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Udzial wakuolarnego enzymu procesujacego (VPE) i lipazy w degradacji cial autofagowych w
komérkach osi zarodkowych kietkujacych nasion tubinu (Lupinus spp.)

Glownym celem tego projektu jest opisanie roli wakuolarnego enzymu procesujacego (VPE) i lipazy w
degradacji cial autofagowych w komoérkach roslinnych. Ze wzgledu na prawie calkowity brak
informacji o wakuolarnych enzymach litycznych bioracych udzial w degradacji cial autofagowychch u
roslin, postawiono hipoteze, ze VPE i lipaza biora udzial w degradacji cial autofagowych podczas
autofagii w komérkach osi zarodkowych tubinu.

Autofagia, czyli "samozjadanie", odgrywa kluczowa rol¢ w degradacji zbednych lub uszkodzonych
sktadnikow komorki. Jest to konserwatywny proces, ktory zachodzi podobnie w komorkach grzybow,
zwierzat i roslin. W normalnych warunkach autofagia zachodzi z niewielka intensywnoscig, jednak w
wyniku dziatania réznych czynnikéw stresowych proces ten ulega gwaltownemu nasileniu. Pierwszym
widocznym objawem makroautofagii (najczestszy rodzaj autofagii) w komorkach roslinnych jest pojawienie
si¢ w cytoplazmie struktury w ksztatcie filizanki, zwanej fagoforg. Fagofora wydluza sig, otaczajac i
jednocze$nie oddzielajac fragment cytoplazmy wraz z organellami lub innymi sktadnikami komorki, ktore sa
przeznaczone do degradacji. Ostatnim etapem réznicowania si¢ fagofory jest calkowite otoczenie tadunku i
jego wydzielenie wewnatrz autofagosomu. Jest to pecherzyk z podwdjna, dwuwarstwowa btong lipidowo-
biatkowa, zawierajacy tadunek przeznaczony do autofagicznej degradacji. U roslin autofagosom taczy sie z
wakuola, tworzac ciata autofagowe. Degradacja ciat autofagowych zachodzi szybko i rozpoczyna si¢
natychmiast po ich pojawieniu si¢ w wakuoli. Tylko nieliczne publikacje opisuja degradacje ciat
autofagowych, a ten etap autofagii czgsto opisywany jest z uzyciem ogolnikow, przewidywan i sugestii. W
poréwnaniu z poczatkowymi etapami autofagii, mechanizm i regulacja degradacji cial autofagowych sg
bardzo stabo zbadane i opisane. Sg to jednak kluczowe etapy na drodze do petnego recyklingu sktadnikéw
komorkowych w procesie autofagii.

Dotychczasowe badania przeprowadzone w Zakladzie Fizjologii Ro$lin UAM wykazaly, ze
zawartos¢ lipidow w glodzonych osiach zarodkowych tubinu jest wyzsza niz w tych, ktore byty odzywione
sacharoza. Wyniki te byly zaskakujace i trudne do zinterpretowania, gdyz stojg w calkowitej sprzecznosci z
danymi literaturowymi, ktore wskazywaly na wyrazne nasilenie rozktadu substancji zapasowych w
warunkach gltodu weglowego. Réwnoczesnie aktywnos¢ lipolityczna byta wyraznie wyzsza w glodzonych
osiach zarodkowych tubinu. Inne nasze dane wskazujg, ze w komoérkach glodzonych osi zarodkowych tubinu
intensywnie zachodzi autofagia. Objawami autofagii byt wzrost wakuolizacji komorek oraz spadek poziomu
fosfatydylocholiny, jednego z metabolicznych wskaznikow autofagii. Stwierdzono rowniez, ze w
glodzonych osiach zarodkowych, ktore jednoczesnie odzywione byly asparaging (kluczowy aminokwas w
Mmetabolizmie nasion tubinu), degradacja cial autofagowych byla spowolniona, co powodowato ich
akumulacj¢ w wakuoli. Obserwacja ta byla zaskakujaca, gdyz nie opisywano wczes$niej akumulacji ciat
autofagowych wewnatrz wakuoli bez uzycia inhibitorow autofagii. Dodatkowo poza spowolnieniem
degradacji cial autofagowych asparagina znaczgco obnizala réwniez aktywno$¢ lipolityczna.

Dotychczas tylko jeden wakuolarny enzym lityczny (VPE) zostal opisany jako enzym
prawdopodobnie zaangazowany w degradacje cial autofagowych u ro$lin. Ro$linny VPE moze dziata¢
podobnie do drozdzowego Pep4, aktywujac kaskady innych hydrolaz, ktére sg odpowiedzialne za hydrolize
réznych struktur wewnatrz wakuoli, w tym ciat autofagowych. Niemniej jednak, jak do tej pory, nie ma
dowodow na udzial VPE w degradacji ciat autofagowych u roslin. Najlepiej poznanym i opisanym biatkiem
zaangazowanym w degradacje ciat autofagowych u drozdzy jest Atgl35, ktora jest prawdopodobnie lipaza.
Autofagia jest konserwatywnym procesem, dlatego tez lipaza ktora jest zaangazowana w degradacje ciat
autofagowych u drozdzy, moze tez uczestniczy¢ w degradacji ciat autofagowych w komorkach roslinnych.

W oparciu o dotychczasowe wyniki badan oraz dane literaturowe proponujemy przeprowadzenie
badan majacych na celu opisanie roli VPE i lipazy w degradacji ciat autofagowych w osiach zarodkowych
kietkujacych nasion tubinu biatego (Lupinus albus L.) i tubinu andyjskiego (Lupinus mutabilis Sweet)
kultywowanych in vitro w warunkach réznego odzywiania weglowego i azotowego (gtdéd cukrowy oraz
odzywianie sacharoza i asparaging). W ramach tego projektu zostanie okreslony wpltyw wybranych
inhibitorow autofagii na degradacj¢ cial autofagowych. Analizie poddane zostang zmiany w poziomie
ekspresji genow kodujacych VPE oraz lipaze. Ponadto, okreslone zostang zmiany w poziomie biatka VPE i
lipazy. Analizie poddana zostanie rowniez aktywno$¢ VPE. Jednym z celi bedzie tez okreslenie wakuolarnej
lokalizacji lipazy w komorkach roslinnych.

Znaczacym sukcesem bedzie uzyskanie dowodow na udziat VPE i lipazy w degradacji ciat
autofagowych u ro$lin. Kontynuacja badan nad autofagia w komorkach kietkujacych nasion tubinu i
publikacja nowych wynikéw przyczyni si¢ do istotnego wktadu w wiedze z tej dziedziny. Ponadto, wyniki
projektu beda szczegélnie wazne i wartoSciowe, poniewaz badania bgda prowadzone na roslinnych
komoérkach zarodkowych. Do tej pory, z wyjatkiem badan prowadzonych w Zaktadzie Fizjologii Roslin
UAM w Poznaniu, taki material nie byt w ogdle wykorzystywany w badaniach nad autofagig u roslin.



