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Streszczenie: Utrzymanie homeostazy w komorkach zywych organizméw eukariotycznych zalezy od
ilosci oraz aktywnosci wielu roznych biatek, ktore sg regulowane na poziomie transkrypcji, translacji,
modyfikacji potranslacyjnych, a takze od efektywnosci ich proteolizy. Istotna role w degradacji specy-
ficznych biatek uczestniczacych w regulacji wielu procesow zyciowych roslin, odgrywaja katalityczne
kompleksy proteaz, zwane proteasomami 26S i 20S. Proteoliza z udziatem tego pierwszego, wymaga
zaangazowania réoznego rodzaju enzymow, tworzacych wspolnie szlak ubikwitynowo-proteasomal-
ny (ang. Ubiquitin-Proteasome Pathway, UPP). Bialka enzymatyczne uczestniczace w UPP odpowi-
adaja za rozpoznawanie protein przeznaczonych do degradacji oraz przylaczanie do nich czgsteczek
ubikwityny (peptyd zlozony z 76 reszt aminokwasowych, Ub), umozliwiajac tym samym ich prote-
olize. Natomiast, rozktad biatek przez 20S jest ubikwitynowo niezalezny. Na drodze proteasomalne;j
usuwane sg bialka uszkodzone, ale roéwniez te o wlasciwej budowie, jak np.: enzymy szlakow bio-
syntetycznych regulujace funkcjonowanie komorek, biatka modulujace przebieg cyklu komorkowe-
go, czynniki transkrypcyjne, itp. W niniejszej pracy omdéwiono najnowsze odkrycia dotyczace roli
i mechanizmu dziatania proteasomow w biologii nasion. Podano przyktady wybranych, niedawno
poznanych, bialkowych elementéw hormonalnych szlakow sygnatowych, ktére ulegaja degradacji
proteasomalnej i pelnig istotne funkcje w biologii nasion. Zaprezentowano dowody potwierdzajace,
iz wérod specyficznych biatek rozktadanych przez proteasom 26S, o istotnym znaczeniu w biologii
nasion, wystepuja miedzy innymi: czynniki transkrypcyjne regulujace odpowiedz na kwas abscysyn-
owy (ABA), takie jak ABI; biatka DELLA biorace udzial w regulacji sygnatu indukowanego przez
gibereliny (GA); a takze czynniki regulatorowe Aux/IAA uczestniczace w szlaku sygnatlowym auksyn
(IAA) oraz wiele innych. Ponadto, przedstawiono prekursorskie wyniki badan wskazujace, iz mecha-
nizm regulacji proceséw przebiegajacych w nasionach, jest rowniez zwiazany ze zmianami w metab-
olizmie reaktywnych form tlenu (ang. Reactive Oxygen Species, ROS) oraz degradacja specyficznych,
karbonylowanych biatek przez kompleks 20S. Dane zawarte w tej pracy przegladowej podkreslaja
role proteasomow, jako kluczowych elementow wptywajacych na zalezne od sygnatow hormonalnych
i ROS procesy zachodzace w nasionach.

Stowa kluczowe: hormony roslinne, kietkowanie, nasiona, proteasomalna degradacja biatek, reakty-
wne formy tlenu
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Summary: The maintenance of homeostasis in living eukaryotic cells depends on the amount and activity
of many different proteins, which are regulated at the level of transcription, translation, post-translational
modifications and also depends on the efficiency of their proteolysis. A crucial role in degradation of spe-
cific proteins involved in regulation of many life processes in plants, play catalytic complexes of proteas-
es defined as 26S and 20S proteasomes. Proteolysis performed by the first one requires the involvement
of various types of enzymes, which together form ubiquitin-proteasome pathway (UPP). The enzymatic
proteins of UPP are responsible for identification of proteins assigned to degradation and for their con-
jugation with ubiquitin molecules (peptide consisting of 76 amino acid residues, Ub), thus allowing pro-
teolysis. Whereas, the degradation of proteins by 20S is Ub independent. Proteasomes degrade damaged
proteins, but also these of the proper construction, i.e.: enzymes of biosynthetic pathways involved in
regulation of cells functioning, proteins modulating cell cycle, transcription factors, etc. In this particular
paper, the latest findings about the role and mechanism of action of the proteasome in seeds biology are
discussed. The examples of recently identified, specific protein components of hormonal signaling path-
ways, which are degraded via proteasome 26S and play important roles in seeds, are described. It is pre-
sented that among specific proteins cleavaged by the 26S proteasome, important for biology of seeds are:
transcription factors regulating response to abscisic acid (ABA), such as ABI; DELLA proteins involved
in the regulation of signal induced by gibberellin (GA); as well as Aux/IAA regulatory factors involved
in signaling pathway of auxin (IAA) and many others. In addition, the pioneering data presented herein
indicate that regulatory mechanisms of seed related events are also associated with changes in the me-
tabolism of reactive oxygen 61 species (ROS) and degradation of specific, carbonylated proteins by 20S
complex. Data described in this review emphasize the role of proteasomes, as key elements modulating
hormonal and ROS dependent processes occurring in seeds.

Key words: germination, plant hormones, proteasomal protein degradation, reactive oxygen species,
seeds

WSTEP

Zycie organizmoéw roslinnych zalezy od wielu skoordynowanych procesow fi-
zjologicznych, biochemicznych i molekularnych, prowadzacych do biosyntezy i/
lub degradacji réznych sktadnikéw komorkowych, specyficznych dla okreslonych
struktur. Poszczegdlne fazy rozwojowe roslin charakteryzuja sie swoistym profilem
biatkowym, kluczowym dla prawidtowego przebiegu poszczegolnych procesow zy-
ciowych i zachowania homeostazy komoérkowej [30, 42, 66]. W komorkach roslin-
nych wystepuje szereg roznego rodzaju enzymoéw proteolitycznych, ktore dziatajac
w odpowiednich kompartmentach komérkowych, przeprowadzaja reakcje catkowi-
tej hydrolizy biatek, regulujac tym samym sktad i ilos¢ proteomu [25, 43]. Szcze-
gblnymi formami proteaz sg proteasomy 26S i 20S — wielkoczasteczkowe, katali-
tyczne kompleksy biatkowe, zidentyfikowane na przetomie lat 70/80-tych [67, 75].
Wykazano, iz proteasom 20S jest zdolny dziata¢ samodzielnie, jak réwniez moze
stanowi¢ rdzen proteasomu 2685, a elementem roznicujagcym te dwie struktury jest
tzw. proteasom 198, petniagcy funkcje regulatorowg w kompleksie 26S (ryc. 1). Po-
nadto, proteasom 26S wspoéldziata z r6znego rodzaju enzymami, tworzac tzw. szlak
ubikwitynowo-proteasomalny (ang. Ubiquitin-Proteasome Pathway, UPP) [67].
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Coraz wigksza liczba danych literaturowych potwierdza niezwykle istotne zna-
czenie utrzymania odpowiednich proporcji pomiedzy synteza a degradacja specy-
ficznych bialek w zyciu organizmow roslinnych [23, 64, 74]. W komorkach inten-
sywnie rosngcych, wigcej biatek jest syntetyzowanych niz degradowanych. Z kolei
odwrotna sytuacja ma miejsce np. w komorkach starzejacych sig¢, gdzie reakcje
kataboliczne przewazajg nad anabolicznymi [45]. Stosunkowo niedawno pojawily
si¢ dowody na to, ze w procesie kietkowania nasion, na ktory sklada si¢ szereg
skomplikowanych przemian metabolicznych, prowadzacych do aktywacji zarod-
ka i wzrostu elongacyjnego jego komorek, UPP pelni wazng regulatorowa role.
Sugeruje si¢ rowniez, iz spoczynek nasion, ktory definiuje si¢ jako stan czasowej
niezdolnosci do kietkowania, nawet w odpowiednich warunkach srodowiska, jest
najprawdopodobniej regulowany przez proteasom 20S [11, 48].

Rola i mechanizm dziatania hormondéw i innych, nichormonalnych regulatorow
wzrostu w cyklu zyciowym ro$lin i nasion, zostaty juz do$¢ dobrze poznane i opisa-
ne [9, 41, 48, 50, 51, 52, 65, 71]. Pojawiaja si¢ takze kolejne dowody potwierdzaja-
ce, ze proteasomy moga by¢ waznymi elementami tgczacymi i modulujacymi nadal
niezrozumiatlg sie¢ interakcji Sciezek metabolicznych i sygnatowych, warunkujacy-
mi zachowanie homeostazy zywych organizmdw. Istnieje jednak potrzeba przed-
stawienia aktualnych informacji dotyczacych znaczenia proteasomalnej degradacji
specyficznych bialek, wptywajacej na zalezne od sygnalow hormonalnych i ROS
procesy zachodzace w nasionach.

BUDOWA PROTEASOMOW 268 I 20S ORAZ MECHANIZM
ICH DZIALANIA W PROCESIE DEGRADACJI BIALEK

Wielkoczasteczkowe kompleksy biatkowe, zwane proteasomami 26S i 20S, wy-
stepujace we wszystkich komorkach eukariotycznych, hydrolizuja wigzania pepty-
dowe w wielu rodzajach biatek regulatorowych, enzymatycznych i strukturalnych.
W kompleksie 26S, z jednej lub po obydwu skrajnych stronach barytkowatego kor-
pusu 208, znajduje si¢ tzw. proteasom 19S, okreslany tez mianem kompleksu regula-
torowego[26] (ryc. 1).

Podkompleks 19S sklada si¢ z co najmniej 17 podjednostek, ktore formuja
struktury tzw. pokrywy oraz podstawy. Podstawa 19S zbudowana jest z 6 podjed-
nostek wykazujacych wihasciwosci ATP-az1-6 (ang. Regulatory Particle Triple-
-A ATPases1-6, RPT1-6), tworzacych pierscien oraz z podjednostek RPN1, RPN2
1 RPN10 (ang. Regulatory Particle Non-triple-A ATPasesli, 2 i 10), nieb¢dacych
ATP-azami [8]. Pokrywa elementu regulatorowego taczy si¢ z podstawa za pomo-
ca podjednostki RPN10 i sktada si¢ z kilku-kilkunastu dodatkowych podjedno-
stek RPN, takich jak: RPN3, RPN 5-9, RPN11-12 i innych [8]. Pierscien ztozony
z podjednostek RPT, dzigki aktywnos$ci ATP-azowej umozliwia otwarcie bramki
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RYCINA 1. Schemat przedstawiajacy budowg proteasoméw 20S i26S. Proteasom 20S, struktura
przypominajacy pusta w srodku beczke, sktada si¢ z 4 pier§cieni: dwoch zbudowanych z 7 podjedno-
stek o (znajdujacych si¢ po zewnetrznej stronie) i dwoch sktadajacych si¢ z 7 elementow B (utozonych
wewnetrznie). Proteasom 20S moze funkcjonowa¢ samodzielnie, niezaleznie od ubikwityny (Ub) i nie
wymaga naktadu energii w postaci ATP. Moze on rowniez wchodzi¢ w sktad proteasomu 26S, w kto-
rym z jednej lub po obydwu skrajnych czes$ciach barytkowatego, centralnie zlokalizowanego korpusu
208, znajduje si¢ tzw. proteasom 19S. Natomiast, proteasom 19S sktada si¢ z podstawy zbudowane;j
z 6 podjednostek RPT1-6 tworzacych pierscien i trzech dodatkowych podjednostek RPN, 2, 10 oraz
z pokrywy zbudowanej z kilku-kilkunastu podjednostek tj.: RPN3, RPN 5-9, RPN 11-12 i innych.
W odréznieniu od proteasomu 20S, kompleks 26S funkcjonuje w sposob zalezny od Ub i ATP
FIGURE 1. The scheme presenting structures of 20S and 26S proteasomes. The 20S proteasome,
a structure resembling a hollow barrel, consist of four rings: two composed of 7 a subunits (located
on the outer side) and two consisting of 7 § elements (arranged internally). The 20S proteasome can
function independently from the ubiquitin (Ub) and does not require energy input in the form of ATP. It
may also be part of the 26S proteasome, wherein one or both opposite ends of the central complex 20S
is located also 19S proteasome. Whereas, the 19S proteasome consists of a base built of six subunits
RPT1-6 forming the ring and three additional subunits RPN1, 2, 10 and a cover constructed of sever-
al-dozen subunits such as: RPN3, RPN 5-9, RPN 11-12 and others. In contrast to the 20S proteasome,
the 26S complex functions in Ub- and ATP-dependent manner
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kompleksu 208, rozwini¢cie czasteczki biatka przeznaczonego do degradacji oraz
skierowanie go do czg$ci proteolitycznej proteasomu. Wszystkie w/w elementy
pehia Scisle okreslone funkcje: 1) podjednostki RPN10 oraz RPN13 sa recep-
torami czasteczek Ub, 2) RPN11 uczestniczy w usuwaniu Ub z degradowanych
biatek, za§ 3) pozostale podjednostki stuza utrzymaniu wewnetrznej struktury,
utatwiajg przemieszczanie si¢ biatka ku czgSci centralnej kompleksu 20S oraz
umozliwiaja roztadunek pocigtych peptydow [8].

Proteasom 20S sktada si¢ z 28 podjednostek uformowanych w 4 przylegajace
do siebie pier§cienie, tworzace razem struktur¢ pustej w Srodku beczki. Kazdy
z tych pierscieni zbudowany jest z 7 elementow, w taki sposob, ze dwa wewnetrz-
ne uformowane s3 z podjednostek [, tworzacych miejsca (komory) proteolitycz-
ne proteasomu 20S, za$ dwa zewnetrzne sktadajg si¢ z podjednostek a, reguluja-
cych przemieszczanie si¢ biatek do wnetrza czesci korowej [35] (ryc. 1). Sposrod
wszystkich podjednostek tego rodzaju tylko 3 posiadaja wlasciwosci proteolitycz-
ne: Bl — posiada aktywno$¢ kaspazopodobna, B2 — ma aktywno$¢ trypsynopo-
dobna, natomiast B5 — charakteryzuje si¢ aktywno$cig chymotrypsynopodobna.
Potaczenie tych trzech aktywno$ci umozliwia cigcie i catkowita degradacje sze-
rokiego spektrum biatek [76].

Proteoliza z udziatem UPP wymaga naktadu energii w postaci ATP (adenozyno-
-5'-trifosforan), aby przylaczy¢ przynajmniej cztery czasteczki Ub do biatka-subs-
tratu, natomiast funkcjonowanie proteasomu 20S jest niezalezne od ATP 1 Ub [57].
W czasteczce Ub wystepuja cztery reszty lizyny, dzieki ktorym moga formowac si¢
fancuchy poliubikwitynowe. Wiadomo, ze tylko utworzenie tancucha w potaczeniu
z lizyng w pozycji 48 Ub kieruje biatko do degradacji, za§ monoubikwitynacja biat-
ka lub tworzenie tancuchow poliubikwitynowych, poprzez przytaczenie czasteczki
Ub gtéwnie w pozycji 63 lizyny, stanowi mechanizm regulacyjny [17]. Przytacze-
nie pojedynczych czasteczek Ub moze wptywac na funkcjonowanie biatka [4, 18].

Poczatkowy etap degradacji biatka przez UPP polega na rozpoznaniu biatka-
-substratu 1 ATP-zaleznym przylaczeniu do niego kilku czasteczek Ub przez trzy
wspotpracujace enzymy: El (enzym aktywujacy Ub), E2 (enzym koniugujacy
i przenoszacy zaktywowang Ub) i E3 (ligaze Ub), a nastepnie na ATP-niezalezne;j
degradacji bialek przez proteasom 26S [57]. Liczne analizy genomu 4. thaliana
sugeruja, ze sposrod E1, E2 i E3, ten ostatni jest odpowiedzialny za specyficzno$¢
i wydajnos$¢ dziatania UPP. W zalezno$ci od posiadanego typu domeny rozpoznaja-
cej enzym E2, enzymy E3 dzielg si¢ na dwie podstawowe rodziny: HECT (ang. Ho-
mology to E6-AP Carboxyl-Terminus) i RING (ang. Really Interesting New Gene).
W wielopodjednostkowych kompleksach ligaz E3 mozna wyrézni¢ kilka biatek
petiacych okreslong funkcje, np.: 1) biatka tworzace rusztowanie: CUL1-4 (ang.
Cullinl-4) lub APC2 (ang. Anaphase Promoting Complex/Cyclosome?), 2) bial-
ka zawierajace domene wigzaca dla E2: RBX1 (ang. Ring BoxI) lub APC11 (ang.
Anaphase Promoting Complex/Cyclosomell) oraz 3) caly szereg biatek specyficz-
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nie rozpoznajacych substrat: DDB1 (ang. Damaged DNA Binding Proteinl) zawie-
rajace domene F-box (ztozong z okoto 50 aminokwasow formujacych 3 helisy) lub
LRBI (ang. Light Response BTBI) z domena BTB (ang. Bric-a-brac/Tramtrack/
Broad complex), APC10 (ang. Anaphase Promoting Complex10), CDC20 (ang. Cell
Division Cycle20) i 4) inne czynniki, takie jak biatka taczace CUL1-4 z receptorami
substratu, np. ASK (ang. SKP1-like). W roslinach najpowszechniej wystepujacym
typem kompleksu ligazy jest kompleks SCF sktadajacy si¢ z ASK, CULI, biatka
z domeng F-box i RBX1. Ze wzgledu na wielka ré6znorodnos¢ substratow ulegaja-
cych degradacji, rosliny wyksztalcily liczne specyficzne receptory umozliwiajace
precyzyjne usuwanie biatek przez proteasom 26S, w zalezno$ci od etapu rozwo-
jowego czy tez warunkow srodowiska. Natomiast proteasom 20S odpowiada za
usuwanie np. biatek karbonylowanych, ktére na drodze oksydacji zmieniajg swoja
konformacje, zwigkszajac tym samym powinowactwo do proteolitycznego kom-
pleksu 20S [16].

ROLA UPP W REGULACJI TRANSDUKCJI SYGNALU
INDUKOWANEGO PRZEZ GA1 ABA W NASIONACH

Kowalencyjne przytaczanie Ub do specyficznych bialek, a nastgpnie ich roz-
ktad przez proteasom 26S jest jednym z kluczowych mechanizméw regulujacych
transdukcje sygnatéw indukowanych przez hormony roslinne, takie jak: gibereliny
(GA) i kwas abscysynowy (ABA) [58, 72] (ryc. 2). Degradacji proteasomalnej pod-
legaja zardwno negatywne, jak i pozytywne czynniki modulujace szlaki sygnatowe
indukowane przez te regulatory. Co wigcej, modulowanie gospodarki hormonalne;j
przez UPP jest niezbedne dla wlasciwego przebiegu takich procesow, jak ustgpowa-
nie spoczynku i kietkowanie nasion [28, 33, 44, 69].

Role stymulatorow kietkowania nasion wielu gatunkow, tacznie z A. thaliana,
petnig GA. Hormony te zwigkszaja potencjat wzrostu zarodka i indukujg zmiany pro-
wadzace do rozluznienia struktury bielma, umozliwiajagc w konsekwencji przerwanie
oston otaczajacych zarodek przez wydhuzajacy sie korzen zarodkowy [22]. Natomiast
ABA, jako antagonista w dziataniu w stosunku do GA, odgrywa wazna rolg w indu-
kowaniu i utrzymywaniu spoczynku. Wiadomo, ze stosunek stezen pomiedzy tymi
dwoma hormonami, a takze aktywno$¢ biatek uczestniczacych w sieci ich szlakoéw
sygnatowych, majg duzy wptyw na procesy zachodzace w nasionach [65].

W genomie A. thaliana i Lepidium sativum wystepuja trzy geny kodujace re-
ceptory sygnatu giberelinowego (pozytywne regulatory) nalezace do rodziny GID
(ang. Gibberellin Insensitive Dwarf), takie jak: GIDIla, GID1b i GIDIc [51, 70].
U pierwszego z w/w gatunkéw zidentyfikowano takze geny kodujace biatka z ro-
dziny DELLA, jak np.: RGLI, 2 i 3 (ang. RGA-Likel, 2, 3), RGA (ang. Repressor
of GA) i GAI (ang. Gibberellic Acid Insensitive) o dziataniu hamujacym transdukcje
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sygnatu odbieranego przez receptory GA [24]. Wykazano, ze biatka GID i DEL-
LA moga wchodzi¢ w bezposrednie interakcje w ten sposob, ze GID w obecnosci
bioaktywnych GA przytacza DELLA, co przy wspotdziataniu z kompleksem SCF
prowadzi do ubikwitynacji DELLA [24] (ryc. 2). Przylaczenie tancucha poliubikwi-
tyny skutkuje degradacja DELLA przez proteasom 26S, co w konsekwencji prowa-
dzi do odblokowania okreslonych czynnikow transkrypcyjnych, ktére oddziatujac
z promotorami reguluja geny docelowe, prowadzac do stymulacji procesu kietko-
wania. Nowe dowody wskazuja na to, iz w szlaku sygnatlowym GA uczestniczg tak-
ze dwa biatka zawierajace domeng¢ F-box, takie jak: SLY1 (ang. SLEEPYI) i SNE
(ang. SNEEZY). Obydwa biatka biorg udziat w regulacji usuwania DELLA na dro-
dze proteasomalnej poprzez wspoétdziatanie z CUL1 w kompleksie SCF [3].

Analizujac role, jaka podczas kietkowania nasion odgrywa proteasomalna de-
gradacja biatek szlaku sygnalowego indukowanego przez GA, nie nalezy zapo-
mina¢ o udziale $wiatla — w peczniejacych nasionach reguluje ono metabolizm
i transdukcje¢ sygnatu indukowanego przez GA. Ztozono$¢ i znaczenie interak-
cji $wietlnych i hormonalnych szlakow sygnatowych w nasionach jest tematem
niedawno opublikowanej pracy przegladowej [65]. Liczne dowody potwierdzaja,
iz pod wplywem $wiatta w zarodku dochodzi do wzrostu stezenia bioaktywnych
GA, w obecnosci ktorych receptory GIDI, tacza si¢ z biatkami DELLA, umoz-
liwiajac tym samym ubikwitynacje¢ i degradacje DELLA przez proteasom 26S
[13, 40, 71]. System proteasomalnej degradacji odgrywa rowniez znaczaca role
w regulacji transdukcji sygnatu §wietlnego po jego percepcji przez fotoreceptory.
Kietkujace nasiona odbieraja bodziec §wietlny gtéwnie za pomoca fitochromow
(ang. Phytochromes, PHY) — receptoréw §wiatla czerwonego. Potwierdzono, ze
PHY w wyniku oddziatywania bodzca $wietlnego moga ulega¢ ubikwitynacji
i degradacji przez UPP. W procesie degradacji PHY prawdopodobnie zaangazo-
wane sg, zlokalizowane w jadrze komorkowym, kompleksy enzymatyczne zawie-
rajace biatka z domeng BTB (jako receptor substratu); nalezg do nich np. LRB1
i 2 (ang. Light-Response BTB1 i 2). Wskazuja na to migdzy innymi wyniki badan
przeprowadzonych na podwojnych mutantach lrb1lrb2 A. thaliana, charakteryzu-
jacych si¢ nadwrazliwoscig na $wiatto czerwone [12].

Jednym z najwazniejszych czynnikow regulujacych zalezny od $wiatta i GA
proces kietkowania nasion A. thaliana jest biatko PIF1 (ang. Phytochrome Inte-
racting Factorl). Jest ono odpowiedzialne za hamowanie kietkowania poprzez
posrednia lub bezposrednig stymulacje ekspresji gendw Galox2 (ang. Gibberellin
2-oxidase2), GAI 1 RGAl zaangazowanych m.in. w degradacje i transdukcje sy-
gnatu GA [47, 53, 65]. W kietkujacych nasionach, ilos¢ i aktywno$¢ biatka PIF1
jest regulowana przez kilka mechanizméw, opierajacych si¢ na oddziatywaniach
pomiedzy biatkami i degradacji proteasomalnej. Przyktadem biatka oddziatujacego
z PIF1 jest HFR1 (ang. long Hypocotyl under Far-Redl), ktore poprzez tworzenie
kompleksow HFR1-PIF1 hamuje aktywnos$¢ PIF1, przyczyniajac si¢ tym samym
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do stymulacji procesu kietkowania [61]. Z kolei najnowsze badania dotyczace roli
degradacji proteasomalnej w regulacji zaleznego od $wiatta kietkowania nasion
A. thaliana pokazuja, ze bialko DET1 (ang. Deetiolatedl) jest istotnym repre-
sorem tego procesu, wchodzacym w sklad ligazy zawierajacej migdzy innymi
COP10 (ang. Constitutive Photomorphogenicl(). Dzialanie kompleksow ligazy
E3 COP10-DET1-DDB1-CUL4 umozliwia ubikwitynacje i degradacje czynnika
HFR1 przez proteasom 26S, jednoczesnie stabilizujac wysoka aktywnos¢ PIF1,
co w efekcie prowadzi do hamowania procesu kietkowania [62]. Podane przy-
ktady $wiadcza o ztozonosci mechanizmow regulujacych aktywnos$¢ biatka PIF1
podczas zaleznego od $wiatta kietkowania nasion, wymagajacych zaangazowania
wielu reakcji enzymatycznych, wérdd ktorych degradacja proteasomalna odgrywa
kluczows rolg.

W trakcie kietkowania, obecnos¢ swiatta wptywa nie tylko na regulacje meta-
bolizmu i transdukcji sygnatu indukowanego przez GA, ale rowniez $ciezek zwia-
zanych z ABA. Przyktadem biatka uczestniczacego w regulacji odpowiedzi nasion
na §wiatto, zaangazowanego w modulowanie metabolicznych i/lub sygnatowych
szlakow obydwu w/w hormondéw jest MAX2 (ang. More Axillary branches?).
Bialtko to zawiera domen¢ F-box i prawdopodobnie funkcjonuje w kompleksach
SCFMAX2 przeprowadzajacych specyficzng ubikwitynacje biatek regulatorowych
hormonalnych szlakéw sygnatowych, aktywnie dzialajagcych na réznych etapach
rozwoju ro$lin (ryc. 2). Wyniki uzyskane przez Shen i wsp. [60] wskazuja na
istotng role MAX2 réwniez w zaleznym od $wiatta procesie kietkowania nasion
A. thaliana. Mutanty max2 tego gatunku charakteryzujg si¢ nadwrazliwos$cig na
ABA i obnizong wrazliwoscig na GA. Co wigcej, wyniki analizy ekspresji genow
w kietkujacych nasionach max2 wskazuja, ze biatko to moze pozytywnie wpty-
wac na poziom ekspresji genow zwigzanych z biosynteza GA, takich jak np. GA-
3ox1 (ang. Gibberelin 3 beta-hydroxylasel) oraz gendw zwiazanych z degradacja
ABA, np. CYP707A42 (ang. Cytochrome P450, family707, subfamilyA, polypepti-
de2). Jednak doktadny mechanizm regulacji poziomu transkryptow tych genow
przez MAX2 w kietkujacych nasionach nie zostat dotad scharakteryzowany.

Ostatnie lata owocowaly licznymi odkryciami dotyczacymi roli poszczegol-
nych komponentow UPP w regulacji odpowiedzi na sygnat indukowany przez
ABA. Zidentyfikowano rowniez kolejne elementy $ciezki sygnalowej tego hor-
monu, degradowane na drodze proteasomalnej. W toku przeprowadzonych badan
wykazano, iz zaburzenia transdukcji sygnatu ABA wystepujg u mutantow 4. tha-
liana charakteryzujacych si¢ obnizeniem ekspresji genow kodujacych: 1) regu-
latorowe podjednostki proteasomu 26S (np. RPN10), 2) rézne ligazy, takie jak:
AIP2 (ang. ABI3 Interacting Protein2), KEG (ang. Keep on Going), SDIR1 (ang.
Salt and Drought-Induced Really interesting new gene fingerl), lub 3) receptory
substratu dla ligaz E3, jak np. DWAI1 i 2 (ang. DDB1-binding WD40 protein hy-
persensitive to ABAI i 2) [2, 36, 39].
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Percepcja ABA w roslinach odbywa si¢ poprzez wiazanie tej czasteczki przez
szereg receptorow typu PYR (ang. Pyrabactin Resistance), PYL (ang. Pyrabactin
resistance-Like) i RCAR (ang. Regulatory Components of ABA Receptor) [21]. Po
zwigzaniu czasteczki ABA, receptory wchodza w interakcje z szeregiem enzymow,
jak np. PP2C (ang. type 2C Protein Phosphatase) i SnRK?2 (ang. Snfi-Related pro-
tein Kinase2). Przy braku ABA, fosfatazy PP2C dezaktywuja kinazy SnRK2 na
drodze bezposredniej defosforylacji, natomiast w obecnosci ABA aktywowane re-
ceptory wiaza PP2C uniemozliwiajac im hamowanie aktywno$ci SnRK2, co w kon-
sekwencji powoduje odblokowanie sygnatu ABA [80]. Obecnie znamy wiele subs-
tratow kinaz SnRK2 zaangazowanych w odpowiedz roslin na ABA, nalezg do nich
czynniki transkrypcyjne ABI3.,4,5 (ang. ABA-Insensitive3,4,5) oraz biatko ABF3
(ang. ABA-responsive element Binding Factor3) [78]. Regulacja percepcji sygnatu
indukowanego przez ABA moze by¢ modulowana poprzez kontrole ilosci biatek
receptorowych ABA na drodze degradacji proteasomalnej. Wykazano, iz biatko
DDAI1 (ang. DETI-DDBI-Associatedl) jest receptorem substratu, ktory moze sta-
nowi¢ cze$¢ kompleksu COP10-DET1-DDB1-CULA4, biorgcym udziat w regula-
cji szlaku sygnatowego ABA w kielkujacych nasionach. Udowodniono, ze DDA
decyduje o specyficznosci wspomnianego kompleksu CUL, taczy si¢ z PYLS, jak
rowniez PYL4 1 PYLY (receptorami ABA), prowadzac tym samym do ubikwityna-
cjii degradacji proteasomalnej tych biatek i posrednio obnizajac wrazliwos¢ tkanek
na ABA w czasie kietkowania, wzrostu siewki oraz wzrostu korzeni [29].

W kietkujacych nasionach UPP odgrywa istotng role w regulacji wielu roznych
elementow sieci transdukcji sygnatu ABA. Nowo scharakteryzowanym biatkiem,
uczestniczacym podczas kietkowania nasion w regulacji percepcji ABA, jest biatko
RIFP1 (ang. RCAR3 Interacting F-box Proteinl), ktoére w warunkach in vitro i in
vivo wchodzi w interakcje z receptorem RCAR3 1 podjednostkami ASK kompleksu
ligazy E3 SCF. Biatko RCAR3 podobnie jak iinni cztonkowie rodziny recepto-
row ABA—-PYR/PYL/RCAR, akumuluje si¢ w nasionach i uczestniczy w percepcji
sygnalu ABA prowadzacej do hamowania procesu kietkowania [21]. Wykazano,
ze kielkowanie mutantow rifpl A. thaliana w obecnosci egzogennego ABA jest
silniej hamowane niz w przypadku typu dzikiego, a nadekspresja RIFP1 skutkuje
niewrazliwoscia roslin na ABA [38]. Postuluje si¢ wiec, ze w kietkujacych nasio-
nach RIFP1 jest receptorem substratu funkcjonujacym w kompleksie ligazy SCF,
uczestniczagcym w wigzaniu i posrednio w degradacji receptora RCAR3 na drodze
proteasomalnej [38].

Przelomowe w poznaniu regulacji szlaku sygnatowego ABA przez UPP okazaty
si¢ badania charakteryzujace zalezng od specyficznych ligaz E3 §ciezke degradacji
czynnika ABIS (ang. ABA Insensitive5). Wykazano, iz w kietkujacych nasionach,
ligaza E3 zawierajaca biatko CUL4, moze wspoldziatac z roznymi biatkami pomoc-
niczymi rozpoznajacymi substrat, w celu regulacji transdukcji sygnatu ABA [36].
Przyktadami takich wspomagajacych biatek sa: DWA1 oraz DWA2, ktére wiazac
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czynnik transkrypcyjny ABIS prawdopodobnie umozliwiaja przytaczenie do niego
lancucha poliubikwityny, prowadzac w konsekwencji do jego degradacji przez UPP
we wezesnych etapach kietkowania [36]. Potwierdzaja to dodatkowo doswiadcze-
nia przeprowadzone na mutantach dwal i dwa2 A. thaliana, ktére charakteryzuja
si¢ wolniejsza degradacja biatka ABIS, skorelowang ze zwigkszong wrazliwoscia
kietkujacych nasion na podany egzogennie ABA [36].

Innym niz DWA, ciekawym przyktadem biatka odgrywajacego istotng rolg
w modulacji UPP-zaleznej ilo$ci czynnika transkrypcyjnego ABIS podczas kiel-
kowania, jest niewatpliwie ABD1 (ang. ABA-hypersensitive DCAF1) [59]. Nale-
zy ono do rodziny biatek DCAF (ang. DDBI1-CUL4-Associated Factors) i moze
wchodzi¢ w sktad kompleksu CUL4 E3 ligazy. Mutanty abdl A. thaliana po
aplikacji egzogennego ABA charakteryzujg si¢ znacznie op6znionym kietkowa-
niem, w porownaniu do typu dzikiego. Ponadto, w siewkach abd/ tego gatunku,
rosngcych na podtozu zawierajacym ABA znacznie wzrasta poziom biatka ABIS
sugerujac, ze ABDI1 bierze udziat w procesie degradacji ABIS5, umozliwiajac
przytaczenie Ub przez kompleks ligazy CUL4 [59] (ryc. 2). Biatko ABD1, razem
z DWA stanowig receptory substratu dla czynnika ABIS, petnigc tym samym waz-
na role w szlaku regulacji sygnatu ABA w nasionach. Pomimo, iz doktadny me-
chanizm dzialania tych biatek nie jest jeszcze szczegdtowo poznany, to juz dzisiaj
$miato mozna zaproponowacé, ze sg one istotnymi elementami uczestniczacymi
w regulacji procesu kietkowania.

Bardzo wazny wktad w zrozumienie skomplikowanej sieci sygnatowej ABA
majg badania dotyczace funkcji biatka ABI3. Jak wykazano ABI3, podobnie jak
ABI5 odgrywa istotng role w regulacji wrazliwosci nasion A. thaliana na ABA,
a jego dzialanie zalezy od aktywnosci UPP. W procesie poliubikwitynacji biatka
ABI3 bierze udziat ligaza E3 wspotdziatajaca z biatkiem AIP2 (ang. ABI3-Inte-
racting Protein?2), prowadzac w efekcie do jego degradacji [79] (ryc. 2). Podobny
mechanizm zaproponowano w przypadku ziarniakow pszenicy (Triticum aestivum
L.), u ktorych hamowanie transdukcji sygnatu ABA spowodowane byto wzrostem
aktywnosci biatek AIP2A i AIP2B i obnizeniem poziomu ekspresji genu ABI3,
a przez to wrazliwo$ci na ABA w mutantach charakteryzujacych si¢ nadekspresja
AIP24 1 AIP2B [19]. Badania te dowodza, ze regulacja transdukcji sygnatu ABA
na drodze poliubikwitynacji i proteasomalnej degradacji czynnika ABI3 biorg-
cego udzial w tym procesie, dziata w podobny sposob zaréwno u roslin jednoli-
sciennych jak i dwulisciennych.

Proteasomalna degradacja biatka Rop-GEF2 (ang. RHO of plants-Guanine
nucleotide Exchange Factor2) stanowi kluczowy etap jednego z wielu mozli-
wych mechanizmow regulujacych transdukcje sygnatu indukowanego przez ABA
w kietkujacych nasionach. Biatko to nalezy do rodziny bialek Rho (ang. Ras ho-
mologous) bedacych aktywatorami roslinnych GTPaz, ktorych rola w transdukcji
sygnatu ABA u 4. thaliana zostata wielokrotnie potwierdzona. Biatko Rop-GEF2
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prawdopodobnie pelni funkcj¢ negatywnego regulatora sygnatu ABA podczas
kietkowania. Wykazano, iz zaburzenia w jego budowie prowadza do zwigkszone;j
wrazliwo$ci nasion na egzogenny ABA [81]. Traktowanie nasion egzogennym
ABA stymuluje degradacje¢ biatka Rop-GEF2 w cytozolu przez proteasom 268,
natomiast wigzanie biatek ROP2, ROP6 i/lub ROP10 przez Rop-GEF2 prowadzi
do stabilizacji biatka i znacznego spowolnienia procesu degradacji. W efekcie tych
oddziatywan dochodzi do zmniejszenia wrazliwosci nasion na ABA. Niemniej
jednak doktadny mechanizm i potencjalni partnerzy oddzialywan dla biatka Rop-
GEF2 w czasie procesu kietkowania, nie zostali dotychczas scharakteryzowani.

Rola proteasomu w zaleznym od GA i ABA kietkowaniu nasion jest coraz
lepiej znana. Pojawiaja si¢ takze liczne doniesienia dotyczace roli specyficznych
elementéw UPP odpowiedzialnych za degradacje czynnikéw odpowiedzialnych
za transdukcje sygnalu obydwu hormonow w nasionach. Problemy te nadal jed-
nak kryja wiele niewiadomych, a uzyskane dotychczas wyniki powinny stanowi¢
inspiracj¢ do kontynuacji badan.

ZNACZENIE PROTEASOMALNEJ DEGRADACJI BIALEK
W SZLAKACH SYGNALOWYCH INDUKOWANYCH PRZEZ INNE
NIZ GA/ABA REGULATORY WZROSTU I ROZWOJU ROSLIN
W BIOLOGII NASION

Ustgpowanie spoczynku i kietkowanie nasion sg zlozonymi procesami regu-
lowanymi takze przez inne, niz GA i ABA regulatory wzrostu i rozwoju roslin.
Przyktadem jest gazowy hormon roslinny — etylen (ET) — majacy pozytywny
wplyw na przetamywanie spoczynku i kietkowanie nasion [14]. Traktowanie
nasion czynnikami powodujgcymi ustgpowanie spoczynku, np.: gazowym cyja-
nowodorem, ACC (kwasem 1 amino-cyklo-propano-karboksylowym, prekurso-
rem etylenu), prowadzi do wzrostu produkcji ET i stymulacji kietkowania [49].
U A. thaliana zidentyfikowano kilka réznych receptorow ET, takich jak: ETR1
12 (ang. Ethylene Resistantl i2), ERS1 12 (ang. Ethylene Response Sensorl
i 2) oraz EIN4 (ang. Ethylene-Insensitive4) [14]. Przylaczenie ET do receptora
umozliwia potaczenie z kinazg CTR1 (ang. Constitutive Triple Responsel), co
prowadzi do zahamowania jej aktywnos$ci i umozliwia dziatanie pozytywnych re-
gulatoréw odpowiedzi na ET, np.: EIN2 (ang. Ethylene-Insensitive?), EIN3 (ang.
Ethylene-Insensitive3), EILs (ang. EIN3-Like), ERBPs (ang. Ethylene Responsive
element Binding Proteins) 1 ERFs (ang. Ethylene Response Factors) [14]. Wyka-
zano, iz poziom biatek bedacych elementami §ciezki transdukcji sygnatu ET jest
regulowany poprzez UPP. Dzieje si¢ tak miedzy innymi w przypadku biatek na-
lezacych do rodziny EIN, np. EIN3, ktérego zalezna od biatek EBF1 i 2 (ang.
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Ethylene Binding F-box1 i 2) proteasomalna degradacja ma istotne znaczenie dla
regulacji kietkowania nasion 4. thaliana [1]. Udowodniono, ze ET negatywnie
reguluje akumulacj¢ EBF1/2, wykazujac dziatanie antagonistyczne do inhibitora
proteasomu, jakim jest MG132 (Z-Leu-Leu-Leu-al), co sugeruje istnienie korela-
cji pomigdzy mechanizmem dziatania ET, a degradacja specyficznych biatek sy-
gnatowych przez UPP [1]. Istotnym biatkiem regulujacym transdukcje sygnatu in-
dukowanego przez ET w roslinach jest takze EIN2 — inny przedstawiciel rodziny
EIN, pozytywnie regulujacy odpowiedz na ET. Wykazano, iz nasiona mutantow
ein2 A. thaliana charakteryzuja si¢ glebszym spoczynkiem i wigksza wrazliwo-
$cig na ABA w poréwnaniu z nasionami typu dzikiego [68]. W warunkach braku
ET, C-koniec biatka EIN2 zlokalizowany w cytozolu, ulega specyficznej fosfo-
rylacji przez CTR1 [32]. W niedawno przeprowadzonych badaniach wykazano,
ze poziom biatka EIN2 zmniejsza si¢ w wyniku oddziatywania domeny C-konca
z dwoma biatkami zawierajacymi domeng¢ F-box, takimi jak ETP1 i 2 (ang. EIN2
Targeting Proteinl i 2) [56]. W warunkach braku ET, interakcja pomi¢dzy tymi
biatkami prowadzi do degradacji receptora EIN2 przez proteasom 26S (ryc. 2).
Taka kaskada reakcji wywotana obnizonym poziomem ET, wytwarzanego w ko-
morkach lub znajdujacego si¢ w Srodowisku otaczajgcym nasiona, moze przyczy-
ni¢ si¢ do spowolnienia a nawet zahamowania procesu kietkowania.

W ostatnim czasie wykazano takze, ze brasinosteroidy (BR) odgrywaja istot-
ng rol¢ w biologii nasion 4. thaliana. W czasie rozwoju nasion tego gatunku BR
majg wplyw na wielko$¢, ksztatt i ilo$¢ nasion powstajacych w tuszczynie [31].
Hormony te regulujg takze przemiany zachodzace w nasionach podczas procesu
kietkowania, dzialajac antagonistycznie w stosunku do ABA [77]. Sygnat indu-
kowany przez BR w roslinach odbierany jest na powierzchni komorek przez re-
ceptory o aktywnosci kinazy, ktérych gtownym przedstawicielem jest BRII (ang.
Brassinosteroid Insensitivel). Wiazanie BR przez receptor inicjuje kaskade sy-
gnatu angazujgcg miedzy innymi biatko BIN2 (ang. Brassinosteroid Insensitive?)
oraz, w dalszej kolejnosci, czynniki transkrypcyjne BZR1 (ang. Brassinazole-Re-
sistantl) 1 BZR2 (ang. Brassinazole-Resistantl) [6]. Kinaza BIN2 jest negatyw-
nym regulatorem transdukcji sygnatu BR, ktorej aktywnos$¢ w obecnosci BR jest
hamowana na drodze defosforylacji. Wykazano, ze hamowanie aktywno$ci BIN2
jest silnie zwigzane z aktywnoscig UPP (ryc. 2) [55]. Zaobserwowano, iz po po-
daniu egzogennego inhibitora aktywnos$ci proteasomu (MG132) wraz z BR nie
dochodzi do tak istotnego zmniejszenia aktywnos$ci BIN2 w komorkach, jak ma to
miejsce w warunkach kontrolnych, w ktorych podawano wytacznie BR. Ponadto,
najnowsze badania wskazuja na mozliwo$¢ interakcji sygnatow indukowanych
przez BR i ABA w czasie kietkowania nasion. Istniejg dowody, ze kinaza BIN2
dokonujac fosforylacji biatka ABIS, stabilizuje je w obecnosci ABA, a tym samym
wzmacnia sygnat ABA w komorkach roslinnych [27]. Te same badania wykaza-
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RYCINA 2. Przyktady biatkowych komponentéw hormonalnych szlakow sygnatowych rozktada-
nych przez proteasom 26S w kietkujacych nasionach. Proteasom 26S wspotdziatajac z szeregiem
réznorodnych ligaz ubikwitynowych degraduje biatka uczestniczace w transdukcji sygnatu induko-
wanego przez kwas abscysynowy (np. ABI3, ABIS, PYL, RCAR3), gibereliny (np. DELLA), brasi-
nosteroidy (BIN2), auksyny (Aux/IAA) i etylen (EIN2), regulujac w ten sposob proces kietkowania.
Niezidentyfikowane dotychczas elementy $ciezki degradacji proteasomalnej, istotne dla proteolizy
biatek regulatorowych oznaczono znakiem zapytania. Figury geometryczne: biate — przedstawiaja
biatka tworzace kompleks ligazy, ciemno szare — specyficzne biatka wigzace substrat, jasno sza-
re — biatka substraty, czarne — ubikwityn¢ (Ub). Czarne strzatki — linia ciagta odchodza od biatek,
ktorych degradacja skutkuje stymulacja kietkowania, natomiast strzatki czarne — linia przerywana
znajduja si¢ przy biatkach, ktorych proteoliza prowadzi do zahamowania tego procesu

FIGURE 2. The examples of protein components of hormonal signaling pathways degradated by
the 26S proteasome in germinating seeds. The proteasome 26S interacting with a number of vari-
ous ubiquitin ligases degrade proteins involved in transduction of signals induced by abscisic acid
(eg. ABI3, ABIS, PYL, RCAR3), gibberellins (eg. DELLA), brassinosteroids (BIN2), auxin (Aux/
IAA) and ethylene (EIN2), thus controlling the germination process. The unidentified elements of
proteasomal degradation pathway, essential for proteolysis of regulatory proteins are marked with
a question mark. The geometric shapes: white — represents the proteins forming ligase complex,
dark gray — specific protein binding substrate, light gray — protein substrates, black — ubiquitin (Ub).
Black arrow — continuous line extends from proteins whose degradation results in stimulation of
germination, whereas arrows black — dotted line, are located next to proteins which proteolysis leads
to the inhibition of this process
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ly takze, ze zahamowanie aktywnos$ci proteasomu 26S przez MG132 znaczaco
hamuje zalezna od BR degradacje czynnika ABIS sugerujac, ze sprawnie funk-
cjonujacy kompleks 26S jest niezbedny dla prawidlowego przebiegu degradacji
ABIS. Mimo, iz nadal nie zidentyfikowano ligazy odpowiadajacej za specyficzng
ubikwitynacje¢ kinazy BIN2, to wyniki dotychczasowych doswiadczen wyraznie
wskazuja na istotng role UPP w regulacji szlaku transdukcji BR, jak i mozliwos$¢
interakcji $ciezek sygnatowych BR i ABA podczas kietkowania nasion.

Hormonem wykazujacym hamujacy wptyw na kietkowanie sg auksyny (IAA).
Wykazano, iz aplikacja IAA podczas kietkowania nasion 4. thaliana narazonych
na dziatanie stresu solnego, wykazuje synergistyczne dziatanie i dodatkowo ha-
muje ten proces [54, 63]. Sygnat indukowany przez IAA regulowany jest w po-
dobny sposob, jak w przypadku kwasu jasmonowego (JA). Cztery biatka zawiera-
jace w swej strukturze domeng¢ F-box TIR1 (ang. Transport Inhibitor Responsel)
1 AFBI1, 2 i3 (ang. Auxin signaling F-Box proteinl, 2 i 3) stanowia elementy
kompleksu ligazy E3 SCFTRVATE | mogg dziataé, jako receptory sygnatu auksyno-
wego. Podczas pojawienia si¢ zaleznego od IAA aktywatora, kompleks SCFTRY
ATB rozpoznaje i przeprowadza ubikwitynacje negatywnych regulatoréw sygnatu
auksynowego Aux/IAA (ang. Auxin/Indole-3-Acetic Aacid) powodujac ich degra-
dacje proteasomalng. Po usuni¢ciu Aux/IAA specyficzne czynniki transkrypcyjne
ARFs (ang. Auxin Response Factors) zostaja odblokowane i nastepuje aktywa-
cja sygnatu auksynowego prowadzaca do zmian w ekspresji poszczegdlnych ge-
noéw [15]. W czasie kietkowania moze mie¢ miejsce interakcja (ang. ,,cross-talk”)
migdzy sygnatem TAA i ABA. Kluczowa role w tej interakcji petni gen ARF?2
(ang. Auxin Response Factor2), ktorego ekspresja jest stymulowana przez po-
danie egzogennego ABA. Ponadto, mutanty arf2 A. thaliana charakteryzuja si¢
podwyzszong wrazliwoscia na ABA w czasie kietkowania [73]. Co ciekawe, u ro-
$lin poznano bardzo niewiele biatek, w ktorych Ub moze zosta¢ przylaczona do
aminokwasu innego niz lizyna. Ostatnio wykazano, ze w procesie ubikwitynacji
biatka IAA1 (ang. auxin-responsive protein IAA1), nalezacego do grupy bialek
Aux/IAA regulujacych odpowiedz roslin na IAA, Ub jest przytaczona do lizyny,
ale moze by¢ takze przylaczona do seryny badz treoniny, co skutkuje zalezng od
proteasomu 26S proteoliza biatka [20].

Informacje przedstawione w tym rozdziale potwierdzaja, ze degradacja prote-
asomalna specyficznych biatek stanowi istotny mechanizm regulujacy odpowiedz
nasion na rézne regulatory wzrostu i rozwoju roslin. Opisane przyktady wyraznie
dowodza, ze UPP pelni kluczowg role w modulacji sygnatu indukowanego przez
ET, BR i [AA w czasie kietkowania nasion. Jednakze stosunkowo ograniczony
zasob wiedzy nadal nie pozwala na pelne zrozumienie skomplikowanej sieci tych
oddzialywan i kontynuacja badan w tym zakresie jest wielce pozadana.
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ROZKEAD KARBONYLOWANYCH BIALEK PRZEZ
PROTEASOM 20S PODCZAS PROCESOW
ZACHODZACYCH W NASIONACH

Wszelkim procesom zyciowym zachodzacym w komoérkach roslinnych towa-
rzyszg zmiany w metabolizmie ROS, do ktorych nalezg np.: rodnik ponadtlenko-
wy (0,"), nadtlenek wodoru (H,O,), rodnik hydroksylowy (OH’) i tlen singletowy
('0,). W nasionach, ROS moga powstawa¢ na drodze przemian enzymatycznych
(np. z udziatem NADPH oksydazy), jak i nieenzymatycznych (np. w obecnosci jo-
now metali nalezacych do grup przejsciowych, jak np. zelazo, Fe*'; miedz, Cu®").
Coraz wiecej dowoddéw wskazuje na to, ze ROS pelnig pozytywna role jako istot-
ne regulatory wzrostu i rozwoju roslin, a kontrola ich metabolizmu jest warunkiem
koniecznym dla prawidlowego przebiegu wielu zyciowych proceséw majacych
miejsce nie tylko w nasionach, ale catych organizmach roslinnych [52]. W ostat-
nich latach wykazano, ze ustgpowanie spoczynku i kietkowanie skorelowane sg ze
zmianami poziomu ROS w nasionach wielu réoznych gatunkéw roslin, np.: Malus
domestica, Helianthus annuus, A. thaliana, L. sativum [7, 37, 48, 51, 71].

Z powodu braku wystarczajacych dowoddéw potwierdzajacych specyficznosé
oddziatywania ROS, ktére potencjalnie moga reagowaé ze wszystkimi czastecz-
kami wchodzacymi w sktad zywych komorek, ich mechanizm dziatania nadal jest
stabo poznany i trudny do wyjasnienia. Prekursorskie wyniki badan zaprezento-
wane przez Oracz i wsp. [48, 50] wykazaly, ze ROS reagujac ze sktadnikami ko-
moérkowymi, np. z biatkami, powodujg ich modyfikacje, wyzwalajgc tym samym
kaskade reakcji umozliwiajgcych przebieg wielu procesOw w nasionach. W zalez-
nosci od rodzaju utlenionego aminokwasu, oksydacyjne modyfikacje biatek moga
by¢: 1) odwracalne, jak to ma miejsce dzigki dziataniu biatek uczestniczacych
w utlenianiu cysteiny (np.: tioredoksyny, peroksyredoksyny lub glutaredoksyny)
lub metioniny (np. reduktazy sulfotlenku metioniny), ale moga tez by¢ 2) nie-
odwracalne, gdy podczas reakcji karbonylacji, w wyniku oddziatywan ROS lub
produktow ubocznych reakcji utleniania lipidow, aminokwasow lub weglowoda-
néw z resztami aminokwasow, takimi jak: lizyna, prolina, treonina czy arginina,
dochodzi do utworzenia grupy karbonylowej [16].

Przemiany karbonylowanych biatek w komodrkach roslinnych maja ogromne
znaczenie, a skuteczna proteoliza tych czgsteczek jest wymagana w celu uniknigcia
szkodliwych skutkéw zwigzanych z ich akumulacja. Niezdegradowane, karbonylo-
wane biatka sg zdolne do tworzenia sieci potaczen kowalencyjnych i/lub wykazuja
zwigkszong hydrofobowos¢, dzigki czemu maja tendencje¢ do tworzenia agregatow
o duzej masie czasteczkowej [34]. Gromadzace si¢ takie nieaktywne formy bialek
moga funkcjonalnie konkurowa¢ z odpowiadajacymi im niezmodyfikowanymi for-
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mami aktywnymi. W celu uniknigcia szkodliwego dziatania kompleksow biatek
karbonylowanych, komorki roslinne wyksztalcity specyficzny rodzaj proteolizy.
Wykazano, ze tego rodzaju modyfikacja bialek wystepujacych na terenie cytopla-
zmy skutkuje ich wicksza podatnoscia na degradacj¢ przez proteasom 20S, a nie
przez kompleks 26S [34]. Zaproponowano, ze karbonylacja moze stanowic alter-
natywny sposob znakowania biatek umozliwiajacy specyficzng degradacje przez
proteasom 20S. Takiej proteolizie ulegalyby biatka uszkodzone i/lub o nieprawi-
dtowej strukturze, jak rowniez te, ktore na danym etapie rozwoju nie sa juz po-
trzebne organizmowi, co moze mie¢ kluczowe znaczenie w komoérkowej regulacji
jakosci biatka i dynamiki proteomu [46]. Ten proteolityczny mechanizm moze
chroni¢ zard6wno komorki nasion jak i inne komorki w obrebie organéw roslin,
ktore w sytuacji wzrostu poziomu ROS (np. w warunkach stresowych lub pod-
czas kietkowania) sg szczegdlnie narazone na oksydacyjne uszkodzenia bialek.
Co wigcej, dzieki temu, ze karbonylowane biatka sa nast¢pnie rozktadane przez
proteasom 20S, mozliwy jest recykling aminokwasow i ich ponowne wykorzysta-
nie do syntezy kolejnych biatek.

ROS i oksydacyjne modyfikacje pelnig szczegdlnie wazng rolg podczas
ustgpowania spoczynku nasion niewrazliwych na desykacje (tzw. nasion orto-
doksyjnych). Pozostata w dojrzewajacych posprzetnie nasionach tego rodza-
ju stosunkowo niewielka ilo§¢ wody jest mocno zwigzana (réoznymi wigzania-
mi molekularnymi) z czasteczkami budujagcymi nasiono, przez co nie moze by¢
ona wykorzystana w reakcjach enzymatycznych [5]. Dlatego tez postuluje si¢, ze
w suchych nasionach reakcje wymagajace aktywnie funkcjonujgcych enzymow
raczej nie zachodzg lub przebiegaja bardzo wolno, a najistotniejsze przemiany
maja miejsce gtownie w wyniku proceséw nieenzymatycznych, takich jak np.
utlenianie biatek. Wykazano, ze ilos¢ karbonylowanych biatek jest znacznie niz-
sza w suchych nasionach spoczynkowych stonecznika, niz w nasionach nie obar-
czonych spoczynkiem i jest ona pozytywnie skorelowana z obserwowanym po-
ziomem ROS [48]. W badaniach Oracz i wsp.-[48] dowiedziono, ze w dojrzatych
posprzetnie nasionach stonecznika, w grupie biatek wykazujacych zwickszony,
w stosunku do spoczynkowych nasion, poziom karbonylacji znajdujg si¢ m.in.:
EF2 (ang. Elongation Factor2), PPDK (ang. Pyruvate Orthophosphate Dikinase)
i globulina 7S. Zasugerowano, ze karbonylacja dwoch pierwszych biatek, zacho-
dzaca podczas przechowywania suchych nasion, moze wskazywac na ich prawdo-
podobne zaangazowanie w procesy rozwojowe nasion oraz brak istotnej roli pod-
czas ustepowania spoczynku i kietkowania [10]. Trzecie ze wskazanych wyzej
bialek — globulina 7S — jest przyktadem bialka zapasowego, ktérego karbonylacja
moze utatwiaé proteolize przez proteasom 20S, a tym samym wykorzystanie go
jako zrodto energii niezbednej dla przebiegu procesu kietkowania. Ze wzgledu
na stosunkowo duzg ilos¢ bialek zapasowych wystepujacych w nasionach mozna
rowniez uznaé, iz ich karbonylacja stanowi doskonaty mechanizm obronny ko-
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morek przed ROS, intensywnie powstajacymi podczas procesow zachodzacych
w nasionach [52]. Natomiast interesujacym przykladem biatka, ktérego poziom
karbonylacji spada podczas posprzetnego dojrzewania nasion stonecznika jest
niewatpliwie podjednostka a proteasomu 20S [48]. Co ciekawe, podobng zalez-
no$¢ pomiedzy profilem biatek karbonylowanych a zwigkszeniem poziomu ROS
zaobserwowano takze w peczniejgcych nasionach spoczynkowych, ktorych kiet-
kowanie bylo stymulowane przez aplikacje donoréw ROS [48]. Majac na uwa-
dze te dane mozna zaproponowac istnienie mechanizmu sprzezenia zwrotnego
regulujgcego proces ustgpowania spoczynku i kietkowania nasion przy udziale
proteasomu. W takim ujeciu, proteasom 20S usuwalby biatka wchodzace w sktad
jego korpusu, wptywajac tym samym na aktywno$¢ i/lub specyficznosé swojego
dziatania w usuwaniu innych, nieproteasomalnych biatek.

Przedstawione tu dane pozwalaja na lepsze zrozumienie przebiegajacych
w nasionach procesow, ktore zaleza od ROS oraz podkreslaja znaczenie proteaso-
mu 20S, w ich regulacji.

PODSUMOWANIE I PERSPEKTYWY

Mechanizm regulacji proceséw zachodzacych w nasionach przez proteasomal-
ny system degradacji biatek jest obecnie zagadnieniem istotnym i budzacym za-
interesowanie wielu naukowcow. Przeprowadzone dotychczas badania umozliwity
poznanie wielu nowych elementow UPP, gléwnie ligaz E3, receptoréw substratu
i bialek pomocniczych specyficznie rozpoznajacych i znakujacych biatka przezna-
czone do degradacji przez przylaczenie tancucha poliubikwityny. Udowodniono,
ze w czasie kietkowania nasion proteasom 26S pelni niezwykle istotng funkcje re-
gulatorowa, odpowiadajac za usuwanie niektorych biatkowych elementow szlaku
percepcji i/lub transdukcji sygnatow generowanych przez hormony roslinne. Najle-
piej poznane wydaja si¢ by¢ zagadnienia zwigzane z regulacjg transdukcji sygnatu
GA 1 ABA, natomiast biatka i mechanizmy uczestniczace w regulacji sygnatow ET,
BR i IAA przez UPP nie zostaly dotychczas wyczerpujaco scharakteryzowane. Dal-
szych analiz wymagaja takze zagadnienia dotyczace usuwania utlenionych biatek
przez proteasom 20S. Dlatego tez informacje, ktorych dostarczyty dotychczasowe
badania powinny stanowi¢ inspiracj¢ do kontynuacji badan w tym zakresie.
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