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Mechanizmy degradacji biatek 1 ich znaczenie
w odpornosci roslin na mroz i susze

Mechanisms of protein degradation and their role in plant resistance
to frost and drought

Poziom bialek wewnatrzkomorkowych zalezy zardéwno od intensywnos$ci ich syntezy jak i
degradacji. Procesy degradacji bialek moga przebiega¢ na dwoch roznych szlakach: mniej
selektywnym, wakuolarnym i pozawakuolarnym, bardziej selektywnym. Proteoliza wakuolarna jest
niezalezna od energii, jakkolwiek pewna jej czg¢$¢ jest zuzywana do transportu substratoéw do wakuoli.
Proteoliza pozawakuolarna moze by¢ zalezna jak i niezalezna od energii. W procesie przebudowy
biatek pszenicy podczas deficytu wody biorg udzial w réznym stopniu oba szlaki degradacji biatek. U
genotypow odpornych na odwodnienie stopien tolerancji wigze si¢ ze zmniejszona indukcja proteolizy
wakuolarnej, w tym proteinaz cysteinowych przy rownoczesnej derepresji proteolizy zaleznej od ATP.
Tego typu kompensacja aktywno$ci proteolitycznych nie wystepuje u genotypdéw odpornych na susze
w fazie kloszenia jak rowniez genotypowa zalezno$¢ tolerancji od stopnia derepresji proteolizy zaleznej
od ATP zanika u ro$lin zaaklimatyzowanych do suszy.

W obrebie przebadanych rodow pszenicy ozimej stopien indukeji endoproteinaz cysteinowych jest
wysoce ujemnie skorelowany zarowno z poziomem mrozoodpornosci badanych rodow jak i z
poziomem tolerancji na odwodnienie. Mozna wigc przypuszczaé, ze genetycznie uwarunkowana
odpowiedz na stresy abiotyczne jest przynajmniej na wstepnym etapie ogoélna i objawia si¢
intensywnoscia z jaka usuwane sg zbedne lub uszkodzone biatka na drodze proteolizy wakuolarne;.

Stowa Kkluczowe: endoproteinazy cysteinowe, mrozoodpornos¢, odpornosé na suszg, proteoliza
wakuolarna, proteoliza zalezna od ATP

The intracellular protein level depends both on the rate of synthesis and degradation. Protein
degradation may proceed by two main pathways: the less selective vacuolar pathway and the selective
non-vacuolar pathway. The vacuolar proteolysis is energy-independent, although energy is required for
the transport of substrates to vacuoles. The non-vacuolar proteolysis may be either energy-dependent
or energy-independent. The remodelling of cellular proteins in dehydrated wheat leaves is associated
with an extensive proteolysis mediated by both vacuolar and non-vacuolar, ATP-dependent pathways.
Experiments with ten genotypes of spring wheat differing in dehydration tolerance and acclimation
ability indicate that dehydration tolerance is associated with a lower induction of the vacuolar
proteolysis, including cysteine endoproteinases and derepression of the ATP-dependent proteolysis as
compared with drought sensitive genotypes. At the heading phase similar compensation did not occur
in the drought tolerant genotypes as well as genotype-dependent dehydration tolerance was not related
to the derepression of ATP-dependent proteolysis in acclimated leaves.
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Among the winter wheat genotypes, induction of cysteine endoproteinases was significantly
negatively correlated with the level of both frostresistance and dehydration tolerance. One can suppose
that genetically-dependent response of wheat to abiotic stresses is generally reflected by the rate of
removal of non-required or damaged proteins by the vacuolar proteolysis.

Key words: ATP-dependent proteolysis, cysteine endoproteinases, dehydration tolerance, frost
resistance, vacuolar proteolysis

W przeciwienstwie do ogromnego postgpu badan nad biosyntezg biatek roslinnych,
mechanizmy ich degradacji pozostaja rozszyfrowane w znacznie mniejszym stopniu.
Dopiero odkrycie pozalisozomalnej wewnatrzkomorkowej degradacji biatek, w ktorej
ubikwityna kowalencyjnie zwigzana z r6znymi biatkami przy udziale ATP tworzy ,,sygnat
degradacyjny” (Hershko i Ciechanover, 1982) spowodowalo rosngce zainteresowanie
proteoliza bialek roslinnych z uwagi na jej znaczenie w wielu procesach stabo poznanych
u roslin (Callis, 1995; Ingram i Bartels, 1996; von Kampeni in., 1996; Barakat i in., 1998;
Staszczak i Zdunek, 1999). W $wietle najnowszych badan degradacja biatek jest
niezbgdnym elementem regulatorowym w metabolizmie komorki, zachodzacym niemal
ustawiczniew kazdymjej przedziale. Proteoliza wewnatrzkomorkowa odgrywawazna role
w procesach katabolicznych, a w latach 90 zaczeto ja uwazaé za gtdwny mechanizm
kontroli biochemicznej. Zadecydowata o tym jej gléwna cecha, a mianowicie
nieodwracalno$¢ procesu, ktéorego wynikiem jest calkowita hydroliza tancuchow
polipeptydowych lub jedynie usunig¢cie niektorych sekwencji aminokwasowych
(ograniczona proteoliza). Proteolityczna modyfikacja biatek jest koncowym etapem ich
biosyntezy i na tej drodze wigkszos$¢ bialek osigga swojg dojrzalg forme. Proces
dojrzewania biatek obejmuje usuni¢cie metioniny lub N-formylometioniny z nowo
syntetyzowanych lancuchow polipeptydowych, usunigcie peptydu sygnatowego
warunkujgcego transport przez blony i prawidtowa lokalizacje biatka w komorce, a takze
przeksztatcanie nieaktywnych probialek w formy biologiczne aktywne. Ograniczona
proteoliza jest jedng z mozliwosci post-translacyjnej modyfikacji biatek, powszechnego
mechanizmu regulacji procesow fizjologicznych w komorce. Degradacja biatek jest
waznym mechanizmem pozwalajacym organizmowi utrzymac¢ homeostaze, szczegolnie
podczas rozwoju lub w odpowiedzi na bodzce zewngtrzne, gdyz jest srodkiem do
zakonczenia okresu zycia wielu biatek regulatorowych, sktadnikéw szlaku przekazywania
sygnalow itp. Takze jedng z wazniejszych funkcji wewnatrzkomoérkowej proteolizy jest
utrzymywanie funkcjonalnego stanu biatek poprzez eliminacje uszkodzonych,
zmutowanych lub nieprawidtowych bialek Prawidtowa struktura biatek, podobnie jak
prawidlowa sekwencja aminokwasow w bialkach sg niezbedne do prawidlowego
funkcjonowania organizmu i dlatego musza by¢ bezustannie kontrolowane
i monitorowane.

SZYBKOSC DEGRADACJI BIALEK

Degradacja indywidualnych bialek podlega §cistej kontroli zarowno przestrzennie
w komorce, jak i w czasie zycia komorki, aby zapobiega¢ degradacji biatek nie
przeznaczonych do destrukcji. Procesy degradacji poszczegolnych biatek przebiegaja z
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r6zng szybkoscia. Okres zycia roznych biatek nie zalezy od ich lokalizacji w komorce i
wynosi od kilku minut (dekarboksylaza ornitynowa) do Kilku godzin (4,3 godziny dila
a-amylazy), a w przypadku biatek strukturalnych nawet do kilku tygodni lub miesigcy
(Vierstra, 1993). Przyczyny tychroznicnie sg jeszcze w petni wyjasnione, chociaz zgodnie
z jedna znajnowszych hipotez tzw. regutg N-konca (Bachmair in., 1986; Varshavsky, 1997
a) o dlugosci zycia bialka decyduje N-koncowa reszta aminokwasowa. Resztami
destabilizujacymi biatko okazaty si¢ reszty takich aminokwasow, jak lizyna, leucyna,
izoleucyna, fenyloalanina, tyrozyna czy tryptofan. Okres pottrwania biatka, w ktorym N
koncowym aminokwasem jest ktorykolwiek z wymienionych aminokwasow nie
przekracza 30 min. Do reszt silnie stabilizujgcych strukture biatka, o okresie pottrwania
powyzej 20 godzin nalezg: reszty glicyny, alaniny, cysteiny, seryny, proliny, metioniny,
treoniny i waliny. Jesli aminokwasem N koncowym jest glutamina lub kwas glutaminowy
iasparagina lub kwas asparaginowy to okres pottrwania biatka mozna okresli¢ na okolo 3—-
30 min. W przypadku wielu biatek ulegajacych szybkiej degradacji zlokalizowano tzw.
sekwencje PEST, czyli regiony bogate w proling (P), kwas glutaminowy (E), seryne (S) i
treoning (T). Fosforylacja tych regionéw moze przyspiesza¢ degradacje niektorych biatek.
Podstawowa strategia kontroli degradacji biatek jest kompartmentacja, tj. ograniczenie
dziatania proteolizy do tych miejsc, do ktorych docierajg biatka zawierajace sygnat
degradacyjny. Takim przedzialem moze by¢ organella ograniczona btonami, np. wakuola.
Biatka, ktore sa w takim przedziale komoérki degradowane musza do niego dotrze¢
specyficznymi szlakami (Hicke i Riezman, 1996). Inng forma regulacji jest autokompart-
mentacja w wieloenzymatycznych kompleksach, np. w proteasomie (Tanaka, 1998).
Degradacja biatek jest procesem wielofazowym, poczatkowe cigcie proteolityczne jest
bardzo specyficzne i jego szybkos¢ jest ograniczona, a pdzniejsza hydroliza az do wolnych
aminokwasOw jest prowadzona przez mniej specyficzne endo- i egzopeptydazy.

CHARAKTERYSTYKA ENZYMOW PROTEOLITYCZNYCH

Systematyczna nazwa enzymow proteolitycznych zawiera nazwe aminokwasu,
z ktorego zbudowane jest centrum aktywne, gdyz klasyfikacja enzymoéw proteolitycznych
opiera si¢ na podobienstwach budowy centréow aktywnych. Nalezg one do hydrolaz, a
biorac pod uwage specyfike dziatania tych enzymow dzielimy je na endo- i egzoproteinazy.
Endoproteinazy sa to enzymy hydrolizujace wigzania wewnatrz fancucha biatkowego,
podczas gdy egzopeptydazy hydrolizujg wigzania N i C konicowej reszty aminokwasowe;.
Enzymy odszczepiajagce aminokwas N-koncowy to aminopeptydazy (EC 3.3.4.11), a
enzymy hydrolizujace wigzanie peptydowe przed C—koncowym aminokwasem noszg
nazwe karboksypeptydaz (EC 3.4.16 do 3.4.18).

Podstawowym kryterium klasyfikacji endoproteinaz jest ich reakcja na typowe dla nich
inhibitory. Resztami katalitycznymi centrum aktywnego endoproteinaz serynowych (EC
3.4.21) sg reszty seryny i histydyny, stad DFP (diizopropylofluorofosforan) lub PMSF
(fenylometylosulfofluorek) charakteryzuja endoproteinazy serynowe. Enzymy te wykazuja
maksimum aktywnosci zwykle pomiedzy pH 7-9. Informacje o roslinnych
endoproteinazach serynowych sg dos¢ skape.
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Endoproteinazy cysteinowe (3.4.22) posiadaja w centrum aktywnym resztg cysteiny, a
ich inhibitorami diagnostycznymi sg jodooctan, jodoacetamid i E 64 (trans-
epoksybursztynylo-leucyloamido-(4-guanidyno) butan). Optimum pH dziatania tej klasy
endoproteinaz obejmuje zaréwno pH kwasne, jak i oboj¢tne. Endoproteinzy cysteinowe
dos$¢ powszechnie wystepuja w tkankach wegetatywnych, a najlepiej scharakteryzowane
zostaty w kietkujacych nasionach jeczmienia (Rogers i in., 1985; Holverda i in., 1992;
Holverda i Rogers, 1992) i ryzu Watanabe, 1991).

Centrum aktywne endoproteinaz aspartylowych (EC 3.4.23) utworzone jest przez
polaczone wigzaniem wodorowym dwie reszty kwasu asparaginowego. Wykazujg one
najwyzsza aktywno$¢ w zakresie pH od 1,5 do 5,0. Enzymy te preferujg hydrolize wigzan
peptydowych utworzonych przez aminokwasy hydrofobowe jak Phe-Phe, Phe-Tyr oraz
Tyr-Leu (Mutlu i Gal, 1999). Aktywnos¢ proteolityczna endoproteinaz aspartylowych
hamowana jest przez pepstatyne. Sg one dos¢ powszechnie wystgpujacymi enzymami
roslinnymi (Davies, 1990; Rawlings i Barret, 1995). Najlepiej scharakteryzowanymi
endoproteinazami aspartylowymi sg endoproteinazy zlokalizowane w nasionach, w obu
typach wakuol, zarowno litycznych jak i zawierajacych biatka zapasowe (Martilla i in.,
1995; Bethkeiin., 1996; Parisiin., 1996; Swansoniin., 1998). Ich przypuszczalna funkcja
jestudziat w dojrzewaniu biatek zapasowych podczas rozwoju nasion (Mutlu i Gal, 1999),
jak rowniez hydroliza biatek zapasowych podczas kietkowania (Higgins, 1984; Belozersky
1in., 1989; Bethke iin., 1996; Mutlu i Gal, 1999). Enzymy te znaleziono réwniez w innych
czesciachroslin, takich jak liscie (Rodrigo i in., 1989, 1991; Kuwabara i Suzuki, 1995),
kwiaty (Heimgartner i in., 1990; Cordeiroiin., 1994 a, b; Verissimoi in., 1996; Ramalho-
Santos i in., 1997), pytek (Radtowski in., 1996). Wydaje si¢, ze biorg one udziat w
degradacji bialek podczas starzenia si¢ lisci (Kervinen i in., 1990) i kwiatow (Heimgartner
i in., 1990). Ostatnie badania przeprowadzone na komaérkach z czapeczki korzenia
(Runenberg-Roos i Saarma, 1998) sugeruja, ze endoproteinazy aspartylowe biorg udzial w
programowanej $mierci komorki.

Metaloproteinazy (EC 3.4.24) preferuja hydrolize substratow majacych aminokwasy z
niepolarnymi fancuchami bocznymi (Leu, Phe), a ich aktywno$¢ jest najwyzsza w
srodowisku o pH okoto 7. Metaloproteinazy w swoim centrum aktywnym posiadajg Zn?" i
dlatego typowymi inhibitorami diagnostycznymi sa EDTA, 1,10-fenantrolina i 2,2-
dipirydyna. Bardzo mato wiadomo o enzymach tej klasy pochodzacych z materialu
roslinnego. Jak dotad enzymy te znaleziono gldéwnie w nasionach roslin zaréwno jedno-
jak i dwulisciennych (Shutovi Vaintraub, 1987),a takze w lisciach fasoli zwyklej i kietkach
ryzu. Lokalizacja komérkowa tych enzymow nie byta badana, natomiast przypisywany im
jestudziat w procesie uruchamiania biatek zapasowych nasion. Metaloproteinazy inicjuja
trawienie biatka na drodze ograniczonej proteolizy. Tak zmodyfikowane bialka sg
nastepnie dalej trawione przez endoproteinazy cysteinowe i karboksypeptydazy (Shutov i
Vaintraub, 1987).

Endoproteinaza treoninowa (EC 3.4.99), zwana inaczej proteasomem, jest multi-
katalitycznym enzymem, dla ktérego diagnostycznym inhibitorem jest laktacystyna
(Fenteany iin., 1995). Proteasom 26S z komorek eukariotycznych jest proteinazg o masie
czasteczkowej 2 MDa, przejawiajaca optymalng aktywno$¢ w srodowisku zasadowym.
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Rechsteiner i wsp. (1993) wykazali, ze w komorce wystepuja dwie proteinazy: jedna
bedaca 20S proteasomem i inna, aktywowana przez ATP proteinaza o stalej sedymentacji
268S. Wigkszy 268 proteasom zawiera 20S proteasom (700 kDa) stanowigcy czes¢ korowa
tej multikatalitycznej proteinazy oraz dwa asymetryczne kompleksy regulatorowe o stalej
sedymentacji 19S (19s caps) zasocjowane na jego koncach (Baumeister i in., 1998).
Kompleksy regulatorowe 19S zawieraja okoto 15-20 ré6znych podjednostek o aktywnosci
ATPazowej, wiazacej ubikwityng oraz aktywnosci izopeptydazowej (Tanaka, 1998).
Podjednostki te biorag udziat w rozpoznawaniu sygnatow degradacyjnych i roz-
faldowywaniu bialek (unfoldases) przed ich skierowaniem do rdzenia proteolitycznego.
Ten multikatalityczny kompleks proteasomowy zaangazowany jest w degradacje
nieprawidtowo zbudowanych i zdenaturowanych biatek, a takze biatek o krotkim okresie
pottrwania. Poniewaz proteasom katalizuje rozpad biatek nie tylko w sposoéb nie-
odwracalny, ale takze szybko i w $cisle okreslonym czasie, uwaza si¢ go za nowy, istotny
mechanizm regulacyjny metabolizmu, nieodlgcznie zwigzany z takimi waznymi
procesami, jak regulacja cyklu komorkowego, kontrola jakosci biatek, przewodzenie
sygnalow, odpowiedz immunologiczna rosliny, a takze przypisuje mu si¢ funkcje
»przelacznika” decydujacego o proliferacji komorki lub tez o jej programowanej $mierci,
apoptozie (Hilt i Wolf, 1996; Lupas i in., 1997; Varshavsky, 1997b; Tanaka, 1998).

SZLAKI DEGRADACII BIALEK

Proteoliza wakuolarna

Przyjmuje si¢ obecnie, ze wszystkie endoproteinazy, z wyjatkiem proteasomu
zlokalizowane sa w wakuoli (rys. 1), natomiast sam mechanizm proteolizy nie jest jasny.
Jak to si¢ dzieje, ze enzymi substrat s3 w tym samym przedziale, a do degradacji biatka
dochodzi w $cisle okreslonym czasie? Ot6z do niedawna nasza wiedza o budowie i funkcji
wakuol byta oparta gldéwnie na obserwacjach morfologicznych (Vierstra, 1993; Callis,
1995). Dzieki zastosowaniu nowoczesnych technik badawczych okazato si¢, ze wakuole
sa bardzo dynamicznymi organellami, a cytologiczna definicja wakuoli odpowiada ro6znym
funkcjom zaré6wno biochemicznym, jak i fizjologicznym (Marty, 1999). W wigkszosci
komorek tkanek wegetatywnychroslin wakuolazajmuje centralngpozycje, a w tonoplascie
tych wakuol wystepuja akwaporyny (biatka charakteryzujace si¢ zdolnoscig transportu
wody) typu y-TIP (tonoplast intrisic protein). Wydaje si¢, ze takie wakuole petnig funkcje
analogiczna do lizozymow tkanek zwierzecych. Natomiast w tkankach zapasowych nasion
1 owocodw wystepuja wakuole wyspecjalizowane w przechowywaniu biatek zapasowych
(Herman i Larkins, 1999), a w ich blonach wystepujg charakterystyczne dla nasion
akwaporyny typu a.-TIP (Swanson i in., 1998). Bialka zapasowe sg takze syntetyzowane i
akumulowane w wyspecjalizowanych komorkach czegsci wegetatywnych roslin, a w
tonoplascie tych wakuol wystepuja akwaporyny typu 8-TIP (Neuhaus i Rogers, 1998).
Najnowsze badania sugeruja, ze r6zne wakuole moga funkcjonowac jednoczesnie w tej
samej komorce, np. w komorkach czapeczki jgczmienia i w komorkach tytoniu w réznych
tkankach czgéci nadziemnej znaleziono wakuole zaro6wno typu a-TIP jak i y-TIP (Marty,
1999). Tak wigc wakuole charakteryzujgce si¢ wystepowaniem akwaporyn typu a.-TIP sg
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wakuolami zapasowymi, w ktorych biatka sa chronione przed enzymami degradacyjnymi,
awakuole typu y-TIP sg to typowe wakuole lityczne. Jesli komorka tworzy duzg centralng
wakuole to wydaje si¢, ze oba przedziaty komoérkowe si¢ tacza, poniewaz w tonoplascie
wystepuja zardwno akwaporyny typu o, jak i y-TIP (Marty, 1999). Degradacja biatek moze
by¢ takze wspomagana przez licznie wystgpujace w komorce autofagiczne wakuole, ktore
sgaktywne niezaleznie od duzej centralnej wakuoli (Aubertiin., 1996; Moriyasui Ohsumi,
1996). Po zakonczeniu trawienia biatek, te mate wakuole sg wigczane do centralnej
wakuoli. Bialka przeznaczone do degradacji s3 dostarczane do wakuol przez szlak
sekrecyjny,naktory sktada si¢ zaréwno transport autofagiczny, jakitransport endocytamy.
Natomiast podczas mobilizacji rezerw nasiennych zawartych w wakuolach, w ktorych
zdeponowane byty biatka zapasowe dochodzi do zmiany funkcji tych organelli: z typowo
zapasowych wakuol staja si¢ one lityczng organellg o niskim pH. To przejscie z przedziatu
zapasowego do organelli litycznej jest regulowane hormonalnie (Bethke i in., 1998).
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Endoproteinazy wymienione w poszczegolnych organellach komorkowych opisano w pracy. Znaki zapytaniadotycza tych
endoproteinaz, ktore prawdopodobnie wystepuja w komoérkachroslinnych, ale jak dotad nie zostaty scharakteryzowane.
Endoproteinases indicated in each organelle have been described in the text. A question mark indicates that the additional
endoproteolytic activities probably exist in the plant cell but have not been characterized hitherto.
Rys. 1. Wewnatrzkomoérkowa lokalizacja endoproteinaz roslinnych
Fig. 1. Intracellular location of plant endoproteinases
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Dotychczasowe badania wskazujg, ze wakuolarny szlak degradacji biatek nie wymaga
naktadow energii w postaci ATP, stad czesto jest nazywany ATP-niezalezng proteoliza.
Jednakze nie wyklucza si¢, ze energia jest niezb¢dna do transportu, przynajmniej
niektdérych biatek, do wakuol (Hicke i Riezman, 1996). Przyjmuje si¢, ze na tej drodze sa
degradowane biatka zapasowe i o dlugim okresie pottrwania.

Proteoliza zalezna od ATP

Degradacja biatek przez proteasom (endoproteinaze treoninowa) wymaga nakfadéw
energii (Vierstra, 1993; Callis, 1995). Byto to dos¢ niespodziewane odkrycie, jako ze
hydroliza wigzan peptydowych jest reakcja egzoergiczng i funkcjonowanie wszystkich
znanych dotychczas proteinaz bylo niezalezne od naktaddéw energii. Najwazniejszym
odkryciem przyblizajagcym znajomos$¢ mechanizmu degradacji biatek w cytoplazmie i w
jadrze bylo opisanie glownego szlaku degradacji biatek w komorkach eukariotycznych,
w ktorym bierze udziat konserwatywny, 76 aminokwasowy polipeptyd, ubikwityna
(Herschko i Ciechanover, 1992). Ubikwityna to biatko o zbitej, globularnej strukturze
stabilizowanej przez wigzania wodorowe, ktora zapewnia jej niewrazliwo$¢ na dziatanie
kwasow 1 zasad oraz denaturacj¢ cieplng. Roslinna ubikwityna wystepuje glownie w
cytoplazmie i jadrze, chociaz niewielkie ilo$ci znaleziono w chloroplastach, wakuoli 1
frakcjibton(Vierstra, 1993; Ehlersiin., 1996). Ubikwityna petni rolg¢ markera, selektywnie
znaczacego biatka przeznaczone do degradacji. Zwiazanie ubikwityny z biatkiem
przeznaczonym do degradacji jest procesem wieloetapowym, w ktorym biorg udziat cztery
uktady enzymatyczne (rys. 2). Etapem wstepnym w procesie ligacji (zwigzania)
ubikwitynyz bialkiem jestjej aktywacjaprzezenzymEl. Jestto reakcja wymagajaca ATP.
Enzym E2 (koniugujacy) przejmuje zaktywowana ubikwityng i przenosi ja albo
bezposrednio na grupe aminowg substratow biatkowych, albo za posrednictwem ligazy
ubikwitynowo-biatkowej (enzym E3). Substrat biatkowy moze by¢é mono- Ilub
multiubikwitynowany. Znanych jest wiele bialek modyfikowanych tylko jedng czasteczka
ubikwityny np. histony, bialka regulatorowe blon, kalmodulina. Bialka
multiubikwitynowane moga zawiera¢ kilka pojedynczo podstawionych czgsteczek
ubikwityny lub rozgatgziony i nierozgaleziony tancuch poliubikwityny. Ubikwitynowane
biatka moga wejs¢ w jeden z kilku szlakow metabolicznych, ale nadal nie jest jasne co
decyduje o losie koniugatow bialkowych. Do niedawna uwazano, Ze substraty o
potaczeniach multiubikwitynowych majg kinetyczng przewagg podczas degradacji
(Vierstra, 1993: von Kampen i in., 1996). Obecnie przewaza poglad, ze jedynie
poliubikwitynacja biatka co najmniej czterema czasteczkami ubikwityny przytaczonych do
lizyny 48 prowadzi do ich degradacji przy udziale zaleznego od ATP proteasomu 26S
(Weisssman, 2001). Monoubikwitynowane biatka z przylaczona ubikwityng poprzez
lizyng 63 sa kierowane do wakuoli, gdzie sg degradowane przez endoproteinazy
wakuolarne (Hicke, 2001). Wigzanie r6znych reszt lizyny (11, 29,48 1 63) w ubikwitynie
warunkuje zréznicowane przeznaczenie ubikwitynowanych biatek. poczawszy od
transportu bialek btonowych do regulacji transkrypcji (von Kampen i in., 1996; Hicke,
2002). Szlak degradacji bialek, zalezny od ATP i ubikwityny, wydaje si¢ odgrywa¢ istotng
role w metabolicznym obrocie ro§linnych biatek wewnatrzkomoérkowych. Ubikwitynacja
bialek jest procesem dynamicznym i odwracalnym, poniewaz w komorce znajduje sig
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wiele enzymow deubikwitynujgcych biatko (D’ Andrea i Pellman, 1998). Deubikwitynazy
sa proteinazami cysteinowymi, specyficznie odcinajagcymi ubikwityng od koniugatow
ubikwityna — biatko (patrz izopeptydaza, rys. 2).

ubikwityna

ubiguitin
enzym akbywujacy ubikwityne (E1) + ATP
ubiguitin - activating enzyme (E1) + ATP

L
E1 - ublkwityna + AMP + PP1
E1 - ubiquitin
enzym koniugujgey (E2)
ubiguitin - conjugating enzymsa (E2)
L

E2 - ubikwityna
E2 - ubiquitin

™ ligaza ubikwitynowo-biatkowa (E3)
.. ubiquitin protein ligase (E3)
-,

blatko E
. a4
rotein

P E3 - ubikwityna
E3 - ubiquitin
/" bialko

v protein
r
T [ 3

multiubikwityna - biatko; monoubikwityna - bialko
miultiubiquitin - protein; monoubiguitin - protein

265 proteasom + ATP izopeptydaza endoproteinazy
265 proteasome + ATP isopeplidase wakuolanme
vacuolar

endoproteinases

L Li T
ubikwityna + peptydy + aminockwasy ubikwityna ubikwityna
ubiquitin + peptides + amino acids ubiquitir ubiguitin

+ +
biatko aminokwasy
protein amino acids

Na schemacie przedstawiono dwie funkcje ubikwityny w komorce: znakowanie biatek do odwracalnej, funkcjonalnej
modyfikacji oraz do nieodwracalnej, ale selektywnej ich destrukcji.

Diagrammatic representation of a double action of ubiquitin in the plant cell: targeting of proteins to reversible functional
modification or to irreversible but selective destruction.

Rys. 2. Udzial enzyméw E1, E2 i E3 w ubikwitynylacji substratu
Fig. 2. The sequential action of three enzymes, E1, E2 and E3, in substrate ubiquitinylation
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Moga one bra¢ udzial praktycznie na kazdym poziomie szlaku degradacji biatek,
zaleznego od ATP i ubikwityny. W zalezno$ci od miejsca dzialania enzymy te mogg albo
wspomagac¢ degradacje, albo stabilizowa¢ substrat biatkowy. Wydaje si¢, ze niektore
enzymy, dziatajace przed skierowaniem biatka na proteasom chronig je przed degradacja,
natomiastdziatajace na poziomie proteasomu, przyspieszaja degradacje. Fizjologicznarola
deubikwitynaz nie jest jeszcze poznana, a danych o roslinnych deubikwitynazach jest
ciagle brak.

Jednakze ubikwityno- i ATP-zalezny szlak degradacji biatek nie jest jedynym szlakiem
katabolicznym zaleznym od energii. Degradacja biatek w innych kompartmentach
komoérkowych moze by¢ niezalezna od ubikwityny, chociaz ciagle zalezna od ATP.
Chloroplasty zawierajg do 50% wszystkich biatek wystepujacych w komorcei do niedawna
przypuszczano, ze sg one degradowane przez proteinazy wakuolarne (Vierstra, 1993).
Obecnie wiadomo, ze w stromie chloroplastow wystepuje ATP-zalezna proteinaza typu
serynowego (homolog bakteryjnej CIpA/P) oraz ATP-zalezna metaloproteinaza EP1 (1ys.
1). W tylakoidach wystepuje natomiast proteinaza typu serynowo-cysteinowego zalezna
od ATP oraz proteinaza serynowa, rOwniez zaleznaod ATP, o duzym powinowactwie do
bakteryjnej ATP-zaleznej metaloproteinazy FtsH (Andersson i Aro, 1997). Podobnie w
mitochondriach roslinnych znaleziono endoproteinaze zalezng od ATP o duzej homologii
do bakteryjnej proteinazy typu Lon (Callis, 1995).

Coraz to wigcej danych doswiadczalnych potwierdza wczesniejsza hipoteze, ze na
drodze proteolizy zaleznej od ATP degradowane sg biatka zaréwno o krotkim, jak i dlugim
okresie pottrwania, ale petnigce kluczowa role w takich waznych procesach jak cykl
komorkowy, kontrola transkrypcji, przewodzenie sygnatow i regulacja metabolizmu
(Varshavsky, 1997 b; Tanaka, 1998). Sprawowanie kontroli przez ten szlak degradacji nad
jakoscia biatek sprawia, ze szlak ten odgrywa kluczowa rol¢ w ochronie komorki zardwno
roslinnej, jak i zwierzecej przed negatywnymi konsekwencjami streséw srodowiskowych
zaréwno abiotycznych, jak i biotycznych.

ODPOWIEDZ PROTEOLITYCZNA ROSLINY NA MROZ I SUSZE

Odpowiedz metaboliczna rosliny na deficyt wody wyraza si¢ zmianami w ilosSci 1
sktadzie biatek rozpuszczalnych (Callis, 1995). Moznazatem przypuszczaé, ze genetycznie
uwarunkowana odpowiedz na stresy abiotyczne jest odzwierciedleniem rownowagi
pomiedzy akumulacja bialek indukowanych przez te stresy (biatka stresowe), a eliminacja
bialek zbednych tzn. takich, ktore w okreslonej sytuacji metabolicznej przestaja odgrywac
swoja role, biatek uszkodzonych w wyniku odwodnienia komoérki i nieprawidtowych,
powstalych wskutek btedow indukowanych stresem. Na takg mozliwo$¢ wskazywaly
zaobserwowane przesunigcia dystrybucji energii na proteolize, przy zmniejszonych
naktadach na biosynteze RNA i biatek w lisciu pszenicy wykazujacym deficyt wody
(Zagdanska, 1995). W komorkach lisci pszenicy funkcjonujg oba wyzej opisane szlaki
degradacji biatek: proteoliza wakuolarna, charakteryzujaca si¢ kwasnym optimum pH
(Zagdanska i Wisniewski, 1996) i zalezna od energii, proteoliza pozawakuolarna, o
optimum pH 8.2 (Zagdanska i Wisniewski, 1998). Aktywno$¢ obu szlakow
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proteolitycznych jest zalezna od stadium rozwojowego rosliny i od genotypu pszenicy
(Zagdanskai Wisniewski, 1996, 1998; Wisniewski i Zagdanska, 2001). W odpowiedzi na
deficyt wody aktywno$¢ endoproteinaz wakuolarnych zwigksza si¢ siedmiokrotnie, a
aktywnos¢ proteolizy zaleznej od ATP maleje dziesigciokrotnie przy poroéwnywalnym
deficycie wody. Dominujacy udziat (okoto 50%) endoproteinaz serynowych w catkowitej
proteolizie praktycznie nie ulega zmianie, natomiast dwukrotnie zwigksza si¢ udziat
proteinaz cysteinowych przy dwukrotnie zmniejszonym udziale proteinaz aspartylowych.
Podobna indukcje proteinaz cysteinowych obserwowano w przypadku innych stresow np.
wysokiej i niskiej (chtodowej) temperatury (Schaffer i Fisher, 1990), ale takze deficytu
wody (Guerrero i in., 1990; Jones i Mullet, 1995; Vincent i Brewin, 2000) i podczas
starzenia si¢ lisci (Miller i Huffaker, 1981). Proces aklimatyzacji nie ma zasadniczego
wplywu na indukcje zmian jako$ciowych w proteolizie wakuolamej (Zagdanska i
Wisniewski, 1996), zwicksza natomiast udziat proteolizy zaleznej od ATP w catkowitej
hydrolizie (Zagdanska i Wisniewski, 1998). W oparciu o do$wiadczenia z dziesigcioma
genotypami pszenicy jarej roznigcych si¢ zdolno$cig do tolerowania odwodnienia i
aklimatyzacji wykazano, ze tolerancja wigze si¢ ze zmniejszong indukcja proteolizy
wakuolarnej, w tym proteinaz cysteinowych i derepresja proteolizy zaleznej od ATP
(Wisniewski i Zagdanska, 2001). Tak wigc wydaje si¢, ze w fazie strzelania w zdzblo
obnizona indukcja proteolizy wakuolarnej jest kompensowana przez genotypy bardziej
tolerancyjne wzmozong proteolizg zalezng od ATP. Podobng wzajemng kompensacjg
aktywnosci proteolitycznych obserwowano w fazie ktoszenia u genotypow wrazliwych na
susze, natomiast nie wystepowata onau genotypdw odpornych na susze¢. Znamienne jest
jednak, ze genotypowa zalezno$¢ tolerancji odwodnienia od stopnia derepresji ATP-
zaleznej proteolizy zanika u ro$lin zaaklimatyzowanych do suszy. Aktywno$¢ proteolizy
zaleznej od ATP jest bowiem taka sama u wszystkich badanych genotypow niezaleznie od
stopnia ich zdolnosci do tolerowania odwodnienia (Wisniewski i Zagdanska, 2001).
Obserwowane zalezno$ci wystepujace pomiedzy genetycznie uwarunkowanym poziomem
tolerancji odwodnienia a intensywnoscig degradacji biatek na jakimkolwiek szlaku sg
bardzo zlozone i do chwili obecnej nieznane s3 mechanizmy decydujace o tym, ktorym
szlakiem jest degradowane to samo biatko (Tanaka, 1998; Staszczak i Zdunek, 1999).
Wydaje si¢ jednak, ze wspotzaleznosci metaboliczne pomiedzy proteolizg zalezng 1
niezalezng od ATP zwigzane sg z precyzyjng regulacja naktadow energii lub tez mogg by¢
wynikiem r6znic w metabolizmie energii wystepujacych pomiedzy genotypami odpomymi
1 wrazliwymi na susze¢. Decydujace znaczenie moze mie¢ tez dostepnosé ATP. Indukcja
aktywnosci endoproteinaz cysteinowych, niezaleznie od fazy rozwojurosliny jest wysoce
negatywnie skorelowana z poziomem tolerancji na odwodnienie u dziesigciu form pszenicy
jarej (Wisniewski i Zagdanska, 2001). Zwigkszong ekspresje genu kodujacego
endoproteinazg cysteinowa zaobserwowano u rzodkiewnika, grochu i pomidora pod
wplywem utraty turgoru, egzogennie podanego ABA i niskiej temperatury (Guerreiro i in.,
1990; Williams i in., 1994; Jones i Mullet, 1995; Vincent i Brewin, 2000). Znaczenie
fizjologiczne zwickszonej aktywnos$ci tych enzymow nie jest jasne. Przypuszcza sig, ze
enzymy te moga by¢ odpowiedzialne za degradacje¢ biatek zdenaturowanych w warunkach
stresu (Guerrero 1 in., 1990) lub za dostarczenie materialu do biosyntezy biatek
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indukowanych przez stres np. akwaporyn (Miao i Verma, 1993; Kjellbomi in., 1994), albo
moga mie¢ znaczenie przystosowawcze poprzez dostarczanie aminokwasow i niewielkich
peptydoéw do utrzymywania turgoru (Vincent i Brewin, 2000). Dlatego byto interesujace
sprawdzenie na szerszym materiale ros§linnym (20 rodow pszenicy ozimej), czy stopien
indukcji endoproteinaz cysteinowych odzwierciedla poziom odpornosci na dehydratacje
badanych genotypdw i czy inny stres srodowiskowy np. niska temperatura powoduje
podobna indukcje endoproteinazcysteinowych, zalezng od tolerancji mrozowej. W obrebie
przebadanych rodow pszenicy ozimej stopien indukcji endoproteinaz cysteinowych jest
wysoce ujemnie skorelowany z poziomem mrozoodpornosci badanych rodow i z
poziomem tolerancji odwodnienia (dane nie publikowane). Mozna wigc podejrzewac, ze
genetycznie uwarunkowana odpowiedz na stresy abiotyczne jest odzwierciedleniem
intensywnosci usuwania zbednych lub uszkodzonych biatek na drodze proteolizy
wakuolarnej. Jak wynika z tego krétkiego przegladu, degradacja biatek stanowi integralng
czesc fizjologii komorki, znaczacg nie tylko poczatek i koniec jej rozwoju (kietkowanie 1
starzenie), ale jest procesem cigglym zachodzacym nieustannie podczas catego zycia
rosliny. Przelomowym momentem w zrozumieniu mechanizmu hydrolizy biatek bedzie
umiejetnos¢ jego wykorzystania do kontroli akumulacji biatek czy zmiany stabilnosci
okreslonych biatek. Wreszcie moze by¢ pomocne w sterowaniu w roslinach produkeji
specyficznych biatek dla przemysthu i celow farmaceutycznych.
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