Nr rejestracyjny: 2016/23/B/NZ3/00735; Kierownik projektu: dr hab. Stawomir Borek
POPULARNONAUKOWE STRESZCZENIE PROJEKTU

Autofagia, czyli samo-zjadanie, jest procesem znanym od lat 60-ych ubiegltego wieku. Jest to
konserwatywny proces wystepujacy w komorkach drozdzy, zwierzat i roslin i umozliwia degradacje catych
organelli, makromolekut czy komplekséw biatkowych. Takie elementy w obrebie cytoplazmy otoczone
zostaja podwojna btong fosfolipidowa. Powstaje autofagosom, ktoéry u ro$lin ulega fuzji z tonoplastem i
dostarcza swoja zawarto$¢ do wakuoli, tworzac ciato autofagowe. Za formowanie si¢ autofagosomu i jego
fuzje z tonoplastem odpowiadaja biatka ATG. Wewnatrz wakuoli cialo autofagowe ulega btyskawicznej
degradacji w wyniku dziatania licznych wakuolarnych enzymoéw litycznych. Autofagia w warunkach
normalnych zachodzi z mala intensywnos$cia, ale ulega ona wyraznemu nasileniu w wyniku dziatania
roznych czynnikow stresowych (zarowno abiotycznych jak i biotycznych). Modelowym przyktadem stresu
nasilajagcego autofagie jest glod weglowy lub azotowy. W takich okolicznosciach nasilona autodestrukcja
umozliwia pozyskiwanie substratow oddechowych i przezycie komorki. U ssakow autofagia jest istotna w
utrzymaniu dobrego stanu zdrowia, gdyz zapobiega powstawaniu wielu choréb (w tym nowotworow i
choréb neurodegeneracyjnych, np. choroba Huntingtona). U roslin autofagia uczestniczy w obrocie
sktadnikow komorek i1 dziata jako mechanizm kontroli jako$ci, ale funkcjonuje tez w niektorych procesach
rozwojowych, takich jak dojrzewanie pytku czy starzenie i $§mier¢ komorki (w tym takze w PCD). Przez
dziesieciolecia autofagia uwazana byla za proces w ktorym elementy komorki degradowane sa w sposob
nieselektywny. Jednakze wyniki badan z ostatnich 20 lat dowodzg jednoznacznie, Ze autofagia jest tez
procesem, w ktorym elementy komorki sa degradowane w sposdb wybiorczy tzn. utylizowane sa tylko te
elementy komorki, ktore sa uszkodzone, zuzyte lub nie sg juz w komorce potrzebne. Przyktadem selektywne;j
autofagii jest peksofagia, czyli autofagiczna degradacja peroksysomow. Niemniej jednak dane dotyczace
selektywnych odmian autofagii w komoérkach roslinnych sg bardzo nieliczne i publikowane sg od zaledwie
kilku lat.

Nasze dotychczasowe badania prowadzone na kultywowanych in vitro osiach zarodkowych réznych
gatunkéw tubinu pokazaly, ze w komorkach osi glodzonych pod wzgledem cukru dochodzi do
zaawansowanej autofagii. Ponadto w takich osiach zawarto$¢ tluszczu jest wyraznie wyzsza niz w osiach
odzywionych sacharoza, co jest wynikiem catkowicie przeciwstawnym do licznych danych literaturowych.
StwierdziliSmy tez, ze w osiach gtodzonych pod wzgledem cukru i jednoczesnie odzywionych asparaging
(centralny aminokwas w metabolizmie nasion tubinu) nastgpuje wyrazne spowolnienie degradacji ciat
autofagowych (koncowy etap przebiegu autofagii). Jest to efekt, ktory nie jest opisywany w literaturze.
Zatem zasadniczym celem projektu jest poznanie mechanizmu poprzez ktory asparagina spowalnia
degradacje ciat autofagowych w wakuolach komorek osi zarodkowych kietkujacych nasion tubinu.
Spowolnienie degradacji ciat autofagowych przez asparaging umozliwia przeanalizowanie ich zawarto$ci
pod transmisyjnym mikroskopem elektronowym. Okazuje si¢, ze wewnatrz zachowanych ciat autofagowych
znajduja si¢ organelle, ktére rozpoznane mogg by¢ jako peroksysomy. Dlatego drugim waznym celem badan
jest uzyskanie jednoznacznych dowoddéw na wystgpowanie peksofagii w roslinnych komoérkach
zarodkowych. Na obecnym etapie badan nieznany jest mechanizm dziatania asparaginy. Ale realizacja
niniejszego projektu i publikowanie nowych wynikow przyczyni si¢ do znacznego wzbogacenia wiedzy w
tym zakresie. Badania pozwola wyjasni¢ nie tylko mechanizm dziatania asparaginy w regulacji rozktadu ciat
autofagowych w komorkach roslinnych, ale umozliwiag tez udowodnienie wystepowania peksofagii w
ros$linnych komorkach zarodkowych. Uzyskanie przez nas jednoznacznych dowoddéw na wystepowanie
peksofagii i ich opublikowanie bedzie znaczacym sukcesem, gdyz jak do tej pory nie ma w literaturze
zadnych danych na temat peksofagii w roslinnych komodrkach zarodkowych.

Badania wykonane bgda na izolowanych ze speczniatych nasion osiach zarodkowych tubinu biatego
(Lupinus albus) i andyjskiego (Lupinus mutabilis), ktore kultywowane beda in vitro na mineralnej pozywce z
60 mM sacharoza, bez cukru i na pozywkach wzbogaconych w 35 mM asparaging. Wybrane do badan
gatunki tubinu réznig si¢ zasadniczo pod wzgledem zawartosci zapasowego thuszczu w nasionach (7-14% w
nasionach tubinu biatego i1 ok. 20% w nasionach tubinu andyjskiego). W projekcie przewidziane sg badania
proteomiczne, ktore wykonane bedg z zastosowaniem elektroforezy 2D i spektrometrii mas. Badania
transkryptomiczne wykonane bgda z zastosowaniem techniki masowego sekwencjonowania utworzonych
bibliotek transkryptomoéw przygotowanych na matrycach mRNA wyizolowanych kultywowanych in vitro
osi zarodkowych tubinu. Wykonane beda liczne badania z zastosowaniem mikroskopii elektronowej i
konfokalnej. Metody spektrofotometryczne i izotopowe zastosowane beda w celu zbadania aktywnosci
proteolitycznej. Przewidziane sg réwniez badania z zastosowaniem przeciwcial (Western blot, Immuno-
Gold). Stosujac metody chromatograficzne badana bedzie zawarto$¢ zwigzkow thuszczowych.



