STRESZCZENIE

lastoglobule, istotne skladniki plastydéw, sa zaangazowane w wiele etapéw ich roz-

woju: od biogenezy chloroplastow przez transformacje chloroplast-chromoplast, az do
powstawania gerontoplastow. Unikatowy sklad bialkowy i lipidowy tych struktur zalezny
od ich lokalizacji, sugeruje, iz plastoglobule sa zaréwno rezerwuarem materialéw zapaso-
wych jak i stanowia osrodek zachodzenia wielu reakcji metabolicznych. Plastoglobule ak-
tywnie uczestnicza w metabolizmie prenylochinonéw, karotenoidéw, kwasu jasmonowego
i odpowiadaja za recykling produktéw powstalych podczas dezintegracji blon tylakoidow.
Bezposrednie polaczenie plastoglobul z tylakoidami pozwala na redystrybuowanie zwiaz-
kow miedzy obiema strukturami, co przyczynia sie do ich roli w odpowiedzi na warunki
stresowe. Silnie hydrofobowy charakter plastoglobul, ich specyficzny proteom i dostatecz-
nie prosta procedura izolacji stwarza niezwykle mozliwosci wykorzystania plastoglobul w
biotechnologii roslin.

WPROWADZENIE

W komérkach roslinnych neutralne lipidy stanowiace latwe do magazynowa-
nia Zrédlo energii, gromadza sie w dwoéch réznych przedziatach: plastoglobu-
lach i cytoplazmatycznych kroplach ttuszczowych (z ang. lipid droplets - LD) [1].
W przeciwienstwie do plastoglobul specyficznych dla roslin, krople tluszczowe
(LD) opisane zostaly w kazdym organizmie, od bakterii po cztowieka [2].

LD to dynamiczne organelle kontrolujace metabolizm i magazynowanie lipi-
déw obojetnych. Jako takie, uczestnicza w wielu krytycznych szlakach komoér-
kowych, w tym w transporcie lipidéw miedzy organellami [3], metabolizmie
i degradacji bialek [4]. W konsekwencji dysfunkcje LD prowadza np. do kilku
choréb metabolicznych cztowieka (jak kacheksja czy lipodystrofie) [5]. U roslin
krople ttuszczowe sa niezbedne w procesie rozmnazania, poniewaz gromadza
olej w nasionach, ktory jest wykorzystywany jako zrédlo energii podczas wzro-
stu po kietkowaniu, az do nabycia fotautotrofizmu [1]. W lisciach LD gromadza
sie podczas starzenia i przejsciowo magazynuja lipidy, takie jak estry sterylowe i
triacyloglicerole (TAGs) pochodzace z demontazu blon. Jednak skifad, struktura
i funkcje kropli ttuszczowych obecnych w organach wegetatywnych, takich jak
liscie lub korzenie pozostaja niejednoznaczne [1].

LD i plastoglobule majg podobna strukture. Podczas gdy lipidy polarne blony
otaczajacej plastoglobule pochodza bezposrednio z zewnetrznego listka blony
tylakoidow, lipidy bton LD pochodza z blony retikulum endoplazmatycznego
[6]. Badania na drozdzach i komérkach zwierzecych, a takze rozwijajacych sie
siewkach dostarczyly aktualnych modeli biogenezy LD (przeglad w [7]). Krople
tluszczu moga powstawac z wezesniej istniejacych LD lub tworzy¢ sie de novo.

Biorac pod uwage ich funkgje, lokalizacje i sktad wyrézniamy (i) krople ttusz-
czowe charakterystyczne dla nasion - oleozynowe, niezagregowane, wypelnio-
ne TAGs wykorzystywanymi w procesie glukoneogenezy, jako materiat zapaso-
wy dla rozwijajacego sie zarodka; (ii) pytkowe krople tluszczowe - oleozynowe,
niezagregowane, transportowane do szczytu lagiewki pytkowej, uwalniajace
wolne kwasy ttuszczowe z TAGs, wykorzystywane do elongacji blony komor-
kowej fagiewki; (iii) tapetosomy w rodzinie Brassicaceae — oleozynowe, stanowia-
ce klaster parafinowych kropel ttuszczowych i pecherzykoéw flawonoidowych,
ktérych gléwna funkcja jest zwigzana z programowang $miercia komérki pytku;
(iv) olbrzymie krople ttuszczowe w epidermie Asparagales - oleozynowe klastery
kropli ttuszczowych i innych pecherzykéw zawierajacych gléwnie woski kuty-
kularne; (v) duze mezokarpalne krople tluszczowe - oleozynowe, nieagreguja-
ce, zwiekszajace wartos¢ odzywcza owocéw (np. awokado); (vi) ciatka gumy
- pojedyncze, nieagregujace, uwalniane z komoérki po zranieniu, zawierajace
poliizopreny zamiast TAG [6].
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Plastoglobule to lipoproteinowe struktury znajdujace sie
w plastydach wiekszosci niefotosyntetyzujacych i fotosyn-
tetyzujacych tkanek roslinnych [8-10]. U roélin wyzszych lo-
kalizuja sie w sasiedztwie tylakoidéw, za$ pojedyncza bto-
na otaczajaca plastoglobule zachowuje cigglosé z zewnetrz-
nym listkiem blony tylakoidéw. Przez dlugi czas plastoglo-
bule uwazane byly za bierny magazyn substancji powsta-
tych podczas degradacji bton tylakoidéw w chloroplastach
[11]. Wspolczesne badania wykazaly jednak, iz struktury
te aktywnie uczestnicza w syntezie i metabolizmie lipidow
(metabolizm prenylochinonéw i karotenoidéw) [12], syn-
tezie a-tokoferolu [13] oraz zapewniaja wymiane hydrofo-
bowych metabolitéw z tylakoidami [9]. Za pomoca trans-
misyjnego mikroskopu elektronowego i tomografii elektro-
nowej mozliwe stalo sie okreslenie doktadnej budowy tych
struktur i ich lokalizacji [14,15]. Charakterystyka, ich dotad
nieznanej natury, stata sie przedmiotem licznych doniesiery
naukowych publikowanych w przeciaggu ostatnich 50 lat.
Zaobserwowane zmiany w ich ilodci oraz wielkosci w za-
leznosci od gatunku rosliny, rodzaju plastydow, réznych
warunkéw hodowli roslin badz dziatania streséw abiotycz-
nych, przyblizyly obraz pelnionych przez plastoglobule w
plastydach funkcji.

Réznicowanie plastydéw w specyficzne typy jest zwia-
zane z ich funkcja w metabolizmie okreslonej tkanki [11].
We wszystkich rodzajach plastydéw wykryto plastoglobu-
le, ktérych budowe i funkcje najlepiej poznano w chloropla-
stach, chromoplastach i gerontoplastach [16].

PLASTOGLOBULE CHLOROPLASTOW

Pierwsze plastoglobule zaobserwowano w chloropla-
stach w latach 50-tych i 60-tych [17-20]. Zlokalizowano je
na blonach tylakoidéw, gdzie przyjmowaly okragly badz
owalny ksztatt. W dojrzewajacych lub dojrzatych chloropla-
stach dominuja pojedyncze plastoglobule wielkosci 30-500
nm [8]. Podczas stresu badz starzenia sie chloroplastéw,
plastoglobule znacznie zwigkszaja swoje rozmiary i zbierajg
sie w niewielkie grupy [8]. Szczegétowe analizy przepro-
wadzone na izolowanych plastoglobulach pozwolily po-
zna¢ ich podstawowy skiad. W swym wnetrzu magazynuja
znaczne iloéci zwigzkéw lipidowych takich jak: budujacy
blony monogalaktozylodiacyloglicerol i digalaktozylodia-
cyloglicerol (MGDG, DGDG), triacyloglicerole, prenylo-
chinony (tokoferol, plastochinon) wolne kwasy tluszczowe
i niewielkie ilosci karotenoidéw [11]. Za$§ w otaczajacej ich
blonie wykryto biatka o charakterze enzymatycznym jak i
strukturalnym [21].

PLASTOGLOBULE CHROMOPLASTOW

Informacje o plastoglobulach chromoplastow pochodza
z licznych badan przeprowadzonych na papryce rocznej
(Capsicum annuum) [22] oraz kolorowych platkach wielu in-
nych gatunkéw roslin [23]. Obrazy ultrastruktury chromo-
plastéw pokazaly, iz znajdujace sie¢ w nich plastoglobule sg
znacznie wiekszych rozmiaréw anizeli ich chloroplastowe
odpowiedniki i, w przeciwienistwie do tych ostatnich, moga
przyjmowaé rézne ksztalty: globularne, fibrylarne badz
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Figura 1. Obrazy z mikroskopu elektronowego (A) chloroplastéw lisci rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana, ekotyp Columbia, Col), fasoli (Phaseolus coccineus) i grochu
(Pisum sativum), (B) izolowanych plastoglobul z rzodkiewnika (A. thaliana, Col), liscienti i lisci fasoli (P. coccineus) oraz liscieni i dojrzatych lisci grochu (P. sativum) wraz ze
zmierzonymi érednicami @ plastoglobul obecnych na elektronogramach. Réznice w wielkosci pomiedzy poszczegélnymi roslinami zostaty przedstawione w formie wyk-
resu. Zdjecie gradientu sacharozy (C) z wyszczegolnionymi frakcjami (PG - plastoglobule, OM - zewnetrzna otoczka chloroplastu, IM - wewnetrzna otoczka chloroplastu,
Thyl - blony tylakoidéw) - kluczowy etap w procedurze izolacji plastoglobul (wyniki badan wiasnych, nieopublikowane).

246

https:/ / postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/



tubularne [24,25]. Plastoglobule chromoplastéw magazy-
nuja takze duze ilodci karotenoidéw i ksantofili (94%) za$
w mniejszych iloéciach zawierajg tokoferole i plastochinon
[21], co jest wynikiem procesu przeksztalcenia chloropla-
stow w chromoplasty.

PLASTOGLOBULE GERONTOPLASTOW

Gerontoplasty i chromoplasty zawieraja zredukowany
system tylakoidow co skutkuje nagromadzeniem duzej
ilosci plastoglobul. Podczas procesu starzenia tkanek liscia
nastepuje spadek wymiany gazowej oraz poziomu biatek
i zachodzi przemiana chloroplastow w gerontoplasty. Po-
wstawanie gerontoplastéw nastepuje poprzez destabilizacje
gran, zanik bton tylakoidéw oraz masowa akumulacje pla-
stoglobul [26]. Plastoglobule gerontoplastéw magazynuja
w sobie lipidowe produkty degradacji bton tylakoidéw, co
potwierdza fakt, iz ich powstawanie polaczone jest w cza-
sie z utrata aktywnosci fotosystemu 1II i zanikiem zwiezlo-
§ci gran podczas procesu starzenia. Innymi stowy funkcja
gerontoplastéw, w polaczeniu z innymi organellami, jest
kontrolowany rozklad aparatu fotosyntetycznego podczas
procesu starzenia. Kontrola tego procesu jest wymagana
z dwoéch powodéw. Po pierwsze, chloroplasty zawieraja
75% wszystkich biatek liscia. Podczas ich degradacji uwal-
niane sg duze iloéci aminokwaséw i azotu niezbednego dla
innych organéw rosliny. Po drugie, chlorofil i jego gléwne
produkty rozkladu s niezwykle toksyczne [27].

NIE TYLKO ROSLINY WYZSZE

Plastoglobule wystepuja nie tylko u roslin wyzszych,
lecz takze u mszakéw i glonéw, np. Physcomitrella patens
[28], Pleurococcus, Nostoc, Chlaydomonas reinhardtii, Dunaliel-
la bardawil [18,29] czy sinic (np. Synechocystis sp.) [30]. Cho¢
procedure izolagji tych struktur i analize ich sktadu prze-
prowadzono jedynie w przypadku zielenic D. bardawil [31].
Plastoglobule zlokalizowane w sinicach, mimo nieokreslo-
nego skladu biatkowego i lipidowego, wystepuja zwigzane
z tylakoidami w podobnym potaczeniu jak u roslin wyz-
szych [30]. Badania przeprowadzone na Synechocystis sp.
PCC 6803 wskazuja na podobienistwo biatek wchodzacych

w skiad plastoglobul do ich roslinnych odpowiednikéw
[32]. Wykorzystujac tomografie krio-elektronowa udato sie
okresdli¢ wielkos¢ (ok. 65 nm) i umiejscowienie plastoglobul
w poblizu blon tylakoidéw Chlamydomonas reinhardtii [33].
Ponadto analiza genomu Ch. reinhardtii wykazata obecnosc¢
wielu homologéw plastoglobulowych biatek roslin wyz-
szych. D. bardawil to zielenica, ktéra w przeciwieristwie do
roélin akumuluje zaréwno krople tluszczowe jak i chloro-
plastowe plastoglobule. W plastoglobulach tej zielenicy
wykryto znaczne pokiady p-karotenu i duze podobiefistwo
w skladzie bialkowym z biatkowo-lipidowymi strukturami
Arabidopsis thaliana [31].

STRUKTURA PLASTOGLOBUL

Przez ostatnie 60 lat prowadzono intensywne ultrastruk-
turalne badania nad organizacja bton chloroplastow [34].
Jednak zawarte wewnatrz tych organelli plastoglobule, ich
struktura, umiejscowienie oraz rodzaj oddziatywania z bto-
nami wewnetrznymi przez dlugie lata pozostawaly tajem-
nica. Dopiero wnikliwe doswiadczenia przeprowadzone na
tych strukturach w 1999 roku [35] pozwolily na poznanie
ich zlozonej budowy i zwiazanych z nia funkgji.

Figura 1 przedstawia plastoglobule w chloroplastach
rzodkiewnika, grochu i fasoli oraz zdjecia izolowanych pla-
stoglobul z chloroplastéw tych gatunkéw (zdjecia otrzyma-
ne z wykorzystaniem transmisyjnego mikroskopu elektro-
nowego). Widoczne sa wyrazne réznice w wielkosci, ksztal-
cie i rozmieszczeniu tych struktur na terenie chloroplastow
w zaleznosci od gatunku rosliny jak i stadium rozwojowego
(liscie i liscienie). Rozmiar plastoglobul zmienia sie takze
pod wplywem streséw abiotycznych i w okresie starzenia
roéliny [16]. Za Sérednia wielkos¢ tych struktur przyjeto
przedzial od 30 do 500 nm $rednicy, choc¢ sa wyjatki: plasto-
globule w lisciach fikusa osiagaja wielkos¢ nawet do 4 um
[8]. Przestrzenne rozmieszczenie tych struktur wewnatrz
plastydow ogranicza sie do powierzchni tylakoidow. Wiek-
szos¢ plastoglobul zwiazana jest z tylakoidami w obszarach
brzegowych. Moga one wystepowac pojedynczo, badz two-
rzy¢ gromady (od 2 do 7), ktére wizualnie przypominaja
,koraliki nawleczone na nitke”. Obraz potaczonych ze soba

ATP-aza

tylakoidy gran

B

fotosystemy

biatka enzymatyczne

aldolazy

wnetrze plastoglobuli:
‘ karotenoidy
TAG trojglicerydy
witamina K
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bialka strukturalne
i stabilizujace

Rycina 1. Schemat budowy plastoglobuli ze szczegdlnym uwzglednieniem lipidéw wchodzacych w skiad tej struktury. Biatka zakotwiczone w pojedynczej otoczce o
funkgji zaré6wno strukturalnej jak i enzymatycznej. Rejony funkcyjne tych bialek skierowane sa do wnetrza plastoglobuli (na podstawie [35], zmodyfikowane).
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kilku plastoglobul mozemy zaobserwowaé¢ w plastydach
roslin poddawanych dzialaniu stresu lub w starzejacych sie
plastydach, co jest wynikiem rozpadu i zanikania bton tyla-
koidéw [16].

Plastoglobule ograniczone s3 monowarstwa biatkowo-
-lipidowa. Blona ta wykazuje ciggtos¢ z blona tylakoidow
bedac uwypukleniem zewnetrznej warstwy lipidéw tej bto-
ny. Rejon ten przyjmuje charakterystyczny ksztatt przypo-
minajacy lejek (Ryc. 1) i pozwala sadzié, ze plastoglobule
prawdopodobnie powstaja w wyniku utworzenia peche-
rzykéw (uwypuklen), badz fuzji wielu pecherzykowatych,
lipidowo-biatkowych struktur pochodzacych z tylakoidéw
[16]. Zjawisko to nosi nazwe blistering z ang.- tworzenie ba-
bli. Polaczenie plastoglobul z tylakoidami za pomoca bfony
umozliwia wewnetrzng wymiane metabolitéw pomiedzy
obiema strukturami (plastochinon, karotenoidy, tokoferol)
[8]. W plastoglobulach nastepuje synteza, badz magazyno-
wanie tych substancji, ktére w blonach tylakoidéw petnia
role przenos$nikéw elektronéw oraz chronia aparat fotosyn-
tetyczny przed uszkodzeniami [13,16,36].

W monowarstwie otaczajacej plastoglobule zakotwiczo-
ne sa liczne biatka. Hydrofobowa czeé¢ tych biatek skiero-
wana jest do wnetrza plastoglobul natomiast czeé¢ hydrofi-
lowa wystaje poza blone do stromy plastydu (Ryc. 1). Maja
one zdolno$¢ do magazynowania lipidow takich jak np. ka-
rotenoidy, a-tokoferol, triacyloglicerole i plastochinon [35].

SKEAD LIPIDOWY PLASTOGLOBUL

Glownymi skladnikami lipidowymi wystepujacymi we
wnetrzu plastoglobul chloroplastowych sa lipidy neutralne
(TAG, wolne kwasy tluszczowe), prenylochinony (plasto-
chromanol-8, plastochinon-9 i tokoferole biorace udziat w
syntezie witaminy E) oraz filochinony (gtéwnie witamina

K1) [37].

UDZIAL PRENYLOCHINONOW I KAROTENOIDOW
W STRUKTURZE PLASTOGLOBUL

Plastochinon to rozpuszczalny w tluszczach zwiazek
organiczny przenoszacy elektrony z centrum reakcji fo-
tosystemu II (PS II) na kompleks cytochromu b f, oraz od-
powiadajacy za ochrone lipidéw blon tylakoidéw przed
dziatalnoscia reaktywnych form tlenu (ROS). Postuluje sie,
ze ogromna frakcja tego zwiazku (ponad 50%) zmagazyno-
wana we wnetrzu plastoglobul, odgrywa role ochronng w
przypadku dzialania czynnikéw stresowych [38], poprzez
aktywna wymiane plastochinonu-9 na drodze plastoglobu-
le - blony tylakoidéw [39].

W mniejszych ilodciach w plastoglobulach znajduja sie
takze fenylochinony i nalezacy do tej grupy filochinon,
ktére odpowiadaja za synteze witaminy K1 oraz chinonéw
a-tokoferolu. Filochinon, akceptor elektronéw w komplek-
sie PSI, powstaje na terenie plastoglobul i prawdopodobnie
podlega aktywnej dystrybucji do bton tylakoidéw, by pelnic¢
swoja role podczas fotosyntezy [36]. Do grupy zwiazkéw
o silnych wlasciwosciach antyoksydacyjnych zlokalizowa-
nych w plastoglobulach naleza takze plastochromanol-8 i
tokoferole w tym najobficiej wystepujacy a-tokoferol. Syn-
teza plastochromanolu-8 bezposrednio z plastochinonu-9
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przebiega na terenie plastoglobul, przy udziale dwoéch
przypisanych tym strukturom enzymoéw: cyklazie tokofe-
rolu (VTE1, Tocopherol cyclase) i dehydrogenazie NADP(H)
C1 (NDC1, NAD(P)H dehydrogenase CI) [8]. Tokoferole w
chloroplastach odpowiadaja za utrzymanie stabilnosci
blon (poprzez zwigkszanie ich sztywnosci), chronia lipi-
dy blonowe przed utlenieniem [13], bronig fotosystem II
przed dzialaniem stresu oksydacyjnego i degradacja, re-
guluja cykliczny transport elektronow wokét PSII [40].
a-Tokoferol zapobiegajac peroksydacji lipidéw btonowych
przeksztalca sie w a-tokoferylochinol, swoja utleniong for-
me, ktéra réwniez przejawia wlasnosci antyutleniajace, a jej
glownym miejscem akumulacji w chloroplastach sa plasto-
globule [41]. Reakcja ta jest odwracalna w procesie zwanym
cyklem naprawy a-tokoferolu (a-tocopherol repair cycle), kto-
ry zachodzi na terenie plastoglobul [8,40]. Badania wykaza-
ty, iz poziom a-tokoferolu w plastoglobulach wzrasta pod-
czas stresu oksydacyjnego, co skutkuje zwigkszeniem roz-
miaru jak i ilodci tych struktur w chloroplastach [37,40,42].

We frakcjach plastoglobul wykryto takze sladowe ilo-
Sci chlorofili i karotenoidéw glownie {-karotenu i luteiny
oraz niewielkie ilosci glikolipidéw i fosfolipidéw. Tak
réznorodny sklad lipidowy tych struktur wymusza odpo-
wiednia lokalizacje zwiazkéw w ich wnetrzu: lipidy nie-
polarne wypelniaja wnetrze struktury, natomiast lipidy o
charakterze polarnym lokalizuja si¢ blizej monowarstwy
z zakotwiczonymi w jej wnetrzu biatkami. Modyfikacje w
skladzie lipidowym plastoglobul wplywaja na zmiany ich
wielkosci oraz ksztattu [39]. Przyczyniaja sie réwniez do
zmiany ich zdolnosci do reakcji z tlenkiem osmu (OsO,), co
obserwujemy na zdjeciach z TEM-u w postaci zmienionej
gestosci elektronowej utrwalonych struktur. Laricuchy nie-
nasyconych kwaséw tluszczowych, metabolitéw obecnych
we wnetrzu plastoglobul, silnie reaguja z tlenkiem osmu,
dzieki czemu uzyskujemy wyrazny, ciemny obraz ksztattu i
wielkodci tych struktur (Fig. 1). Mutanty Arabidopsis thaliana
fon4 (pozbawione strukturalnego biatka plastoglobulowe-
go z rodziny fibrylin - FBN4) charakteryzuja sie znaczne
obnizonym poziomem plastochinonu-9 we wnetrzu tych
struktur. W zwigzku z tym, plastoglobule mutanta fbn4 aku-
muluja mniejsze ilosci zwigzkéw lipidowych i na zdjeciach
TEM charakteryzuja si¢ mniejsza gestoscia elektronowg, sa
mniej wyrazne i bardziej blade [43].

UDZIAL LIPIDOW W PROCESIE STARZENIA

Proces starzenia sie roslin réwniez wywoluje istotne zmia-
ny w skiadzie lipidowym plastoglobul chloroplastowych.
Zawartoé¢ TAG gwaltownie spada, podczas gdy poziom ka-
rotenoidéw gtéwnie w formie zestryfikowanej jak i wolnych
kwaséw ttuszczowych wzrasta. Natomiast najobficiej wyste-
pujacy w plastoglobulach przedstawiciel prenylchinonéw,
plastochinon-9, wystepuje w formie utlenionej [44].

Sktad lipidowy plastoglobul pochodzacych z plastydéw
pozbawionych chlorofili znacznie rézni sie od plastoglo-
bul wystepujacych w chloroplastach. Plastoglobule geron-
toplastow akumuluja duze ilosci TAG, estréw karotenu,
utlenionych prenylochinonéw i wolnych kwaséw tlusz-
czowych [44].
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We wnetrzu plastoglobul chromoplastéw dominuja
duze ilosci karotenoidéow (ponad 94%) gltéwnie w formie
zestryfikowanej. Analiza skladu plastoglobul z chromopla-
stow czerwonej papryki wykazata obecnos¢ kapsantyny,
B-karotenu, wiolaksantyny, zeaksantyny, kapsorubiny i
B-kryptoksantyny [45]. Zwiazki te akumuluja sie w hydro-
fobowym wnetrzu tych struktur, ktére w chromoplastach
moga przyjmowac przerézny ksztalt: globularny, tubularny
i fibrylarny [22]. Analiza struktury plastoglobul wyizolo-
wanych z chromoplastow wykazala obecnos¢ desaturazy
C-karotenu (ang. ZDS, {-Carotene Desaturase) bioracej udziat
w wielu cyklach biosyntezy karotenoidéw. Sugeruje to, iz
plastoglobule chromoplastéw pelniag specyficzng, enzy-
matyczna role w akumulacji tych zwigzkéw. W plastoglo-
bulach obecne sa réwniez niewielkie ilosci a-tokoferoli,
a-tokochinonéw, plastochinonéw, fosfolipidéw, sulfolipi-
déw, wolnych kwaséw tluszczowych jak i znaczne ilosci
triacylogliceroli, ktére obok karotenoidéw sa najobficiej wy-
stepujacymi zwigzkami w plastoglobulach chromoplastéw.
Mniejsze ilosci fosfolipidéw, sulfolipidéw i obecnosé¢ wol-
nych kwaséw ttuszczowych we wnetrzu tych plastoglobul
odréznia je od bton plastoglobul wyizolowanych z chloro-
plastow [46].

Plastoglobule aktywnie uczestnicza w transformacji chlo-
roplast-chromoplast jak i w procesie powstawania geronto-
plastow. Akumuluja znaczne iloéci zwigzkéw lipidowych:
karotenoidéw i chinonéw oraz produktéw destabilizacji
bton tylakoidéw (aminokwasy, reszty fitolowe), gwattow-
nie zwiekszajac swoje rozmiary. Przyczyniaja sie zatem do
prawidtowego zachodzenia obu proceséw oraz pelnia funk-
¢je ochronng, magazynujac szkodliwe produkty rozkladu
aparatu fotosyntetycznego.

SKEAD BIALKOWY PLASTOGLOBUL

Sktad biatkowy plastoglobul jest bardzo zréznicowany,
bogaty zaréwno w biatka o charakterze enzymatycznym
jak i strukturalnym, choé¢ wiekszos¢ z nich nie zostata na-
dal zidentyfikowana, a funkcje wielu nadal niepoznane.
Pierwsze doniesienia publikacyjne informujace, o obecno-
Sci biatek charakterystycznych dla plastoglobul, pochodza
z badan przeprowadzonych nad chromoplastami papryki
rocznej (Capsicum annuum L) [47] oraz ogérka siewnego
(Cucumis sativus L) [48]. Pierwszym rozpoznanym bial-
kiem, ktérego lokalizacja zostala potwierdzona na terenie
tych struktur byto biatko z rodziny fibrylin odkryte w pla-
stoglobulach chromoplastéw papryki (Capsicum annuum)
w 1994 roku [22]. Obecnie, na ponad 30 biatek zidentyfiko-
wanych za pomoca spektrometrii mas z chloroplastowych
plastoglobul Arabidopsis thaliana jedynie pietnastu udato
sie przypisa¢ okreslone funkcje [11,49]. Sklad bialkowy
plastoglobul oraz przykladowe bialka strukturalne (fibry-
liny) i enzymatyczne przedstawia Ryc. 2.

UDZIAL BIALEK STRUKTURALNYCH-FIBRYLIN
W STRUKTURZE PLASTOGLOBUL

Do najwazniejszych i najliczniejszych zaliczamy biatka
zakotwiczone w pojedynczej btonie plastoglobul, ktére, po-

fozone obok siebie, tworza swoisty , plaszcz” okrywajacy te
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struktury i stanowig ponad 53% catkowitego plastoglobu-
lowego proteomu (Ryc. 2) [50]. Nalezg one do rodziny PAP
(Plastid-lipid-Associated Protein)/fibrylin (Fibrillin) i zostaly
zidentyfikowane jako biatka specyficzne dla plastoglobul,
tzw. plastoglobuliny [43,51]. Genom jadrowy Arabidopsis
thaliana zawiera 14 genéw kodujacych fibryliny zlokalizo-
wane na terenie chloroplastéw. Az 7 z nich znajduje si¢ na
terenie plastoglobul: FBN1a, FBN1b, FBN2, FBN4, FBN7a,
FBN7b, FBNS8 [8]. Ich rozmiary oscylujg pomiedzy 30 a 38
kDa [8,42].

Biatkowy plaszcz zbudowany gléwnie z plastoglobu-
lin prawdopodobnie dzieli si¢ na biatka receptorowe od-
powiedzialne za pofaczenie plastoglobul z tylakoidami
oraz biatka regulatorowe umozliwiajace transport lipidow
do/z bton tylakoidéw [8]. Pie¢ z siedmiu plastoglobulin to
réwniez najczesciej ufosforylowane biatka w plastoglobu-
lach [52], lecz rola tego procesu, jego przebiegu i skutkéw
na terenie tych struktur nie zostala dotad zbadana. Pla-
stoglobuliny, odznaczaja si¢ budowa przypominajaca pi-
nezke. Posiadaja hydrofilowa domene wystajaca z otoczki,
skierowana do stromy chloroplastéw tworzac plaszcz oraz
hydrofobowy ogonek zakotwiczony w lipidowej otoczce
plastoglobul (Ryc. 2). Bialka te charakteryzuja sie obecno-
Scia jednego lub wiekszej ilosci regionéw hydrofobowych,
ktére odgrywaja role w stabilizowaniu struktury plasto-
globul oraz jej ochrony. Pozbawione sa jednak funkcji en-
zymatycznych [21]. Hydrofobowy region plastoglobulin
prawdopodobnie posiada takze zdolnos¢ wiazania zwigz-
kéw lipidowych obecnych w plastoglobulach takich jak:
karotenoidy [8], badz plastochinon-9 [43]. Wykazano, ze
plastoglobule z lisci jabtoni (Malus domestica) o obnizonej
zawartoéci biatka FBN4 zawieraly 90% mniej plastochino-
nu sugerujac, iz plastoglobulina ta odpowiada za wigza-
nie i transport tego zwigzku do i z plastoglobul na teren
tylakoidéw [43]. Potréjny mutant Arabidopsis FBN1-2, o
zmniejszonej ekspresji FBN1a, FBN1b i FBN2 w chloropla-
stach, charakteryzowal sie mniejszg zawartoscia triacylo-
gliceroli, co miatlo wptyw na zredukowana iloé¢ plastoglo-
bul w tym mutancie i $ci$le korelowato z biosynteza kwasu
jasmonowego (JA) [53]. Natomiast nadekspresja FBN1a w
lisciach tytoniu spowodowata zwiekszenie ilosci i wielko-
$ci nagromadzonych w chloroplastach plastoglobul [54].

Plastoglobuliny podobnie jak plastoglobule zmieniaja
sie pod wplywem dziatania stresu. Uprawa Arabidopsis
thaliana w warunkach duzego natezenia $wiatla powoduje
nadekspresje plastoglobulin przez co i zwiekszong aku-
mulacje plastoglobul (od 2 do 5 razy) [21]. Wzrost liczby
plastoglobul zostal réwniez odnotowany podczas podda-
wania roélin stresowi fotooksydacyjnemu oraz w warun-
kach suszy [37]. Doswiadczenia te pozwalaja wnioskowad,
iz zmiana ksztaltu i wzrost liczby plastoglobul w zmie-
nionych warunkach $rodowiska wynika ze zwiekszonej
akumulacji plastoglobulin w ich ptaszczu [39]. Oznacza-
toby to, iz bialka te majg wplyw na powstawanie i rozwdj
plastoglobul [37].

UDZIAL BIALEK ENZYMATYCZNYCH W
STRUKTURZE PLASTOGLOBUL

Plastoglobule zawieraja takze wiele biatek o charakterze
enzymatycznym zwiazanych z synteza i metabolizmem li-
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Rycina 2. Sktad biatkowy plastoglobul - przyktadowe biatka strukturalne (fibryliny) i enzymatyczne. Skroty: ABCIK, kinazy o aktywnosci kompleksu BC1; CCD4, dioksy-
genaza karotenow; NDC1, dehydrogenaza NAD(P)H C1 typu II; VTEI, cyklaza tokoferolu (opracowane na podstawie [15,21]).

pidéw [12,13,21,42,55]. Do najliczniejszej grupy z tej kate-
gorii naleza biatka z rodziny kinaz ABCIK (ang. Activity of
BC1 Complex Kinase), ktére stanowiag 19 % proteomu plasto-
globul (Ryc. 2) [50]. U Arabidopsis wystepuje 17 cztonkow
rodziny ABCIK, 8 lokalizuje sie w mitochondriach, zas§ 9 w
plastydach z ktérych 6 (ABCIK1, -3, -5, -6, -7 i -9) ziden-
tyfikowanych zostalo na terenie plastoglobul [50,56,57]. Na
podstawie homologii biatek ABC1K z domenami funkcyj-
nymi kinaz wystepujacych u bakterii (m.in. Escherichia coli)
jak i w mitochondriach stwierdzono, iz biora one udziat w
regulacji syntezy ubichinonéw [21] poprzez fosforylacje
komponentéw szlaku ich biosyntezy [50]. Rozpowszech-
nienie rodziny kinaz ABC1K w plastydach, a szczeg6lnie w
plastoglobulach wskazuje na udziat tych bialek w regulacji
metabolizmu takze innych prenylochinonéw [50,56,57]. Ba-
dania przeprowadzone na roélinach Arabidopsis pozbawio-
nych kinaz ABC1K1 i ABC1K3 dowodza, iz biatka te silnie
ingeruja w redystrybucje prenylochinonéw miedzy wne-
trzem plastoglobul a tylakoidami, zmniejszajac zawartos¢
a-tokoferolu, plastochromanolu-8 [57], zas zwiekszajac pla-
stochinonu-9 i filochinonu na terenie tych lipidowych struk-
tur [39]. Ponadto, plastoglobule mutantéw k1k3 charaktery-
zowaly sie zwigkszona ekspresja plastoglobulin, co skutko-
walo wieksza iloscia tych struktur na terenie chloroplastow
oraz podwyzszona akumulacja ksantofili i B-karotenu, co
moze wskazywaé na udziat kinaz poprzez fosforylacje w
regulacji metabolizmu karotenoidow [39].

Do najwazniejszych i najlepiej poznanych biatek ziden-
tyfikowanych w plastoglobulach nalezy cyklaza tokoferolu
(VTEL, Tocopherol cyclase) [58]. Cyklaza tokoferolu jest klu-
czowym enzymem bioragcym udziat w syntezie a-tokoferolu,
najbardziej reaktywnej formy witaminy E. Tokoferol wyste-
puje jedynie w organizmach tlenowych przeprowadzaja-
cych proces fotosyntezy, chroni lipidy przed wolnymi rod-
nikami tlenowymi oraz bierze udzial w ochronie struktur
komoérkowych [58]. Jeszcze w latach 90-tych uwazano, iz
wszystkie etapy biosyntezy witamin E zachodza w podwéj-
nej btonie otaczajacej chloroplasty [59]. Obecnie wiadomo,
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ze VTELI lokalizuje si¢ gléwnie w plastoglobulach (Ryc. 2),
zaréwno chloroplastéw jak i chromoplastéw [13,50], prze-
prowadzajac zmiany 2,3-dimetylo-6-fitylo-1,4-benzochino-
nu (DMPBQ) do y-tokoferolu. Reakcja ta zachodzi na terenie
plastoglobul i stanowi posredni etap syntezy a- tokoferolu
(Ryc. 3) [60]. Pozostale etapy syntezy majq miejsce na tere-
nie stromy plastydu i katalizowane sa przez enzymy: VTE3
(Phytylbenzoquinol Methyltransferase) i VTE4 (y-Tocopherol
Methyltransferase).

VTE1 bierze takze udzial w cyklu naprawczym
a-tokoferolu oraz odpowiada za synteze plastochromano-
lu-8 z plastochinonu-9, oba te procesy zachodza we wnetrzu
plastoglobul (Ryc. 3) [60,61].

Wykazano, iz aktywnos$¢ VTE1 wzrasta podczas stresu
oksydacyjnego, chronigc w ten sposéb btony plastoglobul i
tylakoidoéw przed utleniaczami [21]. Zwigzany z tym wzrost
zawartodci a-tokoferolu i plastochromanolu-8 powoduje
zwigkszenie objetosci i liczby plastoglobul w chloroplastach
[40]. Natomiast, mutant Arabidopsis thaliana vtel pozbawio-
ny cyklazy tokoferolu, posiada fenotyp niezwykle wrazliwy
na dziatanie silnego $wiatla, gdyz pozbawiony obecnosci
a-tokoferolu oraz plastochromanolu-8 w chloroplastach,
narazony jest na dzialanie powstajgcych reaktywnych form
tlenu (ROS). Badania wykazaly, iz VTE1 podlega $cislej re-
gulacji na terenie plastoglobul w wyniku fosforylacji przez
dwie kinazy obecne w otoczce tych struktur ABCIKI i
ABCIKS3 [39,57], podkreslajac istotna role plastoglobul nie
tylko jako rezerwuaréw antyoksydantow ale tez platform
zachodzenia wielu reakcji metabolicznych.

Funkcja dehydrogenazy NADP(H) C1 typull (ang. NDC1,
NAD(P)H Dehydrogenase C1) w czasie pojawienia sie pierw-
szych analiz proteomu plastoglobul byta nieznana [21], za$
wczedniejsze badania nad genem kodujagcym ten enzym
wskazywaly na jego mitochondrialng lokalizacje [62]. Do
poznania funkcji NDC1 na terenie plastoglobul przyczynity
sie prace zespotu Kesslera w 2011 roku [41]. Dzieki zasto-
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sowaniu immunolokalizacji z biatkiem GFP, potwierdzono
obecno$é NDC1 w otoczce plastoglobul (Ryc. 2), za$ bada-
nia nad mutantami Arabidopsis ndcl pozwolily na identy-
fikacje trzech waznych proceséw, w ktérych bierze udziat
na terenie tych struktur [40,41]. NDC1 jest niezbednym en-
zymem w biosyntezie filochinonu (witamina K1), ponadto
bierze udzial w procesie redukcji plastochinonu-9 regene-
rujac jego pule na terenie plastoglobul i umozliwiajac w ten
sposob synteze plastochromanolu-8 (Ryc. 3). Postuluje sie
takze, ze wraz z VITE1 zaangazowany jest na jednym z eta-
poéw w cykl naprawczy a-tokoferolu z a-tokoferylochinolu
[8,40,61].

ROLA W PROCESIE STARZENIA

Zwiekszajaca sie liczba i rozmiary plastoglobul podczas
procesu starzenia, wynikajace z gromadzenia sie w ich
wnetrzu lipidowych produktéw rozpadu bton tylakoidéw
(galaktolipidéw, karotenoidéw i chlorofilu) jest prawdo-
podobnie mechanizmem obronnym przed toksycznym
charakterem uwolnionych w tym procesie reszt fitolowych
i grup acylowych [11,61]. Za odlaczenie Mg*" z pierscienia
porfirynowego i uwolnienie fitolu z chlorofilu odpowiada
zlokalizowany w plastoglobulach enzym PPH (Pheophytin
Pheophorbide Hydrolase) [39]. Nastepnie dwie wystepujace
w plastoglobulach syntazy estréw fitolowych PES1 i PES2
(Phytol Ester Synthase) katalizuja reakcje odcinania reszt
fitolowych z czasteczek chlorofilu i uwalniania wolnych
kwasow ttuszczowych z galaktolipidéw (Ryc. 3) [21]. Trze-
cim komponentem wspomagajacym proces syntezy TAGs
na terenie plastoglobul podczas procesu starzenia i w wa-
runkach deficytu azotu jest enzym ELT4 (Esterase/Lipase/
Thioesterase 4) (Ryc. 3), nalezacy do tej samej rodziny ELT
acylotransferaz co PESI i PES2 [50]. Jednak doktadny me-
chanizm dzialania tego enzymu w plastoglobulach nie zo-
stal do korica poznany.

Jedna z pierwszych wykrytych funkcji plastoglobul
zwiazana byla z akumulacja i biosynteza karotenoidéw.
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Plastoglobule chromoplastéw magazynuja duze iloéci tych
zwigzkéw nadajac chromoplastom ich charakterystyczne
zabarwienie, od odcieni pomaranczy po czerwien. Za ten
stan odpowiedzialne s3 enzymy zlokalizowane we wne-
trzu plastoglobul: desaturaza (-karotenu (ang. ZDS, ¢ -Ca-
rotene Desaturase) zwigzana z synteza likopenu, cyklaza
B-likopenu (ang. LYC-p, Lycopene p-Cyclase) przeprowadza-
jaca reakcje cyklizacji, ktérych gléwnym produktem jest 3
oraz a-karoten oraz [-hydrolaza p-karotenu (ang. CrtR- §,
p-Carotene p-Hydroxylases) hydrolizujaca powstalg pule ka-
rotenu do luteiny na terenie plastoglobul [8,11,21]. Dioksy-
genaza karotenowa 4 (ang. CCD4, Carotenoid Dioxygenase 4)
(Ryc. 2) obecna w otoczce plastoglobul zaréwno chloro-jak i
chromoplastéw jest enzymem $cisle zwigzanym z procesem
starzenia. Katalizuje oksydacyjny rozklad karotenoidéw
zgromadzonych w tych strukturach: p-karotenu, luteiny
i zeaksantyny w pozycji 9,10 1 9',10" do apokarotenoidow,
gléwnie PB-jononu, B-cytrauryny i B-cyklocytralu [8,55,63].
Apokarotenoidy funkcjonuja jako czasteczki sygnatowe w
odpowiedzi roélin na stres np. silnego $wiatta [8] wplywajac
na ekspresje wielu genéw u Arabidopsis (Ryc. 3) [55]. Mu-
tanty Arabidopsis pozbawione CCD4 akumulujg znaczne
ilosci karotenoidow (pB-karotenu, luteiny i wiolaksantyny)
we wnetrzu plastoglobul, co wplywa stymulujaco na pro-
ces starzenia [8,63]. Efekt odwrotny, wraz z obniZzong za-
wartoscia tych zwigzkow w plastoglobulach, obserwujemy
u mutantéw z nadekspresja enzymu CCD4. Informacje te
wskazuja na prawdopodobna regulacyjna role tego enzymu
nie tylko w procesie starzenia ale takze w odpowiedzi roslin
na stres abiotyczny [8,55].

Wedlug najnowszych doniesiefi dotyczacych analiz pro-
teomu plastoglobul, postulowany jest udzial dodatkowej
peptydazy zlokalizowanej w plastoglobulach, kontrolujacej
aktywnoé¢ gléwnych enzymoéw zaangazowanych w roz-
ktad zwiazkow lipidowych we wnetrzu tych struktur: PES1
i CCD4 (Ryc. 2). Funkgcje te przypisywane sa biatku PGM48
(AT3G27110, Plastoglobular M48). Ekspresja tego enzymu
znacznie wzrasta podczas naturalnego procesu starzenia
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lisci, za$ badania na mutantach pozbawionych badz wy-
kazujacych nadekspresje PGM48 wskazuja na pozytywna
regulacje tego procesu [49,63]. Eksperymenty przeprowa-
dzone przy uzyciu drozdzowego systemu dwuhybrydowe-
go (Y2H), badajacego interakcje biatkowe miedzy PGM48 a
wybranymi biatkami plastoglobul, wylonity 3 enzymy silnie
oddzialujace z badana peptydaza: PES1, CCD4 i ABCI1K3.
Jedynie w przypadku CCD4 udalo sie ustali¢ charakter
regulacji wywieranej przez PGM48 jako silnie represyjny.
Informacje te sa jednak nadal niepewne, lecz stanowia pre-
ludium do ujawnienia nowych enzymatycznych szlakéw
interakcji we wnetrzu plastoglobul.

Proteom plastoglobul zawiera takze trzy aldolazy fruk-
tozo-bisfosforanowe (FBPAs, Fructose-bisphosphate Aldola-
ses), ktore uczestnicza w cyklu Calvina i glikolizie (Ryc. 2).
Dwie z nich dotad uwazane byly za obecne jedynie na tere-
nie stromy chloroplastéw: AT4G38970 (FBPA-2), At2g21330
(FBPA-1) oraz wystepujaca tylko na terenie plastoglobul
aldolaza fruktozo-bisfosforanowa 3 (ang. FBPA-3, Fructose-
-bisphosphate Aldolase-3). Homologi wszystkich trzech enzy-
moéw znajduja sie takze w plastoglobulach chromoplastéw
[21]. Aktywnos¢ aldolaz w plastoglobulach jest wysoka i
wynosi 10% catkowitej aktywnosci tych enzyméw zaréw-
no w chloroplastach jak i chromoplastach. Brak pozostatych
komponentéw kluczowych do przeprowadzenia cyklu Ca-
lvina i glikolizy na terenie plastoglobul sugeruje, iz zidenty-
fikowane aldolazy musza pemnié¢ odrebne, do korica nie po-
znane funkcje w tych strukturach. Uwaza sie, iz moga by¢
one zaangazowane w przeplyw wegla do i z plastoglobul
[Brehelin, Kessler, niepublikowane] [21].

BIALKA PLASTOGLOBUL O MNIE] POZNANE] ROLI

Oprécz wyzej wymienionych bialek istnieje wiele do tej
pory niesklasyfikowanych bialek specyficznych dla plasto-
globul (Ryc. 2). Analizujagc domeny funkcyjne tych biatek,
stwierdzono iz dwa z nich AT1G78140 oraz AT2G41040
sa prawdopodobnie zwigzane z metabolizmem chinonéw,
zas AT1G32220, AT2G34460, AT1G06690 biora udziat w
rozkladzie lipidéw/badz procesie recyklingu a-tokoferolu,
gdyz posiadaja domeny reduktazy. Proteom plastoglobul
zawiera takze biatko z domena a/f-hydrolazy zwiazane z
procesem starzenia (ang. SAG, Senescence Associated Gene),
a takze biatko AT3G43540 o potwierdzonej lokalizacji w
plastoglobulach lecz niezidentyfikowanej przypuszczalnej
funkcji [8]. Ostatnio grupa Espinoza-Corral [64] badajac
funkcje najmniejszego zlokalizowanego w plastoglobulach
biatka PG18 (ang. AT4G13200, Plastoglobular Protein 18), do-
tad niesklasyfikowanego z powodu braku przewidywanej
domeny funkcyjnej, wykazata jego role w biogenezie tyla-
koidéw. Biatko SOUL4 (ang. AT3G10130, Soul Heme Binding
Protein 4) z domena wiazacq hem zostalo wykryte, za po-
mocg spektrometrii mas (MS/MS), w otoczce plastoglobul
juz podczas pierwszych analiz proteomu tych struktur [21].
Jednak dopiero niedawno lokalizacja SOUL4 zostala defi-
nitywnie potwierdzona w plastoglobulach na obrazach z
mikroskopu konfokalnego. Niestety jego funkcja nadal po-
zostaje tajemnica [65].

Nalezy takze wspomnie¢ o puli bialek: lipoksygenazy
(Lipoxygenase 2, -3, -4), syntazy tlenku allenu (ang. AOS,

252

Allene Oxide Synthase) i cyklazy tlenku allenu (ang. AOC,
Allene Oxide Cyclase) o charakterze enzymatycznym i po-
twierdzonej lokalizacji plastydowej, ktére zaangazowane w
proces syntezy hormonu roslinnego kwasu jasmonowego,
prawdopodobnie podlegaja kontrolowanej rekrutacji do
wnetrza plastoglobul [8]. Informacje te sa jednak niepewne,
a szczegbdlowa wiedza o skladzie biatkowym plastoglobul i
jego wzajemnych interakcjach pozostaje do korica niejasna.

MOZLIWOSC WYKORZYSTANIA PLASTOGLOBUL
W BIOTECHNOLOGII ROSLIN

Jednym z kierunkéw badan biotechnologicznych jest wy-
korzystanie roélin transgenicznych do produkcji srodkéw
farmaceutycznych. Stwierdzono, iz roéliny moga stanowic¢
alternatywe dla stosowanych systeméw fermentacyjnych
(bakterii, drozdzy lub zwierzecych kultur komoérkowych)
w produkgji rekombinowanych bialek. System ekspres;ji
bialek w roslinach pozwala na wytwarzanie rekombino-
wanych biatek na ogromna skale, jednoczesnie znacznie
obnizajac koszty ich produkcji. Rosliny sa mniej podatne,
w poréwnaniu z kulturami in vitro, na zakazenia patoge-
nami i wymagaja jedynie ustalenia odpowiednich procedur
uprawy. Chloroplasty z powodu duzych rozmiaréw, liczby
w komorce oraz prostego genomu sa dogodnym obiektem
transformacji oraz miejscem magazynowania eksprymowa-
nych bialek. Ponadto wprowadzenie obcego DNA do geno-
mu chloroplastowego umozliwia uzyskanie znacznej liczby
kopii transgenicznego DNA i w konsekwencji duzej liczby
rekombinowanych bialek [36]. Istotng zaleta roslin zawie-
rajacych transgeniczne chloroplasty jest brak mozliwosci
przeniesienia zmodyfikowanych genéw na spokrewnione
rosliny podczas rozmnazania generatywnego, poniewaz
chloroplasty dziedzicza sie tylko w linii matczynej [66].

Waznymi zagadnieniami w przemystowej produkgji re-
kombinowanych biatek pochodzenia roslinnego sa procesy
ekstrakgji i oczyszczania. Standardowe protokoty uwzgled-
niajg homogenizacje biomasy roslinnej a nastepnie procedu-
ry chromatograficzne, ktérych wydajnos¢ jest ograniczona
przez obecno$¢ metabolitéw roslinnych. Do tej pory uwaza-
no, iz to stroma chloroplastéw jest gtéwnym miejscem na-
gromadzania biatek we wnetrzu plastydow. Jednak odkry-
cie, ze na powierzchni i we wnetrzu plastoglobul lokalizujg
sie biatka z rodziny PAP (plastoglobuliny) stwarza nowe
mozliwoéci w badaniach biotechnologicznych, poniewaz
mozliwoé¢ akumulacji transgenicznego biatka w plasto-
globulach uproscitaby procedure oczyszczania biatkowego
produktu [36]. Przeprowadzone badania polegajace na eks-
presji w Arabidopsis thaliana transgenu zlozonego z plasto-
globuliny o masie 34 kDa (PGL 34) i biatka fluorescencyj-
nego YFP (ang. yellow fluorescent protein) umozliwiajacego
wizualizacje biatkowej hybrydy, wykazaly umiejscowienie
tego produktu w plastoglobulach. Rozdziat frakeji chloro-
plastowych metoda wirowania w gradiencie stezeri sacha-
rozy potwierdzil lokalizacje biatkowego produktu we frak-
¢ji odpowiadajgcej blonom plastoglobul [36].

Dokonano juz fuzji fibryliny 1 z biatkami rdzenia wirusa
zapalenia watroby typu C oraz biatka p34 z kapsydu wi-
rusa HIV (co zapewnia ich lokalizacje wylacznie w plasto-
globulach) [67]. Trwaja badania nad optymalizacja procesu
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do poziomu, ktoéry bylby wystarczajacy do zastosowania tej
metody w produkcji szczepionek.

Kolejna mozliwos¢ zastosowania specyficznego skladu
plastoglobul to biopaliwa [68]. Triacyloglicerole wystepu-
jace w plastoglobulach to podstawowy skladnik olejow
rodlinnych a zlokalizowana w chloroplastach biosynteza
kwasow tluszczowych, szczegélnie w odpowiednich wa-
runkach (nadmiar $wiatta, niski poziom azotu) powoduje
nadmierna akumulacje TAG w plastoglobulach i kroplach
tluszczowych w cytoplazmie [68-71]. Takie podejscie wy-
daje sie by¢ szczegodlnie cenne dla innych niz normalnie
uzywane roélin oleistych, gdzie presja pozyskania olejow
spozywczych nie paliwowych jest bardzo duza. Umozliwia
to réwniez wykorzystanie glonéw typu Chlamydomonas re-
inhardtii czy Nannochloropsis [8,68,70,72].

Istnieje zatem potencjalna mozliwoé¢ wykorzystania
plastoglobul jako specyficznych miejsc akumulacji biatek
transgenicznych, szczeg6lnie o charakterze hydrofobowym,
i wykorzystaniu tak stworzonego ukladu w biotechnologii
oraz wykorzystania ich jako zasobu do pozyskania cennych
kwasoéw tluszczowych.

PODSUMOWANIE

Plastoglobule wystepuja we wszystkich plastydach w po-
staci kulistych, otoczonych pojedyncza blona, osmofilnych
cial. Te biatkowo-lipidowe struktury polaczone z tylako-
idami chloroplastéw, pelnia role dodatkowej mikrodomeny
wypelnionej w wigekszosci sktadnikami lipidowymi (TAG,
lipofilne prenylochinony) oraz bialkami o charakterze en-
zymatycznym i strukturalnym. Plastoglobule odgrywaja
role w wielu istotnych procesach i szlakach metabolicznych
m.in. biora udzial w tworzeniu aparatu fotosyntetycznego,
magazynuja sktadniki bton tylakoidéw, uczestniczg w bio-
syntezie antyoksydantéw, witamin i hormonéw. Ich specy-
ficzny, silnie hydrofobowy charakter znalazl zastosowanie
w biotechnologii roélin, w otrzymywaniu cennych kwaséw
tluszczowych oraz jako miejsce akumulacji biatek transge-
nicznych. Trwajace od ponad 50 lat badania nad ujawnie-
niem petnego skladu i roli plastoglobul w plastydach nadal
pozostawiaja wiele niewyjasnionych kwestii. Wydaje sie,
iz najnowsze doniesienia literaturowe stale poszerzaja liste
prawdopodobnych funkgji plastoglobul i kontrolowanych
w nich proceséw. Jedna z nich jest prawdopodobna rola
ochronna, przypisywana tym strukturom, w odpowiedzi
roslin na stresy abiotyczne, takie jak susza czy stres niskiej
i wysokiej temperatury. Szybki rozwoj technik biologii mo-
lekularnej, obrazowania komérkowego oraz biochemii ko-
morek rosdlinnych ostatniej dekady z pewnoscia zaowocuje
wkrétce wieloma nowymi, ekscytujacymi informacjami na
temat natury i funkgji plastoglobul.
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ABSTRACT

Plastoglobules (PGs), as important components of plastids, are involved in many stages of their development: from the chloroplast biogene-
sis through the chloroplast-chromoplast transformations, and finally in the process of gerontoplast formation. The unique protein and lipid
composition of these structures, depending on their location, suggests that PGs are both a reservoir of spare materials and a center for many
metabolic reactions. Plastoglobules play an active role in the metabolism of prenylquinones, carotenoids, and jasmonic acid, and are respon-
sible for recycling of the thylakoid disintegration products. Their direct connection with the thylakoids allows for tight relationships between
these two structures and redistribution of materials, which contributes to PGs’ role in response to stressful conditions. Moreover, strongly
hydrophobic nature of plastoglobules, their specific proteome and a sufficiently simple isolation procedure create extraordinary possibilities

of their application in plant biotechnology.
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