Visestruka uloga prolina u odgovoru biljaka na
abioticki stres

Luksié¢, Fran

Undergraduate thesis / Zavrsni rad

2019

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Science / SveuciliSte u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://Jum.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:211926

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-08-17

§TE U 2
\Bt\\_,'\s é,q G

»
< £,
& %
o % . .
& % Repository / Repozitorij:
7% ET: Repository of the Faculty of Science - University of
2 ey Zagreb
% T
< SN
(@) o8

L
Ay \
0. MATEMP:‘

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:211926
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pmf:6302
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pmf:6302
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pmf:6302

SVEUCILISTE U ZAGREBU
PRIRODOSLOVNO-MATEMATICKI FAKULTET
BIOLOSKI ODSJEK

VISESTRUKA ULOGA PROLINA U ODGOVORU BILJAKA NA
ABIOTICKI STRES

MULTIPLE ROLES OF PROLINE IN PLANT RESPONSES TO
ABIOTIC STRESS

SEMINARSKI RAD

Fran Luksi¢

Preddiplomski studij molekularne biologije
(Undergraduate Study of Molecular Biology)
Mentor: izv. prof. dr. sc. Zeljka Vidakovié-Cifrek

Zagreb, 2019.



SADRZAJ

Lo UVOD oottt 1
2. METABOLIZAM PROLINA ..ot eeeeeeee oo 2
2.1 SINTEZA PROLINA ......ooiioeeeeeeeeveeee e esvesees e ss s 2
2.2. RAZGRADNJIA PROLINA .....coooiiieveeeeeee e 3
2.3. TRANSPORT PROLINA ......coooiieieeeeeeeiesseseesees s sessass s ese s sessean s 4
3. ULOGA PROLINA U ODGOVORU BILJAKA NA STRESNE UVJETE .....cc.cooovvvrrnnne. 6
BuL SUSA .ottt 6
B2  SALINITET oottt sess sttt nnens 8
3.3. OKSIDACIISKI STRES .....ooiuiieieieeeeeiie e seeseeeies s sesses st sass s 10
34. TESKIMETALL ........ooooomiiiiieieeeeeeeee e 11
3.5. OSTALI STRESNIUVIET ] ..ooiiiieiceieete ettt 12
4. DOSADASNJE PRIMJENE I DALINJA ISTRAZIVANJA ........ccooovvmiieririersreeeeinion, 14
5. ZAKLJIUCGAK ...ccoooooiiieeeciee ettt 16
B. LITERATURA ...ttt 17
2TV 2 0t VN OO 23

8. SUMIMARY Lttt b ettt h et b et b et nne s 23



POPIS KRATICA
v-GP — glutamil-y-fosfat

ABA — apscizinska kiselina

ATP — adenozin trifosfat

BAC — transporteri bazi¢nih aminokiselina
GABA — y-aminomasla¢na kiselina

GSA - glutamat-y-semialdehid

NADH — nikotinamid adenin dinukleotid
NADPH — nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
OAT - ornitin 3-aminotransferaza

P5C — Al-pirolin-5-karboksilat

P5CDH - pirolin-5-karboksilat dehidrogenaza
P5CR - pirolin-5-karboksilat reduktaza

P5CS — pirolin-5-karboksilat sintetaza

PDH — prolin dehidrogenaza

ROS — reaktivne kisikove vrste

SiRNA — male interferirajuce ribonukleinske kiseline



1. UVOD

Biljke su zbog Siroke rasprostranjenosti i sesilnog nacina zivota izlozene mnogim
uzrocnicima stresa, kako biotickim tako i abiotickim. Kako bi prezivjele 1 nadvladale ucinke
stresnih uvjeta na stanicu i cijeli organizam razvijeni su brojni mehanizmi koji umanjuju Stetne
ucinke. Jedan od c¢imbenika koji ima znacajnu ulogu prilikom izloZenosti Sirokom spektru
abioti¢kih uzroc¢nika stresa je prolin. Prolin je jedna od 20 proteogenih aminokiselina. Ubraja se u
skupinu nepolarnih alifatskih aminokiselina. Takoder je jedina aminokiselina kojoj je bo¢ni

ogranak vezan i na dusik te se stoga naziva i iminokiselina.

Prvi dokazi o ulozi prolina u odgovoru na stres uoceni su jo§ 50-tih godina proslog stoljeca.
Kemble i Macpherson (1954) su prouéavajuéi promjene u koncentracijama aminokiselina prilikom
uvenuca ljulja uocili da je koncentracija prolina u uvenulim biljkama viSestruko narasla, ali ako
prilikom izgladnjivanja biljka nije bila izlozena manjku vode, koncentracija prolina ostala je
nepromijenjena. Od tada se brojnim istrazivanjima pokuSavaju utvrditi sve funkcije prolina,
njegovog nakupljanja i metabolizma u obrani biljaka u stresnim uvjetima. Do sada je utvrdeno da
prolin ili njegovo nakupljanje ima znac¢ajnu ulogu u mnogim biljnim vrstama koje su izloZene susi,

visokom salinitetu, oksidativnom stresu, teSkim metalima i niskim temperaturama.

Jedan je od glavnih ciljeva svih istrazivanja povezanih s funkcijama prolina prilikom stresnih
uvjeta otkriti kako poboljSati uzgoj 1 otpornost kultura koje se uzgajaju za prehrambene 1 druge
svrhe. Velik broj usjeva nalazi se u podru¢jima u kojima prevladavaju visoke temperature i malo
padalina (susa) te visok salinitet (Boyer, 1982). Otkri¢a o metabolizmu i funkcijama prolina daju
nove moguénosti za stvaranje biljaka otpornijih na stresne uvjete (Kaur i Asthir, 2015). Biljke koje
imaju vec¢i udio prolina otpornije su na odredene uvjete, no i dalje postoje brojna pitanja koje sve

uloge ima prolin i na koje sve nacine sudjeluje u obrani biljaka u stresnim uvjetima.



2. METABOLIZAM PROLINA

Biosinteza, transport medu stanicama i stanicnim odjeljcima te razgradnja tri SU ¢imbenika
koji utjeCu na unutarstani¢éne koncentracije prolina (Szabados i Savoure, 2009). U ovom ¢e

poglavlju svaki od tih ¢imbenika biti pomnije razmotren.

2.1. SINTEZA PROLINA

U biljaka postoje dva biosintetska puta dobivanja prolina. Prvi put zapo€inje glutamatom,
dok drugi zapocinje ornitinom. Biosinteza prolina iz glutamata zapocCinje djelovanjem enzima
pirolin-5-karboksilat sintetaze (P5CS). To je bifunkcionalni enzim Kkoji ima Kkinaznu i
dehidrogenaznu aktivnost. Prvi je korak ATP-ovisna fosforilacija glutamata kojom nastaje
glutamil-y-fosfat (y-GP). Potom se djelovanjem glutamat-y-semialdehid dehidrogenaze y-GP
pretvara u glutamat-y-semialdehid (GSA). Nastali intermedijer spontano se ciklizira te dolazi do
stvaranja Al- pirolin-5- karboksilata (P5C). P5CS prvi je puta izolirana iz biljke Vigna aconitifolia
(Jacq.) Marechal te je tada i potvrdena sli¢nost s bakterijskim proteinima ProA i ProB (Hu i sur.,
1992). Sljedeci korak u sintezi provodi enzim pirolin-5-karboksilat reduktaza (P5CR). Njegovim
djelovanjem P5C uz kofaktor nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH) prelazi u prolin.

Drugi put biosinteze zapocinje argininom i ornitinom. Djelovanjem arginaze arginin se
pretvara u ornitin. Ornitin d-aminotransferaza (OAT) potom pretvara ornitin u GSA koji opet
spontano prelazi u P5C. lako su postojali podaci da je enzim OAT lokaliziran ne samo u
mitohondrijima ve¢ i u citosolu, potvrdeno je da je u biljkama lokaliziran samo u mitohondrijima
(Funck i sur., 2008). Istrazivanja su pokazala da je ovaj biosintetski put mnogo vazniji prilikom
opskrbe ve¢im koli¢inama dusika, ali kod nekih vrsta ima ulogu i u stresnim uvjetima te se provode

daljnja istrazivanja o vaZnosti ovoga puta.

Istrazivanjima gena P5CS uoceno je da mnoge vrste imaju dva gena za sintetazu, ukljucujuci
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh (Strizhov i sur., 1997) i Lycopersicon esculentum L. (Fujita i sur.,
1998). Kod vrste A.thaliana P5CS2 ima funkciju odrzavateljskog ("housekeeping™) gena te je
protein lokaliziran uglavnom u citosolu (Szekely i sur., 2008). Produkti gena P5CS1 takoder su
prisutni u citosolu, no prilikom stresnih uvjeta uocena je lokalizacija proteina unutar kloroplasta
mezofila lista (Szabados i Savoure, 2009). Yoshiba i sur. (1997) uo¢ili su da prilikom osmotskog

stresa izazvanog susom ili poveCanim salinitetom raste koli¢ina transkripta P5CS1 te je taj
2



izoenzim vazniji u odgovoru biljaka na stresne uvjete. Oba izoenzima prisutna su u cvjetnim
apikalnim meristemima (Mattioli i sur., 2009) te sintetiziraju prolin potreban stanicama.
Zanimljivo je da je prilikom infekcije patogenom uocen porast PSCS2, a ne PSCS1 $to upucuje na
¢injenicu da su drugaciji odgovori biljaka na bioticki 1 abioticki stres (Fabro i sur., 2004). Takoder
je utvrdeno da je P5SCS, bas kao i u bakterija inhibirana povrathom spregom krajnjim produktom
sinteze tj. prolinom. Prilikom stresnih uvjeta dolazi do djelomi¢nog uklanjanja inhibicije Sto
takoder pomaze u akumulaciji prolina, no rezultati pokazuju da cak i tada postoji inhibicija
povratnom spregom (Hong i sur., 2000). U biljkama s modificiranim enzimom te potpuno
uklonjenom inhibicijom doslo je do udvostucenja koli¢ine prolina u stresnim uvjetima U odnosu na
divlji tip biljaka izlozenih jednakim uvjetima. Prvi korak biosinteze takoder je i ograni¢avajuci
(“rate limiting”), te stoga promjenom koli¢ine transkripata sintetaze i koli¢ine samog enzima P5CS

raste udio prolina u stanici (Hu i sur., 1992).

P5CR koristi NADPH kao donor elektrona te se nalazi i u citosolu i u kloroplastima biljaka
(Slika 1). Osim funkcije sinteze prolina, PSCR takoder je vazan enzim za odrzavanje omjera

NADP*/ NADPH koji je potreban za pokretanje puta pentoza fosfata (Miller i sur., 2009).

2.2. RAZGRADNJA PROLINA

U razgradnji prolina sudjeluju dva enzima: prolin dehidrogenaza (PDH) i pirolin-5-
karboksilat dehidrogenaza (PSCDH). Oba su enzima smjestena u mitohondriju (Slika 1), a PDH je
povezana na unutra$nju membranu mitohondrija (Liang i sur., 2013). PDH prenosi dva elektrona
sa prolina na nekovalentno vezan flavin adenin dinukleotid te potom prenosi elektrone na akceptor
elektrona unutar lanca prijenosa elektrona. Otkrivena su dva gena koja kodiraju PDH kod vrste A.
thaliana, dok je za sljedec¢i enzim u nizu, PSCDH naden samo jedan gen (Funck i sur., 2010).
Uoceno je da se prilikom stresnih uvjeta smanjuje transkripcija PDH, a prilikom prestanka
izloZenosti stresnim uvjetima 1 povecanoj koncentraciji prolina transkripcija raste (Sharma i
Verslues, 2010). PSCDH koristi NAD* kao kofaktor te iz P5C nastaje glutamat. Prilikom
smanjenja koli¢ine PSCDH pretpostavlja se da dolazi do transporta PSC u citosol koji potom
ponovno prelazi u prolin (prolin - PSC ciklus; Slika 1) sto omogucava odrzavanje toka elektrona u

mitohondriju, ali dovodi i do stvaranja vise reaktivnih kisikovih vrsta (ROS).
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Slika 1. Do sada dokazani i pretpostavljeni metaboli¢ku putovi prolina u stanici. Isprekidane linije predstavljaju jos
nepotvrdene putove transporta metabolita. Preuzeto i prilagodeno prema Dar i sur. (2016).

P5CS, pirolin-5-karboksilat sintetaza; P5C, pirolin-5-karboksilat; OAT, ornitin aminotransferaza; P5CR, pirolin-5-
karboksilat reduktaza; PDH, prolin dehidrogenaza; P5CDH, pirolin-5-karboksilat reduktaza; BAC1/BAC2,
transporteri bazi¢nih aminokiselina; FADH, flavin adenin dinukleotid; NADH, nikotinamin adenin dinukleotid.

2.3. TRANSPORT PROLINA

Zbog razli¢itih mjesta sinteze 1 razgradnje, ali 1 zbog razliCite uloge prolina u odredenim
dijelovima biljke, prolin, ali i neki metabolicki meduprodukti moraju se mo¢i transportirati kako
unutar staniénih odjeljaka, tako i medustani¢no. Unutarstani¢ni transport odvija se izmedu
mitohondrija i kloroplasta te citosola. Di Martino i sur. (2006) dokazali su postojanje dva tipa
prolinskih transportera u membranama mitohondrija: prolinski nosa¢ koji unosi prolin u
mitohondrije i prolin/ glutamat antiporter koji prenosi prolin u mitohondrije, a glutamat u citosol.
Drugi tip nosaca vazan za biosintezu prolina iz ornitina su transporteri bazi¢nih aminokiselina
(BAC). Oni prenose arginin i ornitin preko membrane mitohondrija (Slika 1). Istrazivani su BAC1

i BAC2 te iako imaju sli¢ne funkcije, razlikuju se u pH-optimumu, specifi¢nosti prema supstratu i



ekspresiji (Palmieri i sur., 2006). To¢na uloga ovih transportera i ukupan znacaj za biosintezu

prolina nisu jo§ poznati.

Dosadasnja istrazivanja ukazala su na postojanje triju membranskih transportera prolina u
A. thaliana - ProT1, ProT2 i ProT3. Osim prolina, njima se prenose i glicin betain te GABA.
Transporteri se medusobno razlikuju po mjestima ekspresije u pojedinom tkivima te je tako ProT2
najviSe eksprimiran u korijenu, a ProT1 u stabljici (floemu) i cvijetu. Prilikom djelovanja stresnih
uvjeta uocena je znacajnija promjena jedino u transkriptu ProT2 (Rentsch i sur.,1996). lako ne
dolazi do znac¢ajnih promjena u koli¢inama transkripata svih transportera, moguca je relokalizacija
nosaca koji bi onda na taj nacin sudjelovali u transportu prolina u biljkama prilikom stresnih uvjeta.
Takoder je moguce i postojanje drugih transportera koji bi imali ulogu prilikom odgovora biljaka

na stresne uvjete, a koji jo$ nisu otkriveni.



3. ULOGA PROLINA U ODGOVORU BILJAKA NA STRESNE
UVJETE

Prilikom izloZenosti razli¢itim stresnim uvjetima prolin moze imati jednu ili viSe znacajnih
uloga. Nekoliko razli¢itih uvjeta poti¢e akumulaciju prolina u biljkama te on najcesc¢e ima funkciju
kompatibilnog osmolita. S vremenom su otkrivene i brojne druge funkcije kojima prolin i njegova
akumulacija Stite stanice i biljku. U ovom ¢e poglavlju biti opisane razli¢ite uloge prolina u

odgovoru biljaka na naj¢es¢e i najrasprostranjenije abioticke stresne uvijete.

3.1. SUSA

U uvjetima smanjene koli¢ine padalina vodni potencijal tla znatno se snizuje. Poznato je da
se voda krece iz podruéja viseg vodnog potencijala u smjeru nizeg vodnog potencijala. Zbog toga
snizavanje vodnog potencijala tla uslijed susnih uvjeta onemoguéuje ulazak vode u stanicu ili ¢ak
potic¢e njezin izlazak, tj. dehidraciju stanice (Slika 2 a). Najranije uo¢ena i najviSe istrazivana
funkcija prolina u stresnim uvjetima je uloga kompatibilnog osmolita. To su male molekule topljive
u vodi koje stanici omogucavaju odrzavanje volumena, jer joj omogucuju primanje vode. Uz prolin,
najvazniji kompatibilni osmoliti u biljkama su glicerol, glukoza, saharoza, trehaloza, manitol i
glicin betain (Chen i Jiang, 2010; Yancey i sur., 1982). Njihovom sintezom ili transportom u druge
dijelove biljke te posljedi¢cnom akumulacijom u stanicama snizava se vodni potencijal stanica te se
sprjeCava izlazak vode iz stanica i poti¢e daljnji ulazak (Slika 2 b). Ta se pojava naziva osmotska

prilagodba stanica.
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Slika 2. Uloga kompatibilnih osmolita u osmotskoj prilagodbi stanice - a) plazmoliza stanice uzrokovana promjenom
vodnog potencijala tla u odnosu na vodni potencijal stanice; b) osmotska prilagodba biljne stanice pomocu biosinteze
osmolita koji snizuju vodni potencijal stanice i omogucuju primanje vode iz tla u uvjetima manjka vode ili povisenog
saliniteta tla; preuzeto i prilagodeno prema Buchanan i sur. (2002).

Hsu i sur. (2003) pokazali su da usred izloZenosti listova rize vodnom stresu dolazi do
nakupljanja prolina, a to je bila posljedica razgradnje proteina, poveéane razine arginina, ornitina i
glutamata te OAT. Takoder je uocen i porast koncentracije apscizinske kiseline, no i u prisustvu
inhibitora ABA-e doslo je do akumulacije prolina. Kao $to je ranije spomenuto, prilikom stresa
uzrokovanog susom raste koli¢ina izoenzima P5CS1 te se pretpostavlja kako on ima jednu od
kljuénih uloga u akumulaciji prolina. Osim porasta biosinteze, dolazi i do smanjivanja razgradnje
prolina, prije svega zbog smanjenja koli¢ine PDH (Kiyosue i sur., 1996) Sto takoder omoguéava

viSestruko povecanje koncentrcije prolina u stanici.

Osim funkcije kompatibilnog osmolita o kojoj ¢e biti rijeci i u nadolaze¢im poglavljima,
prolin ima jo§ vaznih uloga u biljkama u uvjetima manjka vode. Osmotski stres dovodi do
zatvaranja puci, a time se smanjuje i dostupnost CO». To posljedi¢no dovodi do smanjenja stope
koristenja NADPH u Calvinovom ciklusu i ne nastaje NADP™ koji sluzi kao akceptor elektrona u
lancu prijenosa elektrona. U putu biosinteze prolina u kloroplastima iskoristi se dio molekula
NADPH i omogucuje daljnji transport elektrona na nastali NADP™ te se smanjuje nastanak ROS

koje ostecuju stanicu.



3.2. SALINITET

Visoki salinitet je, ba$ kao 1 susa, sve veci problem prilikom uzgoja mnogih poljoprivrednih
kultura u danasnje doba. Iako i jedan i drugi stresni uvjet dijele osmotski stres kao zajednicki
mehanizam djelovanja, biljni odgovor i utjecaj na vodni potencijal stanice se razlikuju (Delauney
I Verma, 1993). U oba slucaja dolazi do akumulacije prolina te je jedna od funkcija koju on ima
funkcija kompatibilnog osmolita. Takoder ima vaznu ulogu u smanjenju nastanka ROS i
odrzavanju homeostaze NADP*/ NADPH.

Prolin ima ulogu i $aperona koji sprjeCava agregaciju proteina. Osmoliti koji imaju ulogu
Saperona stvaraju visoko uredenu hidratacijsku ljusku oko proteina (Slika 3). U slucaju prolina,
predloZen je i mehanizam prema kojem prolin u vodenom mediju stvara hidrofilne koloide ¢ija
hidrofobna okosnica stupa u interakciju s proteinom (Slama i sur., 2015). Na taj nacin enzimi ostaju
funkcionalni i u stresnim uvjetima. Tako se smanjuje i nastanak oksidativnog stresa jer se Stite i
enzimi antioksidacijskog sustava. Khedr i sur. (2003) pokazali su da prolin odrZzava povisenu
aktivnost katalaze i peroksidaze u biljkama Pancratium maritimum L. izloZenim povec¢anim
koli¢inama NaCl. To istrazivanje takoder je pokazalo da prolin ima jo§ jednu vaznu funkciju:
indukciju sinteze dehidrina, skupine proteina koji imaju ulogu u aklimatizaciji na stresne uvjete
kao Sto su vruéina, suSa i hladnoca, iz ¢ega se zakljucuje da prolin sudjeluje u putu prijenosa signala

u odgovoru na stresne uvjete.

wons
Compatible solutes

(e.g., proline)

@ Prc

lf'O

Purturbin;;
@

é’C

Disrupted protein (Fewer Intact protein (1 lighly ordered
ordered 11,0 molecules 1,0 molecules surround protein,
bound to protein, entropy high)  entropy low)

Slika 3. Djelovanje prolina kao $aperona koji stvara visoko uredenu hidratacijsku ljusku koja stabilizira nativnu
konformaciju proteina u uvjetima povisene koncentracije iona; preuzeto iz Buchanan i sur.(2002).
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Kao $to je ve¢ spomenuto, susa i salinitet u biljci aktiviraju razli¢ite enzime metabolizma
prolina. Analizama ekspresije pojedinih gena za enzime biosintetskog i kataboli¢kog puta prolina
uoceno je da su u odgovoru na snizeni vodni potencijal uslijed suse zastupljena oba puta biosinteze,
tj. dolazi do porasta koli¢ine i PSCS1 i OAT (Slika 4). Takoder dolazi do povecanja koncentracije
P5CDH (Sharma i Verslues, 2010). Aktivnost PDH (Slika 4) se pak smanjuje, $to dokazuje
postojanje dvaju signalnih putova za transkripciju i sintezu PDH koja je inace potaknuta
povecanom koncentracijom prolina (Miller i sur., 2005). To znaci da prilikom osmotskog stresa
dolazi do stresom potaknute inhibicije transkripcije gena PDH. Odgovor na povecani salinitet
ukljucuje samo put sinteze iz glutamata (Slika 4), a takoder dolazi do smanjenja aktivnosti oba
enzima katabolickog puta. Borsani i sur. (2005) dokazali su postojanje siRNA koja potice
degradaciju transkripta PSCDH pritom smanjujuéi razgradnju prolina. Paralelno sa smanjenim
nastankom PSCDH povecava se koli¢ina PSC meduprodukta koji dovodi do nastanka ROS Koji
poticu daljnji stani¢ni odgovor. Kako koli¢ina nastalih ROS ne bi bila opasna za stanicu, paralelno
s porastom koncentracije prolina raste i koncentracija proteina SROS5. Vjeruje se kako on potice
detoksifikaciju nastalih ROS, a njegov transkript je vazan za nastanak ranije spomenute siRNA
koja posljedi¢no potice nastanak viSe ROS. Ti rezultati ukazuju na postojanje izuzetno precizne
regulacije stani¢nog odgovora na salinitet i odrzavanje tocno odredene ravnoteze Stetnih kisikovih

vrsta o kojima e biti rije¢ u sljede¢em poglavlju.

Low Water Potential Salinity
P5C P5C
@-R P5CS1 ,KW-R P;Ch
Pro .................................... Glu Pro .................................... Glu
*. ProDH Pscy “..ProDH P5CDH."
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Slika 4. Transkripcijska regulacija enzima biosintetskog i razgradnog puta prolina prilikom suse i povisenog
saliniteta. Plava boja strelica ozna¢ava pojacanu transkripciju, a debljina strelica proporcionalna je povec¢anju. Crna
strelica oznacava da nema promjene u intenzitetu transkripcije, a crvene isprekidane strelice oznaCavaju smanjenje
transkripcije; preuzeto iz Verslues i Sharma (2010).

P5C, pirolin-5-karboksilat; P5CS1, pirolin-5-karboksilat sintetaza 1; P5CR, pirolin-5-karboksilat reduktaza; ProDH,
prolin dehidrogenaza; P5CDH, pirolin-5-karboksilat dehidrogenaza.



3.3. OKSIDACIJSKI STRES

Jedan od sastavnih nusprodukata aerobnog metabolizma su i reaktivne kisikove vrste (ROS).
To su visoko reaktivni radikali i molekule koje su u normalnim uvjetima lokalizirani u
mitohondrijima, kloroplastima, peroksisomima i citosolu. Zahvaljujuéi Sirokom spektru stani¢nih
antioksidacijskih mehanizama, nastali ROS ne uzrokuju Stetu u stanicama. U ROS se izmedu
ostalih ubrajaju vodikov peroksid (H202), superoksidni radikal (O2" "), hidroksilni radikal (OH"),
perhidroksilni radikal (HO2" ) i singletni Kisik. Prilikom izlaganju razli¢itim stresnim uvjetima
(susa, visoki salinitet, teski metali, ekstremne temperature) dolazi do povecanog stvaranja ROS §to
dovodi do ostecenja stani¢nih dijelova. Moze do¢i do oStecenja proteina, lipida i DNA, §to moze
dovesti i do stani¢ne smrti. Enzimi poput superoksid dismutaze, peroksidaze, glutation-S-
trasferaze 1 katalaze pomazu u uklanjanju 1 detoksifikaciji nastalih ROS. Postoje i brojne ne
enzimatske molekule npr. askorbinska kiselina, reducirani glutation, fenoli, flavonoli te prolin koji

takoder uklanjaju $tetne vrste (Dar i sur., 2017).

Kao $§to je ranije spomenuto, jedna od funkcija prolina je funkcija Saperona koji odrzava
enzime funkcionalnima. Medu zasticenim enzimima su i peroksidaza te katalaza (Ozturk i Demir,
2002). Prolin sprjecava i sam nastanak ROS jer sintezom u kloroplastima pomaze u odrzavanju
omjera NADP*/ NADPH.

Do sada nespomenuta funkcija prolina je neutralizacija ROS. Prolin moze reagirati s
hidroksilnim radikalima te mozda sa singletnim kisikom i neutralizirati ih. Kaul i sur. (2008)
dokazali su da prolin reagira s vodikovim peroksidom i pritom nastaju molekule hidroksiprolina
(Slika 5). Reakcijom peroksida i prolina nastaju i male koli¢ine nitroksilnog radikala, no ta je
reakcija znatno sporija od prethodne. Jedna od teorija, za sada samo mehanisticki potvrdena, je i
postojanje prolin-prolin ciklusa kojim se uklanjaju dva hidroksilna radikala te nastaje P5C koji se
djelovanjem PSCR uz NADPH prevodi u prolin, a tada se ciklus moZe ponoviti (Signorelli i sur.
2014). Osim uklanjanja radikala taj bi ciklus pridonio i odrZzavanju ravnoteze NADP*/ NADPH i
smanjio sam nastanak radikala. Iako se dugo vjerovalo kako prolin moze ukloniti i singletni Kisik
mehanizmom prikazanim na Slici 5., novija istrazivanja to nisu potvrdila (Signorelli i sur., 2013)

te ta funkcija prolina treba biti detaljnije istrazena.
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Slika 5. Moguéi mehanizmi uklanjanja ROS djelovanjem prolina; preuzeto iz Liang i sur. (2013).

3.4. TESKI METALI

U danasnje vrijeme zagadenje razli¢itim metalima zbog antropogenog ucinka vrlo je veliko.
Razli¢iti metali koji su inace u tlu zastupljeni u milimolarnim koncentracijama na nekim su
mjestima prisutni u visestruko viSoj koncentraciji i imaju toksi¢ne uéinke na Zzivi svijet. Mnogi
metali neophodni su za normalnu funkciju razlicitih enzima i sustava u biljkama, npr. magnezij,
kalcij, cink, mangan, Zeljezo, no prevelike koncentracije imaju suprotan efekt i Stete biljkama. Neke
od posljedica koje se javljaju zbog prevelike koncentracije metala u biljkama su smanjena aktivnost
ili potpuni gubitak aktivnosti enzima, kloroza, smanjeni rast i oSte¢enje dijelova biljke, smanjena

sposobnost klijanja te nekroza (Yaday, 2010).

Teski metali mogu uzrokovati osmotski stres u biljkama. Soli teskih metala snizuju vodni
potencijal tla i time se onemogucuje kretanje vode u biljku. Sami ioni metala rijetko su prisutni u
takvim koncentracijama da bi uzrokovali osmotski stres, a da pritom ne bi imali letalne ucinke na
stanicu (Rucinska-Sobkowiak, 2016). Vjerojatnije je da teski metali dovode do morfoloskih
promjena korijena, zadebljanja stijenke i promjene ekspresije gena. Jedna od uloga prolina kod
takvog stresa je ve¢ navedena uloga kompatibilnog osmolita, iako se u posljednje vrijeme znacaj
te uloge prolina kod izloZenosti teskim metalima dovodi u pitanje. Mnogo je vaznija uloga prolina
detoksikacija ROS i odrzavanje funkcionalnosti enzima koji sudjeluju u detoksikaciji. Metali
direktno (npr. zeljezo i bakar) ili indirektno sudjeluju u nastanku brojnih ROS, najcesce
perhidroksilnog radikala koji dovodi do brojnih oste¢enja medu kojima se istiCe lipidna

peroksidacija koja reakcijskim nizom dovodi 1 do oSteCenja proteina i DNA. Uloga prolina u
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eliminaciji perhidroksilnog radikala ve¢ je ranije objasnjena te je jasno zasto je akumulacija prolina
vazna prilikom takvog stresa. Jo$ jedna uloga prolina je uloga helatora metala. Sharma i sur. (1998)
su na temelju dobivenih rezultata pretpostavili da prolin moze direktno vezati cink te u manjoj
mjeri kadmij. Smatra se da je ta uloga zanemariva jer ve¢inu metala vezu fitohelatini, no i dalje se
istraZzuje moguénost vezanja razli¢itih metala na prolin, prije svega onih koje fitohelatini ne mogu
vezati kao i znacajnost uloge prolina u ukupnom odgovoru biljke na stres uzrokovan teskim

metalima.

3.5. OSTALI STRESNI UVJETI

Akumulacija prolina javlja se i prilikom drugih stresnih uvjeta kao $to su hladnoéa, vrucina,
pad stani¢ne pH vrijednosti (Hare i Cress, 1997) i nedostatak fosfora. U slu¢aju hladnoce glavna
uloga prolina je uloga osmolita. Smrzavanje vode u izvanstani¢cnom prostoru dovodi do promjene
vodnog potencijala te biljna stanica gubi vodu. Neka istrazivanja pokazala su da do akumulacije
prolina prilikom niskih temperatura dolazi i u slu¢ajevima kada se tijekom istrazivanja pazilo da
vodni potencijal bude nepromijenjen te postoji moguénost da drugi ¢imbenici poticu akumulaciju
prolina (Hare i Cress, 1997). Pri djelovanju vrucina prolin sprje¢ava nastanak ROS, stabilizira
enzime i takoder ima ulogu osmolita ako je doslo do promjene vodnog potencijala. Istrazivanja o
utjecaju niske pH vrijednosti nisu bila mnogobrojna, no do sada je pokazano da unutarstani¢ne
promjene pH vrijednosti dovode do sinteze i akumulacije prolina (Chou i sur., 1991). Uloge u
prijenosu signala i ekspresiji gena otkrivene u novije vrijeme takoder su bitne u odredenim uvjetima
pogotovo kada stresni uvjeti djeluju na stanicu na mnogo nacina te je za odrZavanje stabilnosti

bitan visestruki odgovor biljke.

Osim odgovora na stres i povratak u normalne metaboli¢ke uvjete povezan je s prolinom.
Oksidacijom prolina oslobada se energija koja je ekvivalentna 30 molekula ATP-ate ju biljke mogu
koristiti za rast i normalni metabolizam. Primijecena je pojacana ekspresija gena katabolickog puta
prolina u cvjetovima i peludu sto je potvrda funkcije prolina kao izvora energije potrebne za rast i
razvoj (Kishor i sur., 2005). Takoder, njegova sinteza za vrijeme stresa oksidacijom NADPH potice
reakcije puta pentoza fosfata (NADP™ je kofaktor potreban za odvijanje nekih reakcija puta pentoza

fosfata). Tim putom, osim NADPH, nastaju prekursori nukleotida koji po prestanku djelovanja
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stresnih uvjeta, zajedno s energijom dijelom oslobodenom i razgradnjom akumuliranog prolina,

omogucuju ubrzane diobe stanica.

13



4. DOSADASNJE PRIMJENE I DALJNJA ISTRAZIVANJA

Mnoga saznanja o ulogama prolina u odgovoru na abioticki stres dobivena su istraZivanjima
na genetski modificiranim biljkama. Transgeni¢ni duhan, riza, pSenica, soja, mrkva pokazale su
mnogo vecu toleranciju na stresne uvjete poput suSe i visokog saliniteta. Istrazivanja na genetski
modificiranom duhanu dokazala su postojanje inhibicije P5SCS kona¢nim produktom, tj. prolinom
(Hong i sur., 2000), a istrazivanjima na uro¢njaku otkrivene su funkcije i regulacije mnogih enzima
metabolizma prolina (Verbruggen i Hermans, 2008). Sva ta istrazivanja provodena su u strogo
kontroliranim uvjetima, no stvorila su podlogu za buduca istrazivanja koja bi mogla omoguditi
stvaranje komercijalnih genetski modificiranih poljoprivrednih sorti koje ¢e zbog bolje tolerancije
stresnih uvjeta biti uzgajane na mnogo Sirem podruéju i davati bolje prinose. Dobar primjer
stvaranja boljih sojeva je transgenicna riza s pojaCanom ekspresijom gena za enzim OAT Kkoja je
bila otpornija na susu i salinitet te je u stresnim uvjetima davala veéi prinos od kontrolnih biljaka
(Wu i sur., 2003). Sawahel i Hassan (2002) jo$ su po¢etkom stoljeca istrazivali sojeve pSenice koji
su zahvaljujuéi pojacanoj sintezi prolina otporniji na visoki salinitet. De Ronde i sur. (2004) stvorili
su soj soje koji je eksprimirao PS5CR pod promotorom koji odgovara na toplotni stres te je stvarao
viSe prolina u stresnim uvjetima i bolje podnosio susu kao i toplotni stres. U biljke su unoSeni
razliciti geni P5CS te su stavljani pod razli¢ite promotore kako bi se povecala transkripcija. U
velikoj vecini slucajeva, transgenic¢ne su biljke imale viSestruko vece koncentracije prolina te su
bolje rasle u uvjetima suse, hladnoce, visokog saliniteta i teskih metala. Buducéa istrazivanja uloge
prolina i primjene otkri¢a vjerojatno ¢e omoguditi stvaranje tolerantnijih i uspjesnijih sojeva,

pritom ne mijenjajuci pozitivna Svojstva pojedine vrste.

Istrazivani su 1 ucinci egzogenog dodatka prolina. U velikom broju slucajeva egzogeno
dodani prolin pobolj$ao je rast biljaka u uvjetima visokog saliniteta, dodatka teskih metala i sl. te
je cak uspjesno eliminirao dio ROS 1 djelovao na povecanje aktivnosti antioksidativnih enzima
poput superoksid dismutaze i peroksidaze (Hua i Guo, 2002). Ipak, primijeceno je da u previsokim
koncentracijama egzogeno dodani prolin moze zaustaviti rast biljaka te su tako Roy i sur. jo§ 1993.
uocili da prolin u odredenim koncentracijama pospjeSuje klijanje i rast mladica riZze u uvjetima
povisenog saliniteta dok previsoke koncentracije dodanog prolina smanjuju stopu rasta mladica. 1z
navedenog se moze zakljuciti kako je prije dodavanja potrebno odrediti optimalne koncentracije

prolina koje ¢e pospjesiti rast biljaka, ne nanose¢i im pritom stetu.
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Postoji i moguénost da prolin sudjeluje u transkripciji nekih gena. IstraZivanja su pokazala
da egzogeno dodani prolin povecava transkripciju PDH (Sharma i Verslues, 2010; Satoh i sur.,
2002). Do sada je u promotorskoj regiji gena PDH i jos nekih gena otkriveno postojanje specifi¢nog
slijeda koji se naziva PRE ("proline or hipoosmolarity-responsive element"). Utvrdeno je da se na
taj motiv vezu transkripcijski faktori s domenom leucinskog zatvaraca (Satoh i sur., 2004), no i
dalje nije poznato kojim mehanizmom prolin potice transkripciju niti u kojim koracima aktivacije

transkripcije sudjeluje.
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5. ZAKLJUCAK

Prolin i akumulacija prolina prilikom stresnih uvjeta imaju vise razli¢itih uloga u biljnom
odgovoru na abioticki stres. Prva i najviSe istrazivana uloga kompatibilnog osmolita uocena je
prilikom djelovanja mnogih stresnih uvjeta, od suse i visokog saliniteta pa do hladnoce i izloZenosti
teSkim metalima. Uloga molekularnog Saperona takoder je znacajna, prije svega jer se povezuje s
drugom ulogom kojoj se pridaje sve veci znac¢aj - odrzavanje koli¢ine ROS u stanici. Prolin kao
Saperon stabilizira mnoge enzime koji izravno sudjeluju u eliminaciji ROS, a utvrdeno je da i sam
prolin ima ulogu u eliminaciji istih, iako su potrebna daljnja istrazivanja kako bi se utvrdili to¢ni
mehanizmi eliminacije i na koje to¢no vrste ROS moze djelovati. Usko je povezana i uloga u
odrzavanju redoks potencijala stanica, prije svega odrzavanjem homeostaze NADP*/ NADPH. Na
taj nacin prolin takoder neizravno utjece na kontrolu nastanka samih ROS, a u posljednje vrijeme
istrazivanja pokazuju kako moze i intenzivirati nastanak istih prilikom ¢ega dolazi do kompleksnog
stanicnog odgovora povezanog s programiranom stani¢nom smrti. lako manje znacajna od
navedenih, ne smije se zanemariti niti uloga prolina kao helatora teskih metala. Istrazivanjem
kompleksnih interakcija i signala u biljnim stanicama, uoceno je da prolin ima ulogu i u prijenosu

signala, a moguce su i druge uloge.

Iako su do sada provedena brojna istraZzivanja o metabolizmu prolina, promjenama istog
prilikom djelovanja stresnih uvjeta i ulogama samog prolina kao odgovora na stani¢ni stres, brojna
pitanja i dalje nisu u cijelosti odgovorena. Nove uloge prolina i dalje se otkrivaju, a neke od ranije
poznatih se preispituju. U svakom slucaju, sigurno je da prolin ima vi$e znacajnih uloga koje biljci
omogucuju preZivljavanje u nepovoljnim uvjetima. Potrebno je nastaviti istraZivanja i povezati
uloge prolina s ulogama drugih molekula kako bi se lakSe shvatile kompleksne interakcije u
stanicama, ali i kako bi se uspjesno definirali svi koraci u putovima biosinteze i razgradnje prolina
te funkcije i nacini regulacija pojedinih enzima. Napretkom geneti¢kog inZenjerstva sve spoznaje
o funkcijama prolina bit ¢e moguce primijeniti u stvaranju novih, pobolj$anih biljnih sorti. Te sorte,
tolerantnije i otpornije na mnoge stresne uvjete, omogucit ¢e uzgoj usjeva u Sirem klimatskom

pojasu i tako pridonijeti rjeSavanju problema nedostatka hrane.
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7. SAZETAK

Biljke u prirodnom okolisu vrlo su Cesto izloZene razli¢itim stresnim uvjetima i
prezivljavanje u takvim uvjetima omoguéuju im brojne prilagodbe. Prolin, osim §to je jedna od
proteogenih aminokiselina, ima vise vaznih uloga u biljkama. U ovom su radu opisani metabolicki
putovi prolina te mehanizmi njegovog djelovanja u stresnim uvjetima. Brojne uloge prolina
najcesc¢e su rezultat njegovog nakupljanja u biljnoj stanici koje izravno ovisi o samom metabolizmu
prolina, tj. biosintezi, transportu i razgradnji. Brojna istrazivanja potvrdila su ulogu prolina u
uvjetima visoke ili niske temperature, manjka vode, povisenog saliniteta i prisutnosti teskih metala.
Najvise je istrazivana uloga prolina kao kompatibilnog osmolita, no on ima i brojne druge uloge.
Prolin je molekularni Saperon koji stabilizira brojne enzime mnogih metaboli¢kim putova, a
takoder sudjeluje u neutralizaciji ROS. Metabolizam prolina vazan je i za odrZzavanje NADP"/
NADPH ravnoteze tijekom stresnih uvjeta, a nakupljeni prolin moze biti izvor energije za biljku
po zavrSetku djelovanja stresnih uvjeta. Otkrica o ulogama prolina i njegovom metabolizmu
moguce je primijeniti za stvaranje novih, poboljSanih sorti koje ¢e biti rodnije i lakSe za uzgoj, a
daljnja istrazivanja detaljnije ¢e razjasniti uloge prolina. Postoji mogucnost otkric¢a i novih uloga

prolina u biljkama izlozenim kako abiotickom, tako i biotickim stresnim uvjetima.

8. SUMMARY

Plants in natural habitat are very often exposed to different stressful conditions and their
survival in such conditions is enabled by many adjustments. Proline, except being one of
proteinogenic amino acids, has many important functions in plants. In this article are described
metabolic pathways of proline and mechanisms by which it acts during stressful conditions. Many
functions of proline are mainly the result of its accumulation in plant cell that depends directly on
its metabolism, i.e. biosynthesis, transport and catabolism. Many researches have confirmed
function of proline in conditions of high or low temperature, water deficit, high salinity and heavy
metals. The most studied proline function is the one of proline as compatible osmolyte, but it has
many other functions as well. Proline is molecular chaperone able to stabilize numerous enzymes
of many metabolic pathways and it also takes part in ROS scavenging. Proline metabolism also
plays role in maintaining NADP*/ NADPH balance during stressful conditions, while accumulated

proline serves as energy source for plant once the stressful conditions are over. Discoveries of
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proline functions and its metabolism can be used for creation of new, improved cultivars that will
have higher yields and will be easier to grow and further researches will clarify exact functions of
proline. There is also a possibility of discovering new, yet unknown proline functions in plants

exposed to different stressful conditions, both biotic and abiotic.
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