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1. Obrt proteina u biljnim stanicama

Stanice svih organizama, pa tako i biljaka, imaju vrlo raznolik sastav proteina. Proteini se
sintetiziraju u citosolu, mitohondrijima i kloroplastima. Unato¢ ¢injenici da je proizvodnja proteina
za stanicu iznimno energetski zahtjevan proces, proteini se neprestano sintetiziraju i razgraduju.
Ravnoteza razgradnje i sinteze proteina omogucava prilagodavanje stani¢nih funkcija okolisu, §to
rezultira boljim preZivljavanjem cijelog organizma. Budu¢i da su sesilni organizmi, biljakama je
iznimno vazno brzo se prilagoditi okolisu. Upravo fina regulacija sustava za sintezu i razgradnju

proteina omoguéava prilagodbu stanica promijenjenim uvjetima.

Razli¢iti mehanizmi u stanici reguliraju sintezu proteina, a isto vrijedi i za razgradnju. Sinteza
proteina regulirana je na transkripcijskoj, posttranskripcijskoj i posttranslacijskoj razini. Stupanj
razgradnje ovisi o funkciji proteina, lokalizaciji u stanici (Xu & Xue, 2019), interakciji s drugim
proteinima, kao i o vezanju kofaktora (Nelson & Millar, 2015), dok se proteini razgraduju
proteazama i sustavom proteasoma, a moguca je i razgradnja autofagijom. Ne smije se zanemariti

ni utjecaj energetskog statusa stanice na stopu sinteze proteina.

1.1. Regulacija sinteze proteina

Razina transkripcije pojedinih gena ovisi o aktivnosti transkripcijskih faktora, koaktivatora i
enzima za modifikaciju kromatina. Na strukturu kromatina utje¢e metilacija DNA i modifikacije
histona. Transkripcijska regulacija sinteze proteina kod biljaka Cesto je pod utjecajem signalnih
putova, na koje utje¢u hormoni ili svjetlost (Macrae & Long, 2012). Osim na razini transkripcije,
koli¢ina proteina u stanici regulirana je posttranskripcijski. Posttranskripcijska regulacija odnosi
se na sekundarnu strukturu mRNA i duzinu poliA repa. U Kkloroplastima postoji poseban
mehanizam regulacije translacije svjetlos¢u, pri ¢emu u mraku ne dolazi do translacije (Nelson &
Millar, 2015). Posttranslacijske modifikacije, koje ukljucuju fosforilaciju i ubikvitinaciju za koje
su potrebni enzimi, ali i neenzimske procese kao §to je npr. karbonilacija, utjecu na stabilnost i

aktivnost proteina.



1.2.  Regulacija razgradnje proteina

Proteaze su enzimi koji cijepaju i razgraduju oStecene, denaturirane i agregirane proteine, ¢ime se
oslobadaju aminokiseline za sintezu novih proteina (D’Ippolito et al., 2021). Nadalje, proteoliticko
cijepanje moze aktivirati novosintetizirane enzime ili odcjepljivanjem kraja proteina usmjeriti
njegov transport u pojedine organele (Schaller, 2004). Kod uro¢njaka je za sada identificirano 826
proteaza (Van Der Hoorn, 2008), a nalaze se u citosolu, mitohondrijima, kloroplastima i litickim
vakuolama (Xu & Xue, 2019). S obzirom na mehanizam djelovanja, glavne skupine proteaza su
serinske, cisteinske, aspartat-proteaze i metaloproteaze (Schaller, 2004). Razgradnja proteazama
uvjetuje razvoj puci, odgovor na hormone, mobilizaciju proteina tijekom klijanja, obranu od
patogena (Van Der Hoorn & Jones, 2004) i inicijaciju stani¢ne smrti (Schaller, 2004). lako proteaze
pokazuju specifiénost prema supstratima i odredenu razinu regulacije (Van Der Hoorn, 2008),

tocna funkcija kao ni supstrati velikog broja proteaza jo$ nisu poznati (Demir et al., 2018).

Proteasom je velik proteinski kompleks s proteaznom aktivno$¢u koji ima glavnu ulogu u
razgradnji proteina u stanici. U stanici se 80-90% proteina razgradi upravo sustavom proteasoma
(Xu & Xue, 2019). Proteasom je slozen kompleks graden od velikog broja podjedinica. Na primjer,
kod vrste Arabidopsis thaliana na komponente proteasomalnog sustava otpada oko 6%
cjelokupnog proteoma stanice (Vierstra, 2009). Djelovanje proteasomalnog sustava ima uc¢inak na

biljni rast i razvoj, kao i na prilagodavanje stresnim uvjetima.

Razgradnja organela ili njihovih komponenti moze se odvijati i procesom autofagije. Kod
makroautofagije sadrzaj koji ide u razgradnju obavija se dvostrukom membranom, pri ¢emu nastaje
autofagosom, koji zatim fuzionira s membranom vakuole te se razgraduje proteazama u litickoj
vakuoli. S druge strane, mikroautofagija ne ukljucuje stvaranje autofagosoma, ve¢ dolazi do
direktnog unoSenja organela ili proteina u vakuolu invaginacijom membrane gdje ih razgraduju
enzimi vakuole (Yoshimoto, 2012). Autofagija Cesto nastupa kao odgovor na stres te sluzi za

otklanjanje toksi¢nih komponenti (Nelson & Millar, 2015).



2. Razgradnja proteina na proteasomima

2.1. Grada i funkcija proteasoma

Kljucéan dio proteasoma 26S je podjedinica 20S Kkoja se jos naziva i sredisnjom podjedinicom (engl.
core particle — CP). Njena je uloga kataliticka. Nadalje, kompleks proteasoma 26S ima jednu ili
dvije podjedinice 19S koje imaju regulatornu ulogu (engl. regulatory particle — RP), koja ukljucuje
prepoznavanje supstrata za razgradnju i1 njihovo navodenje u srediSnju podjedinicu kako bi se
razgradili. Svaka podjedinica 19S vezuje se za jedan kraj sredis$nje podjedinice 20S te zajedno Cine
proteasom 26S (Jung et al., 2009). Kompleks proteasoma ovisan je o ATP-u (Thomson et al.,
2020).

Podjedinica 20S gradena je od Cetiri aksijalno postavljenih heteroheptamernih prstenova, a
strukturom podsjeca na ba¢vu. Vanjske podjedinice su gradene od dva a-prstena, a unutarnje od
dva B-prstena. Prstenovi a stvaraju poru koja regulira ulazak supstrata u kataliticku komoru, a
kasnije izbacuje produkte koji nastaju razgradnjom. Vanjski a-prsteni gradeni su od sedam manjih
podjedinica (al-a7). Beta prstenovi takoder su gradeni od sedam razli¢itih podjedinica (B1-B7)
koje se nalaze izmedu a-podjedinica — jedan do drugoga, dok se a-podjedinice nalaze s vanjske
strane (Slika 1). Neke B-podjedinice sadrze proteoliticki aktivna mjesta koja imaju odredenu

proteoliticku aktivnost, uglavnom tripsinsku ili kaspaznu. (Livneh et al., 2016).

Podjedinica 19S gradena je od tzv. "baze" i "poklopca”, koji se sastoje od podjedinica Rpn (engl.
regulatory particle of non-ATPase) i Rpt (engl. regulatory particle of triple-ATPase), pri ¢emu

podjedinice Rpt imaju ATP-aznu aktivnost, a podjedinice Rpn nemaju (Slika 1).

Rpn10 i Rpnl3 su ubikvitinski receptori te imaju kljuénu ulogu u prepoznavanju ubikvitiniranih
supstrata. Tijekom razgradnje djeluju i deubikvitinaze. To su enzimi koji, nakon prepoznavanja
supstrata, uklanjaju ubikvitinsku oznaku. Najvazniju ulogu u deubikvitinaciji supstrata pri
razgradnji ima podjedinica Rnp11 (Sakata et al., 2012). Rpt3 i Rpt5 sudjeluju u otvaranju pore koju
stvara prsten graden od a-podjedinica (Tanaka, 2009). U regulaciji ulaska supstrata najvazniju
ulogu ima podjedinica a3 proteasomalne podjedinice 20S. Eksperimentalno je pokazano da

delecija gena za podjedinicu a3 dovodi do uvijek otvorene pore (Groll et al., 2000).



Iako je veéina istrazivanja proteasoma 26S provedena na modelu kvasca, nedavno je potvrdeno da
je ova struktura visoko konzervirana kod eukariota. Grada biljnog proteasoma 26S odgovara gradi
kvasceva proteasoma. Unato¢ tome, proteasomi su u strukturnom smislu vrlo heterogeni. Uzrok
heterogenosti su duplikacije gena za podjedinice Rpn, Rpt, a i 3, §to rezultira postojanjem veéeg
broja izoformi (Yang et al., 2004). Heterogenosti svakako pridonose i posttranslacijske
modifikacije podjedinica Rpn, Rpt, a i B, koje ukljucuju fosforilaciju, acetilaciju i ubikvitinaciju

(Hirano et al., 2016), sto uvjetuje specificnost procesa razgradnje (Kurepa & Smalle, 2008).

Proteasomi kod arheja jo§ nisu dobro istrazeni. Njihovo proucavanje otezava nestabilnost ovih
kompleksa, no nedavno je krioelektronskom mikroskopijom nesto detaljnije proucena njihova
struktura. Arhejski proteasomi imaju samo podjedinicu CP i podjedinicu s ATP-aznom aktivnosc¢u.
Nemaju, dakle, slozenu regulatornu podjedinicu kao §to je slu¢aj kod potpunog 26S proteasoma.

(Majumder et al., 2019)
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Slika 1: Shematski prikaz grade proteasoma 26S. (A) Proteasom 26S je graden od proteasoma 20S (dva plava a-prstena i dva crvena
B-prstena) i regulatorne podjedinice 19S; (B) Proteasom 20S ¢ine prstenovi o i 3 dok regulatornu podjedinicu 19S koja se sastoji
od ,,poklopca“ i ,,baze ¢ine podjedinice Rpn i Rpt. Podjedinica Rpn10 smjeStena je upravo izmedu ,,poklopca“ i ,,baze. Slika je

preuzeta iz rada Murata et al. (2009).

Najnovija istrazivanja pokazuju da regulatorna podjedinica 19S prolazi kroz razliCita
konformacijska stanja pri obavljanju svoje funkcije. Podjedinica moze poprimiti konformacije s1-

s4, pri cemu se stanja s1 i s4 medusobno najznacajnije razlikuju. U kvascima in vitro najcesce su



konformacije s1 i s3, gdje s1 odgovara konformaciji bez supstrata, a s3 konformaciji za vrijeme

razgradnje supstrata (Bard et al., 2018).

lako se dugo smatralo da 20S podjedinica proteasoma nema funkciju ukoliko nije u interakciji s
regulatornom podjedinicom 19S, novija istrazivanja pokazuju da nije tako. U vefem broju
eukariotskih organizama pronadene su slobodne podjedinice 20S proteasoma, a smatra se da
sudjeluju u razgradnji proteina koji su pretrpjeli oksidativna osteCenja. Takav tip razgradnje je
neovisan o ATP-u (Yang et al., 2004).

2.2.  Regulacija i stani¢na lokalizacija proteasoma

Tesko je procijeniti stupanj sinteze pojedinih podjedinica koje ¢ine kompleks 19S i 20S jer se
nakon sklapanja one koje su ostale slobodne vrlo brzo razgrade. Inhibicija sinteze svih podjedinica
kompleksa proteasoma 26S odvija se kooperativno. Stanica ima razli¢ite mehanizme kojima
,osjeca“ razinu proteasomalne razgradnje koja se trenutno odvija. Ukoliko je aktivnost proteasoma
inhibirana nekim inhibitorom, pojacava se sinteza gena za podjedinice proteasoma kako bi se
ponovno uspostavila potrebna stopa razgradnje proteina (Yang et al., 2004). Smanjena aktivnost
proteasoma dovest ¢e do nakupljanja ostec¢enih proteina koji predstavljaju stres za stanicu. Kada
ukupna sinteza proteina u stanici nije jako aktivna, tada je i potreba za proteasomalnom
razgradnjom smanjena, pa se razina ekspresije gena za podjedinice proteasoma smanjuje (Kurepa
& Smalle, 2008).

Ekpresija gena za podjedinice proteasoma 20S i proteasoma 19S kod vrste Saccharomyces
cerevisiae je pod kontrolom transkripcijskog faktora Rpn4. Protein Rpn4 nije podjedinica
proteasome 19S, ve¢ transkripcijski aktivator. Smanjenje aktivnosti proteasoma dovodi do
povisene koncentracije proteina Rpn4, koja se nakon smanjenja transkripcije vraca na prijasnju
koncentraciju. Za aktivaciju proteasomalnih gena kod kvasaca klju¢na je PACE sekvenca (engl.
proteasome-associated control element) koja se nalazi ispred gena za podjedinice proteasoma, a
prepoznaje ju upravo Rpn4 (Mannhaupt et al., 1999). Rpn4 je kratkozivuci protein kojega takoder
razgraduje proteasomalni sustav, a razgradnja moze biti ovisna ili neovisna o ubikvitinu (Xie &
Varshavsky, 2001). Ekspresiju transkripcijskog aktivatora Rpn4 pojacavaju transkripcijski faktori

koji se induciraju u stresu, od kojih su neki faktor oksidativnog stresa YAP1 (engl. yes-associated



protein 1) i heat-shock faktor HSF1 (engl. heat shock transcription factor 1) (Ma & Liu, 2010).
Kod visestani¢nih eukariota je ekspresija gena za podjedinice proteasoma takoder regulirana
transkripcijskim faktorima, pri cemu je ukljuceno vise njih, ali nema homologa s Rpn4. Kod nekih
vrsta je ipak prisutan samo jedan transkripcijski aktivator. Na primjer, kod vrste Caenorhabditis

elegans regulacija proteasoma ovisi iskljucivo o faktoru SKN-1 (Pickering et al., 2013).

Kod sisavaca klju¢nu ulogu u aktivaciji ekspresije gena proteasoma ima transkripcijski faktor Nrfl
(engl. nuclear factor erythroid 2-related factor 1), kojeg ubikvitinira vise od jedne E3 ligaze. Nrfl
je protein vezan za endoplazmatski retikulum, a njegov ulazak u jezgru aktivira transkripciju, za
Sto su potrebne dodatne modifikacije — deglikozilacija, ubikvitinacija i procesiranje. Radi se o tipu
TF-a leucinskom zatvaracu (engl. leucine zipper) koji se specificno veze na elemente ARE (engl.
antioxidant response elements) u promotorima ciljnih gena, odnosno gena za podjedinice
proteasome (Radhakrishnan et al., 2010). ARE su pojacivacke sekvence koje djeluju in cis, a utjecu
na transkripcijsku aktivaciju gena u stanicama kada su izlozene oksidativnom stresu (Nguyen et
al., 2003). Protein Nrf2, homolog transkripcijskog aktivatora Nfrl, dodatno moze biti potaknut

oksidacijskim stresom koji se o¢ituje kroz visoku koncentraciju antioksidansa (Malloy et al., 2013).

Posttranslacijske modifikacije kompleksa proteasome su vrlo ucestale. Dosadasnja istrazivanja
pokazuju da je 345 razli¢itih modifikacija prepoznatno kod proteasoma, a najceSce se radi o
fosforilacijama, acetilacijama, ubikvitinacijama koje utjeCu na aktivnost kompleksa, vezanje
supstrata, stabilnost i ATP-aznu aktivnost (Hirano et al., 2016). Na nekim mjestima moguce je vise

modifikacija, §to omogucava ,.komunikaciju* izmedu modifikacija (Zong et al., 2014).

Kompleks proteasoma u stanicama se nalazi u jezgri i u citoplazmi, iako ga ima vise u jezgri. Ta
¢injenica ukazuje na vaznost obrta jezgrinih proteina, a zajednicka je svim eukariotima. Za vrijeme
stani¢ne diobe, primijecen je povecan sadrzan proteasoma u podrucju jezgrine ovojnice, diobenog

vretena, preprofazne vrpce i fragmoplasta (Yanagawa et al., 2002).

2.3.  Ubikvitinacija proteina

Kako bi protein mogao biti razgraden proteasomalnim sustavom, potrebno ga je oznaciti

ubikvitinom, odnosno poliubikvitinskim lancem. Poliubikvitinacija je univerzalan signal za



razgradnju kod eukariota. Ubikvitin je mali protein sa samo 76 aminokiselina. Ima sedam
karakteristicnih lizinskih ogranaka kojima se moze povezati sa supstratom ili drugim ubikvitinom.

Ubikvitin je visoko konzerviran kod svih eukariota (Callis, 2014).

Proces zapocinje aktivacijom ubikvitina. Enzim za aktivaciju ubikvitina (E1) uz utroSak ATP-a
vezuje ubikvitin. Tako aktivirani ubikvitin stupa u interakciju s enzimom za konjugaciju ubikvitina
(E2) koji se zatim udruzuje s ubikvitin ligazom (E3), ¢ime se katalizira prebacivanje ubikvitinskog
monomera na lizinski ogranak proteina predvidenog za razgradnju (Kurepa & Smalle, 2008).
Proteasomalna razgradnja ubikvitiniranih supstrata ukljuuje prepoznavanje lanca, micanje
ubikvitinske oznake, odmatanje proteina uz utroSak ATP-a i proteoliticku razgradnju (Wang &

Spoel, 2022).

Ubikvitin se dodaje tako $to se C kraj glicina na ubikvitinu vezuje za g-amino skupinu lizina u
supstratu. Svaki sljede¢i ubikvitin moguce je dodati na neki od sedam lizinskih ogranaka u

prethodnom ubikvitinu ili na N-terminalnu skupinu prvog metionina (Komander & Rape, 2012).

Takoder, kod eukariota je moguca proteasomalna razgradnja bez ubikvitinacije. To je slucaj kod
enzima kao S§to su ornitin-dekarboksilaza, timidilat-sintaza te transkripcijskog aktivatora Rpn4.
Moze se zakljuciti da su proteasomi evolucijski stariji od ubikvitina. Proteasomi 20S prisutne su
kod svih arheja 1 eukariota, te kod nekih bakterija, dok je sustav za ubikvitinaciju specific¢an za

eukariote (Erales & Coffino, 2014).
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Slika 2: Proces obiljezavanja supstrata ubivkitinom i usmjeravanje u razgradnju. (A) Ligaza E1 vezuje ubikvitin uz utrosak ATP-a.
(B) Ligaza E2 preuzima ubikvitin te stupa u interakciju s ligazom E3. (C) Ligaza E3 prenosi ubikvitin na supstrat. Ovaj se ciklus
moze ponavljati, pri ¢emu nastaje poliubikvitinirani supstrat. (D) Kompleks proteasome 26S razgraduje protein na aminokiseline,

a ubikvitin se oslobada i ponovno koristi. UBQ — ubikvitin. Slika je preuzeta iz rada Chen & Hellmann (2013).



2.4.  Ubikvitin i ligaze E3

E3-ligaze su klasa enzima ¢ija je uloga prepoznavanje proteina predvidenih za razgradnju i kataliza
reakcije ligacije ubikvitina s proteinima. U stanicama vrste A. thaliana nalazi se vise od 1600
razli¢itih komponenti sustava proteasomalne razgradnje, od ¢ega ¢ak 90% otpada na razli¢ite ligaze
E3 (Vierstra, 2009). Kod vrste Arabidopsis thaliana prisutan je jedan lokus koji kodira ligazu E1,
Cetrdesetak gena za ligazu E2, a procjenjuje se da bi razlic¢ite E3-ligaze moglo kodirati cak 1400
gena (Nelson & Millar, 2015). Geni koji kodiraju ligaze E1 su konstitutivno eksprimirani u svim

tkivima.

Osim u citosolu, ligaze E3 mogu biti aktivne i u plastidima. Protein SP1, E3-ligaza iz skupine
RING-ligaza kod vrste Arabidopsis thaliana nalazi se u vanjskoj ovojnici plastida, a ima ulogu u
poticanju deetiolacije. Budu¢i da protein SP1 okrenuta prema citosolu, omogucava interakciju
plastida s proteasomom 26S 1 usmjeravanje odredenih komponenti plastida u razgradnju, Sto

dovodi do razvoja kloroplasta (Ling et al., 2012).

Unato¢ dobro istrazenom mehanizmu djelovanja ligaza E3, ostaje vise podruéja zanimljivih za
daljnje istrazivanje. Neka od njih su svakako faktori koji reguliraju interakciju supstrata s ligazom
E3, kao i usporedba monoubikvitinacije i poliubikvitinacije, te aktivnost ligaza s obzirom na
stani¢ni ciklus (Chen & Hellmann, 2013).

Ligaze E3 u biljaka dijele se u tri klase HECT, RING i U-box. HECT ligaze sadrze konzerviranu
HECT domenu u kojoj se nalazi cisteinski ogranak na kojem se temelji mehanizam rada ovog
enzima. Ubikvitin se tioesterskom vezom veze za cistein u aktivnom mjestu enzima prije nego $to
se prebacuje na supstrat (Huibregtse et al., 1995). Obi¢no se radi o velikim proteinima od oko 100
kDa, a skupina je manje raznolika od preostale dvije. Kod vrste Arabidopsis thaliana
okarakterizirano je sedam HECT ligaza pod nazivima UPL1 do UPL7, a imaju razli¢ite uloge u
stanici (Downes et al., 2003). Neke HECT ligaze nalaze se uz proteasomalni kompleks te imaju
sposobnost ponovno ubikvitinirati supstrat, olaksavajuci time proces razgradnje (Wang & Spoel,
2022). Proces razgradnje ubikvitiniranog proteina zapocinje tako da receptori Rpn10 i Rpnl3
prepoznaju ubivkitinirane supstrate (Slika 3A), a zatim proteasom prebacuje supstrat kroz poru u
proteoliticku unutrasnjost (Slika 3B). Translokacija se nastavlja dok ubikvitinski lanac ne dode u

kontakt s podjedinicom Rpn11, §to dovodi do deubikvitinacije supstrata (Slika 3C). Posebne HECT



ligaze vezane uz proteasom jos$ jednom ubikvitiniraju supstrat kako bi se promijenila njegova
orijentacija i olakSalo daljnje odmatanje i interakcija sa sustavom proteasoma (Slika 3D). Nastavlja

se translokacija, a protein se degradira (Slika 3E).

an11
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(A)vezanje  (p) translokacija (C) deubikvitinacije (D) reubikvitinacija  (E) translokacija
ubikvitina i reorijentacija i degradacija

Slika 3: Djelovanje ligaza HECT na specifi¢nost i procesivnost proteasoma. (A) Na pocetku procesa receptori Rpn10 i Rpnl3
prepoznaju ubivkitinirane supstrate. (B) Nakon toga, proteasom prebacuje supstrat kroz poru u proteoliticku unutragnjost. (C)
Translokacija se nastavlja dok ubikvitinski lanac ne dode u kontakt s podjedinicom Rpn11, §to dovodi do deubikvitinacije supstrata.
(D) Posebne HECT ligaze vezane uz proteasom jo§ jednom ubikvitiniraju supstrat kako bi se promijenila njegova orijentacija i
olaksalo daljnje odmatanje i interakcija sa sustavom proteasoma. (E) Nastavlja se translokacija, a protein se degradira. Slika je
preuzeta iz rada Wang & Spoel, 2022.

Druga klasa ubikvitin ligaza su ligaze RING koje sadrze domenu RING. Najraznovrsnija su
skupina E3-ligaza, a samo kod vrste Arabidopsis thaliana opisano ih je 469 (Stone et al., 2003).
Domenu RING karakteriziraju ponavljajuci cisteini 1 histidini koji se u srZi proteina povezuju preko
atoma cinka i tako osiguravaju stabilnost (Borden et al., 1995). Domena RING se mozZe povezati
s enzimima za konjugaciju E2 istovremeno se povezujuéi i sa supstratom te tako olaksati
ubikvitinaciju. Parovi enzima E2 i E3 nisu stabilni, a afinitet domena RING za enzime E2 je u in
vitro uvjetima nizak (Xie & Varshavsky, 1999). Domena RING je vazna samo za povezivanje ovog

tipa E3-ligaza s enimima za konjugaciju E2, a za vezanje supstrata nije klju¢na (Stone et al., 2003).

Treca klasa su ligaze U-box. Ligaze ovog tipa su zastupljenije kod biljaka nego kod npr. kvasaca
ili ljudi — kod kvasaca ih ima samo dva, kod ljudi 21, a kod rize ¢ak 77, $to sugerira da je njihova
uloga u biljaka znacajnija (Chen & Hellmann, 2013). Motiv nazvan U-box (po kojemu je klasa i

dobila ime, sastoji se od oko 70 aminokiselina, §to je krace od domene HECT koja sadrzi oko 250



aminokiselina (H. C. Kim et al., 2011). Klasa ligaza s U-kutijom povezana je s poliubikvitinacijom
(Ohi et al., 2003).

3. Uloga proteasoma u biljaka

3.1. Uloga proteasoma u odgovoru na stres u biljaka

Biljke se moraju neprestano prilagodavati okoliSu u kojem Zive. Osim adaptacija koje pojedine
vrste trajno imaju zbog uvjeta u kojima Zive, biljke se uspjeSno aklimatiziraju na nagle promjene
okolisu. Promjena salitineta, zraenje, manjak nutrijenata, hladnoca ili susa uzrokuju abioticki
stres, napad patogena bioticki, a biljka razli¢itim mehanizmima radi na ponovnom uspostavljanju
homeostaze. U tom procesu vaznu ulogu ima upravo proteom. NajviSe se mijenja sastav ligaza E3
zbog njihove nezamjenjive uloge u razgradnji proteina koja se temelji na specificnom oznacavanju
ciljnoga proteina (Xu & Xue, 2019). Sinteza biljnih hormona takoder je regulirana proteasomalnom
razgradnjom. Hormoni takoder mogu modificirati djelovanje ligaza E3, olakSavajuci povezivanje
sa supstratom (Kelley & Estelle, 2012).

3.1.1. Abioticki stres

Odgovor biljaka na suSu jednak je odgovoru na poviSen salinitet, jer biljka oba uvjeta zapaza kao
osmotski stres. Kod vrste Arabidopsis thaliana, transkripcijski faktor DREB2A (engl. DRE-
BINDING PROTEIN 2A) pojacava transkripciju mnogih gena induciranih su$om ili povisenim
salinitetom vezuju¢i regulatornu sekvencu DRE (engl. dehydration responsive element), a u
normalnim uvjetima nije eksprimiran (Sakuma et al., 2006). U stresu se induciraju E3-ligaze
DRIP1 i DRIP2 ¢ija je uloga obiljeZzavanje transkripcijskog faktora DREB2A za razgradnju
(Sakuma et al., 2006). Kod mutanata dripl i drip2, primje¢ena je poveéena koncentracija proteina
specifi¢nih za uvjete suse (Xu & Xue, 2019). Neke ligaze E3, na primjer AtAIRP3/LOG2, sudjeluju
u odgovoru na osmotski stres koji je posredovan apscizinskom kiselinom (ABA) (Kim & Kim,
2013).

Uzrok stresa kod biljaka je 1 hladnoca, jer utjeCe na stabilnost membrana, a ukoliko dode do

smrzavanja, biljka ,,0sjeca* manjak vode. Kod uro¢njaka ¢ak 306 gena znacajno mijenja razinu
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ekspresije kad je biljka izlozena hladno¢i (Fowler & Thomashow, 2002). Biljka hladno¢u registrira
receptorima na membranama, nakon ¢ega se signal provodi dalje i aktivira transkripcijsku kaskadu
(YYadav, 2010). Transkripcijsku kaskadu pokrece transkripcijski aktivator ICE1 ¢ime se pojacava
ekspresija gena za transkripcijske faktore CBF (engl. C-repeat/DREB binding factors). Proteini
CBF dalje aktiviraju gene potrebne za odgovor biljke na stres uzrokovan hladono¢om. Ligaza E3
HOS1 (engl. high expression of osmotically responsive gene 1) uklju¢ena je u ubikvitinaciju i
razgradnju transkripcijskog aktivatora ICE1 (engl. Inducer of CBF expression 1). Mutant hosl ima
konstitutivan odgovor na hladnocu, dok overekspresija gena HOS1 dovodi do povecane

osjetljivosti na stres uzrokovan hladno¢om (Dong et al., 2006).

Toplinski stres kod biljaka ima negativan utjecaj a fotosintezu, $to usporava rast i razvoj biljke.
Ligaza E3 OsHIRP1 (engl. Oryza sativa heat-induced RING finger protein 1) kod rize regulira
odgovor na toplinski stres. Do pojacane transkripcije gena za E3-ligazu OsHIRP1 dolazi u
toplinskom stresu, tj. na temperaturi od 45 °C, a kad se sintetizira odlazi u jezgru i ubikvitinira
proteine OSARK4 (engl. Aldo/keto reductase 4) i OSHRK1 (engl. HIRP1-regulated kinase 1) (Slika
4b) (Al-Saharin et al., 2022). Sjemenke biljaka s overekspresijom gena OsHIRP1 imaju vec¢u stopu
klijavosti u uvjetima povisene temperature u usporedbi s biljkama s normalnom ekspresijom tog
gena. Tocna uloga proteina koji su supstrati ligaze OsHIRP1 nije poznata, ali jasno je da
overekspresija gena OsHIRP1 i njihova razgradnja povecavaju transkripciju gena za odgovor na
toplinski stres, kao na primjer HSP20 (J. H. Kim et al., 2019).

Abioticki stres u biljaka moZe biti uzrokovan i teSkim metalima. Teski metali imaju nepovoljan
utjecaj na proteine jer mogu poremetiti ravnotezu metalnih iona koji enzimima sluze kao kofaktori
ili narusiti ravnotezu disulfidnih veza. Nadalje, teski metali u biljnim stanicama dovode do
stvaranja reaktivnih kisikovih oblika koji mogu ostetiti stani¢ne komponente (Al-Saharin et al.,
2022). Do sada je poznato vise ligaza E3 koje sudjeluju u odgovoru biljke na stres uzrokovan
teSkim metalima. Jedan od pozitivnih regulatora odgovora na teske metale je kod rize ligaza E3
OsHIR1 (engl. Heavy metal induced RING E3 ligase 1). Ligaza OsHIR1 ubikvitinira i usmjerava
u razgradnju protein OsTIP4;1 (engl. Tonoplast intrinsic protein 4;1). Protein OsTIP4;1 stanici
sluzi za transport vode i glicerola, no ukoliko arsen ude u biljku, moZze ,,preuzeti* transportere.
Zbog toga razgradnja proteina OsTIP4;1 dovodi do smanjenog unosa arsena i boljeg preZivljavanja.

Ocekivano, pokazano je da su biljke s overekspresijom gena OsHIR1 manje su osjetljive na tretman
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arsenom (Lim et al., 2014). Druga ligaza E3 koja omogucuje biljci toleranciju stresa uzrokovanog
teskim metalima je U-box ligaza TaPUBL1 (engl. Triticum aestivum Plant U-box 1) identificirana
kod pSenice, a ima ulogu u toleranciji kadmija. Ligaza TaPUBL1 posreduje u razgradnji proteina
TalRT1 (engl. iron-regulated transporter 1) koji je transporter Zeljeza, ali u stanicu moze prenositi
i kadmij. Takoder, razgradnja proteina TalAA17 (engl. indole-3-acetic acid inducible 17)
posredovana je ligazom TaPUBL. Protein TalAA17 je represor gena ovisnih o auksinu te negativni
regulator produznog rasta korijena (Han et al., 2014) (Slika 4a). Ulaskom kadmija u biljku, pada
razina auksina, $to dovodi do smanjene razgradnje TalAA17 posredovane auksinom i smanjene
ekspresije gena koji su pod utjecaem auksina. Uloga ligaze TaPUBL je kompenzirati snizenu razinu
auksina zbog suviska kadmija, tako $to potice razgradnju TalAA7. Zbog ovog mehanizma biljka

uspijeva odrzati normalan produzni rast korijena (G. Zhang et al., 2021).
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Slika 4: Shematski prikaz tolerancije stresa posredovane ligazama E3, odnosno sustavom proteasomalne razgradnje. (A) Pri stresu
uzrokovanom teskim metalima kod pSenice ligaza E3 TaPUBI1 ubikvitinira TaIRT1 i TalAA17, ¢ija razgradnja omogucuje biljci
toleranciju ove vrste stresa. (B) Kod riZe pri toplinskom stresu se aktivira ligaza E3 OsHIRP1 koja ubikvitinira OSAKR4 i OsHRK1,

$to omogucava toleranciju toplinskog stresa. Slika je preuzeta iz rada Al-Saharin et al. (2022).

12



3.1.2. Biotic¢ki stres

Bioticki stres kod biljaka izazvan je napadom patogena, a naj¢esce se radi o gljivicama, kukcima,
bakterijama i virusma. Odgovor na napad patogena je pod kontrolom hormona. Pri napadu
patogena induciraju se hormoni salicilna kiselina (SA) i jasmonska kiselina (JA). Odgovor
aktiviran salicilnom kiselinom karakteristican je za napad biotrofnih patogena, koji napadaju ziva
tkiva, dok je odgovor potaknut jasmonskom kiselinom svojstven nekrotrofnim patogenima (Spoel
et al., 2007). Transkripcijski faktori MY C najvazniji su posrednici u odgovoru biljaka na patogene
koji je reguliran JA. Dok nije prisutan aktivan oblik jasmonske kiseline, jasmonoil-izoleucin (JA-
Ile), JAZ transkripcijski represori (engl. jasmonate ZIM-domain) reprimiraju MY C transkripcijske
faktore (F. Zhang et al., 2015). Kompleks Skp—Cullin—F-box, koji je ligaza E3, sadrzi receptor
COI1 za koji se veze JA-lle. Vezanjem JA-lle za receptor COI1 dolazi do proteasomalne razgradnje
JAZ represora, $to aktivira transkripcijski faktor MYC2 koji utjece na transkripciju velikog broja
gena za obranu od patogena (An et al., 2017). Mutant vrste A. thaliana coil vrlo je osjetljiv na
napad patogena jer ne eksprimira gene koji se inace induciraju pri odgovoru na napad (Xu & Xue,

2019)

Proteasomalna razgradnja takoder ima vrlo neposrednu ulogu u odgovoru na napad virusa. Djelovi
virusnih ¢estica mogu biti meta proeasomalne razgradnje, Sto Stiti biljku od napada virusa ili barem
ublazava simptome infekcije. Kod vrste Nicotiana tabacum dva su enzima za aktivaciju ubikvitina
(E1), enzimi NtUBA1 i NtUBAZ2 (engl. Nicotiana tabacum ubiquitin activating enzyme), uklju¢ena
u odgovor na infekciju virusom mozaika duhana (TMV) i virusom mozaika rajéice (ToMV)
(Dubiella & Serrano, 2021). Nije poznato koje proteine virusa enzimi ubikvitiniraju i razgraduju,
no primijeéena je povecana ekspresija proteina NtUBA1 i NtUBA2 pri infekciji. Cilj ubikvitinacije
mogu biti proteini kapside ili proteini koji virusu sluze za pokretanje (engl. movement proteins),
¢ime se sprjeCava pakiranje virusnih Cestica i njihovo Sirenje kroz biljku. Meta ubikvitinacije su
proteini kljuéni za replikaciju virusa, pri ¢emu nije nuzno da dode do razgradnje. Ubikvitinacija
moze onemoguciti interakcije proteina domacina i virusa koje su nuzne za replikaciju. Moguca je
i selektivna razgradnja samo nekih podjedinica replikacijskog kompleksa, tako da dolazi do
neravnoteze medu komponentama, a sklapanje funcionalnog kompleksa nije moguce (Alcaide-
Loridan & Jupin, 2012). Na primjer, replikaciju +ssSRNA virusa obavlja RNA-ovisna RNA-

polimeraza koja je meta proteasomalne razgradnje, $to je pokazano kod virusa zutog mozaika
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postrne repe u stanicama uro¢njaka (Camborde et al., 2010). Osim proteina, proteasom moze
razgraditi 1 virusnu RNA, §to je pokazano kod virusa mozaika duhana. Postoji i mehanizam
ublazavanja simptoma infekcije, koji nema utjecaj na replikaciju. Na primjer, kad se u stanici u
povecanoj koli¢ini nalazi NtRFP1 (engl. Nicotiana tabacum RING-finger protein), simptomi

virusne infekcije su slabiji. (Dubiella & Serrano, 2021).

3.2.  Uloga proteasomalne razgradnje u razvoju kloroplasta

Kloroplasti su fotosintetski plastidi u biljaka. Zbog toga §to su nastali endosimbiozom, kloroplasti
imaju vlastitu DNA kojom kodiraju dio proteina potrebnih za njihovu funkciju (Thomson et al.,
2020). Unato¢ tome, velik dio genoma primarnog endosimbionta se izgubio ili preselio u jezgru,
tako da danas kloroplasti kodiraju svega stotinjak proteina (Leister, 2003). Preostalih 2000 do 3000
proteina je kodirano jezgrinim genomom, te se posttranslacijski prenose u kloroplaste (Sjuts et al.,
2017). Neki od tih proteina imaju vaznu ulogu u razvoju kloroplasta. Unos proteina u kloroplaste
klju¢an je za njihov razvoj i konverziju jednog tipa plastida u drugi, jer upravo proteom utjece na

razvojni put plastida (Lopez-Juez & Pyke, 2005).

Proteini se u kloroplaste unose putem kompleksa TOC koji se nalazi na vanjskoj ovojnici (engl.
translocon on the outer chloroplast membrane) i TIC koji se nalazi na unutarnjoj ovojnici (engl.
translocon on the inner chloroplast membrane). 1zbor proteina koji ¢e se unijeti u kloroplast odvija
se na kompleksu TOC koji ima specifi¢ne receptore, $to pridonosi kontroli proteoma kloroplasta,
razvojnog puta i funkcija. Kod vrste A. thaliana znac¢ajnu ulogu u unosu proteina u kloroplaste ima
E3-ligaza Spl koja se nalazi u vanjskoj membrani, uz TOC kompleks. Njena uloga je
ubikvitiniranje podjedinica TOC kompleksa, $to rezultira njihovom razgradnjom (Ling et al.,
2012). Ligaza Spl pripada skupini RING E3 ligaza, a RING domenom se moze povezivati s
konjugacijskim enzimom E2. Ovisno o funkcionalnosti RING domene, protein Spl moZe sam sebe
mono- ili poliubikvitinirati, $to pokazuje da postoji odredena razina autoregulacije. Protein Spl

svakako ima ulogu u reorganizaciji kompleksa TOC (Ling et al., 2019).

VazZnost proteasomalnog sustava u razvoju kloroplasta ocituje se joS u periodu prije klijanja.
Klijanje je pod utjecajem hormona giberelina. Kad je koncentracija giberelina niska, DELLA

proteini sprjecavaju klijanje, a utjeCu i na smanjenje koncentracije proteina Toc159. Receptor
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Toc159, koji je dio kompleksa TOC, ima klju¢nu ulogu u prepoznavanju proteina koji se unose u
kloroplaste. Giberelini u poviSenoj koncentraciji pomazu razgradnju DELLA proteina i tako
induciraju klijanje te nastanak kloroplasta. Pri niskoj koncentraciji giberelina, DELLA proteini
mogu interagirati s podjedinicom Toc159 i inducirati njenu proteasomalnu razgradnju prije nego
Sto postane dio TOC kompleksa te tako sprijeciti razvoj kloroplasta. Oc¢ekivano, u mutanata toc159

kloroplasti se ne razvijaju, a biljke imaju albino fenotip (Shanmugabalaji et al., 2018).

3.3.  Regulacija razvoja ovisnog o svjetlu

Sustav proteasomalne razgradnje ima vaznu funkciju u regulaciji ekspresije gena koji su pod
utjecajem svjetla. Ligaza E3 iz klase RING, protein Cop1l, omogucéava represiju transkripcije gena
ovisnih o svjetlu kod biljaka koje rastu u mraku (Hellmann & Estelle, 2002). U uroc¢njaka je
indentificirano viSe linija mutanata copl koje rastu u mraku, a imaju fenotip klijanaca specifican
za rast na svjetlu. Fenotipske osobine uklju¢uju formiran fotosintetski aparat, razvijene listove,
povecane kotiledone s diferenciranim stanicama i akumuliran antocijan. Ukoliko se duZe ostave u

mraku, pocet ¢e razvijati i prave listove (Deng & Quail, 1992).

Aktivnost E3 ligaze Copl regulirana je svjetlom (Slika 5). Kod biljaka koje rastu u mraku, Copl
je u interakciji s proteinima Copl10, CSN i CRY te s transkripcijskim faktorom HY5. Kompleks
Cop10 vjerojatno ima ulogu enzima za konjugaciju E2, za §to je ¢esto potrebna interakcija s nekom
drugom ligazom E2, zbog nefunkcionalnog cisteina. Protein CRY apsorbira plavu svjetlost
(Hellmann & Estelle, 2002), i to po principu redoks reakcije ovisne o svjetlu (Cashmore et al.,
1999). Dok je biljka u mraku, transkripcijski faktor HY5 stupa u interakciju s E3-ligazom Copl,
zbog Cega odlazi proteasomalnu razgradnju. Zbog toga ne dolazi do transkripcije gena pod
utjecajem HY5, odnosno gena koji se eksprimiraju na svjetlu. Kad je biljka izloZena svjetlosti,
svjetlo potice translokaciju Copl u citoplazmu te interakciju Copl s CRY zbog ¢ega ne dolazi do
proteasomalne razgradnje HY5, a prepisuju se geni ovisni o svjetlu (Hellmann & Estelle, 2002).
lako se interakcija CRY-Copl odvija i u mraku i na svjetlu te utje¢e na aktivnost proteina Copl,
ona ne dovodi do potpune inaktivacije Copl. CRY se za Copl veze preko svoje C-terminalne
domene, ¢ija overekspresija dovodi do neaktivnosti Copl proteina, Sto rezultira stabilnosé¢u HY'S
(Yang et al., 2001).
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Razgradnju proteina HY5 moze potaknuti i ligaza E3 CIP8 djelujuci kao heterodimer s ligazom
Copl. Nadalje, Copl ne ubikvitinira samo transkripcijski aktivator HYS, ve¢ i koaktivatore CIP4
i CIP7 koji su takoder odgovorni za razvoj ovisan o svjetlu, no direktan uc¢inak proteasomalne
razgradnje na razine ovih proteina u stanici nije razjaSnjen (Holm & Deng, 1999). Ekspresija gena
ovisnih o svjetlu moze biti potaknuta i drugim transkripcijskim faktorima, osim HY5. Kod
mutanata hy5 je pokazano da overekspresija HYH moze suprimirati u¢inke mutacije, sto znaci da

proteini HY5 i HYH imaju sli¢nu funkciju (Holm et al., 2002).

plavo

svjetlo

razgradnja

HYS ciljni geni @
transkripcija

JEE]

Slika 5: (A) Kod biljaka koje rastu u mraku, E3-ligaza Copl je u interakciji s proteinima Copl0, CSN, CIP8 i CRY te s
transkripcijskim faktorom HY5. Interakcija HY5 s E3-ligazom Copl, vodi HY5 u proteasomalnu razgradnju. Zbog toga ne dolazi
do transkripcije gena koji su regulirani transkripcijskim faktorom HY5. (B) Kod biljaka koje rastu na svjetlu, protein CRY apsorbira
plavu svjetlost. Svjetlo potice translokaciju Copl u citoplazmu (1) te interakciju Copl s CRY §to utjeCe na njegovu funkciju (2).
Slika je preuzeta iz rada Hellmann & Estelle (2002).
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4. Zakljucak

Proteasomalna razgradnja iznimno je vazan proces za sve organizme, pa tako i za biljke.
Kompleksnost ovog sustava, specifi¢nost, kao 1 sloZzena regulacija, ukazuju na njegovu
nezamjenjivost u obrtu proteina u biljkama koja ima utjecaja na sve stani¢ne procese. Kompleks
proteasoma sa svojom srediSnjom i regulatornim podjedinicama, kao i ligaze koje provode
ubikvitinaciju i doprinose specifi¢nosti razgradnje, odgovorni su za 80 — 90% razgradenih proteina
u stanici. Ligaze E3 svojom raznoliko$¢u i specifiénosti prema ciljnom proteinu reguliraju
odvijanje brojnih metabolickih i razvojnih procesa. Proteasomalna razgradnja odredenih
transkripcijskih faktora omogucuje ekspresiju gena potrebnih za odgovor biljke na stresne uvjete,
kao Sto su hladnoca, toplina, utjecaj teSkih metala ili susa. Nadalje, biljke obranu od virusa mogu
ostvariti direktnom proteasomalom razgradnjom virusnih proteina ili samo njihovom
ubikvitinacijom. Razvoj biljaka je u znacajnoj mjeri ovisan o svjetlu, §to je takoder regulirano
proteasomalnom razgradnjom. U kloroplastima proteasomalna razgradnja regulira unos proteina
reorganiziraju¢i kompleks translokona na vanjskoj membrani, $to omogucava sazrijevanje
kloroplasta. Iako eksperimenti pokazuju da overekspresija odredenih ligaza E3 dovodi do
poboljsane tolerancije na odredeni stresni uvjet, to¢ne mehanizme za neke od njih potrebno je tek

istraziti, kao i supstrate brojnih ligaza E3 koji trenutno nisu poznati.
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