinon 

DHTI (ang. dihydrotanshinone I) – dihydrotanszinon I 

DMAPP (ang. dimethylallyl pyrophosphate) – pirofosforan dimetyloallilu 

DPE (ang. downstream promoter element) – dalszy element promotora 

DXS (ang. 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase) – syntaza 5-fosforanu 1-deoksy-D-

ksylulozy 

EEC (ang. early elongation complex) – wczesny kompleks elongacyjny 

GA3 (ang. gibberellic acid) – kwas giberelinowy 

GGPP (ang. geranylgeranyl pyrophosphate) – pirofosforan geranylogeranylu 

GGPPS (ang. geranylgeranyl pyrophosphate synthase) – syntaza pirofosforanu 

geranylogeranylu 

GTFs (ang. general transcription factors) – ogólne czynniki transkrypcyjne 

HMGR (ang. 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase) – reduktaza 3-hydroksy-3-

metyloglutarylokoenzymu A 

HPLC (ang. high performance liquid chromatography) – wysokosprawna chromatografia 

cieczowa 

IAA (ang. indole-3-acetic acid) – kwas indolilo-3-octowy 

Inr (ang. initiator element) – element inicjujący 

IPP (ang. isopentenyl pyrophosphate) – pirofosforan izopentenylu 

IUPAC (ang. International Union of Pure and Applied Chemistry) – Międzynarodowa Unia 

Chemii Czystej i Stosowanej 

MEP (ang. methylerythritol phosphate) – fosforan metyloerytrytolu 

MS (ang. Murashige and Skoog) 

MVA (ang. mevalonic acid) – kwas mewalonowy 

NLS (ang. nuclear localisation signal) – sygnał lokalizacji jądrowej 

PCR (ang. polymerase chain reaction) – reakcja łańcuchowa polimerazy 

PFM (ang. position frequency matrix) – macierz częstości pozycji 

PIC (ang. preinitiation complex) – kompleks reinicjacyjny 

PRS (ang. pyrimidine-rich sequence) – sekwencja bogata w pirymidyny 

PWM (ang. position weight matrix) – macierz wag pozycji 
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RT-qPCR (ang. real-time quantitative polymerase chain reaction) – ilościowa reakcja 

łańcuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym 

SA (ang. salicylic acid) – kwas salicylowy 

sRNA (ang. small RNA) – małe RNA 

TI (ang. tanshinone I) – tanszinon I 

TIIA (ang. tanshinone IIA) – tanszinon IIA 

TAFs (ang. TBP-associated factors) – białka związane z TBP 

TF(s) (ang. transcription factor(s)) – czynnik(i) transkrypcyjny(e) 

TFBS(s) (ang. transcription factor binding site(s)) – miejsce(a) wiązania czynnika(ów) 

transkrypcyjnego(ych) 

TSS (ang. transcription start site) – miejsce startu transkrypcji 

UHPLC (ang. ultra high performance liquid chromatography) – ultrawysokosprawna 

chromatografia cieczowa 
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1. Wstęp 

Salvia miltiorrhiza Bunge, zwana również Szałwią chińską lub Szałwią czerwoną, to roślina 

wieloletnia należąca do rodzaju Salvia (szałwia) i rodziny Lamiaceae (jasnotowate) [1]. Rośnie 

ona w co najmniej dziewiętnastu prowincjach Chin, a także w Mongolii, Korei, Wietnamie, 

Japonii i Australii. Preferuje stanowiska słoneczne i wilgotne położone na wysokości od 100 do 

1300 m n.p.m. z glebą o pH obojętnym, lekko kwaśnym lub lekko zasadowym. S. miltiorrhiza 

używana jest jako modelowy przedstawiciel roślin leczniczych. Zawdzięcza to ona krótkiemu 

cyklowi życia, łatwości rozmnażania, niewymagającej uprawie, możliwości hodowli 

w warunkach in vitro, a także stosunkowo małemu rozmiarowi genomu (około 600 Mb). Pierwsze 

wzmianki na temat tego gatunku pochodzą z najstarszej chińskiej monografii medycznej pt. „Shen 

Nong’s Classic of the Materia Medica” napisanej około II w. p.n.e., a następne z kolejnych tego 

typu starożytnych dzieł. Obecnie jest jedną z najpopularniejszych roślin tradycyjnej medycyny 

chińskiej. Jej wysuszony korzeń, zwany Danshen lub Tanshen, stosowany jest samodzielnie lub 

w połączeniu z innymi ziołami w leczeniu m.in.: chorób układu krążenia, zaburzeń 

miesiączkowania, bezsenności [2,3]. Właściwości lecznicze tej rośliny wynikają ze zdolności do 

biosyntezy ponad dwustu substancji bioaktywnych, głównie typu diterpenoidów (w tym 

tanszinonów) i kwasów fenolowych, a także triterpenoidów, flawonoidów, olejków eterycznych 

i innych [1,4]. 

Tanszinony to grupa związków obejmująca abietanowe nor-diterpenoidowe chinony [5]. 

Dotychczas wyizolowano z S. miltiorrhiza kilkadziesiąt tanszinonów [4], spośród których 

najlepiej przebadano dihydrotanszinon I (ang. dihydrotanshinone I, DHTI), kryptotanszinon (ang. 

cryptotanshinone, CT), tanszinon I (ang. tanshinone I, TI) i tanszinon IIA (ang. tanshinone IIA, 

TIIA). Według przeprowadzonych badań tanszinony zapewniają ochronę dla układu sercowo-

naczyniowego [6,7], regulują metabolizm [8], zapobiegają chorobom układu nerwowego [9], 

osteoporozie [10] i nowotworom [11], a także wykazują właściwości przeciwzapalne [12], 

antyoksydacyjne [13], fitoestrogenne [14] i przeciwbakteryjne [15]. Tanszinony gromadzą się 

głównie w perydermie korzenia, jednakże nawet tam ich zawartość jest bardzo niska i nie 

zaspokaja ciągle rosnącego na nie zapotrzebowania [1,16,17]. Stąd konieczne wydaje się 

opracowanie metod poprawiających wydajność ich biosyntezy. 

Analiza porównawcza wyników wysokoprzepustowych badań omicznych (genom, 

transkryptom, proteom, metabolom) oraz funkcjonalna charakterystyka in vitro i in vivo 

uzyskanych kandydatów genów umożliwiły poznanie szlaku biosyntezy tanszinonów w gatunku 

S. miltiorrhiza [5,18]. Szlak ten można podzielić na trzy główne etapy. Punktem wyjścia jest 

tworzenie prekursorów terpenoidów, czyli pirofosforanu izopentenylu (ang. isopentenyl 
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pyrophosphate, IPP) i pirofosforanu dimetyloallilu (ang. dimethylallyl pyrophosphate, DMAPP) 

w szlaku kwasu mewalonowego (ang. mevalonic acid, MVA) w cytoplazmie i w szlaku fosforanu 

metyloerytrytolu (ang. methylerythritol phosphate, MEP) w plastydach [5,19]. Następnie 

w wyniku kondensacji DMAPP z IPP powstaje pirofosforan geranylogeranylu (ang. 

geranylgeranyl pyrophosphate, GGPP), kluczowy prekursor szkieletu węglowego diterpenoidów 

[5,20]. Ostatni etap to modyfikacje strukturalne. Cyklizacja i defosforylacja GGPP prowadzą do 

powstania miltiradienu, z którego w wyniku reakcji takich jak utlenianie, hydroksylacja, 

dekarboksylacja syntetyzowane są biologicznie aktywne tanszinony [5,19]. Reakcje z opisanego 

powyżej szlaku są katalizowane przez specyficzne enzymy wykazujące w większości niską 

homologię z enzymami innych gatunków roślin [5]. Wyniki przeprowadzonych badań wskazują, 

że reduktaza 3-hydroksy-3-metyloglutarylokoenzymu A (ang. 3-hydroxy-3-methylglutaryl-

coenzyme A reductase, HMGR) ze szlaku MVA, syntaza 5-fosforanu 1-deoksy-D-ksylulozy (ang. 

1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase, DXS) ze szlaku MEP oraz syntaza pirofosforanu 

geranylogeranylu (ang. geranylgeranyl pyrophosphate synthase, GGPPS) to kluczowe enzymy 

ograniczające tempo biosyntezy tanszinonów [5,21]. 

HMGR katalizuje konwersję 3-hydroksy-3-metyloglutarylokoenzymu A do MVA, 

prekursora wielu istotnych związków izoprenoidowych działających w komórkach roślinnych 

[22,23]. Fundamentalną rolę jaką HMGR pełni w metabolizmie roślin podkreśla precyzyjna 

regulacja jego funkcji na etapie transkrypcji, translacji, obróbki potranskrypcyjnej 

i potranslacyjnej [24,25]. Do chwili obecnej zidentyfikowano i zdeponowano w bazie danych 

GenBank pięć sekwencji genów HMGR S. miltiorrhiza (HMGR–HMGR4) [26-28]. HMGR 

(EU680958.1) i HMGR2 (FJ747636.1) przebadano dotąd najszerzej i to zarówno pod kątem 

strukturalnym, jak i funkcjonalnym [21,26,28-30]. Pozostałe geny HMGR nie zostały jak dotąd 

wystarczająco zbadane, w szczególności dotyczy to HMGR4 (JN831103.1). 

W celu zapewnienia prawidłowego funkcjonowania poszczególnych typów komórek, 

zgodnie z ich wymaganiami fizjologicznymi czy warunkami środowiska zewnętrznego, konieczna 

jest regulacja aktywności genów. Regulacja ta odbywa się na poziomie epigenetyki, transkrypcji, 

obróbki RNA, translacji oraz potranslacyjnej modyfikacji białek. Zrozumienie tych 

skomplikowanych procesów stanowi obecnie jedno z palących zagadnień biologii molekularnej. 

U roślin kluczowym etapem tej regulacji jest transkrypcja, czyli przepisywanie informacji 

zawartej w DNA na RNA [31]. Wskazuje na to chociażby wysoki odsetek genów 

zaangażowanych w ten proces (15% dla chromosomu czwartego Arabidopis thaliana) [32]. 

Aby transkrypcja mogła zostać zapoczątkowana konieczne są takie zmiany w strukturze 

chromatyny, które sprawią że promotor i sekwencja kodująca będą bardziej dostępne dla 

czynników transkrypcyjnych (ang. transcription factors, TFs) i polimerazy RNA. Zalicza się do 
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nich acetylację histonów, usuwanie grup metylowych, aktywność białek przebudowujących 

chromatynę czy zaangażowanych w demontaż i ponowny montaż nukleosomów [33]. Podczas 

inicjacji transkrypcji genów kodujących białko ma miejsce formowanie kompleksu 

preinicjacyjnego (ang. preinitiation complex, PIC) złożonego z ogólnych czynników 

transkrypcyjnych (ang. general transcription factors, GTFs) i polimerazy RNA II. Czynnik TFIID 

wiąże się poprzez podjednostkę białka TBP (ang. TATA box-binding protein) do sekwencji 

TATA box promotora genu, a pozostałe białka związane z TBP (ang. TBP-associated factors, 

TAFs) zaczynają oddziaływać z sekwencją DNA położoną poniżej miejsca startu transkrypcji 

(ang. transcription start site, TSS). Następnie przyłączone zostają czynniki TFIIA i TFIIB, co 

umożliwia rekrutację kompleksu nieufosforylowanej polimerazy RNA II z TFIIF oraz dołączenie 

TFIIE i TFIIH. Czynnik TFIIH fosforyluje C-końcową domenę CTD polimerazy RNA II oraz 

wykazuje aktywność helikazy, prowadząc do powstania aktywnego kompleksu transkrypcyjnego 

[34]. Opisany powyżej sposób montowania PIC nosi nazwę sekwencyjnego. Po zsyntetyzowaniu 

RNA o długości około 30 nt następuje pierwsze zatrzymanie polimerazy RNA II oraz odłączenie 

enzymu od promotora i części elementów maszynerii transkrypcyjnej. Prowadzi to ostatecznie do 

stabilnego związania się polimerazy RNA II z powstającym pre-mRNA i uformowania 

wczesnego kompleksu elongacyjnego (ang. early elongation complex, EEC) [33,35]. EEC 

podlega ciągłym kontrolom zanim stanie się w pełni funkcjonalny. Ma to miejsce szczególnie 

przed głównym etapem elongacji, kiedy następuje ponowne zatrzymanie polimerazy RNA II 

i sprawdzenie czy jest ona przygotowana do nadchodzącego etapu [33]. Po odłączeniu się 

negatywnych czynników elongacji i przyłączeniu pozytywnych enzym odzyskuje aktywność, 

a łańcuch pre-mRNA ulega dalszemu wydłużaniu [33]. Na tym etapie ma miejsce dodanie 

czapeczki guanylowej (7-metyloguanozyny) do końca 5´ transkryptu, co zabezpiecza mRNA 

przed działaniem egzonukleaz i promuje translację [36]. Za sprawą spliceosomu dochodzi do 

usuwania intronów z pierwotnego transkryptu i łączenia eksonów w procesie splicingu [37]. 

Stabilność mRNA i wydajność translacji zwiększa dodanie do końca 3´ transkryptu ogonka 

poli(A) składającego się z nukleotydów adeninowych [38]. Tak utworzony mRNA łączy się 

z białkami i transportowany jest do cytoplazmy w celu translacji. 

Jak wynika z przebiegu transkrypcji, w inicjacji i regulacji tego procesu niezwykle istotną 

rolę pełni sekwencja DNA zlokalizowana powyżej części kodującej genu zwana promotorem. 

Budowa promotora dostarcza wielu cennych informacji na temat regulacji aktywności 

kontrolowanego genu. W strukturze promotorów roślinnych wyróżnia się część rdzeniową (tzw. 

minimalny promotor), bliższą i dalszą [39]. Część rdzeniowa może zawierać sekwencję TATA 

box, element inicjujący (ang. initiator element, Inr) czy element rozpoznający czynnik TFIIB 

(ang. TFIIB recognition element, BRE). Każdy z tych motywów pełni określone funkcje związane 
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z procesem inicjacji transkrypcji. Kaseta TATA była pierwszym rdzeniowym elementem 

promotora zidentyfikowanym w eukariotycznych genach kodujących białka [40]. Jest ona 

zlokalizowana w obszarze od –25 do –39 nt od TSS i wiąże białko TBP [41]. Początkowo 

sądzono, że sekwencja TATA jest niezbędna do inicjacji transkrypcji i co za tym idzie występuje 

w promotorach wszystkich organizmów eukariotycznych. Jednakże wraz z rozwojem genomiki 

wykazano, że obecna jest ona tylko u części promotorów. U roślin potwierdzono jej 

występowanie u 29% promotorów A. thaliana [42] i u 19% promotorów ryżu [43]. Inr otacza TSS 

lub znajduje się w jego pobliżu. Jest on pod względem funkcjonalnym podobny do TATA box 

i może z nim współdziałać podczas inicjacji transkrypcji. W przypadku promotorów 

nieposiadających kasety TATA to Inr kontroluje inicjację transkrypcji, a w niektórych 

przypadkach funkcje pomocnicze pełni również dalszy element promotora (ang. downstream 

promoter element, DPE) [44]. DPE zlokalizowany jest w obszarze od +28 do +32 nt od TSS 

i odpowiada za wiązanie czynnika TFIID do promotora [40]. Z kolei BRE położony jest tuż przed 

TATA box i wiąże czynnik TFIIB [40]. Co ciekawe, promotory pozbawione wszystkich 

opisanych powyżej motywów również okazują się być funkcjonalne [35]. Na odcinku bliższym 

promotora, obejmującym kilkaset pz w górę od rdzeniowej części, rozlokowane są 

kilkunukleotydowe specyficzne motywy niekodującego DNA (ang. transcription factor binding 

sites, TFBSs) rozpoznawane przez TFs funkcjonujące jako aktywatory lub represory transkrypcji 

[45]. Z kolei w części dalszej promotora, znajdującej się w odległości setek, tysięcy a nawet 

milionów pz od części bliższej, umiejscowione są elementy regulatorowe nazywane 

wzmacniaczami i wyciszaczami. Regulatory te przy udziale wiążących się do nich TFs 

poprawiają lub hamują tempo transkrypcji poprzez bezpośrednie lub pośrednie (z udziałem 

kompleksu mediatora) oddziaływanie z aparatem transkrypcyjnym [46,47]. Takie przekazywanie 

sygnałów między wzmacniaczem lub wyciszaczem a promotorem rdzeniowym jest możliwe 

dzięki fizycznemu zbliżeniu tych regionów poprzez tworzenie pętli DNA [48]. 

Do tej pory zidentyfikowano u roślin kilka tysięcy TFs (ponad 2300 u Arabidopsis i ponad 

5600 u Glycine max) [49]. Część TFs jest konstytutywna, jak GTFs oddziałujące z promotorem 

rdzeniowym, podczas gdy inne są specyficzne dla typu komórki, stadium rozwoju lub ulegają 

indukcji przez sygnały zewnętrzne i wewnętrzne, np. stres oksydacyjny, hormony, światło, zimno, 

upał, suszę, warunki beztlenowe, zranienie, patogeny [50]. Aktywowane TFs wiążą się następnie 

do sekwencji określonych promotorów, regulując w ten sposób ekspresję szeregu genów. 

Większość TFs jest wyposażona w sygnał lokalizacji jądrowej (ang. nuclear localisation signal, 

NLS), domenę wiążącą DNA, domenę oligomeryzacji i domenę efektorową. NLS to sekwencja 

aminokwasowa bogata w dodatnio naładowane lizyny i argininy, która znakuje TF w celu jego 

importu do jądra komórkowego. U roślin sygnały te różnią się sekwencją, organizacją i liczbą, 
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a niektóre TFs w ogóle ich nie posiadają [51]. Domena wiążąca DNA zawiera reszty 

aminokwasowe, które specyficznie kontaktują się z zasadami sekwencji promotora (TFBSs). 

Wiązanie TF z promotorem wzmacniają niespecyficzne oddziaływania kolejnych reszt 

aminokwasowych z grupą fosforanową lub deoksyrybozą [51]. Budowa domeny wiążącej DNA 

decyduje o podziale TFs na rodziny i wskazuje na ich funkcje [52]. Niektóre TFs działają 

samodzielnie, podczas gdy inne, celem zwiększenia swoistości i powinowactwa wiązania z DNA 

oraz dla precyzyjniejszej kontroli ekspresji genów, tworzą dimery lub struktury wyższego rzędu 

(oligomery). Jest to możliwe dzięki domenie oligomeryzacji [51]. Struktury te mogą powstawać 

z połączenia identycznych białek lub z połączenia różnych białek, zwykle z tej samej rodziny. 

Warto tutaj dodać, że pojedynczy TF może łączyć się z wieloma różnymi TFs, tworząc w ten 

sposób kompleksy o odmiennych właściwościach i funkcjach. O tym jaki kompleks zostanie 

utworzony decyduje stężenie poszczególnych monomerów w komórce, ich modyfikacje 

potranslacyjne, a także powinowactwo wiązania z innymi monomerami [53]. Część TFs 

tworzących takie struktury zachowuje zdolność do samodzielnego wiązania się z DNA, podczas 

gdy inne bezwzględnie wymagają obecności białkowego partnera [45]. W ostatnich latach 

dowiedziono, że niektóre TFs nie łączą się ze sobą bezpośrednio, a jedynie poprzez resztę 

białkową w miejscu wiązania się z DNA [54]. Domena efektorowa, a przez to TF który ją 

posiada, pośredniczy w aktywacji lub represji genu [55]. Aktywatory oddziałując z kompleksem 

inicjacji transkrypcji ułatwiają jego składanie i poprawiają stabilność, a także rekrutują enzymy 

rozluźniające strukturę nukleosomów, dzięki czemu staje się ona dostępna dla TFs. Z kolei 

represory oddziałując z aktywatorami blokują ich domenę efektorową lub tworzą kompleksy 

białkowe niezdolne do ich związania się z DNA. Represory wiążą się również z motywami 

rozpoznawanymi przez aktywatory czy z kompleksem inicjacji transkrypcji zmniejszając jego 

aktywność, a także przyciągają enzymy zwiększające upakowanie nukleosomów [45,56]. Dany 

TF może funkcjonować jako aktywator lub represor zależnie od dostępnych TFBSs i TFs [56]. 

mikroRNA (miRNA) to krótkie, jednoniciowe, niekodujące cząsteczki RNA znane głównie 

jako potranskrypcyjne i translacyjne inhibitory. Przecinają one nici mRNA i destabilizują je 

poprzez skrócenie ogonka poli(A) oraz redukują wydajność translacji [57,58]. Badania 

przeprowadzone u ludzi i A. thaliana wykazały, że miRNA mogą również rozpoznawać 

specyficzne motywy w sekwencji promotorów i w ten sposób brać udział w regulacji ekspresji 

genów na poziomie transkrypcji [59-62]. 

Oddziaływania typu TF−promotor, miRNA−promotor i TF−TF tworzą na poziomie całego 

organizmu skomplikowaną sieć zależności. Decydują one o ekspresji konkretnego genu we 

właściwym miejscu, momencie i na wymaganym poziomie, a co za tym idzie stoją na straży 
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procesów zachodzących w komórkach [46]. Dlatego też badanie TFs, miRNA i miejsc ich 

wiązania dostarcza niezwykle cennych informacji dla zrozumienia regulacji ekspresji genów. 

Obecnie badanie sekwencji promotorów opiera się w znacznej mierze na analizach in silico. 

Wzrost mocy obliczeniowej komputerów, obniżenie kosztów przechowywania danych i szybki 

przyrost liczby kompletnych sekwencji genomowych zaowocował w ostatnich latach stworzeniem 

licznych, często publicznych baz danych i narzędzi opartych na algorytmach znajdujących 

zastosowanie w takich badaniach (Publikacja I) [63]. Wykorzystanie baz danych i narzędzi 

pozwala na przyspieszenie tempa badań, obniżenie ich kosztów oraz stanowi doskonały wstęp do 

prac eksperymentalnych. Do tej pory opracowano wiele programów różniących się założeniami 

i sposobem działania. Do dyspozycji są takie, które poszukują w badanej sekwencji motywów 

wcześniej poznanych albo zupełnie nowych [64]. Te pierwsze opierają się na danych 

doświadczalnych otrzymanych w przeszłości dla różnych organizmów i zgromadzonych w bazach 

danych. Drugie zaś poszukują motywów nadreprezentowanych [65]. Istnieją narzędzia skanujące 

zadaną sekwencję na obecność pojedynczych TFBS lub też ich kombinacji o znanej funkcji 

transkrypcyjnej [66]. Postawą do opracowania niektórych programów jest podział genów na 

klastry ze względu na wzory ich ekspresji [67]. Zakłada się, że geny należące do tego samego 

klastra ulegają wspólnej regulacji, a ich promotory posiadają takie same motywy wiązane przez 

takie same TFs. Programy te typują grupy oligonukleotydów wystarczająco podobnych do siebie 

aby mogły zostać rozpoznane przez ten sam TF i oceniają je pod względem statystycznym. 

W użyciu są także narzędzia, które wykorzystują technikę śladu filogenetycznego [66]. 

Wyodrębniają one motywy konserwatywne poprzez porównanie ze sobą wielu sekwencji 

ortologicznych pochodzących od różnych gatunków. Takie postępowanie zdecydowanie podnosi 

wiarygodność uzyskanych danych. Ryzyko pojawienia się fałszywych wyników podczas analiz in 

silico jest również obniżane poprzez dodanie parametrów określających prawdopodobieństwo dla 

otrzymanych przewidywań [68]. Wyniki analiz in silico dotyczących TFBSs mogą być 

przedstawiane w kilku formach. Jest to związane z tym, że dany TFBS wykazuje różnorodność 

sekwencyjną bez utraty funkcji. Wyróżnia się tutaj sekwencję zgodności zapisaną kodem IUPAC 

(ang. International Union of Pure and Applied Chemistry), PFM (ang. position frequency matrix) 

podającą liczbę poszczególnych nukleotydów w danej pozycji, PWM (ang. position weight 

matrix) określającą znormalizowaną częstość nukleotydów w danej pozycji lub logo sekwencji 

pozwalające na szybką wizualną ocenę częstości nukleotydów [69]. 

Aktywność genów można również regulować dzięki zdobyczom inżynierii genetycznej 

umożliwiającym m.in. nadekspresję. W jej wyniku powstaje więcej kopii pre-mRNA, co po 

modyfikacjach potranskrypcyjnych przekłada się na wzrost ilości mRNA i zwykle prowadzi do 

zwiększenia produkcji białka w porównaniu z niemodyfikowanym organizmem dzikim. 
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Doświadczenia tego typu można przeprowadzać na komórkach czy organizmie z którego badany 

gen pierwotnie pochodzi lub stosując obce systemy ekspresyjne, np. ssacze, owadzie, roślinne, 

drożdżowe, bakteryjne, bezkomórkowe [70]. Wybór odpowiedniego systemu zależy od wielu 

czynników, takich jak złożoność struktury białka, jego modyfikacje potranslacyjne, 

rozpuszczalność, lokalizacja komórkowa, względy finansowe. Niezwykle istotnym elementem 

jest zastosowanie odpowiedniego wektora ekspresyjnego, zwykle plazmidu bakteryjnego lub 

genomu wirusowego, o budowie odpowiadającej celom przeprowadzanego eksperymentu i jego 

założeniom. Najważniejszymi składowymi takiego wektora jest konstytutywny lub indukowalny 

promotor, sekwencja kodująca eksprymowanego genu, miejsce inicjacji translacji, terminator 

transkrypcji, gen oporności na antybiotyki [71]. Dobór odpowiedniej metody transformacji jest 

ściśle związany z typem wybranego systemu ekspresyjnego. W przypadku roślin proces ten często 

oparty jest o komórki Rhizobium (dawniej Agrobacterium) [72-74]. Wyróżnia się dwa typy 

nadekspresji, tj. absolutną i względną [75]. Pierwsza polega na wymianie natywnego promotora 

na taki, który silnie i konstytutywnie pobudzi ekspresję kontrolowanego genu. W drugiej 

wykorzystuje się plazmid wielokopijny, dzięki któremu następuje wzrost liczby kopii badanego 

genu. Technika nadekspresji jest wykorzystywana w biotechnologii do wytwarzania produktu 

genu na masową skalę czy też do badania jego biologicznej funkcji poprzez obserwację zmian 

fenotypowych, biochemicznych i sygnałowych następujących w jej wyniku [76]. W ostatnich 

latach przeprowadzono wiele badań, których celem było uzyskanie nadekspresji genów 

zaangażowanych w biosyntezę metabolitów wtórnych u roślin, np. flawonoidów [77], alkaloidów 

[78], terpenoidów [79], pochodnych kwasu benzoesowego [80], glikozydów cyjonogennych [81]. 

Wynikiem tych doświadczeń był wzrost poziomu produktu nadeksprymowanego genu, a co za 

tym idzie większa produkcja związków kolejno powstających w szlaku (nasilenie przepływu 

związków przez szlak) i często zwiększenie biosyntezy metabolitów. 
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2. Cel pracy 

Głównym celem niniejszej rozprawy doktorskiej było zbadanie mechanizmów regulacji 

ekspresji genu HMGR4 w gatunku S. miltiorrhiza. Cele szczegółowe obejmowały: 

 analizę w warunkach in silico niepoznanej dotąd sekwencji promotora genu HMGR4 

S. miltiorrhiza pod kątem obecności kluczowych motywów, miejsc wiązania dla TFs 

i miRNA oraz ocenę interakcji między wykrytymi TFs, 

 porównanie TFs wykrytych metodą in silico z TFs potwierdzonymi doświadczalnie, 

 porównanie dostępnych sekwencji promotorów HMGR S. miltiorrhiza (HMGR1, 

HMGR2, HMGR4) w kontekście wspólnych TFBSs i oddziałujących z nimi TFs, 

 ocenę konserwatywności sekwencji promotora HMGR4 S. miltiorrhiza względem innych 

roślinnych promotorów HMGR, 

 oznaczenie specyficznej dla typu organu roślinnego ekspresji genu HMGR4 

S. miltiorrhiza, 

 analizę wpływu wybranych regulatorów na ekspresję genu HMGR4 S. miltiorrhiza, 

 zbadanie znaczenia nadekspresji genu HMGR4 dla biosyntezy tanszinonów w gatunku 

S. miltiorrhiza, 

 zbadanie wpływu wybranych regulatorów, typu organu roślinnego i środowiska hodowli 

na biosyntezę tanszinonów w transformantach S. miltiorrhiza. 
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3. Materiały i metody 

3.1. Założenie hodowli S. miltiorrhiza (Publikacja II i III) 

Materiał wyjściowy do założenia hodowli w warunkach glebowych (Publikacja II) oraz 

kultur in vitro (Publikacja III) S. miltiorrhiza stanowiły nasiona otrzymane z Ogrodu Roślin 

Leczniczych Uniwersytetu Medycznego w Łodzi. Hodowlę tradycyjną prowadzono 

w kompozytowej glebie przy dostępie naturalnego światła. Hodowle in vitro uzyskano poprzez 

odkażenie nasion, a następnie ich wykiełkowanie i wzrost pędów na podłożu podstawowym 

Murashige i Skoog (MS) [82] zestalonym agarem (7 g/l). Części nadziemne S. miltiorrhiza 

hodowano na stałym podłożu MS w warunkach fotoperiodu 16/8 h (światło/ciemność), a korzenie 

w płynnym podłożu B5 typu Gamborg’a [83] w ciemności. 

3.2. Izolacja sekwencji promotora HMGR4 S. miltiorrhiza (Publikacja II) 

Niepoznany dotąd region promotora HMGR4 S. miltiorrhiza wyizolowano za pomocą 

techniki genome walking [84], wykorzystując fragment sekwencji kodującej zdeponowany 

w GenBank pod numerem JN831103.1 oraz genomowy DNA otrzymany metodą wg Khan i wsp. 

[85] z młodych części nadziemnych hodowli glebowej S. miltiorrhiza. Amplifikowane fragmenty 

DNA poddano sekwencjonowaniu techniką Sangera. 

3.3. Analizy in silico sekwencji promotora HMGR4 S. miltiorrhiza (Publikacja II) 

Położenie promotora, kasety TATA, TSS i 5´UTR (ang. 5´ untranslated region) w badanej 

sekwencji wyznaczono za pomocą programu TSSP (Softberry Inc.), przewidującego potencjalne 

motywy za pomocą liniowej funkcji dyskryminacyjnej [86]. Narzędzie PlantPan 2.0 

i zintegrowane z nim programy posłużyły do wskazania powtórzeń tandemowych, wysp CpG, 

TFBSs i oddziałujących TFs [87,88]. Identyfikacja powtórzeń tandemowych nastąpiła przy 

pomocy zmodyfikowanego programu Tandem repeats finder opartego o metodę słów (k-tuple) 

[89]. Do wykrycia wysp CpG wykorzystano aplikację CpGProD [90]. Skanowanie sekwencji na 

obecność TFBSs i TFs miało miejsce dzięki narzędziu Match [91], zawierającemu bibliotekę 

PWMs pochodzącą z bazy TRANSFAC, a także dzięki zastosowaniu PWMs z baz PLACE, 

AGRIS i JASPAR. Obecność miRNA i miejsc ich wiązania do sekwencji promotora i 5´UTR 

weryfikowano za pomocą narzędzia miRBase [92]. 

3.4. Porównanie TFs wykrytych in silico z TFs potwierdzonymi doświadczalnie 

(Publikacja II) 

Na wstępie, używając narzędzi Protein BLAST (NCBI) i MEGA X (Pennsylvania State 

University) [93], wytypowano gen HMGR A. thaliana wykazujący najwyższą homologię wobec 
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genu HMGR4 S. miltiorrhiza. Właściwe analizy objęły znalezienie genów kodujących TFs, które 

reagują podobnie pod względem poziomów ekspresji jak wytypowany gen HMGR A. thaliana. 

Wykorzystano w nich narzędzia Expression Angler (BAR) [94] i Arabidopsis RNA-seq Database 

[95], posiadające dostęp do wyników ekspresji dla, odpowiednio, 22 000 genów Arabidopsis 

i 28 164 bibliotek RNA-seq Arabidopsis. Uzyskane wyniki porównano z danymi otrzymanymi za 

pomocą PlantPan 2.0, a następnie wyodrębniono pulę wspólnych TFs oraz sprawdzono możliwe 

oddziaływania zachodzące między nimi, wykorzystując narzędzia Pathway System (Genomatix) 

i BioGRID [96]. Dane na temat interakcji zawarte w zastosowanych narzędziach pochodziły albo 

z baz danych i literatury naukowej (Pathway System), albo wyłącznie z recenzowanych 

eksperymentalnych publikacji naukowych (BioGRID). 

3.5. Porównanie sekwencji promotorów HMGR S. miltiorrhiza (Publikacja II) 

Dostępne sekwencje promotorów HMGR S. miltiorrhiza, tj.: HMGR1 (GU367911.1), 

HMGR2 (KF297286.1) i HMGR4 (KT921337.1), przeanalizowano za pomocą narzędzi 

Common TFs, FrameWorker i DiAlign TF (Genomatix). Common TFs użyto do wstępnej analizy 

wspólnych TFBSs i oddziałujących z nimi TFs zlokalizowanych w dowolnym miejscu badanych 

sekwencji. Narzędzie FrameWorker umożliwiło wyodrębnienie tylko takich TFBSs, które ułożone 

były w takiej samej kolejności i w określonym miejscu we wszystkich sekwencjach. Z kolei 

dzięki DiAlign TF znaleziono regiony konserwatywne i położone w ich obrębie TFBSs. 

3.6. Ocena konserwatywności roślinnych promotorów HMGR (Publikacja II) 

Konserwatywność 36 sekwencji obejmujących bliższe części promotorów i 5´UTR genów 

HMGR pochodzących od takich roślin jak: A. thaliana, Arabidopsis lyrata, Glycine max, 

Gossypium hirsutum, Oryza sativa, Solanum lycopersicum, Zea mays i S. miltiorrhiza sprawdzono 

poprzez ich nałożenie na siebie za pomocą algorytmu MUSCLE z narzędzia MEGA X [93]. 

Narzędzie DiAlign TF (Genomatix) posłużyło do rozpoznania TFBSs umiejscowionych 

w konserwatywnych regionach. 

3.7. Oznaczenie specyficznej dla typu organu roślinnego ekspresji genu HMGR4 

S. miltiorrhiza (Publikacja III) 

Do badań wykorzystano liście, łodygi i korzenie pochodzące z założonych kultur in vitro 

S. miltiorrhiza oraz ilościową reakcję łańcuchową polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. real-

time quantitative polymerase chain reaction, RT-qPCR) ze starterami zaprojektowanymi wobec 

sekwencji genów HMGR4 (JN831103.1) i ACT7 (HM051058.1, gen referencyjny). 
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3.8. Wybór regulatorów ekspresji genu HMGR4 S. miltiorrhiza i traktowanie materiału 

roślinnego (Publikacja III) 

Potencjalne regulatory ekspresji genu HMGR4 S. miltiorrhiza wytypowano na postawie 

analiz in silico sekwencji jego promotora pod kątem TFBSs i oddziałujących TFs, 

z wykorzystaniem narzędzia PlantPan 2.0 [87,88]. 

Wpływ roztworu 1 mg/l (2,89 µM) kwasu giberelinowego (ang. gibberellic acid, GA3) lub 

0,5 mg/l (2,85 µM) kwasu indolilo-3-octowego (ang. indole-3-acetic acid, IAA) bądź 20 mg/l 

(144,80 µM) kwasu salicylowego (ang. salicylic acid, SA) (Sigma-Aldrich) na aktywność 

HMGR4 oceniono poprzez inkubację wyhodowanych roślin S. miltiorrhiza z ww. hormonami, 

a następnie przeprowadzono analizę materiału genetycznego pochodzącego z liści, używając 

metody RT-qPCR ze starterami specyficznymi dla genów HMGR4 i ACT7. 

3.9. Przygotowanie konstruktu nadekspresyjnego pRI201-AN-HMGR4, uzyskanie hodowli 

transformantów S. miltiorrhiza i traktowanie materiału roślinnego (Publikacja III) 

Sekwencję kodującą genu HMGR4 S. miltiorrhiza zsyntetyzowano na podstawie sekwencji 

JN831103.1 i wstawiono do wektora pUC57 (Gene Universal Inc.) celem namnożenia, 

a następnie przeniesiono do binarnego wektora ekspresyjnego pRI201-AN (Takara Bio Inc.) 

w miejsce NdeI/SalI (Eurofins Genomics). Poprawność wstawki HMGR4 i regionów flankujących 

sprawdzono poprzez sekwencjonowanie techniką Sangera. 

Komórki kompetentne Rhizobium radiobacter (wcześniej Agrobacterium tumefaciens) 

GV2260 (C58C1RifR z pGV2260) transformowano przygotowanym konstruktem pRI201-AN-

HMGR4 lub pustym wektorem pRI201-AN, stosując metodę zamrażania i rozmrażania bakterii 

[97]. Hodowlę prowadzono na podłożach selekcyjnych. W celu potwierdzenia transformacji 

wyizolowano plazmidowy DNA metodą lizy alkalicznej [98] wraz z jego oczyszczaniem 

z użyciem mieszaniny fenol/chloroform/alkohol izoamylowy [99], a następnie wykorzystano go 

do amplifikacji fragmentu sekwencji genu oporności na kanamycynę metodą reakcji łańcuchowej 

polimerazy (ang. polymerase chain reaction, PCR). Otrzymane produkty rozdzielono za pomocą 

elektroforezy w żelu agarozowym. 

Wirulencję transformowanych bakterii R. radiobacter indukowano w płynnym podłożu MS 

z dodatkiem acetosyringonu (Sigma-Aldrich) [100]. Liście S. miltiorrhiza z hodowli glebowej 

zakażono transformowanymi bakteriami i prowadzono kokultywację zgodnie ze zmodyfikowaną 

procedurą opisaną przez Dandekar i Fisk [100]. Zakażone liście przenoszono na świeże podłoże 

zabijające bakterie i stymulujące najpierw powstawanie kallusa, a następnie rozwój pędów. 

W kolejnych pasażach zastosowano antybiotyk selekcyjny, umożliwiający eliminację 

nietransformowanych roślin. Transformację potwierdzono poprzez izolację genomowego DNA 

z roślin, jego amplifikację metodą PCR i rozdział elektroforetyczny uzyskanych produktów. 
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Hodowle transformantów S. miltiorrhiza prowadzono zarówno w warunkach in vitro (części 

nadziemne na stałym podłożu MS w warunkach fotoperiodu 16/8 h i korzenie w płynnym podłożu 

B5 wg Gamborg’a w ciemności), jak i w kompozytowej glebie przy dostępie do naturalnego 

światła. 

Wpływ transformacji konstruktem pRI201-AN-HMGR4 lub pustym wektorem pRI201-AN 

na ekspresję genu HMGR4 zbadano w transformowanych liściach, łodygach i korzeniach 

S. miltiorrhiza hodowanych w warunkach in vitro, wykorzystując metodę RT-qPCR wraz ze 

starterami specyficznymi wobec genów HMGR4 i ACT7. 

Znaczenie nadekspresji genu HMGR4, typu organu roślinnego i środowiska hodowli dla 

biosyntezy tanszinonów oceniono w transformowanych liściach, łodygach i korzeniach 

S. miltiorrhiza rosnących w glebie oraz w warunkach in vitro. 

Wpływ GA3 (1 mg/l, 2,89 µM) lub IAA (0,5 mg/l, 2,85 µM) (Sigma-Aldrich) na produkcję 

tanszinonów oszacowano w liściach, łodygach i korzeniach S. miltiorrhiza z nadekspresją 

HMGR4, hodowanych in vitro i traktowanych hormonami. 

Wszystkie oznaczenia zawartości tanszinonów w metanolowych ekstraktach roślinnych 

S. miltiorrhiza wykonano za pomocą opracowanej i zoptymalizowanej metody UHPLC (ang. ultra 

high performance liquid chromatography) z wykorzystaniem standardów DHTI, CT, TI i TIIA 

o czystości HPLC (ang. high performance liquid chromatography). 

3.10. Analiza statystyczna wyników (Publikacja III) 

Opracowaniu statystycznemu poddano wyniki badania ekspresji oraz zawartości 

tanszinonów, używając oprogramowania Statistica 13.3 (TIBCO Software Inc.). W pierwszej 

kolejności przeprowadzono analizę zgodności badanych cech z rozkładem normalnym, 

a następnie dokonano oceny istotności różnic między badanymi grupami za pomocą 

odpowiednich testów statystycznych. Wartości z p < 0,05 uznano za statystycznie istotne. Wyniki 

ekspresji przedstawiono w postaci średnich wraz z odchyleniem standardowym, a zawartości 

tanszinonów jako mediany z pierwszym i trzecim kwartylem. 

Szczegółowy opis materiałów roślinnych, odczynników, aparatury, zastosowanych metod 

badawczych i testów statystycznych znajduje się w odpowiednich publikacjach będących 

podstawą niniejszej rozprawy doktorskiej. 
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4. Kluczowe wyniki, dyskusja i wnioski 

4.1. Analizy in silico sekwencji promotora HMGR4 S. miltiorrhiza (Publikacja II) 

Wyizolowaną sekwencję promotora HMGR4 S. miltiorrhiza o długości 1646 pz, 

zdeponowaną w bazie GenBank pod numerem KT921337.1 poddano analizom strukturalnym 

mogącym dostarczyć wielu cennych informacji na temat regulacji ekspresji kontrolowanego genu. 

W wyniku przeprowadzonych analiz zlokalizowano: TATA box (od −28 do −33 nt od TSS), 

powtórzenie tandemowe (od −1296 do −1353 nt od TSS), sekwencję bogatą w pirymidyny (ang. 

pyrimidine-rich sequence, PRS) w 5´UTR, 5369 potencjalnych TFBSs i 365 oddziałujących 

z nimi TFs opisanych wcześniej w gatunku A. thaliana oraz 12 miejsc wiązania dla dojrzałych 

miRNA zidentyfikowanych uprzednio u roślin; nie potwierdzono natomiast obecności wysp CpG. 

Badania przeprowadzone na modelach ludzkich i drożdżowych dowiodły, że występowanie 

kasety TATA jest charakterystyczne dla genów stymulowanych czynnikami stresowymi 

i zewnątrzkomórkowymi, poddawanych ścisłej regulacji [101-105], a także może wskazywać na 

większą konserwatywność sekwencji promotora [106]. Z kolei geny pozbawione TATA box 

zwykle ulegają stałej ekspresji i powiązane są z kluczowymi procesami takimi jak wzrost 

komórek. 

Powtórzenia tandemowe występują u 25% zbadanych promotorów [107]. Są one bardziej 

podatne na mutacje, co wpływa na długość powtórzenia i lokalne pozycjonowanie nukleosomów, 

prowadząc do wyższej zmienności transkrypcji. 

Obecność PRS w 5´UTR jest rzadkim zjawiskiem i wiąże się często z wysokimi poziomami 

transkrypcji posiadającego ją genu [108]. 

Brak wysp CpG, a tym samym brak możliwości metylacji cytozyn w dinukleotydach CG 

wysp, może obniżać ryzyko hamowania ekspresji genu HMGR4 [109,110]. Ponadto wyspy CpG 

są bardziej charakterystyczne dla genów ulegających konstytutywnej ekspresji [111]. 

Analizowana sekwencja okazała się być niezwykle bogata w TFBSs, co według 

przeprowadzonych wcześniej badań koreluje dodatnio z wyższą zmiennością ekspresji genów 

[112]. Na szczególną uwagę zasługują TFBSs zlokalizowane w części bliższej promotora, jako że 

to właśnie one najczęściej okazują się być funkcjonalne in vivo [113,114]. Analiza danych 

uzyskanych dla 666 takich TFBSs wykrytych w sekwencji promotora HMGR4 S. miltiorrhiza 

wykazała, że oddziałują one z TFs aktywowanymi głównie przez: światło (GATA), SA (WRKY), 

zakażenie bakteryjne (WRKY), auksyny (bZIP), kwas abscysynowy (MYB-related, WRKY 

i C2H2) i gibereliny (MYB-related i MADS box). Wydaje się wysoce prawdopodobne, że 

wymienione czynniki mogą być zaangażowane w regulację ekspresji badanego genu HMGR4, co 

jednak nie zostało dotąd potwierdzone doświadczalnie. Warto tutaj dodać, że takie oznaczenia 
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wykonano w przeszłości dla szerzej przebadanych genów S. miltiorrhiza, tj.: HMGR, HMGR1 

i HMGR2 [115-121]. Dodatkowo przeprowadzone analizy wykazały obecność w sekwencji 

promotora HMGR4 S. miltiorrhiza miejsc wiązania dla następujących TFs o potwierdzonym 

pozytywnym wpływie na biosyntezę tanszinonów: BHLH6 (MYC2) (14 TFBSs), BHLH74 

(2 TFBSs), BZIP20 (32 TFBSs), WRKY2 (8 TFBSs) i WRKY61 (9 TFBSs) [122-126]. Uzyskane 

wyniki mogą wskazywać na zaangażowanie, a nawet istotne znaczenie badanego genu HMGR4 

podczas biosyntezy tych metabolitów wtórnych. 

Wykrycie miejsc wiązania dla dojrzałych miRNA w regionie badanego promotora i 5´UTR 

może świadczyć o udziale tych cząsteczek w regulacji ekspresji genu HMGR4 S. miltiorrhiza na 

poziomie transkrypcji. Warto tutaj dodać, że obecność dwóch spośród wykrytych w warunkach in 

silico miRNA, tj. miR1128 i miR1436, potwierdziło głębokie sekwencjonowanie małych RNA 

(ang. small RNA, sRNA) w gatunku S. miltiorrhiza [127]. 

4.2. Porównanie TFs wykrytych in silico z TFs potwierdzonymi doświadczalnie (Publikacja II) 

Analiza wyników mikromacierzy wykazała istnienie 166 genów kodujących TFs, które 

reagują podobnie pod względem poziomów ekspresji jak wytypowany gen HMGR1 A. thaliana 

w zakresie współczynnika korelacji r 0,5−1,0. Porównanie wyników uzyskanych podczas analizy 

in silico za pomocą PlantPan 2.0 z wynikami z mikromacierzy ujawniło 32 wspólne TFs, głównie 

z rodzin HD-ZIP i WRKY, o zdolności wiązania się do promotora HMGR4 S. miltiorrhiza. 

Analiza przeprowadzona za pomocą narzędzia Pathway System wskazała na istnienie 

potencjalnych interakcji między niektórymi ze wspólnych TFs, tj.: SVP−AGL18−SPL3, 

PDF2−ATML1−ANL2, EIL3−EIL1−EBP, ATHB13−HB-1, NAC3 z RD26 i ZF2. 

W przeważającej mierze wykryte interakcje dotyczyły występowania miejsc wiązania dla danego 

TF w promotorze innego TF. 

Dodatkowo analiza wspólnych TFs wiążących się do bliższej części badanego promotora, 

wykonana przy użyciu narzędzia BioGRID, wykazała możliwość tworzenia dimerów. Struktury 

takie zwiększają swoistość i powinowactwo wiązania z DNA, co skutkuje precyzyjniejszą 

kontrolą ekspresji genu. Dotyczyło to TFs z następujących rodzin: HD-ZIP (ATML1, PDF2, 

HDG1), WRKY (WRKY2, WRKY14, WRKY45, WRKY57, WRKY69) i DOF (DOF5.4). 

Pewnym uwiarygodnieniem uzyskanych w warunkach in silico wyników są znalezione dane 

piśmiennicze. Według nich TFs należące do HD-ZIP nie są zdolne do wiązania się z DNA jako 

monomery [128], lecz dzięki motywowi zamka leucynowego formują homo- i heterodimery [53]. 

Dla przykładu jeden z członków tej rodziny, ATML1, był w stanie tworzyć homodimery 

w warunkach in vitro [129,130] oraz heterodimery z PDF2 u Nicotiana benthamiana i A. thaliana 

[129,131]. Z kolei przedstawiciele rodziny WRKY wchodzą w interakcje z DNA w postaci 

monomerów, homo- i heterodimerów [132-134]. Jak dotąd wykazano zdolność do tworzenia 
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homodimerów przez WRKY2 u Hordeum vulgare [135] oraz przez WRKY45 u Oryza sativa 

w warunkach in vitro [132]. Przeprowadzone badania wskazują również, że czynniki DOF dzięki 

posiadaniu wielofunkcyjnej domeny mogą wiązać się z DNA, wchodzić w interakcje z innymi 

białkami oraz formować homo- i heterodimery [136]. 

4.3. Porównanie sekwencji promotorów HMGR S. miltiorrhiza (Publikacja II) 

Analiza przeprowadzona za pomocą narzędzia Common TFs wykazała występowanie 

w badanych promotorach wielu wspólnych TFBSs reprezentujących 22 rodziny macierzy 

zlokalizowanych w dowolnym miejscu sekwencji oraz uderzające podobieństwo ich rozkładu 

w obrębie HMGR1 i HMGR2. Ocena TFs oddziałujących z tak wykrytymi TFBSs wskazała, że są 

to białka odpowiadające głównie na czynniki abiotyczne (auksyny, gibereliny, kwas 

abscysynowy, SA, kwas jasmonowy, brassinosteroidy, światło, brak wody, stres solny, chłód, 

niedobór fosforanów) i czynniki biotyczne (bakterie, grzyby, wirusy) oraz związane 

z organogenezą korzeni, łodyg, liści i kwiatów. Uzyskane wyniki mogą świadczyć o koregulacji 

genów HMGR1, HMGR2 i HMGR4 S. miltiorrhiza. 

Za pomocą narzędzia FrameWorker wykryto w obrębie badanych promotorów 10 000 10-

elementowych układów TFBSs, w których poszczególne motywy ułożone były w takiej samej 

kolejności i w określonym miejscu we wszystkich badanych sekwencjach. Z danych 

literaturowych wynika, że struktury tego typu są zwykle powiązane z konkretną funkcją 

biologiczną lub określonym wzorem ekspresji genów i często wykazują konserwatywność [137]. 

Analiza z wykorzystaniem narzędzia DiAlign TF ujawniła, że największe podobieństwo 

wynoszące 97% wykazują sekwencje promotorów HMGR1 i HMGR2. Podobieństwo między 

promotorami HMGR2 i HMGR4 osiągnęło 17%, a między HMGR1 i HMGR4 14%. W miejscach 

gdzie wszystkie trzy badane sekwencje wykazywały duże lokalne podobieństwo, czyli we 

fragmentach bliższych oraz na początku i w środku dalszych regionów promotorów, wykryto 

siedem konserwatywnych TFBSs. 

4.4. Ocena konserwatywności roślinnych promotorów HMGR (Publikacja II) 

Przeprowadzona analiza ujawniła, że badane roślinne promotory HMGR i sekwencje 

5´UTR, w tym HMGR4 S. miltiorrhiza, nie są wysoce konserwatywne, a jedynie zawierają pewne 

konserwatywne regiony. We fragmentach konserwatywnych zidentyfikowano: PRS, TATA box 

oraz 11 TFBSs. Najczęściej rozpoznawanym konserwatywnym motywem był TATA box 

występujący u 41,7% analizowanych sekwencji, podczas gdy pozostałe wykryte TFBSs okazały 

się wspólne dla co najwyżej 27,8% z nich. Opublikowane dotąd badania wskazują, że regiony 

niekodujące generalnie nie są silnie konserwatywne, a znalezione w ich obrębie konserwatywne 

motywy odznaczają się często funkcjonalną istotnością [138]. 
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4.5. Oznaczenie specyficznej dla typu organu roślinnego ekspresji genu HMGR4 

S. miltiorrhiza (Publikacja III) 

Wyniki RT-qPCR wykazały, że gen HMGR4 uległ ekspresji we wszystkich analizowanych 

organach S. miltiorrhiza, ale z różną intensywnością. Liście i łodygi odznaczały się wyższymi 

poziomami transkryptu HMGR4 niż kalibrator, odpowiednio 1,14 ± 0,08 i 1,05 ± 0,01; 

w korzeniach poziom ten był niższy i wynosił 0,95 ± 0,07. 

4.6. Wpływ GA3, IAA, SA na ekspresję genu HMGR4 S. miltiorrhiza (Publikacja III) 

Gen HMGR4 S. miltiorrhiza wykazał dwufazową odpowiedź na GA3. W 12, 24 i 48 h miała 

miejsce stymulacja jego ekspresji względem nietraktowanej kontroli (R > 1), następnie jej 

obniżenie w 72 h (R < 1) i ponowny wzrost w 96 h (R > 1). W innych badaniach 2,89 µM GA3 

miał podobny wpływ na gen HMGR2 S. miltiorrhiza [118]. Jednak w tym przypadku ekspresja 

badanego genu wzrosła w porównaniu z kontrolą w 12 h, po czym nastąpił jej spadek i ponowny 

wzrost w 72 i 96 h. Wobec otrzymanych wyników można postawić hipotezę, że egzogenny GA3 

mógł stymulować ekspresję genu HMGR4 S. miltiorrhiza i produkcję kodowanego przez niego 

enzymu, wpływając na kolejne etapy szlaku MVA i produkcję mediatorów niezbędnych do 

biosyntezy endogennych giberelin, takich jak ent-kauren [139]. Nowo wyprodukowany 

endogenny GA3 mógł następnie stymulować transkrypcję HMGR4, która uległa osłabieniu 

w wyniku zużycia egzogennego hormonu. 

Wpływ IAA na ekspresję HMGR4 S. miltiorrhiza miał również dwufazowy charakter 

i podobny przebieg jak w doświadczeniach z GA3. Pewną analogię do uzyskanych wyników 

prezentują badania Lv i wsp., według których 100 µM IAA najpierw podniósł poziom transkryptu 

HMGR4 Malus domestica w stosunku do kontroli, a następnie spowodował jego obniżenie [140]. 

Zaobserwowany dwufazowy efekt może wynikać z oddziaływania różnych TFs, z których 

niektóre stymulują ekspresję genu, a inne ją hamują. 

Zastosowanie SA spowodowało wzrost ekspresji HMGR4 S. miltiorrhiza w 12, 24 i 72 h 

(R > 1) oraz spadek w 48 i 96 h (R < 1) w stosunku do materiału nietraktowanego. Podobny 

wpływ wywołał 10 mM SA wobec HMGR3 Ginkgo biloba [141]. Jednak w końcowej fazie tego 

badania (96 i 120 h) poziom mRNA HMGR3 wzrósł w stosunku do kontroli. Z kolei w innych 

eksperymentach SA powodował ciągły wzrost poziomu transkryptu HMGR w korzeniach 

włośnikowatych S. miltiorrhiza [117] oraz Salvia przewalskii [142] względem kontroli. 

Podsumowując, zastosowane hormony wywierały wpływ na ekspresję genu HMGR4 

S. miltiorrhiza, potwierdzając tym samym wartość przeprowadzonych analiz in silico. 
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4.7. Wpływ transformacji konstruktem pRI201-AN-HMGR4 na ekspresję genu HMGR4 

S. miltiorrhiza (Publikacja III) 

We wszystkich organach roślin S. miltiorrhiza transformowanych konstruktem 

nadekspresyjnym pRI201-AN-HMGR4 zaobserwowano wyższe poziomy transkryptu HMGR4 

w porównaniu do kontroli (R > 1). Wartości te wynosiły dla łodyg, korzeni i liści, odpowiednio, 

1,28 ± 0,19, 1,25 ± 0,14 i 1,10 ± 0,14. Otrzymane wyniki wskazują na prawidłowy przebieg 

transformacji i funkcjonowanie wprowadzonego konstruktu. 

4.8. Wpływ nadekspresji genu HMGR4 na biosyntezę tanszinonów w gatunku S. miltiorrhiza 

(Publikacja III) 

Nadekspresja genu HMGR4 S. miltiorrhiza spowodowała istotny wzrost zawartości 

wszystkich oznaczanych tanszinonów w korzeniach względem kontroli (p < 0,01), tj. (pierwsze 

dwie wartości w nawiasach dotyczą hodowli w glebie; kolejne dwie wartości warunków in vitro): 

CT (2,43-krotny/5,39 mg/g s.m. lub 3,62-krotny/2,40 mg/g s.m.), DHTI (2,19-krotny/0,59 mg/g 

s.m. lub 2,47-krotny/0,44 mg/g s.m.), TI (1,86-krotny/0,71 mg/g s.m. lub 2,21-krotny/0,65 mg/g 

s.m.) i TIIA (1,51-krotny/1,88 mg/g s.m. lub 1,82-krotny/0,55 mg/g s.m.). Podobne wyniki 

uzyskano wcześniej w badaniach nad nadekspresją HMGR [21] i HMGR2 [26] S. miltiorrhiza. 

Ponadto nadekspresja HMGR4 S. miltiorrhiza indukowała zawartość TIIA do około 50 µg/g 

s.m. w łodygach i liściach rosnących w glebie i in vitro. 

Uzyskane wyniki po raz pierwszy potwierdzają nie tylko udział, ale i istotne znaczenie 

badanego genu HMGR4 w procesie biosyntezy oznaczanych tanszinonów. Wobec ciągle 

rosnącego zapotrzebowania, nadekspresja HMGR4 wydaje się stanowić jedną z możliwych 

ścieżek prowadzących do podniesienia poziomu tych cennych leczniczo metabolitów. 

4.9. Wpływ GA3 oraz IAA na biosyntezę tanszinonów w transformantach S. miltiorrhiza 

(Publikacja III) 

Dodatek GA3 do hodowli in vitro korzeni S. miltiorrhiza wykazujących nadekspresję 

HMGR4 podniósł istotnie poziomy CT (1,24-krotnie/0,79 mg/g s.m., p = 0,0000) i TIIA (1,07-

krotnie/88,1 µg/g s.m., p = 0,0404), nie miał wpływu na DHTI i obniżył istotnie poziom TI (1,29-

krotnie/0,27 mg/g s.m., p = 0,0000) w porównaniu z materiałem nietraktowanym. Wobec 

powyższych wyników można postawić hipotezę, że GA3, poza genem HMGR4, może szczególnie 

silnie indukować ekspresję kluczowego enzymu(ów) zaangażowanych w końcowy etap 

biosyntezy CT, co przekłada się na wzrost zawartości tego tanszinonu i powstającego z niego 

TIIA. Hormon ten może nie wykazywać podobnego wpływu na produkcję DHTI oraz 

syntetyzowanego z niego TI [5]. 
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Drugi zastosowany hormon, IAA, obniżył istotnie zawartość wszystkich badanych 

tanszinonów, tj.: CT (34,06-krotnie/3,21 mg/g s.m.), TIIA (11,49-krotnie/1,11 mg/g s.m.), DHTI 

(8,84-krotnie/0,66 mg/g s.m.) i TI (5,05-krotnie/0,96 mg/g s.m.) w hodowli in vitro korzeni 

S. miltiorrhiza z nadekspresją HMGR4 względem nietraktowanej kontroli (p = 0,0000). Dla 

porównania spadki poziomów CT, TI i TIIA obserwowano również w hodowli korzeni 

włośnikowatych S. miltiorrhiza traktowanych 5,71 µM IAA [143]. 

Wpływ GA3 lub IAA na poziom oznaczanych tanszinonów w łodygach i liściach 

S. miltiorrhiza rosnących w warunkach in vitro i wykazujących nadekspresję HMGR4 był 

nieznaczny, z wahaniami zawartości wynoszącymi od 0,7 do 9,9 µg/g s.m. wobec nietraktowanej 

kontroli. 

4.10. Zależna od typu organu roślinnego biosynteza tanszinonów w transformantach 

S. miltiorrhiza (Publikacja III) 

Głównym miejscem wykrywania oznaczanych tanszinonów w gatunku S. miltiorrhiza 

okazały się korzenie z zawartością zależną od statusu nadekspresji HMGR4 i środowiska wzrostu, 

tj.: 0,91–9,17 mg/g s.m. CT, 0,67–5,61 mg/g s.m. TIIA, 0,54–1,53 mg/g s.m. TI, 0,30–1,08 mg/g 

s.m. DHTI. Li i wsp. również wskazali korzenie, a dokładniej warstwę perydermy, jako 

podstawowe miejsce gromadzenia się wszystkich badanych tanszinonów; wewnętrzna warstwa 

korzeni i zewnętrzna część łodyg zawierała znacznie mniejsze ich ilości [16]. Dodatkowo analizy 

transkryptomiczne genów szlaków MVA i MEP oraz innych enzymów zaangażowanych 

w biosyntezę tanszinonów wykazały, że najsilniejsza ekspresja większości badanych genów 

(AACT1−AACT6, HMGS2, HMGR1, HMGR2, MK, PMK, MDC1, MDC2, IPI1, GGPPS3, DXS2, 

DXS4, DXR, MCT, CMK, MDS, HDS, HDR1−HDR3, CPS1, CPS5, KSL1, KSL7, KSL8, 

CYP76AH1) miała miejsce w perydermie korzeni S. miltiorrhiza [17]. Wydaje się zatem, że 

warstwa perydermy korzeni jest nie tylko głównym magazynem, ale także miejscem głównej 

biosyntezy tanszinonów. 

Niewielką ilość oznaczanych tanszinonów wykryto również w łodygach i liściach 

S. miltiorrhiza z medianą wynoszącą od 50 do 73,5 µg/g s.m. Nadekspresja HMGR4 

spowodowała pojawienie się TIIA w łodygach i liściach, którego brak obserwowano 

w materiałach kontrolnych. Mimo to zawartość tego tanszinonu w częściach zielonych 

w stosunku do korzeni była około 104,5-krotnie niższa (5,55 mg/g s.m.) dla upraw glebowych 

i około 23,4-krotnie niższa (1,16 mg/g s.m.) dla warunków in vitro. Tanszinonów nie wykryto 

w kwiatach. 

Uzyskane wyniki wskazują, że nadekspresja genu HMGR4 S. miltiorrhiza nie zmieniła 

zależnego od typu organu roślinnego wzoru biosyntezy tanszinonów. Korzenie nadal były ich 

głównym źródłem, a łodygi i liście zawierały śladowe ilości. 
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4.11. Wpływ środowiska wzrostu na biosyntezę tanszinonów w transformantach 

S. miltiorrhiza (Publikacja III) 

Analiza statystyczna wskazała, że środowisko glebowe sprzyjało uzyskiwaniu istotnie 

wyższych poziomów wszystkich oznaczanych tanszinonów w porównaniu z warunkami in vitro, 

tj. (pierwsze dwie wartości w nawiasach dotyczą roślin z nadekspresją HMGR4; kolejne dwie 

wartości jej braku): TIIA (4,62-krotnie/4,39 mg/g s.m. lub 5,58-krotnie/3,06 mg/g s.m.), CT 

(2,77-krotnie/5,86 mg/g s.m. lub 4,14-krotnie/2,87 mg/g s.m.), DHTI (1,45-krotnie/0,34 mg/g s.m. 

lub 1,63-krotnie/0,19 mg/g s.m.), TI (1,28-krotnie/0,34 mg/g s.m. lub 1,52-krotnie/0,28 mg/g 

s.m.) w korzeniach (p < 0,01) oraz TIIA (1,12-krotnie/6,2 µg/g s.m.) w liściach z nadekspresją 

HMGR4 (p = 0,0000). Takie wyniki mogą być spowodowane obecnością w środowisku 

naturalnym (ryzosfera, filosfera, endosfera) mikroorganizmów mających potencjał wpływania na 

biosyntezę metabolitów wtórnych [144,145]. Według Yan i wsp. endofityczne bakterie 

Pseudomonas brassicacearum subsp. neoauraniaca podniosły aktywność enzymów HMGR 

i DXS w korzeniach włośnikowatych S. miltiorrhiza, co ostatecznie spowodowało znaczny wzrost 

zawartości wszystkich oznaczanych tanszinonów, a szczególnie DHTI (19,2-krotny), CT (11,3-

krotny) i całkowitej zawartości tanszinonów (3,7-krotny) w porównaniu z grupą kontrolną [119]. 

W kolejnym badaniu frakcja polisacharydowa otrzymana z ryzobakterii Bacillus cereus 

stymulowała (7-krotnie/1,4 mg/g s.m.) akumulację tanszinonów w korzeniach S. miltiorrhiza 

względem kontroli [146]. Innym potencjalnym powodem uzyskania niższych wydajności 

tanszinonów w warunkach in vitro mogą być zmiany zachodzące w morfologii, anatomii 

i fizjologii roślin podczas tego typu hodowli względem hodowli tradycyjnej [147,148]. 

Warto tutaj dodać, że korzenie rosnące w warunkach in vitro i wykazujące nadekspresję 

HMGR4 odznaczały się wyższą zawartością DHTI (1,51-krotnie/0,25 mg/g s.m.) oraz TI (1,45-

krotnie/0,37 mg/g s.m.) niż korzenie hodowane w glebie i niewykazujące tej nadekspresji. Zatem 

w przypadku tych dwóch tanszinonów nadekspresja genu HMGR4 wydaje się kompensować 

mniej korzystne warunki in vitro. 

Podsumowując doświadczenia z nadekspresją, najwyższą biosyntezę DHTI, CT, TI i TIIA 

uzyskano w korzeniach roślin S. miltiorrhiza z nadekspresją HMGR4 hodowanych w warunkach 

glebowych.
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5. Wnioski końcowe oraz koncepcja dalszych badań 

W prezentowanej pracy przeprowadzono zaawansowane badania bioinformatyczne regionu 

promotora genu HMGR4 S. miltiorrhiza, co doprowadziło do uzyskania wielu nowych i cennych 

informacji na temat jego budowy oraz potencjalnych TFs i miRNA regulujących aktywność 

kontrolowanego przez niego genu. Część otrzymanych wyników została potwierdzona 

eksperymentalnie. Ponadto zaobserwowano korzystny wpływ nadekspresji sekwencji kodującej 

genu HMGR4 S. miltiorrhiza na zawartość oznaczanych tanszinonów w transformowanym 

materiale roślinnym, a szczególnie w korzeniach hodowanych w glebie oraz w warunkach in 

vitro. Uzyskana wiedza stanowi wypełnienie istniejącej dotąd luki dotyczącej mechanizmów 

regulacji ekspresji genów HMGR S. miltiorrhiza oraz ich udziału w procesie biosyntezy cennych 

leczniczo metabolitów wtórnych. 

Jednym z najbardziej interesujących kierunków dalszych badań byłoby klonowanie, 

a następnie nadekspresja sekwencji kodującej wybranych TFs związanych z regulacją ekspresji 

genu HMGR4 S. miltiorrhiza. Umożliwiłoby to ocenę wpływu tych czynników na biosyntezę 

tanszinonów, a nawet na cały transkryptom i proteom w gatunku S. miltiorrhiza. Dodatkowo 

mutageneza wybranych TFBSs zlokalizowanych w sekwencji promotora HMGR4 S. miltiorrhiza 

mogłaby posłużyć do eksperymentalnej weryfikacji ich znaczenia dla odpowiedzi genu na 

czynniki biotyczne lub abiotyczne. 

Z biotechnologicznego punktu widzenia w badaniach prowadzonych na kulturach in vitro 

roślin leczniczych istotnym celem jest nie tylko dążenie do otrzymania jak najwyższych 

zawartości metabolitów wtórnych, ale również jak najwyższej wydajności ich biosyntezy. Cel ten 

można osiągnąć poprzez uzyskanie korzeni transformowanych z użyciem bakterii glebowej 

Rhizobium rhizogenes, bazując na wyselekcjonowanych i opisanych w niniejszej rozprawie 

pędach S. miltiorrhiza, a następnie dokonując optymalizacji warunków prowadzenia hodowli oraz 

stopniowo zwiększając jej skalę. 
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7. Streszczenie 

Salvia miltiorrhiza Bunge to jedna z najpopularniejszych roślin tradycyjnej medycyny 

chińskiej. Właściwości lecznicze zawdzięcza zdolności do biosyntezy ponad dwustu substancji 

bioaktywnych, w tym wykazujących wielokierunkowe działanie tanszinonów. Jak dowiedziono, 

tempo biosyntezy tanszinonów zależy w dużej mierze od reduktazy 3-hydroksy-3-

metyloglutarylokoenzymu A (HMGR) ze szklaku kwasu mewalonowego. Do chwili obecnej 

zidentyfikowano pięć sekwencji genów HMGR w gatunku S. miltiorrhiza (HMGR–HMGR4), 

z których gen HMGR4 nie został jeszcze przebadany. 

Jednym z istotniejszych zagadnień biologii molekularnej jest poznanie mechanizmów 

regulacji aktywności genów od transkrypcji do potranslacyjnej modyfikacji białek i na poziomie 

epigenetyki, a także umiejętność wpływania na te procesy. U roślin kluczowy etap tej regulacji 

ma miejsce podczas transkrypcji, w której istotną rolę odgrywa promotor. W jego obrębie 

zachodzi formowanie kompleksu preinicjacyjnego niezbędnego do zapoczątkowania transkrypcji 

kontrolowanego genu. Umiejscowione są tu również motywy (TFBSs) rozpoznawane przez 

czynniki transkrypcyjne (TFs) funkcjonujące jako aktywatory lub represory transkrypcji oraz 

miejsca wiązania dla mikroRNA (miRNA). Stąd analiza budowy promotora oraz oddziałujących 

z nim białek i RNA ma fundamentalne znaczenie dla poznania mechanizmów regulacji ekspresji 

badanego genu. 

W prezentowanych badaniach niepoznaną dotąd sekwencję promotora genu HMGR4 

S. miltiorrhiza poddano szeregowi analiz w warunkach in silico. Uzyskane wyniki wskazały na 

obecność: kasety TATA, powtórzenia tandemowego, sekwencji bogatej w pirymidyny w 5´UTR, 

5369 potencjalnych TFBSs i 365 wiążących się z nimi TFs oraz 12 miejsc wiązania dla dojrzałych 

miRNA; nie potwierdzono natomiast występowania wysp CpG. Dane literaturowe wskazują, że 

geny których promotory wykazują podobną budowę stymulowane są czynnikami stresowymi 

i zewnątrzkomórkowymi, a ich aktywność odznacza się wysoką zmiennością. 

Ocena TFBSs zlokalizowanych w części bliższej badanego promotora HMGR4 

S. miltiorrhiza i oddziałujących z nimi TFs wskazała, że w regulację ekspresji kontrolowanego 

genu mogą być głównie zaangażowane takie czynniki jak: światło, kwas salicylowy (SA), 

zakażenie bakteryjne, auksyny, kwas abscysynowy i gibereliny. Przeprowadzone doświadczenia 

potwierdziły wpływ kwasu giberelinowego (GA3), kwasu indolilo-3-octowego (IAA) i SA na 

ekspresję badanego genu HMGR4. 

Analiza przeprowadzona za pomocą narzędzia Pathway System wskazała na istnienie 

interakcji między niektórymi z TFs potencjalnie wiążących się do promotora genu HMGR4 

S. miltiorrhiza, tj.: SVP−AGL18−SPL3, PDF2−ATML1−ANL2, EIL3−EIL1−EBP, 
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ATHB13−HB-1, NAC3 z RD26 i ZF2. W przeważającej mierze wykryte interakcje dotyczyły 

występowania miejsc wiązania dla danego TF w promotorze innego TF. Dodatkowo wykazano, 

że niektóre TFs mogą tworzyć dimery, co przyczynia się do zwiększenia swoistości 

i powinowactwa wiązania z promotorem oraz pozwala na bardziej precyzyjną kontrolę ekspresji 

genów. Dotyczyło to czynników oddziałujących z bliższą częścią badanego promotora HMGR4 

reprezentujących rodziny: HD-ZIP (ATML1, PDF2, HDG1), WRKY (WRKY2, WRKY14, 

WRKY45, WRKY57, WRKY69) i DOF (DOF5.4). 

Analizy wykonane za pomocą narzędzi Common TFs i FrameWorker wykazały 

występowanie w sekwencjach promotorów HMGR1, HMGR2 i HMGR4 S. miltiorrhiza wielu 

wspólnych TFBSs oraz ich układów. Ocena TFs wiążących się z wykrytymi TFBSs wskazała na 

możliwość koregulacji genów kontrolowanych przez te promotory w wyniku odpowiedzi na 

czynniki abiotyczne (auksyny, gibereliny, kwas abscysynowy, SA, kwas jasmonowy, 

brassinosteroidy, światło, brak wody, stres solny, chłód, niedobór fosforanów) i czynniki 

biotyczne (bakterie, grzyby, wirusy) oraz w czasie organogenezy korzeni, łodyg, liści i kwiatów. 

W sekwencji promotora genu HMGR4 S. miltiorrhiza wykryto obecność 65 miejsc wiązania 

dla TFs o potwierdzonym pozytywnym wpływie na biosyntezę tanszinonów, tj.: BHLH6, 

BHLH74, BZIP20, WRKY2 i WRKY61. W badaniu przeprowadzonym z udziałem roślin 

S. miltiorrhiza transformowanych konstruktem nadekspresyjnym pRI201-AN-HMGR4 uzyskano 

istotny wzrost zawartości wszystkich oznaczanych tanszinonów w korzeniach (od 0,44 do 5,39 

mg/g s.m.) oraz tanszinonu IIA (TIIA) w łodygach i liściach względem kontroli. Otrzymane 

wyniki po raz pierwszy potwierdzają nie tylko udział, ale również istotne znaczenie badanego 

genu HMGR4 S. miltiorrhiza w procesie biosyntezy tych metabolitów wtórnych. Nadekspresja 

HMGR4 nie zmieniła jednak zależnego od typu organu roślinnego wzoru biosyntezy oznaczanych 

tanszinonów. Głównym ich źródłem pozostały korzenie, natomiast w łodygach i liściach 

stwierdzono śladową zawartość. Ponadto dodatek GA3 do hodowli in vitro transformowanych 

korzeni S. miltiorrhiza podniósł istotnie poziomy kryptotanszinonu (o 0,79 mg/g s.m.) i TIIA 

(o 88,1 µg/g s.m.) w porównaniu z nietraktowaną kontrolą. Nastąpiło to przypuszczalnie 

w wyniku silnej indukcji ekspresji kluczowego enzymu(ów) zaangażowanych w końcowy etap 

biosyntezy tych tanszinonów. 

Podsumowując, zaprezentowana budowa promotora HMGR4 oraz wykryte potencjalnie 

oddziaływania typu TF−promotor, miRNA−promotor i TF−TF odsłaniają wycinek 

skomplikowanej sieci zależności decydującej o ekspresji genu HMGR4 i innych genów 

S. miltiorrhiza. 
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8. Summary 

Salvia miltiorrhiza Bunge is one of the most popular plants of traditional Chinese medicine. 

Its therapeutic properties are due to the ability to biosynthesise more than two hundred bioactive 

compounds, including tanshinones with multidirectional effects. It has been proven that the rate of 

tansinone biosynthesis depends largely on a 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase 

(HMGR) from the mevalonic acid pathway. To date, five S. miltiorrhiza HMGR gene sequences 

(HMGR–HMGR4) have been identified, of which the HMGR4 gene has not yet been studied. 

One of the most important issues of molecular biology is to understand the mechanisms of 

regulation of gene activity from transcription to post-translational modification of proteins and at 

the level of epigenetics, as well as the ability to influence these processes. In plants, a key step in 

this regulation occurs during transcription, where the promoter plays an important role. Within the 

promoter, the assembly of the preinitiation complex necessary for the initiation of gene 

transcription takes place. Moreover, motifs (TFBSs) recognised by transcription factors (TFs) 

(activators or repressors) and binding sites for microRNAs (miRNAs) are located here. Hence, the 

analysis of the promoter structure, the proteins and RNA interacting with it is fundamental to 

understanding the mechanisms regulating the expression of the studied gene. 

In the present study, a new S. miltiorrhiza HMGR4 promoter sequence was subjected to 

a series of in silico analyses. The results indicated the presence of a TATA box, tandem repeat, 

pyrimidine-rich sequence in the 5´UTR, 5369 potential TFBSs and 365 interacting TFs, 12 

binding sites for mature miRNAs, and the absence of CpG islands. According to literature data, 

genes with promoters of similar structure are stimulated by stress and extracellular factors, and 

their activity is highly variable. 

The evaluation of TFBSs from the proximal HMGR4 promoter and interacting TFs 

indicated that light, salicylic acid (SA), bacterial infection, auxins, abscisic acid, and gibberellins 

may be mainly involved in the regulation of S. miltiorrhiza HMGR4 gene expression. The 

conducted experiments confirmed the effects of gibberellic acid (GA3), indole-3-acetic acid 

(IAA), and SA on its activity. 

Analysis performed with the Pathway System tool revealed the existence of interactions 

between some of the TFs potentially binding to the S. miltiorrhiza HMGR4 promoter, i.e. 

SVP−AGL18−SPL3, PDF2−ATML1−ANL2, EIL3−EIL1−EBP, ATHB13−HB-1, NAC3 with 

RD26 and ZF2. These interactions were predominantly related to the presence of binding sites for 

a given TF in the promoter of another TF. In addition, it has been shown that some TFs can form 

dimers, which increases the specificity and affinity of binding to the promoter and allows for more 

precise control of gene expression. This included factors interacting with the proximal part of the 
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studied HMGR4 promoter representing the following families: HD-ZIP (ATML1, PDF2, HDG1), 

WRKY (WRKY2, WRKY14, WRKY45, WRKY57, WRKY69) and DOF (DOF5.4). 

Analyses performed with the Common TFs and FrameWorker tools revealed the presence 

of multiple common TFBSs and their frameworks within the S. miltiorrhiza HMGR1, HMGR2 

and HMGR4 promoters. The evaluation of TFs binding to these TFBSs indicated the possibility of 

co-regulation of controlled genes in response to abiotic factors (auxins, gibberellins, abscisic acid, 

SA, jasmonic acid, brassinosteroids, light, water deprivation, salt stress, cold, phosphate 

deficiency) and biotic factors (bacteria, fungi, viruses) and during root, stem, leaf and flower 

organogenesis. 

In the S. miltiorrhiza HMGR4 promoter sequence, 65 sites for TFs with a confirmed 

positive effect on the biosynthesis of tanshinones were detected, i.e. BHLH6, BHLH74, BZIP20, 

WRKY2 and WRKY61. In a study with S. miltiorrhiza plants transformed with a pRI201-AN-

HMGR4 overexpression construct, there was a significant increase in the content of all tested 

tanshinones in roots (from 0.44 to 5.39 mg/g DW) and tanshinone IIA (TIIA) in stems and leaves 

relative to control. The results confirm for the first time not only the involvement, but also the 

important role of the S. miltiorrhiza HMGR4 gene in the biosynthesis of these secondary 

metabolites. However, HMGR4 overexpression did not change the characteristic organ-dependent 

pattern of tanshinone biosynthesis. Roots remained the main source, while trace amounts were 

found in stems and leaves. Furthermore, the addition of GA3 to transformed S. miltiorrhiza in 

vitro root culture significantly increased cryptotanshinone (by 0.79 mg/g DW) and TIIA (by 88.1 

µg/g DW) levels in comparison to untreated roots. This presumably occurred as a result of strong 

induction of the expression of some key enzyme(s) involved in the terminal stage of CT and TIIA 

biosynthesis. 

In conclusion, the presented HMGR4 promoter structure and the detected potential 

TF−promoter, miRNA−promoter and TF−TF interactions reveal a fragment of the complex 

network of relationships determining the expression of the HMGR4 gene and other S. miltiorrhiza 

genes. 
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