STRESZCZENIE

akuolarne enzymy procesujace (VPE) to roslinne proteazy nalezace do rodziny pro-

teaz C13. Specyficzna aktywnos$é VPE scharakteryzowano dzieki poréwnaniu ich do
kaspaz zwierzecych. VPE pelnia wiele waznych funkcji na ré6znych etapach ontogenezy ro-
§lin, odgrywajac role nie tylko w prawidlowym rozwoju organizmu roslinnego, ale takze w
reakcjach roslin na biotyczne i abiotyczne czynniki stresowe. Szczegdlnie wazna role VPE
odnotowuje sie w przetwarzaniu bialek wakuolarnych, umozliwiajaca wytworzenie ich
dojrzatych i aktywnych form. Dowiedziono, ze VPE uczestnicza w programowanej §mierci
komérki roslinnej, ale mimo szczatkowych dowodéw, sugerujemy udzial VPE réwniez w
autofagii. Bazujac na danych literaturowych dotyczacych autofagii u drozdzy, formulujemy
hipoteze, ze VPE w trakcie autofagii w komérkach roslinnych sa zaangazowane w degrada-
cje cial autofagowych - jednego z koficowych etapéw autofagii.

WSTEP

Wakuolarne enzymy procesujace (ang. Vacuolar Processing Enzymes, VPE),
znane sa réwniez jako endopeptydazy asparaginylowe badz legumainy. Nazwa
enzyméw wywodzi sie z ich lokalizacji w wakuoli i funkcji polegajacej na prote-
olitycznym przetwarzaniu bialek wakuolarnych. VPE sa jednymi z najistotniej-
szych proteaz rodlinnych o aktywnosci kaspazo-podobnej. Szczegétowe badania
dotyczace funkcji VPE nadal sq dos¢ ograniczone, jednak ze wzgledu na specy-
ficzng aktywnosc¢ i wlasciwosci strukturalne podobne do zwierzecej kaspazy-1,
enzymy te zyskaly w ciggu ostatnich dwoch dekad wieksza uwage ze strony ba-
daczy [1-3]. VPE znajdowano poczatkowo w nasionach, jednak zidentyfikowano
je rowniez w tkankach wegetatywnych roslin [4]. Udziat VPE zauwazalny jest w
réznych procesach na wszystkich etapach ontogenezy roslin. Jednym z istotnych
proceséw zachodzacych w komérkach rodlinnych jest autofagia, w trakcie ktorej
w wakuoli powstaja ciala autofagowe. Domniemana role VPE w autofagii roslin-
nej opisuje sie na podstawie analogii do proteaz drozdzowych. Dane pochodzace
z badan nad drozdzowymi proteinazami A i B [5,6], umozliwily charakterystyke
mozliwej roli VPE w degradacji cial autofagowych u roslin. Niemniej jednak,
obecnie wciaz nie ma dostepnych wielu danych literaturowych wskazujacych na
udziatu VPE w wyzej wymienionym etapie autofagii. Celem niniejszej pracy jest
przedstawienie zgromadzonych dotychczas danych na temat struktury moleku-
larnej VPE oraz pelnionych przez te enzymy funkcji w komérkach roslinnych, ze
szczeg6lnym zwréceniem uwagi na mozliwe zaangazowanie w programowana
$mier¢ komorki i autofagie.

KLASYFIKACJA VPE

Wakuolarne enzymy procesujace (EC 3.4.22.32) klasytikuje sie jako endopep-
tydazy asparaginylowe, czyli hydrolityczne enzymy nalezace do proteaz [7-9].
Zalicza sie je sie do rodziny C13, ktéra charakteryzuje wystepowanie aktywnej
reszty cysteinowej w centrum katalitycznym [7,8]. VPE zalicza si¢ wiec do endo-
peptydaz cysteinowych, ktére wyrdzniaja sie wysoka specyficznoscia substrato-
wa. Specyficznos¢ substratowa VPE polega na katalizowaniu cigcia proteolitycz-
nego przy asparaginie (Asn) lub kwasie asparaginowym (Asp) od strony grupy
karboksylowej [7,9,10]. Dla wielu wakuolarnych pro-biatek jest to niezbedne, by
mogto dojs¢ do ich aktywacji lub dojrzewania [8,9]. Mimo, ze VPE przynalezy do
proteaz cysteinowych, nie wykazuje duzego podobieristwa pod wzgledem se-
kwenciji z pozostatymi proteazami tego klanu. Wyjatek stanowia reszty cysteino-
we (Cys) i histydynowe (His) w centrum katalitycznym enzymu. Sg to bowiem
state elementy dla kazdej endopeptydazy cysteinowej [7].

W wyniku analizy genomu i badan proteomicznych rzodkiewnika pospolite-

go (Arabidopsis thaliana) wyrézniono cztery izoformy wakuolarnych enzymoéw
procesujacych: aVPE, BVPE, yVPE i 8VPE. Na podstawie réznic w sekwencjach
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aminokwasowych i profilach ekspresji wymienione cztery
izoformy zostaly pierwotnie pogrupowane w 3 typy: typ
wegetatywny (aVPE i yVPE), typ zarodkowy (BVPE) oraz
typ niescharakteryzowany (8VPE), ktéry zidentyfikowano
w warstwach okrywy nasiennej Arabidopsis thaliana [8,9,11].
Przyjeta klasyfikacja nie jest jednak niepodwazalna, gdyz
zaobserwowano ekspresje oraz aktywnos¢ danego typu
wakuolarnych enzyméw procesujacych w innych tkankach
niz zalozono w pierwotnej klasyfikacji. Dobrym tego przy-
kladem sg wyniki badani nad rola poszczegélnych izoform
VPE u A. thaliana - za przetwarzanie biatek zapasowych u
tej rosliny w gléwnej mierze odpowiada BVPE, ale réwniez
aVPE i yVPE biora udziat w tym procesie [8,9]. Z kolei eks-
presja wegetatywnego typu VPE (aVPE i yVPE) zachodzi
réwniez w zarodku w trakcie dojrzewania nasion [8]. Po-
twierdza to, ze w przedstawionej klasyfikacji wakuolarnych
enzymoéw procesujacych wystepuja pewne niescistosci. Nie
jest to jednak jedyny sposéb usystematyzowania izoform
VPE. Badania genomowe wykazaly, ze VPE maja szeroki
zakres wystepowania wéréd roslin ladowych. Na podsta-
wie drzewa filogenetycznego VPE, ztozonego z kilku kla-
déw, sporzadzono nowy system klasyfikacyjny. Zgodnie z
nim, wyréznienie typu yVPE i BVPE nastapilo u roslin okry-
tonasiennych, w tym jednolisciennych i wczesnych dwuli-
Sciennych. U nagonasiennych nie obserwuje si¢ rozréznie-
nia miedzy powyzszymi typami VPE. Trzeci typ, 6VPE,
pojawit sie u dwuliéciennych wlasciwych, a czwarty, aVPE,
wykazano jak dotad tylko u roslin z rodziny kapustowatych
(Brassicaceae) [8,9].

CHARAKTERYSTYKA MOLEKULARNA VPE
STRUKTURA I WEASCIWOSCI ENZYMU

Molekularng strukture wakuolarnych enzyméw proce-
sujacych pierwotnie scharakteryzowano na podstawie doj-
rzalej formy oczyszczonej z nasion racznika pospolitego (Ri-
cinus communis). Masa czasteczkowa wyizolowanego enzy-
mu wynosi 37 kDa [12]. Translacja mRNA kodujacego VPE
odbywa sie na polisomach zwigzanych z btonami plazma-
tycznymi. W jej wyniku powstaje prekursor pre-probiatko-
wy ppVPE. Prekursor ten zlozony jest z elementéw takich
jak: peptyd sygnalowy, kroétki N-koricowy pro-peptyd,
domena proteazowa oraz dlugi pro-peptyd korica C [7,13].
Pierwotny produkt translacji podlega kotranslacyjnej mody-
fikacji, podczas ktérej odtaczony zostaje peptyd sygnatowy.
Na tym etapie, pro-VPE (pVPE) zostaje przetransportowane
ze $wiatla siateczki sr6dplazmatycznej do wakuoli, gdzie na
skutek rozszczepienia domen konica C i N przeksztalca sie
w aktywna forme (VPE). VPE to enzymy autokatalityczne,
co oznacza, ze w kwasowych warunkach panujacych w wa-
kuoli podlegaja auto-aktywacji, nie wymagajac w tym celu
udziatlu innych czynnikéw [2,7]. Proteolityczne odciecie
fragmentu korica C o masie czasteczkowej réwnej 14 kDa,
powoduje przeksztalcenie prekursora wakuolarnych enzy-
moéw procesujacych o masie 51 kDa w dojrzata forme enzy-
mu o masie 37 kDa [14]. Eliminacja dlugiej domeny korica
karboksylowego jest niezbedna aby aktywowaé VPE, gdyz
peptyd ten pelni funkcje auto-inhibicyjng, w wyniku czego
centrum Katalityczne enzymu jest maskowane [8,15]. Usu-
niecie pro-peptydu konica C umozliwia odstoniecie miejsca
katalitycznego enzymu i jego aktywacje w kwasnym pH
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wakuoli odpowiedzialnej m.in. za magazynowanie biatek
[7,15]. W efekcie rozszczepienia, pro-peptyd korica kar-
boksylowego nadaje stabilnoé¢ w warunkach neutralnego
pH oraz przyczynia sie do modulacji aktywnosci VPE. Z
tego wzgledu C-konicowy pro-peptyd okresla sie mianem
legumainowej domeny stabilizacji i modulacji aktywnosci
(ang. Legumain Stabilization and Activity Modulation (LSAM)
domain) [7].

PODOBIENSTWO VPE DO KASPAZ

Charakteryzujac strukture molekularng wakuolarnych
enzymoéw procesujacych, nie sposéb pomingé ich podo-
bieristw do zwierzecych kaspaz. Dotychczas w genomie
ro$linnym nie zidentyfikowano genéw homologicznych
kaspaz, jednakze niektére enzymy roslinne (miedzy inny-
mi VPE, katepsyna B, saspazy i fitaspazy) wykazuja cechy
podobne do tych zwierzecych enzymoéw [2,16]. Dzieki in-
formacjom z bazy danych MEROPS wiadomo, Ze w obrebie
proteaz cysteinowych wyszczegdlniono kilkanascie kla-
néw. Jednym z nich jest klan CD, do ktérego nalezg zaréw-
no kaspazy jak i wakuolarne enzymy procesujace [17,18].
Z uwagi na podobienistwo VPE do kaspaz, VPE okresla
sie¢ mianem kaspaz roslinnych. Jest to okresdlenie potoczne,
wynikajace z faktu, ze legumainy charakteryzuja sie aktyw-
noscia podobna do kaspazy-1 (YVAD-azy). Aktywnos¢ ta
polega na rozpoznawaniu i cieciu substratéw biatkowych
w miejscu sekwencji aminokwasowej YVAD (Tyr-Val-Ala-
-Asp), zaréwno przez VPE jak i kaspaze-1 [9]. Ze wzgledu
na specyficznosé cigcia przy asparaginie, kaspazy jak i wa-
kuolarne enzymy procesujace sa cysteino-zaleznymi pro-
teazami asparaginylowymi [17]. Identyczno$¢ w obrebie
sekwencji VPE i kaspazy-1 jest jednak szczatkowa. Mimo
to, na podstawie tréjwymiarowych hipotetycznych struktur
VPE i kaspazy-1, dowiedziono, ze obydwa enzymy maja
podobng kieszen substratowgq, ktéra tworzona jest przez
reszty aminokwasowe danego enzymu [16]. Dojrzate wa-
kuolarne enzymy procesujace zawieraja podobna do kaspa-
zy-1 diade katalityczng, czyli dwie reszty aminokwasowe
odpowiedzialne za mechanizmy katalityczne. Diade katali-
tyczna VPE, na ktéra sklada sie histydyna i cysteina, moz-
na poréwnac do diady His-237 oraz Cys-285 w ssaczej ka-
spazie-1 [13,16]. Pomimo podobienistw VPE do kaspazy-1,
wystepowanie tych enzyméw w obrebie komoérki jest roz-
biezne. Miejscem dzialania kaspaz w komoérce zwierzecej
jest cytoplazma, natomiast wakuolarne enzymy procesujace
lokalizowane sa w wakuoli [9]. W tkankach wegetatywnych
VPE wystepuja w wakuolach litycznych, a w nasionach lo-
kalizowane sa w wakuolach magazynujacych biatka [2,18].
Ponadto aktywna forma wakuolarnych enzyméw procesu-
jacych ma strukture monomeryczna, w przeciwieristwie do
dimerycznych kaspaz [9].

FUNKCJE VPE

ROLA VPE W DOJRZEWANIU I AKTYWAC]I BIALEK

Specyficznoé¢ substratowa VPE wzgladem Asn i Asp
to cecha, dzigki ktérej enzymy te biorg udzial w przetwa-
rzaniu réznych bialek wakuolarnych [8]. Cze$¢ prekurso-
rowych form bialek wakuolarnych cechujq liczne dojrzate
rejony biatkowe, a VPE zaangazowane sa w przetwarzanie
tych prekursoréw, co umozliwia wytworzenie z pojedyn-
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Rycina 1. Schemat powstawania dojrzatych form biatek wakuolarnych katalizowany przez wakuolarne enzymy procesujace (VPE). Pro-VPE syntetyzowane jest na sia-
teczce srodplazmatycznej granularnej, a nastepnie transportowane jest do wakuoli, gdzie na skutek dzialania niskiego pH ulega auto-aktywacji. Dojrzate VPE jest odpo-
wiedzialne za przetwarzanie (w tym cyklizacje) i aktywacje innych biatek wakuolarnych.

czego prekursora wielu zréznicowanych funkcjonalnie
biatek [8,16] (Ryc. 1). Przykladem wakuolarnych biatek
przetwarzanych przez VPE sg bialka zapasowe. Udziat
wakuolarnych enzyméw procesujacych w przetwarzaniu
tych biatek wykazano na podstawie badari nad mutantami
BVPE Arabidopsis thaliana i ryzu siewnego (Oryza sativa) [8].
Do biatek zapasowych nalezy miedzy innymi albumina 25
i globulina 12S [8,9]. Biatka zapasowe nasion poczatkowo
syntetyzowane s3 w formie biatek prekursorowych, kto-
re podczas procesu dojrzewania nasion sa proteolitycznie
przetwarzane przez VPE [8]. Mutacja BVPE przyczynita
sie do gromadzenia prekursoréw bialek zapasowych w ob-
rebie nasion. Wskazuje to na znaczenie BVPE w procesie
dojrzewania tych bialek. Zaobserwowano ponadto, ze po-
tréjny mutant VPE A. thaliana (typu a, p oraz y) takze nie
przeprowadzat obrébki proteolitycznej bialek zapasowych
w nasionach. Pozwolifo to na wysnucie wniosku, ze poza
BVPE, réwniez yVPE zaangazowane jest w przetwarzanie
biatek zapasowych [8]. Niemniej jednak u podwéjnego mu-
tanta VPE (typu a oraz y) nie stwierdzono brakéw w pro-
cesie przetwarzania biatek magazynujacych, dlatego uzna-
no, ze BVPE ma kluczowe znaczenie w dojrzewaniu biatek
zapasowych nasion. Wykazano réwniez, ze silna ekspresja
BVPE zachodzi na etapie dojrzewania nasion A. thaliana,
kiedy gromadzenie prekursoréw biatkowych jest zintensy-
fikowane. Z kolei ekspresja wakuolarnych enzyméw pro-
cesujacych typu a oraz y jest charakterystyczna dla wcze-
$niejszych etapéw rozwoju nasion, a na etapie dojrzewania
nasion jest mniej intensywna niz BVPE. Analiza zebranych
danych pozwolila zatem na wskazanie BVPE jako kluczo-
wego elementu w przetwarzaniu biatek zapasowych nasion
A. thaliana [8].
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Rozszczepianie wiazan peptydowych nie jest jednak je-
dyna reakcja katalizowang przez VPE. Inna wazna reakcja
katalizowana przez te enzymy jest ligacja, w wyniku ktorej
powstaja peptydy cykliczne [8,16]. Ligacja bialek katalizo-
wana przez VPE zostala zbadana na hybrydowej formie
YVPE - AtLEG. Charakteryzuje si¢ ona budowa dwutaricu-
chowg (standardowe VPE ma strukture pojedynczego fani-
cucha) oraz wystepowaniem pro-domeny LSAM na konicu
karboksylowym. Wystepowanie LSAM umozliwia stabili-
zacje w neutralnym pH i reguluje aktywnos¢ wakuolarnych
enzymoéw procesujacych. Obojetne pH soku wakuolarnego
to warunki sprzyjajace ligacji, jednak VPE moze przejawiac
aktywnoéc ligazy badz proteazy w réznych warunkach pH,
niekoniecznie tylko w pH obojetnym [9]. Dodatkowo, na
podstawie badani prowadzonych na nasionach stonecznika
wykazano, ze VPE bierze udzial w transpeptydacji, czyli w
reakcji, w ktorej z bialka prekursorowego generowane sa
peptydy cykliczne. Przykladem takiego biatka jest kalata
B1. Jest to biatko obronne, zidentyfikowane u afrykanskiej
rosliny Oldenlandia affinis, ktére hamuje wzrost owadoéw za-
grazajacych roslinom. Badania te potwierdzily zatem zna-
czenie VPE w kontekscie przetwarzania biatek obronnych
[7,16]. Kalata Bl nie jest jednak jedynym biatkiem obron-
nym przetwarzanym przez VPE. Dowiedziono, ze wsréd
biatek obronnych przetwarzanych przez wakuolarne en-
zymy procesujace jest jedna z chitynaz znajdujaca sie w li-
Sciach tytoniu oraz inhibitory proteinazy zlokalizowane w
znamionach stupka tytoniu i liéciach pomidora [16].

UDZIAL VPE W ODPOWIEDZI NA BIOTYCZNE
I ABIOTYCZNE CZYNNIKI STRESOWE

Rosliny, tak jak i inne organizmy, narazone sa na dziata-
nie czynnikéw stresogennych. Wyrézniamy abiotyczne oraz
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biotyczne czynniki stresowe. Do abiotycznych czynnikéw
stresowych nalezy np.: ekstremalnie wysoka temperatura,
zasolenie, susza, mréz, chtéd, deficyt lub nadmiar skfad-
nikéw odzywczych, niewystarczajaca ilos¢ Swiatla, jony
toksycznych metali, intensywne promieniowanie, $rodki
chemiczne (takie jak pestycydy), gazowe i pylowe zanie-
czyszczenia (NO,, O,, SO,), uszkodzenia mechaniczne lub
niedobory tlenu (np. w warunkach zalania lub obecnosci
pokrywy lodowej). Do biotycznych czynnikéw stresowych
zalicza si¢ gtéwnie atak patogenéw (grzybéw, bakterii, wi-
ruséw), nicieni i owadéw oraz niekorzystne oddzialywanie
innych roslin, np. réznego rodzaju allelopatie lub zbyt in-
tensywne zageszczenie w tanie [19,20]. Dziatanie bodzcow
stresowych mobilizuje rosline do aktywacji mechanizméw
obronnych. Mechanizmy te maja na celu ochrone przed
stresorami i umozliwienie roslinie zaadaptowanie sie do za-
istniatych warunkow érodowiska [20]. W przypadku stresu
biotycznego mechanizm obronny rosliny moze stanowié
synteza biatek wakuolarnych, ktére zaangazowane sg w re-
akcje antystresowa. Wykazano to na przykladzie réznych
roélin. W warunkach stresu biotycznego u tytoniu nastg-
pita synteza chitynazy, u rodziny Solanaceane wytworzyty
si¢ inhibitory proteinaz, natomiast u ryzu i grochu (Pisum
sativum) zaobserwowano synteze lektyn [8]. Wszystkie wy-
mienione biatka syntetyzowane sa w postaci prekursoréw
probiatkowych, ktére w kolejnym etapie ulegaja przeksztal-
ceniu do form dojrzatych poprzez rozszczepienie od strony
reszty asparaginowej na koricu karboksylowym. Reakcja ta
jest katalizowana wtasnie przez wakuolarne enzymy pro-
cesujace [8]. Patogeny i zranienia nie sa jednak jedynymi
czynnikami biotycznymi indukujgcymi ekspresje VPE.
Wykazano, ze do zaangazowania wakuolarnych enzyméw
procesujacych w odpowiedz na stres biotyczny przyczynia-
ja sie takze zwigzane z tym stresem hormony roslinne, mie-
dzy innymi kwas jasmonowy i kwas salicylowy [7]. Waz-
nym elementem ochrony przed patogenami jest udziat VPE
w wytwarzaniu kalaty Bl. W zwigzku z tym, wakuolarne
enzymy procesujace uwazane sa za istotne elementy odpor-
nosci roélin [7]. Mobilizacja poszczegolnych izoform VPE w
celu indukgji reakcji obronnej moze nastapi¢ w warunkach,
podczas ktoérych dzialajg rézne rodzaje czynnikéw streso-
wych. Zaobserwowano to u ryzu, w ktérym niektore izo-
formy VPE reaguja zaréwno na hormony roslinne jak i na
abiotyczne czynniki stresowe. Wykazano, ze etylen, urazy
mechaniczne i kwas salicylowy powodowaly zwiekszenie
ekspresji dwoch izoform - aVPE i yVPE, a kwas jasmonowy
zainicjowal niewielki wzrost ekspresji yYVPE [7]. Ekspresja
B-VPE w tkankach wegetatywnych i nasionach jeczmienia
(Hordeum vulgare) moze zachodzi¢ w odpowiedzi na streso-
ry biotyczne jak i abiotyczne. Do regulatoréw indukujacych
ekspresje BVPE w tkankach wegetatywnych jeczmienia w
odpowiedzi na stres zalicza sie: kwas jasmonowy, salicylo-
wy, abscysynowy i tlenek azotu, natomiast w nasionach od-
powiedz na stres indukowana jest przez kwas giberelinowy
[7].

Niedawno odkryto, ze VPE moze uczestniczy¢ w pro-
cesach warunkujacych ruchy aparatéw szparkowych w
odpowiedzi na czynniki stresowe [21]. Zamkniecie apara-
tu szparkowego moze by¢ konsekwencja ataku patogenéw
lub dziatania czynnikéw abiotycznych. Sugerowatoby to, ze
VPE jest kluczowym czynnikiem zaangazowanym w kon-
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trole najwczesniejszych fizjologicznych odpowiedzi rosliny
na atak patogena [21]. Znaczenie VPE w regulacji rozwarcia
aparatéw szparkowych zbadano u mutanta yVPE A. thalia-
na. Sktadniki umozIliwiajace utrzymanie wlasciwego cisnie-
nia w wakuoli, a zatem niezbedne w celu otwarcia aparatu
szparkowego, moga by¢ aktywowane przez VPE. W zwiaz-
ku z tym zasugerowano, ze deficyt wakuolarnych enzymoéw
procesujacych u mutanta stanowi kluczowy czynnik przy-
czyniajacy sie do zamykania aparatow szparkowych [8].
Co wiecej, VPE zaangazowane jest rowniez w zamykanie
aparatow szparkowych na skutek inokulacji elicytorem [21].
Elicytor jest substancja (np. biatkowa) imitujaca patogen,
aktywujaca receptory rozpoznajace cechy molekularne wta-
Sciwych patogenéw. W zwiazku z tym elicytory aktywuja
szlaki sygnalowe inicjujace reakcje obronng organizmu ro-
slinnego [22]. Zaréwno elicytory, molekularne wzorce po-
wigzane z patogenami (PAMP) oraz patogeny przyczyniaja
sie¢ do zamykania aparatéw szparkowych [21]. Na podsta-
wie badan przeprowadzonych na tytoniu, wykazano, ze za-
mykanie aparatéw szparkowych w efekcie rozpoznania eli-
cytora jest hamowane na skutek wycieszenia ekspresji VPE.
Inokulacja elicytorem powoduje akumulacje tlenku azotu w
aparatach szparkowych, natomiast w warunkach deficytu
VPE, akumulacja tej czasteczki sygnatowej zostala sttlumio-
na. VPE regulujac poziom tlenku azotu skumulowanego w
aparatach szparkowych, przyczynia sie do zamykania apa-
ratow szparkowych w wyniku dzialania elicytora [21].

ROLA VPE W PROGRAMOW ANE] SMIERCI KOMORKI

Programowana $mier¢ komorki (ang. Programmed Cell
Death, PCD), to mechanizm, ktéry przyczynit sie do suk-
cesu ewolucyjnego zaréwno organizméw roslinnych jak i
zwierzecych. Mimo ze PCD zostata odkryta z koricem XIX
wieku, wieksze zainteresowanie ze strony badaczy zyska-
to dopiero w latach 50. XX wieku. Pierwsze badania doty-
czgce programowanej $mierci komorki skupialy sie jednak
glownie na organizmach zwierzecych [23]. U roélin PCD
zaobserwowano prawie na wszystkich etapach rozwoju
organizmu. Do etapéw tych nalezy tworzenie sie okrywy
nasiennej, wyrastanie korzeni bocznych, mechanizm samo-
niezgodnosci pytkowej, degradacja komérek aleuronowych
oraz procesy starzenia lisci i kwiatéw [3,8]. Podczas progra-
mowanej $mierci dana komoérka uruchamia zréznicowane
mechanizmy molekularne, ktére majg za zadanie utrzymac
réwnowage miedzy iloscia wytworzonych komorek, a ich
degradacja [23]. W odréznieniu od $mierci komoérki w wy-
niku losowych zdarzeni, PCD podlega genetycznej kontroli
[16]. Paradoksalnie, $mier¢ poszczegdlnych komérek ma na
celu utrzymanie calego organizmu przy zyciu. Programo-
wana $mierc¢ komorki okreéla sie zatem jako integralny pro-
ces rozwojowy, decydujacy o przetrwaniu organizmu [23].

Analiza morfologiczna roslin umozliwita podziat ro-
slinnej programowanej $mierci komérki na dwa typy [3].
Wyrézniamy autolityczng i nieautolityczng PCD. W typie
autolitycznym blona wakuoli peka, a cytoplazma ulega
zniszczeniu. Podczas nieautolitycznej PCD réwniez do-
chodzi do przerwania ciaglosci tonoplastu, jednak w prze-
ciwienistwie do autolitycznej, nie dochodzi do szybkiego
zniszczenia cytoplazmy [9]. Kolejnym czynnikiem pozwa-
lajacym na wyodrebnienie tych dwoéch typéw programo-
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Rycina 2. Rola VPE w przebiegu programowanej $mierci komorki (PCD) roslinnej. Jednym z kluczowych etapéw PCD roslin jest przerwanie ciaglosci tonoplastu i naste-
pujaca po nim degradacja protoplastu. Sugeruje sie, ze wakuolarne enzymy procesujace (VPE) aktywuja hydrolazy wakuolarne odpowiedzialne za dezintegracje btony

wakuolarnej.

wanej $mierci komorki jest m.in. rodzaj oddzialujacego na
roéling czynnika stresowego. Autolityczna PCD wystepuje
w warunkach fagodnego stresu abiotycznego, czy podczas
rozwoju rosliny [3,9], uczestniczy w objetosciowym wzro-
Scie wakuoli oraz kondensacji chromatyny [9]. Z kolei PCD
nieautolityczna jest charakterystyczna dla odpowiedzi na
biotyczne czynniki stresowe i zaangazowana jest w obrone
przed patogenami. Niemniej jednak, pomimo wymienio-
nych powyzej réznic, zaréwno nieautolityczna jak i auto-
lityczna PCD przyczynia si¢ do wzrostu objetosci wakuoli
[3,9]. Oprocz opisanego podziatu programowanej $mierci
komorki, w literaturze funkcjonuje takze inna klasyfikacja
oparta na endo- lub egzogennej proweniencji bodZcéw wy-
wolujacych ten proces. Wyodrebniono zatem rozwojowy
(ang. developmental PCD, dPCD) oraz $rodowiskowy (ang.
environmental PCD, ePCD) typ PCD. Przebieg dPCD i ePCD
jest podobny. Charakterystyczny dla obydwu proceséw jest
udzial sygnalizacji wapniowej, generacja i akumulacja wol-
nych rodnikéw, a takze stymulacja aktywnosci VPE [9,24].
Regulacja kazdego typu PCD kontrolowana jest przez czyn-
niki transkrypcyjne. Wéréd cztonkéw najwiekszej rodziny
czynnikéw transkrypcyjnych, ktére wspomagaja inicjacje
$mierci komorki lub jej zatrzymanie, wyréznia sie NAC. U
zwierzat jednym z najwazniejszych czynnikéw reguluja-
cych PCD sa kaspazy, a u roélin sa to VPE [9]. To co taczy
kaspazy zwierzece i VPE w kontekscie PCD, to fakt, Ze obie
grupy enzymoéw biora udzial w regulacji enzyméw hydroli-
tycznych. W przypadku VPE tymi enzymami sa hydrolazy
wakuolarne (Ryc. 2). Ze wzgledu na zréznicowana lokaliza-
cje komoérkowa kaspaz zwierzecych i VPE, mechanizmy re-
gulacji PCD przez te enzymy sa rozne. PCD z udzialem VPE
wcigz wymaga dalszych badan, poniewaz jak dotad mecha-
nizm ten nie jest dostatecznie poznany [9]. Programowana
$mier¢ komorki rodlinnej, w ktorg jest zaangazowane VPE,
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zachodzi niemal we wszystkich komoérkach organizmu i
stanowi odpowiedzZ rosliny na czynniki stresowe oraz jest
istotnym elementem w rozwoju organizmu roslinnego [16].
PCD za posrednictwem VPE moze nastepowac¢ w wyniku
przetwarzania przez VPE innych enzymoéw hydrolitycz-
nych i inicjacji szeregu proceséw proteolitycznych [9].

Programowana $mier¢ komoérki wystepuje pod réznymi
postaciami. Jednym z najlepiej poznanych przyktadéw PCD
jest tak zwana reakcja nadwrazliwosci (ang. Hypersensitive
Response; HR), ktéra stanowi przejaw nieautolitycznego
typu PCD. HR to lokalny mechanizm obronny roéliny, kto-
ry uaktywnia sie w warunkach stresu biotycznego. Celem
reakcji nadwrazliwosci jest doprowadzenie do szybkiego
obumarcia komorek gospodarza zainfekowanych pato-
genami, by uniemozliwi¢ zarazanie kolejnych komoérek i
opanowanie przez patogen calego organizmu [3,9,25]. HR
klasyfikuje sie jako swoisty rodzaj PCD [1]. Wykazano, ze
VPE jest jednym z najwazniejszych czynnikéw regulujacych
reakcje nadwrazliwosci [3]. Pierwszymi badaniami, w kt6-
rych wykazano udziat VPE w HR, byly badania na roélinach
z rodzaju tytoniu, w ktérych uzyto zaréwno roslin z wyci-
szong ekspresja genéw VPE, jak i roslin traktowanych inhi-
bitorami VPE i kaspazy-1. W badaniu wykorzystano rosliny
zainfekowane przez wirus mozaiki tytoniowej (ang. Tobacco
Mosaic Virus, TMV). W roslinach, w ktérych VPE bylo ak-
tywne, wykazano zwiazek pomiedzy wzmozona ekspresja
i translacja VPE w zakazonych komérkach, a atakiem TMV.
Co istotne, zaobserwowano zwiazek miedzy utrzymaniem
cigglosci tonoplastu a aktywnoscia VPE [1]. Dezintegracja
tonoplastu jest kluczowym etapem PCD, podczas ktérego
nastepuje uwolnienie enzyméw hydrolitycznych z wakuoli
do cytoplazmy, co w konsekwengji skutkuje $miercig ko-
morki [9,16]. W roslinach, w ktérych VPE bylo wyciszone
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Rycina 3. Schemat przebiegu makro- i mikroautofagii w komoérkach roslinnych. Poczgtkowym etapem makroautofagii jest wytworzenie w cytoplazmie fagoforu, blonowej
struktury w ksztalcie kielicha badz filizanki (ang. cup-shaped). Fagofor ulega wydtuzeniu, otaczajac fragment cytoplazmy wyznaczony do degradacji. Dwublonowy peche-
rzyk, w ktérego swietle znajduje sie tadunek przeznaczony do degradadji jest nazywany autofagosomem. Autofagosom kierowany jest do wakuoli, gdzie jego zewnetrzna
blona ulega fuzji z tonoplastem, natomiast tadunek otoczony pojedyncza blona tworzy w Swietle wakuoli cialo autofagowe. Mikroautofagia, zachodzi bez wytworzenia
autofagosomu, a elementy cytoplazmy przeznaczone do autofagowej degradacji, przedostajg sie do $wiatla wakuoli poprzez inwaginacje tonoplastu. Otoczony poje-
dyncza blong tadunek przeznaczony do degradacji tworzy cialo autofagowe. Niezaleznie od sposobu powstania, cialo autofagowe ulega szybkiej degradacji na skutek
dziatania hydrolaz wakuolarnych. Dotychczas nie opisano enzymoéw hydrolitycznych biorgcych udziat w degradacji ciala autofagowego u roslin, jednak sugeruje sie, ze

jednymi z nich mogga to by¢ wakuolarne enzymy procesujace (VPE).

nie doszlo do naruszenia ciaglosci tonoplastu. Dzieki wyka-
zaniu tej réznicy w strukturze bfony wakuoli, udowodnio-
no, ze VPE bierze udzial w programowanej émierci komoérki
przyczyniajac sie od pekniecia wakuoli [8,9,16]. Dodatkowo
u roélin zaatakowanych przez TMV, u ktoérych ekspresja
genéw VPE byla wyciszona, nie zaobserwowano réwniez
fragmentacji DNA. Fragmentacja DNA jest jedna z charak-
terystycznych cech PCD, co stanowi kolejny dowéd zalez-
nosci PCD od VPE [1,16]. Badania skupiajace sie na wyci-
szaniu genéw w wyniku indukcji patogenem potwierdzity
kaspazo-1-podobna aktywnos¢ VPE oraz to, jak istotna cze-
Scig odpornosci rodliny jest PCD. Na podstawie przeprowa-
dzonych badani, w tym analizy ultrastruktury, wykazano,
ze PCD wywolana infekcja TMV nastepuje zaraz po pek-
nieciu wakuoli w wyniku dezintegracji tonoplastu. Zatem
przerwanie blony wakuoli kontrolowane przez VPE jest
kluczowym etapem $mierci komoérki podczas reakcji nad-
wrazliwosci wywolanej wirusem TMV [16]. Wskazanie VPE
jako jednego z istotniejszych elementéw uczestniczacych w
PCD bylo niewatpliwie pomocne w poznaniu mechanizmu
tego procesu, jednak szczedlowe poznanie roli VPE pod-
czas PCD wciaz wymaga dalszych badan [8]. Niedobér VPE
nie oznacza jednak braku reakcji obronnej. W warunkach
deficytu VPE indukcja ekspresji genéw kodujacych biatka
obronne nie jest zahamowana, jednak deficyt ten sprzy-
ja intensywniejszemu namnazaniu si¢ wirusa w komorce
[16]. PCD w reakcji nadwrazliwosci jest wiec niezbedna do
wyeliminowania patogenéw uzaleznionych wzrostowo od
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tkanek zywych w organizmie gospodarza, czyli tak zwa-
nych patogenéw biotroficznych [16].

ROLA VPE W AUTOFAGII

Liczne dane literaturowe dowodzg, ze HR moze by¢
ograniczana lub stymulowana przez autofagie. Cho¢ au-
tofagia w komorkach roslinnych nie jest wystarczajaco do-
brze poznana w poréwnaniu z komérkami drozdzowymi
i zwierzecymi, niewatpliwie stanowi wazna czeé¢ ochrony
roélin przed patogenami [26]. Zar6wno u zwierzat jak i u
roslin autofagia bierze udziat w rozwoju organizmu. Wéréd
roélinnych proceséw rozwojowych, etapy w ktére zaanga-
zowana jest autofagia sa zréznicowane - od dojrzewania
pylku, przez starzenie komorek i $mier¢, tacznie z PCD [26].
W normalnych warunkach autofagia zachodzi z niska in-
tensywnoscig, natomiast w warunkach stresu obserwuje sie
nasilenie tego procesu [26]. Autofagia, okreslana réwniez
jako ,samo-zjadanie”, odkryta zostala w latach 50. XX wie-
ku [9]. Mimo negatywnego wydZwieku terminu ,samo-zja-
danie”, jest to zjawisko niezwykle korzystne dla komoérki
i calego organizmu. Autofagia to fizjologiczny proces ka-
taboliczny zachodzacy w komoérkach roslinnych, zwierze-
cych oraz drozdzowych [27]. Polega przede wszystkim na
wewnatrzwakuolarnej degradacji fragmentéw cytoplazmy,
organelli lub innych elementéw komérkowych [26,27]. Pod-
czas autofagii skladniki przeznaczone do degradacji trafiaja
za pomocg transportu pecherzykowego do wakuoli. Pro-
dukty degradacji sktadnikéw komoérkowych przedostaja
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si¢ do cytoplazmy, po to by komoérka mogta je powtoérnie
wykorzysta¢ (Ryc. 3). Dowiedziono, ze autofagia poza ele-
mentami wilasnymi komoérki, moze réwniez przyczyniac
sie do degradacji wiruséw i bakterii [9]. Indukcja autofagii
moze zaj$¢ pod wplywem abiotycznych czynnikéw streso-
wych, takich jak np. deficyt azotu i wegla. Mutanty, ktére
majg wadliwe geny autofagii sa szczegélnie wrazliwe na
takie czynniki, zatem proces ten pelni funkcje pomocnicza
w przezyciu w warunkach glodu czy deficytu substancji
troficznych. Mimo niewatpliwego udziatu autofagii w pro-
mowaniu przezycia komoérek podczas niekorzystnych wa-
runkéw Srodowiska, istnieja dowody, ktére tacza autofagie
z PCD. Autofagii przypisuje sie wiec dwie funkgje: utrzy-
manie przy zyciu lub $émier¢ komérki [3,9].

Przez dlugi czas autofagia byla postrzegana jako proces
nieselektywny, jednakze obecnie wiadomo, Ze podlega kon-
troli i jest selektywna [26,28]. Selektywna autofagia polega
na degradacji wylacznie wybranych elementéw komoérko-
wych, na przyklad mitochondriéw, peroksysoméw, czy
chloroplastéw. W zaleznosci od tego w jaki sposéb skiad-
niki komérkowe trafia do miejsca ich degradacji, autofa-
gie podzielono dodatkowo na trzy typy [9]. Najlepiej po-
znanym typem jest makroautofagia (Ryc. 3). Poczatkowym
etapem makroautofagii jest wytworzenie sie w cytoplazmie
fagoforu, btonowej struktury w ksztalcie kielicha badz fi-
lizanki (ang. cup-shaped) [9,26,27]. Powstaly fagofor ulega
wydtuzeniu i otacza skladniki wyznaczone do degradaciji.
W ten sposéb powstaje autofagosom, czyli dwubtonowy
pecherzyk z zawartoscia przeznaczona do autofagowej de-
gradacji. Autofagosom transportowany jest do przedzialu
litycznego komorki, ktéry u drozdzy i roslin stanowi wa-
kuola. Zewnetrzna blona autofagosomu ulega fuzji z bto-
na wakuoli, natomiast blona wewnetrzna autofagosomu
tworzy w $wietle wakuoli ciato autofagowe. Cialo autofa-
gowe wraz z ladunkiem przeznaczonym do degradacji jest
szybko trawione przez enzymy lityczne. W dalszej kolejno-
Sci nastepuje odzysk metabolitéw, ktére komérka moze po-
nownie wykorzystac [9,26,27,29]. Innym rodzajem autofagii
w komorkach roslinnych jest mikroautofagia (Rycina 3). W
przeciwienistwie do makroautofagii, tadunek przeznaczony
do rozktadu dociera do wakuoli dzieki inwaginacji tonopla-
stu, a nie poprzez autofagosom [9,26,27,29]. Blona wakuoli
ulega wpukleniu i wakuola , wcigga” fragmenty cytopla-
zmy. Nastepnie, podobnie jak podczas makroautofagii, w
wakuoli powstaje cialo autofagowe, ktére ulega degradacji
w wyniku dziatania enzymoéw litycznych [9].

Trzecim typem autofagii jest mega-autofagia, zaliczana
do autofagii nieselektywnej. Polega na zniszczeniu cytopla-
zmy podczas rozwojowej i sSrodowiskowej PCD indukowa-
nej abiotycznymi czynnikami stresowymi [30]. Nadrzedna
cechg, ktéra odréznia mega-autofagie od dwéch poprzed-
nich, jest to, ze podczas mega-autofagii elementy komorko-
we nie sg transportowane do wakuoli w celu ich degradacji.
W trakcie mega-autofagii wakuola powigksza sie i zmienia
si¢ przepuszczalno$¢ btony wakuolarnej. W efekcie moze
dojé¢ do dezintegracji tonoplastu co umozliwia wyplyw
wakuolarnych enzymoéw litycznych do cytoplazmy i degra-
dacje protoplastu [9,26]. Wakuola stanowi zatem kluczowy
element podczas $mierci komorek rodlinnych z wykorzysta-
niem autofagii. Petni role nie tylko docelowej lokalizacji pe-
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cherzykowych struktur autofagicznych, zaangazowanych
w transport skladnikéw komérkowych przeznaczonych do
degradacji, ale takze docelowgq lokalizacje VPE. Dzieki VPE
mozliwa jest dezintegracja blony wakuoli i uwolnienie hy-
drolaz do cytoplazmy.

Kluczowe molekularne sktadniki autofagii wykryto pier-
wotnie u drozdzy. Do skladnikéw tych zaliczaja sie geny i
biatka Atg (ang. AuTophaGy-related genes and proteins), badz
kompleksy kinaz o nazwie ,cel rapamycyny” (ang. Target
of Rapamycin; TOR). Po odkryciu tych elementéw u droz-
dzy, opisano je p6zniej u zwierzat i roslin. Z tego wzgledu
badania nad autofagia roélinng oparte sa czesto na analogii
do autofagii drozdzowej [9,27]. Istotnym aspektem w me-
chanizmie autofagii jest rozklad ciat autofagowych. W przy-
padku drozdzy, ciala autofagowe degradowane sa wskutek
dziatania dwéch proteinaz - B (Prbl) i A (Pep4) oraz biatka
Atgl5 (o aktywnosci lipolitycznej). Innym waznym czynni-
kiem uczestniczacym w rozpadzie cial autofagowych jest
Atg42/Ybr139w wraz z homologiczna karboksypeptytaza
Y (Prcl) [9,27]. Sugeruje sie, ze roslinnym odpowiednikiem
proteinaz drozdzowych jest VPE. Szczegdlne powiazanie
dostrzega sie miedzy VPE, a drozdzowa proteinaza A. Pro-
teinaza A bierze udzial w regulacji proteinazy B, Prcl i in-
nych proteaz. VPE, znane ze swojej roli w przetwarzaniu
licznych biatek wakuolarnych, moze spelnia¢ w komérkach
roslin podobna funkcje do proteinazy A. Na podstawie ba-
dan nad aktywnoscia wakuolarnych enzyméw procesuja-
cych wyizolowanego z racznika pospolitego udowodniono
analogie roslinnego VPE do proteinazy A. Okazalo sie, ze
VPE wprowadzone do komérek drozdzy moze przetwarzaé
te same biatka co proteinaza A [6]. Dodatkowo, jedna z izo-
form VPE A. thaliana - yVPE, zaangazowana jest w proces
dojrzewania proenzymu karboksypeptydazy CPY, bedacej
homologiem drozdzowej karboksypeptydazy Y. Przypusz-
cza sie wiec, ze VPE zaangazowane jest w degradacje ciat
autofagowych u roélin (Ryc. 3), jednak rola wakuolarnych
enzymow procesujacych w procesie autofagii u roslin weigz
pozostaje tylko domniemana i wymaga dalszych badan
[9,27].

PODSUMOWANIE

Dzieki specyficznej budowie i aktywnosci wakuolarnych
enzymoéw procesujacych, ktére zostaly scharakteryzowane
na podstawie analogii do kaspaz zwierzecych, udowodnio-
no, ze VPE pelnig istotna role w komoérkach roélinnych. VPE
zaangazowane sa miedzy innymi w przetwarzanie réznego
rodzaju biatek, na przyklad biatek zapasowych. Pojedynczy
prekursor biatkowy umozliwia wakuolarnym enzymom
procesujacym wytworzenie wielu bialek zréznicowanych
pod wzgledem funkcjonalnosci. VPE mozna takze zaklasy-
fikowac jako czes¢ systemu obronnego roélin, z uwagi na
mozliwy udziat w odpowiedzi rodliny na biotyczne i abio-
tyczne czynniki stresowe. Istotnym mechanizmem obron-
nym rodliny, w ktérym uczestniczy VPE jest programowana
$mier¢ komoérki. Mimo negatywnego wydzwieku nazwy,
zjawisko to poprzez wybiércza degradacje poszczegélnych
komorek, sprzyja przezyciu calego organizmu i utrzymaniu
homeostazy. PCD jest bardzo waznym procesem rozwojo-
wym, objawiajacym si¢ w réznej postaci, na przyktad jako
reakcji nadwrazliwosci. HR, ktorej celem jest szybkie wyeli-
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minowanie komorek zaatakowanych przez patogen by za-
pobiec jego dalszemu rozprzestrzenianiu si¢ w organizmie
roélinnym, moze by¢ z kolei ograniczana badZ stymulowa-
na przez autofagie. Autofagia to zlozone zjawisko, ktére
stanowi istotny element ochrony roéliny. Koricowe etapy
autofagii zwigzane sa z wakuola, bedaca takze miejscem
dziatania VPE. Mimo szczatkowych jak do tej pory danych
na temat funkcji VPE w autofagii, mozna sformutowa¢ hi-
poteze, Ze enzymy te moga uczestniczy¢ w degradacji ciat
autofagowych.
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ABSTRACT

Vacuolar processing enzymes (VPEs) are plant proteases belonging to the C13 protease family. The specific activity of VPEs was characterized
by comparing them to animal caspases. VPEs perform many important functions at various stages of plant ontogenesis, playing a role not
only in the proper development of the plant organism but also in plant reactions to biotic and abiotic stress factors. A particularly important
role of VPEs is noted in the processing of vacuolar proteins, enabling the production of their mature and active forms. VPEs are involved in
programmed cell death, but despite residual evidence, we also suggest that VPEs are involved in autophagy. Based on literature data on au-

tophagy in yeast, we formulate a hypothesis that VPEs during autophagy in plant cells are involved in the degradation of autophagic bodies
- one of the final stages of autophagy.
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