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Streszczenie

Sciana komdérkowa rosélin wraz z przylegajaca do niej btong komérkows i przenikajacym
komoérke cytoszkieletem stanowig swoiste kontinuum. Jest to bardzo dynamiczna struktura
wyiszego rzedu bedaca strefg kontaktu miedzy organizmem roslinnym a s$rodowiskiem.
Sktadniki potrzebne do budowy i rearanzacji sciany komérkowej oraz btony sg dostarczane
w niewielkich lipidowych pecherzykach transportujgcych przy udziale wtdkien cytoszkieletu.
Na szlaku egzocytotycznym pecherzyk przechodzi przez wiele przedziatéw otoczonych btong,
ktore nieustannie komunikujg sie i przeksztatcajg, tworzac dynamiczny system bton
wewnetrznych komarki. Biatka i lipidy przeznaczone do sekrecji sg syntetyzowane w retikulum
endoplazmatycznym, skad w pecherzykach trafiajg do aparatu Golgiego, gdzie nastepuje ich
dojrzewanie i obrdbka. Kolejnym przedziatem jest sie¢ trans Golgiego (TGN, ang. trans-Golgi
network), miejsce sortowania, skad pecherzyki sg wysytane do btony komdrkowej lub wakuol.
W TGN szlak egzocytozy przenika sie z endocytozg, gdyz przedziat ten uwaza sie takze
za wczesny endosom. Niekiedy pecherzyki z TGN trafiajg do ciat wielopecherzykowych
stanowigcych pdiny endosom. Pecherzyki kragzg w obrebie systemu w kierunku antero- jak
i retrogradowym, réznigc sie miedzy sobg kompozycjg lipidowo-biatkowg, a przede wszystkim
rodzajem optaszczenia. Ruch kompartmentdw i pecherzykdéw jest realizowany przez biatka
motoryczne wzdtuz witdkien cytoszkieletu, gtéwnie mikrofilamentéw. Z pozoru chaotyczny
i szybki transport pecherzykowy podlega Scistej kontroli dzieki ogromnej populacji biatek
regulatorowych — matych GTPaz. Biatka te majg zdolno$¢ tatwego przechodzenia pomiedzy
stanem aktywnym i nieaktywnym, dzieki czemu wydajnie uruchamiajg i zatrzymujg réine
procesy oddziatujgc z biatkami efektorowymi. Jednym ze znanych efektoréow GTPaz jest
kompleks egzocyst, uczestniczacy w wigzaniu pecherzykéw egzocytotycznych przy btonie
komorkowej, przez co umozliwia ich fuzje z btong przy udziale kolejnych biatek. Uwaza sie,
ze egzocyst wraz z matymi GTPazami odpowiada za wyznaczanie w btonie miejsc aktywnych
egzocytotycznie. U Arabidopsis thaliana (nazywanej w catej pracy dla uproszczenia
Arabidopsis) w oddziatywaniu podjednostki egzocystu SEC3A z matymi GTPazami posredniczy
specyficzne biatko ICR1 nalezgce do rodziny RIP.

Badania realizowane w ramach rozprawy doktorskiej miaty na celu znalezienie nowych
oddziatywan biatko-biatko na szlakach sygnalizacyjnych zwigzanych z regulacjg transportu
pecherzykowego u roslin. Przeprowadzone eksperymenty pozwolity ustali¢, ze u Arabidopsis
nie dochodzi do oddziatywan miedzy podjednostkami kompleksu egzocyst a czynnikami
wymiany nukleotyddw guaninowych matych GTPaz ARF z grupy BIG. Obserwacje
mikroskopowe znakowanych fluorescencyjnie biatek nie pokazaty ich kolokalizacji, a zatem
najprawdopodobniej szlaki sygnalizacji z udziatem matych GTPaz ARF nie s3 powigzane
bezposrednio z egzocystem. W protoplastach Arabidopsis biatko ICR1 wigzato sie
z mikrotubulami, czego nie zauwazono we wczesniejszych badaniach. Podobnie, wszystkie
biatka z rodziny RIP/ICR (RIP2-RIP5) okazaty sie by¢ biatkami zasocjowanymi z mikrotubulami.
Taka wtasciwos¢ przypisano dotad jedynie biatku RIP3. Ustalono, ze za wigzanie cytoszkieletu
odpowiedzialna jest domena N-koficowa tych biatek, natomiast fragment C-koricowy
umozliwia faczenie sie biatek RIP z btong komdrkowa. Poza ICR1 biatka RIP nie kolokalizowaty
z badanymi podjednostkami kompleksu egzocyst. Wykorzystujgc pomiar czasu trwania
fluorescencji ustalono natomiast, ze oddziatywania biatek RIP z matymi GTPazami ROP
sg powszechne i dochodzi do nich w domenach w bfonie komérkowej, wspoéttworzonych przez



te biatka. Chociaz wszystkie badane RIP oddziatywaty ze wszystkimi ROP, to sita wigzania byta
zrdéznicowana. Z drugiej strony, biatka RIP kolokalizowaty w domenach btonowych z efektorami
GTPaz ROP — biatkami RIC9 i RIC10, ale nie z pozostatymi biatkami RIC. Oznacza to, ze biatka RIP
mogy by¢ rusztowaniem dla oddziatywan GTPaz ROP takze z innymi niz RIC efektorami.
Ustalono tez, ze biatko RIC6 oddziatuje z podjednostka egzocystu SEC3A oraz, ze kompleksy
tych biatek poruszajg sie wzdtuz mikrotubul. By przyblizy¢ potencjalng fizjologiczng role biatek
RIP, w kontekscie uzyskanych wynikéw analiz mikroskopowych, przeszukano biologiczne bazy
danych. Z powodu niewielu zdeponowanych dotychczas informacji o tych biatkach oraz
specyficznej ekspresji genédw ROP, nie udato sie ustali¢, za co biatka te mogg odpowiadad
u Arabidopsis.

Biatka RIP wigzgc jednoczesnie mikrotubule, btone komérkowg i mate GTPazy ROP
mogg by¢ potencjalnie istotne dla sygnalizacji regulujgcej spolaryzowany transport
pecherzykowy u roslin. Prezentowana praca doktorska stanowi dobry wstep do dalszych analiz,
ktore mogg rozjasnic zawite aspekty spolaryzowanego wzrostu i rozwoju komarek Arabidopsis.

Summary

Cell wall, plasma membrane and cytoskeleton continuum is a highly dynamic super-
structure that serves as an interface between a plant organism and its environment. Small lipid
vesicles travelling along cytoskeletal fibers are delivering materials for construction
and rearrangements of the cell wall and the plasma membrane. During the exocystosis
the vesicle is trafficked through the endomembrane system composed of several
compartments, which constantly exchange materials and information. Proteins and lipids
designated for secretion are synthesized on the endoplasmic reticulum. They are subsequently
delivered within vesicles to the Golgi apparatus where maturation and modification occurs.
Next, vesicles travel to the trans Golgi network (TGN), main endomembrane sorting
compartment, from where vesicles are sent to the plasma membrane or vacuoles. TGN serves
also as an early endosome so exo- and endocytosis pathways interconnect at this
compartment. Some vesicles are also trafficked from TGN through multivesicular bodies, the
late endosome. Vesicles shuttle in both anterograde and retrograde directions but they differ
in protein and lipid composition and also in coat proteins surrounding them. Motor proteins
are responsible for organelles and vesicles movement, mainly along actin filaments.
Apparently chaotic and rapid, vesicle trafficking is tightly controlled by specific set
of regulatory proteins — small GTPases. These proteins are able to easily switch between active
and inactive state so they turn on or off different processes thanks to interactions with
effector proteins. The exocyst protein complex is a well-known effector of small GTPases.
It is responsible for tethering of secretory vesicles at the vicinity of plasma membrane, which
is followed by their fusion managed by other proteins. The exocyst together with small
GTPases is thought to mark active sites of exocytosis at the plasma membrane. Moreover,
interaction with small GTPases of the Arabidopsis thaliana SEC3A exocyst subunit is mediated
by a plant specific protein ICR1 from RIP protein family.

Main goal of this work was to find novel protein-protein interactions responsible
for the regulation of the vesicle trafficking in plants. Conducted experiments revealed that
the exocyst subunits are not interacting with ARF-GEF proteins in Arabidopsis. Fluorescently
labeled proteins did not co-localized when investigated under a microscope. It is therefore
concluded that the exocyst acts independently from ARF GTPases signaling pathways. For the



first time it was shown that ICR1 protein is associated with microtubules in Arabidopsis
protoplasts. Also all remaining RIP/ICR family proteins (RIP2-RIP5) are microtubule-associated,
what was known only for RIP3. Their N-terminal domain turned out to be responsible
for binding to the microtubules, while C-terminal part allowed them to associate with
the plasma membrane. Apart from ICR1, RIPs did not co-localize with investigated exocyst
subunits. On the other hand RIPs interacted with all small GTPases from ROP family, which was
shown by fluorescence lifetime measurements. These interactions took part in specific plasma
membrane domains set together by ROP and RIP proteins. Moreover not all measured
interactions had the same strength. Unlike common RIP-ROP interactions, RIPs interacted only
with selected ROP GTPase effectors — RIC9 and RIC10 from RIC protein family. Taken together,
it indicates that RIP proteins act as a scaffold for interactions of ROP GTPases with their
effectors, but not all RICs. This research proved also that SEC3A exocyst subunit interacts with
RIC6 GTPase effector protein and that these complexes travel along microtubules. Eventually
we searched online data on RIP proteins in order to reveal their more general physiology.
Databases lack useful information about RIPs and unique expression profiles of their genes
makes it hard to define trustworthily any roles played by the proteins within Arabidopsis.

The ability of RIP proteins to simultaneously bind microtubules and associate with
the plasma membrane and the ROP small GTPases makes the proteins potentially important
for polarized vesicle trafficking regulation. The doctoral thesis is therefore a good introduction
for further research, which can help to better understand polarized grow and development
of Arabidopsis cells.
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Wstep

Rosliny sg niezwyktymi organizmami prowadzacymi osiadty tryb zycia. Ich przetrwanie
w zmieniajgcym sie Srodowisku zalezy w znacznym stopniu od tworzenia i kontrolowanej
przebudowy sciany komérkowej, a takze regulacji cisnienia turgorowego komaérek. W tym celu
rosliny wyksztatcity ztozony i bardzo dynamiczny system bton wewnetrznych oparty o wymiane
pecherzykdéw lipidowych pomiedzy wieloma kompartmentami otoczonymi btong (Zarsky i in.,
2013). Transport pecherzykowy jest dla organizmow roslinnych istotg utrzymania homeostazy,
wzrostu i rozwoju, sygnalizacji hormonalnej i adaptacji do ciggle zmieniajgcych sie warunkow
zewnetrznych (Mishev i in., 2013). Pomimo kardynalnego znaczenia transportu
pecherzykowego dla rozwoju roslin i wieloletnich badan tego procesu, caty czas wiadomo
0 nim stosunkowo niewiele.

System bton wewnetrznych jest miejscem syntezy wielu biatek (retikulum
endoplazmatyczne szorstkie, rER), lipidow (retikulum endoplazmatyczne gtadkie, sER),
polisacharydéw (rER i aparat Golgiego), a takze gtéwnym miejscem sortowania (sie¢ trans
Golgiego, TGN) i adresowania czasteczek trafiajacych ostatecznie do apoplastu, btony
komaérkowej, czy wakuoli (van de Meene i in., 2016). Przeptyw bton w obrebie systemu jest
realizowany poprzez pecherzyki, btonowe struktury rurkowe i bezposrednie potgczenia miedzy
kompartmentami. Jest on mozliwy w obu kierunkach i obejmuje wymiane zawartosci $wiatta
organelli (Brandizzi i Wasteneys, 2013). Wydzielane biatka mogg odgrywac¢ u roslin role
podczas formowania $ciany komérkowej, jej przebudowy, a takze w odpowiedzi na stres
biotyczny i abiotyczny (Drakakaki i Dandekar, 2013).

U roslin mozna wyrdzni¢ ponad 40 typow komodrek o wyspecjalizowanych funkcjach,
a zatem o potencjalnie rdznigcych sie procesach transportu zachodzgcych wewnatrz i réznej
strukturze Sciany komdrkowej (van de Meene i in., 2016). Ksztattowanie komdrek roslinnych
jest catkowicie uzaleznione od wysoce uorganizowane] celulozowej $ciany komodrkowe;j.
Budowa sciany ukierunkowuje powiekszanie sie komodrki powodujac anizotropowy wzrost
w kierunku prostopadtym do przebiegu mikrofibryli celulozowych (Oda i Fukuda, 2014).
Masywna wtdrna $ciana komdrkowa zapewnia sztywnos$¢ mechaniczng i wytrzymatoscé
elementom ksylemu. Wtérna sciana komdrkowa pomaga utrzymac ksztatt rosliny i usprawnia
transport wody (Oda i Fukuda, 2014).

Btona otaczajgca komdrke stanowi bariere miedzy sciang komdrkowag a wnetrzem
komoérki. Sama btona nie jest ruchliwa, ale jej sktad jest bardzo dynamicznie modyfikowany
poprzez wiaczanie pecherzykéw egzocytotycznych (sekrecyjnych) i pobieranie pecherzykéw
endocytotycznych. Zmiana sktadu btony moze byc tez zlokalizowana i polega wtedy na ruchach
bocznych biatek integralnych, na przyktad budujgcych $ciane. Przeptyw retrogradowy
(endocytotyczny) bton i biatek jest réwnowazony anterogradowym (egzocytotycznym)
wydzielaniem sktadnikéw z powrotem do btony. Niekiedy jeden z kierunkéw transportu moze
przewazac¢ globalnie lub lokalnie — uktad pozostaje jednak w homeostazie i pozwala
na sprawng komunikacje ze srodowiskiem oraz odpowiedzZ na bodzZce docierajgce do komorki
(Brandizzi i Wasteneys, 2013).

Roslinna $ciana komodrkowa i btona komodrkowa stanowig wraz z cytoszkieletem
podstawowy mechanizm odczuwania i odpowiedzi na bodZce zewnetrzne (McKenna i in.,
2014). Kazda czasteczka wychodzgca i wchodzgca do komérki przechodzi przez te bariere,
bierze ona takze udziat w przekazywaniu sygnatéw. Rosliny komunikujg sie ze srodowiskiem
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wtasnie dzieki zachowaniu kontinuum miedzy komdrkg a powierzchnig organizmu (McKenna i
in., 2014).

Badania wykorzystujgce biatka fluorescencyjne i obserwacje przyzyciowe ukazaty
nadzwyczaj dynamiczny charakter transportu pecherzykowego oraz jego udziat, wraz
z cytoszkieletem, w przebudowie $ciany komdrkowej. Wykorzystanie mikroskopii elektronowej
pomogto opisac ultrastrukture przedziatéw systemu bton wewnetrznych. Badania molekularne
i biochemiczne dostarczyty informacji o funkcji wielu biatek spotykanych w kompartmentach
btonowych, oddziatujgcych z cytoszkieletem, czy modulujgcych Sciane komérkowg. Pomimo
tego, roslinny system transportu pecherzykowego wcigz stanowi wazny, ale nie do konca
zgtebiony temat wielu badan z zakresu molekularnej biologii komaorki.

Roslinny system bton wewnetrznych sktada sie z wielu stale komunikujacych
sie ze sobg przedziatow

System bton wewnetrznych komérek eukariotycznych sktada sie z btoniastych organelli
i matych, optaszczonych lub pozbawionych ptaszcza, pecherzykéw kursujgcych miedzy nimi
w sposOb zalezny, badZ niezalezny od cytoszkieletu (Mishev i in., 2013). Poszczegdlne
kompartmenty sg odrebne morfologicznie, ale przenikajg sie funkcjonalnie. Wykazujg takze
wielopoziomowg dynamike — przedziaty przemieszczajg sie w cytoplazmie, jednoczesnie ich
btony podlegaja ciggtej reorganizacji (Brandizzi i Wasteneys, 2013).

Roslinny szlak sekrecyjny (transport anterogradowy) rozpoczyna sie w ER, gdzie
zachodzi synteza biatek i upakowanie ich do wysytki w kierunku aparatu Golgiego. W aparacie
Golgiego nastepuje dojrzewanie, sortowanie i modyfikowanie biatek (na przyktad
glikozylowanie). Ostateczne sg one skierowywane do TGN i btony komodrkowej lub ciata
wielopecherzykowego (MVB, ang. multivesicular body) i wakuoli (Kim i Brandizzi, 2014).
Transport anterogradowy jest rdwnowazony przez zjawiska endocytotyczne (retrogradowe)
zapewniajgce recyklizacje bton, a takze wrazliwos$¢ na bodzZce zewngtrzkomdrkowe. Ponadto,
szlak sekrecyjny i endocytotyczny przenikajg sie wzajemnie, na przyktad TGN stanowi takze
wczesny endosom, co czestokro¢ utrudnia jednoznaczne okreslenie tozsamosci i funkcji
przedziatéw (Drakakaki i Dandekar, 2013).

Retikulum endoplazmatyczne (ER) jest plastycznym organellum tworzacym tubularno-
cysternowa siec, ktérej przeksztatcanie jest zalezne zaréwno od mikrofilamentéw aktynowych,
jak i mikrotubul. Przedziat ER jest podzielony na domeny, w ktérych zachodzi synteza biatek
i lipidéw (najtatwiej wyrdzni¢ widoczne na mikrografiach elektronowych bogate w rybosomy
rER i pozbawione ich sER). Biatka przeznaczone do sekrecji sg syntetyzowane i zwijane w ER,
przechodzg kontrole jakosci i s skierowywane na szlak sekrecyjny (van de Meene i in., 2016).

Pecherzyki niosace biatka i lipidy z ER przechodzg do aparatu Golgiego. U eukariontéw
transport anterogradowy (ER-Golgi) jest realizowany przez pecherzyki z biatkowym ptaszczem
COPII (Ryc. 1). Retrogradowy transport powrotny (Golgi-ER) jest realizowany z udziatem biatek
optaszczajacych COPla (Robinson i in., 2015). Co ciekawe, dotychczas nie udato sie
rozstrzygngaé, czy potgczenie ER-aparat Golgiego u roslin jest state, czy ustalane ad hoc, zaleznie
od chwilowego potozenia diktiosomdw (van de Meene i in., 2016).

Roslinny aparat Golgiego jest ztozonym organellum odpowiedzialnym za transport
i glikozylacje biatek, synteze i sktadanie wiekszosci polisacharydéw niecelulozowych i pektyn
czy recyklizacje lipidéw btony komdrkowej (van de Meene i in., 2016). Ponadto bierze on udziat
w tworzeniu przegrody pierwotnej — w przeciwienstwie do zwierzecych aparatéw Golgiego,



wstip

uroslin nie rozpada sie on podczas podziatu komérki (Segui-Simarro i in., 2004). Roslinny
aparat Golgiego jest zbudowany z diktiosoméw sktadajgcych sie z dyskowatych cystern
otoczonych wykluczajagcg rybosomy matriks Golgiego. W pojedynczej komodrce moga
wystepowad setki diktiosomdw poruszajgcych sie dzieki sieci aktyny F (tzw. ruchy stop-and-go),
podczas gdy u zwierzat sg one statyczne i zlokalizowane w poblizu jagdra komdrkowego
(Brandizzi i Wasteneys, 2013). Stos cystern jest spolaryzowany — od strony ER mozna wyrdznic
kolejno cysterny cis, Srodkowe i trans, ktére rdznig sie biochemicznie (Ryc. 1). Btony cysterny
cis s3 bogate w biatka optaszczajgce COPII, nie sg elektronowo geste i uwaza sie, ze brak tam
aktywnosci syntetycznej (Robinson i in., 2015). Cze$¢ srodkowg stanowig cysterny bardziej
geste elektronowo, w ktérych zidentyfikowano enzymy odpowiedzialne za glikozylacje biatek.
Strona trans jest gesta elektronowo w wyniku nagromadzenia syntetyzowanych przez
diktiosom polisacharydéw (van de Meene i in., 2016).

Dotychczas zaproponowano dwa modele ttumaczace dojrzewanie diktiosomdw
i jednoczesne utrzymywaniem przez nie polarnosci. Pierwszy mowi o progresji i dojrzewaniu
cystern w kierunku cis-trans, drugi zaktada obieg i wymiane pecherzykow z zachowaniem
pierwotnej tozsamosci cystern (van de Meene i in., 2016). Ostatnie badania wskazuja,
ze istotnie cysterny blizsze ER dojrzewajg w kolejne, ale i pecherzyki zawracajg retrogradowo
enzymy, i sktadniki do cystern na wtasciwym im etapie dojrzewania (Donohoe i in., 2013).

Sie¢ trans Golgiego (TGN) spetnia kilka funkcji na drogach endo- i egzocytozy. Tutaj
nastepuje sekrecja pecherzykéw do btony komadrkowej, ale tez przyjmowanie pecherzykéw
endocytotycznych, recyklizacja biatek i lipidow do btony lub skierowywanie biatek
przeznaczonych do degradacji, poprzez MVB, do wakuoli (Gendre i in., 2015). TGN petni zatem
role endosomu wczesnego i recyklizujgcego (Ryc. 1). Uwaza sie, ze TGN powstaje z ostatniej
cysterny trans diktiosomu. TGN u roslin moze by¢ zwigzana z aparatem Golgiego (GA-TGN, ang.
Golgi-associated TGN) lub zupetnie niezwigzana (ang. free-TGN) o swoistej strukturze
(Donohoe i in., 2013). Przedziaty TGN s3g bardzo mobilne, mogg ulega¢ fuzji ze sobg i Scisle
wspotpracowac z aparatem Golgiego (van de Meene iin., 2016).

Ultrastruktura TGN przypomina tubularno-pecherzykowg zbitke struktur btonowych
o zréznicowanym rozmiarze i morfologii pecherzykdw. Pecherzyki docierajgce do TGN maja
rozne pochodzenie, natomiast opuszczajgce ten przedziat sg rdézinie adresowane.
Prawdopodobnie odmienny jest tez ich tadunek (cargo), w zaleznosci od stanu fizjologicznego
komorki (Drakakaki i Dandekar, 2013). Pecherzyki optaszczone klatryng (CCV, ang. clathrin
coated vesicles) majg pochodzenie endocytotyczne i uczestniczg w recyklizacji cargo albo jego
transporcie do pdznego endosomu (MVB). Natomiast pecherzyki z ptaszczem COPIb zawracajg
maszynerie biatkowg do aparatu Golgiego (Ryc. 1). Uwaza sie, ze pecherzyki wydzielnicze
pochodzace z TGN s3 nieoptaszczone lub ich optaszczenie jest niewidoczne w mikroskopie
elektronowym (Gendre i in., 2015).

Transport pecherzykdw w miejsca sekrecji jest zalezny od cytoszkieletu. Pecherzyki
z cargo przeznaczonym do wydzielenia po opuszczeniu TGN akumulujg w poblizu btony,
na przyktad w miejscach intensywnego wzrostu (szczyt tagiewki pytkowej czy wiosnika),
we fragmoplascie, w miejscach ekspansji komédrek epidermy (Hwang i Robinson, 2009).
Przy btonie komérkowej pecherzyki sg rozpoznawane, wigzane i ulegajg fuzji z btong dzieki
odpowiednim biatkom SNARE (van de Meene i in., 2016).
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Rycina 1 Diagram przedstawiajacy szlaki transportu pecherzykowego w komadrkach roslinnych (model na

podstawie tomograméw elektronowych komodrek korzenia jeczmienia). Przebieg szlakdéw
opisano w tekscie. Objasnienia: CCV — pecherzyk optaszczony klatryng, CSC — kompleks syntazy
celulozy, COPII/COPla/COPIb — pecherzyki optaszczone przez wymienione biatka, CSLF6 — biatko
podobne do syntazy celulozy, EXPO — organellum wzbogacone w egzocyst, GSL1/GSL5 — biatka
podobne do syntazy kalozy, MASC/SmaCC — przedziat btonowy bogaty w syntaze celulozy
potaczony z mikrotubulami, MVB — ciato wielopecherzykowe, SV — pecherzyk wydzielniczy
(nieoptaszczony), XT1/MUR3/FUT1 - «xylozylotransferaza/galaktozylotransferaza/fukozylo-
transferaza. Wg: van de Meene i in. (2016); zmienione.
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Biatka skierowywane z TGN na droge lityczng sg pakowane w pecherzyki CCV i trafiajg
do pdznych endosomoéw, ktdrymi u roslin sg ciata wielopecherzykowe MVB (Mishev i in., 2013).
Sg to otoczone btong zespoty niewielkich pecherzykéw. Niewiele wiadomo o biogenezie MVB
uroslin, ani o pochodzeniu ich pecherzykéw wewnetrznych ILV (ang. intralumenal vesicle).
Wydaje sie, ze MVB pochodzg z dojrzewajgcych TGN, w co jest zaangazowany kompleks ESCRT
(ang. endosomal sorting complexes required for transport). Degradacja biatek pochodzgcych
z MVB zachodzi w wakuoli (Robinson i in., 2016).

Opisana powyzej konwencjonalna droga sekrecji wymaga N-koncowego peptydu
sygnalnego w polipeptydzie syntetyzowanym na rER. Biatka uczestniczgce w konwencjonalnej
sekrecji s zachowawcze miedzy strunowcami, drozdzami i roslinami (Drakakaki i Dandekar,
2013). Podobnie jak sam zarys szlaku, zachowawcze s3g biatka SNAP i SNARE, odpowiadajace za
wigzanie i fuzje bton, a takze klatryna i biatka ptaszcza COPI i COPII (van de Meene i in., 2016).

Wiele wskazuje na to, ze oprécz standardowej drogi ER-Golgi-post Golgi-btona istniejg
tez niekonwencjonalne drogi wydzielania zaréwno w pecherzykach, jak i niezaleznie od nich
(Kim i Brandizzi, 2014). Dehydrogenaza mannitolu (MTD) selera jest biatkiem
cytoplazmatycznym, pozbawionym peptydu sygnalnego, ale w wyniku ataku patogenu
grzybowego trafia do apoplastu (Drakakaki i Dandekar, 2013). Proces wydzielania
z pominieciem standardowego szlaku nazwano niekonwencjonalng sekrecjg biatek UPS
(ang. unconventional protein secretion) i w $wietle najnowszych badan nie wydaje sie on by¢
zjawiskiem sporadycznym (Robinson i in.,, 2016). Dane dotyczgce proteomu apoplastu
wskazujg na obecnosc¢ kilkudziesieciu biatek wydzielanych, pozbawionych peptydu sygnalnego,
okreslanych jako LSP (ang. leaderless secretory protein). Wiedza na temat sposobu sekrecji
tych biatek jest jednakze niewielka (van de Meene i in., 2016).

Ciekawa role w niekonwencjonalnej sekrecji spetniajg kompartmenty otoczone btong
(Ryc. 1). Stres biotyczny indukuje wydzielenie do apoplastu chitynaz, glukanaz, czy peroksydaz.
Wiekszos$¢ z nich wydostaje sie z komarki w MVB, ktére petni w tym wypadku specyficzng role
egzosomu (Ding i in., 2012). Fuzja MVB z btong skutkuje uwolnieniem pecherzykéw ILV i ich
zawartosci do apoplastu, co ma spetniaé role ochronng dla komdrki (van de Meene i in., 2016).

Inna droga niekanonicznej sekrecji UPS moze prowadzi¢ poprzez EXPO (ang. exocyst
positive organelle). Jest to opisane niedawno podwdjnie obtonione organellum, w ktérym
zlokalizowano podjednostke kompleksu egzocyst, biatko EXO70E2 (Wang i in., 2010). EXPO jest
odrebne od elementdw szlaku sekrecyjnego. Nie zidentyfikowano w tej strukturze markerow
aparatu Golgiego, TGN, MVB, pecherzykdw wydzielniczych, ani autofagosomu. Co wiecej,
dynamika EXPO jest niewrazliwa na brefeldyne A (BFA), wortmanine i konkanamycyne A —
znane toksyny hamujgce konwencjonalne szlaki transportu pecherzykowego. Udowodniono,
ze EXPO moze ulega¢ fuzji z btong komdrkowa uwalniajgc wewnetrzne pecherzyki
do apoplastu (Robinson i in., 2016). W pecherzykach tych zidentyfikowano cytoplazmatyczne
biatko SAMS2, pozbawione peptydu sygnalnego, a zaangazowane w metylacje lignin w Scianie
komérkowej (Drakakaki i Dandekar, 2013).

Dynamika systemu bton wewnetrznych zalezy od cytoszkieletu

Ukierunkowana, kontrolowana w czasie i przestrzeni endo- i egzocytoza wraz
z mikrofilamentami i mikrotubulami sg zaangazowane w utrzymywanie polarnosci zywych
komoérek. Chociaz mechanizm tej kontroli rézni sie w szczegdtach u roslin, zwierzat i grzybow,
to ogdlny zarys jest zachowawczy ewolucyjnie (Yang, 2008). Sie¢ cytoszkieletu, pomimo
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statycznej w brzmieniu nazwy, jest wysoce dynamiczna — aktyna F podlega nieustannym
procesom polimeryzacji i depolimeryzacji, faczeniu sie w wigzki i ich rozpadaniu, co pozostaje
pod kontrolg specyficznych biatek (Geitmann i Nebenfuhr, 2015).

Przemieszczanie sie wiekszosci kompartmentéw roslinnego szlaku wydzielniczego,
a takze pozostatych organelli, jest uzaleznione od dynamiki mikrofilamentéw aktynowych.
Chemiczna stabilizacja wtdkien aktyny F zaburza remodelowanie kanatéw ER, ruch
diktiosoméw i TGN. Indukowany chemicznie rozpad mikrofilamentéw zaburza
preferencyjnie transport na dalsze odlegtosci (Brandizzi i Wasteneys, 2013).

Sie¢ mikrotubul bierze udziat w podziatach komoérek (pasmo przedprofazowe
i fragmoplast) i ich ekspansji (mikrotubule kortykalne). U rodlin niezaburzona dynamika
cytoszkieletu tubulinowego jest niezbedna dla prawidtowej morfogenezy i rozwoju.
Uorganizowanie i funkcjonowanie sieci mikrotubul jest kontrolowane przez wielorakie biatka
zasocjowane z mikrotubulami MAP (ang. microtubule-associated protein), czesto bedace
efektorami matych GTPaz (Hamada, 2014). Sciéle kontrolowana dynamika mikrotubul pomaga
w utrzymaniu i ustaleniu polarnosci komérek. Pasmo przedprofazowe znakuje miejsce podziatu
komoérek, takze podziatu asymetrycznego. Mikrotubule kortykalne sg zwigzane z sygnalizacjg
polarnosci przez mate GTPazy typu Rho i pod ich kontrolg ustalajg kierunki wzrostu komérek
roslinnych (Yang, 2008).

Kierunek przebiegu fibryli celulozowych w $cianie komdrkowej jest scisle zwigzany
z mikrotubulami kortykalnymi, ktore ustalajg kierunek przemieszczania sie kompleksu syntazy
celulozy (CSC, ang. celulose synthase complex) w btonie. Dotyczy to zaréwno S$ciany
pierwotnej, jak i wtérnej (Oda i Fukuda, 2014). Recyklizujace podjednostki kompleksu syntazy
celulozy (biatka CESA) kolokalizujg z markerem TGN (V-ATPaza VHA-al), ale do btony
komoérkowej docierajg w pecherzykach wydzielniczych o nieustalonej tozsamosci. Co ciekawe,
miejsce docelowe tych pecherzykéw wyznaczajg mikrotubule kortykalne (Oda i Fukuda, 2014).
W poblizu btony komadrkowej kompleksy CSC wspottworzg przedziat btoniasty scisle
oddziatujgcy z mikrotubulami kortykalnymi, ktéry nazywano SmaCC/MASC (ang. small CESA
compartment/microtubule-associated cellulose synthase compartments) (Gutierrez i in., 2009;
Crowell i in., 2009). Przedziat ten odpowiada za redystrybucje komplekséw CSC po endocytozie
i przez to moduluje liczbe aktywnych komplekséw w btonie (Kim i Brandizzi, 2014).

Kompleksy wigzace wyznaczaja miejsca fuzji pecherzykow z btong docelowa

Transport pecherzykowy w obrebie systemu bfon wewnetrznych w komérce wymaga
skomplikowanej maszynerii biatkowej, ztozonej z biatek optaszczajacych, adaptorowych, biatek
adresujacych, wigzacych, odcinajgcych i wielu innych. Wszystkie one pozostajg pod kontrolg
matych GTPaz i regulujacych je biatek. W toku ewolucji rosliny zachowaty wiele drozdzowych
i zwierzecych regulatoréw transportu, ale ich lokalizacja i funkcja nie sg do korica poznane
(Heard iin., 2015).

Fuzja bton pecherzyka transportujgcego i organelli docelowej, bgdz btony komdrkowe;j
jest mozliwa dzieki wtasciwej kombinacji biatek SNARE (ang. N-ethylmaleimide-sensitive
attachment protein receptor). W spotkaniu niesionych przez pecherzyk czynnikéw vSNARE
z obecnymi na btonie docelowej tSNARE, pomagajg tzw. czynniki wigzgce (ang. tetherig
factors) (Kim i Brandizzi, 2014). Oprdcz zapewniania utrzymania pecherzyka bezposrednio przy
btonie docelowej, majg one takze bezposredni udziat w regulacji sktadania komplekséw SNARE
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(razem z biatkami wspomagajgcymi Secl/Muncl18). Jednym z takich komplekséw wigzacych
jest egzocyst (Robinsoniin., 2016).

Egzocyst nalezy do grupy biatkowych kompleksdw wigzacych, powigzanych
ewolucyjnie, o podobnej architekturze (polipeptydowe helisy utozone w ksztatt preta), ktére
nazywa sie wspoélnie CATCHR (ang. complexes associated with tethering containing helical

rods). Mogg one zawiera¢ rding liczbe
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biosyntetycznym, podczas podziatéw i
autofagii. Geny kodujgce wszystkie

wyjatkami, stabo poznana jest regulacja
biatek bedacych produktami tych gendw i ich oddziatywania z matymi GTPazami (VukasSinovi¢ i
Zarsky, 2016).

Kompleks egzocyst sktada sie z o$Smiu podjednostek (SEC3, SEC5, SEC6, SEC8, SEC10,
SEC15, EXO70, EXO84) i posredniczy w wigzaniu i umiejscowieniu przestrzennym przy btonie
pecherzykéow wydzielniczych pochodzacych z aparatu Golgiego (Ryc. 2) (Hong i in., 2016).
Biatka stanowigce podjednostki egzocystu wykazujg niewielkie podobiefdstwo miedzy sobag,
za to dzielg wspdlng architekture — przyjmujg ksztatt preta zbudowanego z tandemowych
wigzek helikalnych, ztozonych z 3-5 helis a. Czwartorzedowa struktura kompleksu
jest prawdopodobnie  Y-ksztattna i mozliwa do zaobserwowania na tomogramach
krioelektronowych (Robinson i in., 2016).

Egzocyst ustanawia przestrzenng i czasowg kontrole egzocytozy. Oddziatuje
on bezposrednio i posrednio z btong, biatkami cytoszkieletu, matymi GTPazami podrodzin Rab,
Ral i Rho, a takze innymi biatkami korowej strefy cytoplazmy (Ryc. 2). Wykazano, ze jest
niezbedny dla prawidtowego wzrostu spolaryzowanego, morfogenezy komodrek, tworzenia
inwadipodiow, lamelipodiéw, formowania dendrytéw, paczkowania drozdzy, cytokinezy,
wzrostu witosnikdw, elongacji komérek hipokotyli, cytokinezy, tworzenia otoczki nasiennej,
tworzenia papilli po ataku patogenu (Synek i in., 2014). Cho¢ dane eksperymentalne
nie sg jeszcze bardzo bogate, wiadomo, ze kompleks egzocyst jest u rosdlin wazny
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dla prawidtowego przebiegu proceséw wzrostu i rozwoju. Niektére podjednostki sg u roslin
kodowane przez powielone rodziny genowe (na przyktad dziesigtki paralogéw EXO70
u Arabidopsis i ryzu), cojest dla roslin swoiste i wskazuje na dywersyfikacje funkcjonalng
ostatnich faz drogi sekrecyjnej (Vukasinovié i Zarsky, 2016).

Podjednostki egzocystu SEC3 i EXO70 wigzg sie do btony w miejscach aktywnych
egzocytotycznie. Oba biatka oddziatujg z fosfatydyloinozytolami wewnetrznej warstwy
lipidowej (PIP2) poprzez wielozasadowe regiony korica N (SEC3) lub korica C (EXO70) (Robinson
i in., 2016). Wyznaczajg tym samym miejsca sktadania catego kompleksu, wraz z pozostatymi
szeScioma podjednostkami, ktére sy obecne na btonie pecherzyka (Ryc. 2). Mate GTPazy Rab
Sec4 (u drozdzy) i RAB11 (u zwierzat), wraz z biatkiem VSNARE Snc2 oddziatuja
z podjednostkami Sec15 i Sec6, tgczac kompleks z pecherzykami wydzielniczymi (VukaSinovic i
Zarsky, 2016).

Drozdzowe biatka Exo70 i Sec3 bezposrednio wigzg mate GTPazy z rodziny Rho
i definiujg lokalizacje na btonie, w ktdrej dziata egzocyst (Liu i Guo, 2012). U roslin nie sg znane
bezposrednie oddziatywania aktywnych GTPaz z podjednostkami egzocystu, zauwazono
jednak, ze biatka te wystepujg w tych samych lokalizacjach (btona tagiewki pytkowej, wtosniki).
Ponadto, fenotypy mutantéw podjednostek egzocystu sg podobne do fenotypdéw mutantéw
matych GTPaz ROP (ang. Rho of plants). Wykazano, ze SEC3 oddziatuje z biatkiem rusztowania
(ang. scaffold protein) ICR1 w tagiewce pytkowej Arabidopsis, co jest wymogiem
spolaryzowania komérki, podobnie jak aktywnosé ROP. Udowodniono w ten sposdb, ze u roslin
egzocyst nie jest bezposrednio regulowany przez mate GTPazy ROP (Oda i Fukuda, 2014).

Badania nad rosdlinnym kompleksem egzocyst wykazaty, ze bierze on udziat
w procesach wymagajgcych spolaryzowanego, ukierunkowanego transportu pecherzykowego.
Mutant sec8 Arabidopsis cechuje sie zaburzeniami dojrzewania i wzrostu tagiewki pytkowej —
usuniecie jednej podjednostki kompleksu wywotuje problemy z polarnoscig (Kim i Brandizzi,
2014). Badania mikroskopowe pozwolity ustali¢, ze SEC6, SEC8, EXO70A1 i EXO84B
sg zlokalizowane w btonie komdrkowej i cze$ciowo (przez 20% czasu) kolokalizujg z VAMP721,
markerem pecherzykdw wydzielniczych (van de Meene i in., 2016). Ponadto egzocyst jest
istotnie zaangazowany w proces cytokinezy. Biatka SEC3, SEC6, SEC8, SEC15B, EXO70A1
i EXO84B zidentyfikowano jako obecne podczas inicjacji cytokinezy i fuzji pecherzykdéw w czasie
formowania przegrody pierwotnej. Udowodniono takze, ze podjednostka SEC6 oddziatuje
z SEC1/KEULE — biatkiem GEF (ang. guanine nucleotide exchange factor) aktywnym tylko
podczas podziatu komdrki i niezbednym dla jego prawidtowego przebiegu (Zarsky i in., 2013).
Ostatnie doniesienia wskazujg jednak, ze czasoprzestrzenng role kontrolng podczas cytokinezy
odgrywa u Arabidopsis kompleks TRAPPII, natomiast egzocyst odpowiada tylko za wigzanie
pecherzykdw systematycznie doktadanych do fragmoplastu. Oba kompleksy prawdopodobnie
oddziatujg ze sobg podczas podziatu komérki roslinnej (Rybak i in., 2014). Podjednostka SEC5
u ziemniaka jest bezposrednim celem biatka AVR1 (ang. avirulence factor 1) Phytophtora
infestans (zaraza ziemniaka), co dowodzi takze zwigzku egzocystu z odpowiedzia na atak
patogenu (Vukasinovi¢ i Zarsky, 2016).

Ciekawe i swoiste dla roslin jest powielenie genéw kodujgcych niektére podjednostki
egzocystu. Najbardziej ekstremalnym przyktadem jest EXO70, kodowane u Arabidopsis przez
23 geny (Zhang i in., 2010). Badacze ttumaczg te sytuacje wiekszym stopniem skomplikowania
transportu pecherzykowego u roslin (Li i in., 2010), wymogiem obstugi przez egzocyst znaczne;j
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liczby réznorodnych domen btonowych (Zarsky i in., 2009), czy istnieniem u roslin
dodatkowych, wyspecjalizowanych organelli wydzielniczych, jak EXPO (Wang i in., 2010).

Dotychczas udato sie przyblizy¢ u Arabidopsis funkcje wielu biatek z grupy EXO70.
EXO70B1 odgrywa role podczas formowania autofagosomu i zwigzanego z autofagi,
a niezaleznego od aparatu Golgiego, importu do wakuoli, a takze podczas odpowiedzi na stres
biotyczny. Ponadto, EXO70B1 bierze udziat w otwieraniu szparek wraz z matg GTPazg ROP2 i jej
efektorem RIC7, ktdre rekrutujg podjednostke egzocystu do btony komérek szparkowych,
przez co blokuja jej aktywnoéé (Vukaginovié¢ i Zarsky, 2016). Exo70B2 i Exo70H1 s3 zwigzane
z odpowiedzig na atak patogenu, EXO70C1 petni istotng role we wzroscie tagiewki pytkowej,
EXO70E2 jest zwigzana z organellami EXPO, czyli z niekonwencjonalng drogg egzocytozy (Hong
i in.,, 2016), EXO70H4 bierze udziat w odktadaniu kalozy do wtérnej Sciany komadrkowej
trichomow (Vukasinovié i Zarsky, 2016).

Najlepiej dotad poznang podjednostkg egzocystu jest EXO70A1, aczkolwiek badania
nad nig budzg pewne kontrowersje. W szeregu prac wykazano, ze EXO70A1 jest
najpowszechniejszg podjednostkg egzocystu u Arabidopsis i bierze udziat w wydtuzaniu
hipokotyli, wtosnikéw, oddziatywaniach pytek-mikropyle (stigma), formowaniu przegrody
komérkowej, a nawet w ukierunkowaniu przeptywu auksyn, czy odktadaniu pektyn
w nasionach. Ponadto, bazy danych i eksperymenty (co wazne, o skali tkankowej) wskazuja,
ze ekspresja EXO70A1 zachodzi w wiekszosci organdw Arabidopsis, poza dojrzatym pytkiem
(zarsky i in., 2013; VukaSinovi¢ i Zarsky, 2016). Z drugiej strony transgeniczna roélina
z ekspresjg markera GUS pod kontrolg promotora genu EXO70A1 wykazuje obecnos$¢ reportera
tylko w rozwijajacych sie cztonach naczyniowych korzenia, hipokotyli, liscieni, lisci, stupkéw
i organéw kwiatowych. Ponadto, najsilniejszg ekspresje obserwowano podczas odktadania
wtérnej Sciany komérkowej, a kompletny zanik ekspresji transgenu w dojrzatych cztonach
naczyniowych (Li i in., 2010). Powazne zmiany fenotypowe u mutanta EXO70A1 wyttumaczono
ogolnym zaburzeniem ksylogenezy, w wyniku czego efektywnosé transportu wody spada
do poziomu % w poréwnaniu z rosling typu dzikiego. Zaproponowano, ze podjednostka
EXO70G2, o podobnym do EXO70A1 wzorze ekspresji przejmuje czesc jej aktywnosci, w wyniku
czego zmiany te nie s3 letalne (Li i in., 2013). Powyisze wyttumaczenie nie zadowolito
wszystkich badaczy i czes¢ z nich twierdzi, ze udziat biatka EXO70A1 jedynie w formowaniu
wtérnej Sciany komdrkowe]j cztonéw naczyniowych jest zbyt waskim spojrzeniem na jego role
(Zarsky i in., 2013; Vukasinovi¢ i Zarsky, 2016).

Powyisze kontrowersje w Zzaden sposdb nie zaprzeczaja jednak tezie modwigcej,
ze komérka roslinna jest w stanie formowaé wiele komplekséw egzocyst o zréznicowanym
sktadzie podjednostkowym. Z jednej strony Swiadczy to o stopniu komplikacji roslinnych
szlakdéw sekrecyjnych, z drugiej jednak wskazuje, ze rosliny sg niezwykle elastyczne i w toku
ewolucji potrafity dostosowa¢ maszynerie biatkowa do petnienia nowych, swoistych zadan.

Czasoprzestrzenng kontrole nad transportem pecherzykowym sprawuja mate GTPazy

Superrodzina matych GTPaz podobnych do Ras nalezy do superklasy GTPaz
zawierajgcych petle P, odpowiedzialng za wigzanie nukleotydéw guaninowych (Berken i
Wittinghofer, 2008). W sktad superrodziny wchodzi 5 podrodzin: Ras, Rho, Arf, Rab i Ran.
Sg one powszechne u eukariontéw, z wyjgtkiem podrodziny Ras nieobecnej u roslin (Molendijk
i in.,, 2004). Mate GTPazy dziatajg jako przetaczniki molekularne, wykorzystujagc mechanizm
wigzania i hydrolizy GTP. W spetnianiu tej funkcji molekularnej wymagajg udziatu innych biatek,
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ktore petnig, niejako przy okazji, role regulatoréw matych GTPaz. Biatka czynniki wymiany
nukleotydéw guaninowych GEF wspomagajg uwolnienie GDP i zastgpienie go przez GTP,
co aktywuje GTPaze. W stanie aktywnym GTPazy oddziatujg z efektorami, hydroliza GTP
unieczynnia je. Ten proces jest wspomagany przez biatka aktywujgce GTPaze GAP (ang. GTPase
activating protein) (Anders i Jirgens, 2008). Wiekszo$s¢ matych GTPaz jest modyfikowana
potranslacyjnie poprzez dodanie reszt kwasow ttuszczowych (Ryc. 3), co umozliwia im
asocjacje z btonami biologicznymi (Molendijk i in., 2004).

Czynniki wymiany nukleotydéw guaninowych GTPaz ARF kontrolujg endocytoze i recyklizacje
pecherzykéw do btony komérkowe;j

Mate GTPazy ARF Arabidopsis sg rodzing 12 biatek o bardzo wysokim stopniu
identycznosci i funkcjonalnej redundancji. Udowodniono, ze biorg udziat w regulacji péznych
etapow szlaku sekrecyjnego, recyklizacji pecherzykdéw transportujgcych, a takze, ze sg wazne
dla procesu podziatéw komdrkowych. GTPazy ARF sg mirystylowane na koricu aminowym
polipeptydu (inaczej niz pozostate mate GTPazy), co wspomaga ich asocjacje z btong, gdzie
przebywajg w stanie aktywnym (Anders i Jirgens, 2008). ARF s3 regulowane przez znaczng
liczbe réznorodnych biatek typu GAP i GEF, z ktérych niewielkg czes¢ stanowi rodzina duzych
ARF-GEF nazwana BIG (Yorimitsu i in., 2014).

Biatka ARF-GEF majg konserwatywng domene SEC7 odpowiadajgca za wigzanie GTPazy
i wymiane GDP/GTP w jej miejscu aktywnym. Nazwa SEC7 pochodzi od drozdzowego ortologa
Sec7p. Prostego podziatu ARF-GEF na mate, srednie i duze dokonuje sie na podstawie liczby
domen budujgcych biatko. Duze GEF sg konserwatywne u wszystkich eukariontow,
a u Arabidopsis zidentyfikowano osiem gendw kodujgcych duze ARF-GEF. U glonéw
zidentyfikowano trzy geny, podobnie jak u drozdzy i cztowieka (Anders i Jirgens, 2008).

ARF-GEF z rodziny BIG Arabidopsis sg ortologami biatek ludzkich i drozdzowych. Dzielg
sie na dwie podrodziny, ktorych przedstawiciele to HsGBF1, ScGeal/2, AtGNOM i AtGNL1/2
oraz HsBIG1/2, ScSec7p, AtBIG1-5 (Anders i Jurgens, 2008). Biatka ARF-GEF dziataja
u Arabidopsis w przedziatach systemu bfton wewnetrznych. Podczas badania sktadu
proteomdéw z wybranych kompartmentéw komérki Arabidopsis zidentyfikowano cztery
ARF-GEF: GNOM, BIG2, BIG3 i BIG5. Biatka te byly obecne we frakcjach z przedziatéw
endosomalnych wzbogaconych W  swoiste biatka ARA5 (marker  aparatu
Golgiego/pecherzykéw) i ARA7 (marker endosomow/MVB) (Heard i in., 2015). Dotychczas
dobrze poznano czynniki GNOM, GNL1 i GNL2, spokrewnione z HsGBF1l. Mutant gnom
Arabidopsis wykazuje powaine zaburzenia rozwojowe, wynikajgce z nieprawidtowej
recyklizacji do btony komérkowej nosnikdéw auksyn PIN1, za ktéry to proces biatko GNOM jest
odpowiedzialne. GNL1 (ang. GNOM:-like 1) jest najblizsze GNOM i zlokalizowane w aparacie
Golgiego, gdzie petni funkcje w komunikacji ER-Golgi. Natomiast GNL2 wydaje sie dziata¢
specyficznie w pytku, gdyz tylko tam zachodzi jego ekspresja (Anders i Jirgens, 2008).
Z podrodziny BIG czynnikdw ARF-GEF Arabidopsis dotychczas najlepiej zbadano biatko BIGS5,
ktore uczestniczy w odpowiedzi na stres biotyczny (nazywane MIN7) i w transporcie
endocytotycznym (nazywane BEN1) (Richter i in., 2014).

W najnowszych badaniach dowiedziono, ze BIG4 kolokalizuje z markerem TGN
(H'-ATPaza VHA-al) i GTPazg ARF1, ale nie z markerami aparatu Golgiego. Biatko BIG3
natomiast bierze udziat w transporcie post-Golgi zaréwno w kierunku wakuoli jak i btony
(u mutantéw big3 biatka markerowe nie docierajg w miejsca docelowe). Wydaje sie zatem,
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ze eksport pecherzykéw z TGN do btony komérkowej na drodze recyklizacji (zaleinej
od GNOM ) i sekrecja poprzez TGN nowych biatek sg odrebnymi szlakami (zaleznymi od BIG1-4),
kontrolowanymi przez rézne biatka bedace rezydentami tych samych przedziatéw systemu
bton wewnetrznych (Richter iin., 2014).

Mate GTPazy ROP kontroluj3g procesy spolaryzowanego wzrostu i rozwoju komorek
roslinnych

W przeciwienstwie do pozostatych eukariontow, charakteryzujacych
sie rozbudowanymi rodzinami matych GTPaz Rho, rosliny rozwinety tylko jedng rodzine Rho —
ROP, ktérg niekiedy nazywa sie RAC ze wzgledu na podobienstwo do ludzkich biatek
z podrodziny Rac (Craddock i in., 2012). Pomimo réznic funkcjonalnych i znacznej specjalizacji
roslinnych GTPaz ROP, biatka te wyewoluowaty od wspdlnego przodka biatek drozdzowych
Rho, Cdc42 i Rac (Nagawa i in., 2010).

W genomie mchu Physcomitrella patens zidentyfikowano cztery geny kodujace niemal
identyczne ROP, prawdopodobnie nadmiarowe (Craddock i in., 2012). Genom Arabidopsis
koduje jedenascie biatek ROP, powszechnie obecnych w komadrkach. Stanowig one uniwersalny
przetgcznik podczas transdukcji sygnatéw. W stanie aktywnym, ze zwigzanym GTP, wigzg sie z
wieloma réznymi biatkami efektorami, z ktérych wiekszos¢ zawiera motyw CRIB (ang.
Cdc42/Rac-interactive binding) wigzacy GTPaze w sposdb zalezny od GTP (Wu i in., 2001).

U okrytonasiennych wyrdznia sie dwie klasy matych GTPaz ROP: typ |, obecny juz na
wczesnym etapie ewolucji u mchow i widtakéw oraz specyficzny dla roslin wyzszych typ Il
Sugeruje sie powstanie typu Il ROP dzieki insercji intronu blisko korica 3’ genu przodka ROP, co
wskazuje na dywersyfikacje funkcjonalng przodkéw ROP typu | (Yalovsky, 2015). Oba typy ROP
réznig sie takze modyfikacjami potranslacyjnymi, ktérym podlegaja: typ | jest prenylowany na
C-koncu, typ Il — S-acylowany w obrebie domeny hiperzmiennej. Typ Il GTPaz ROP dominuje u
traw, natomiast u roslin dwulisciennych obserwuje sie przewage typu |. Najprawdopodobniej
duplikacje i podziat rodziny ROP nastgpity niedawno i mozliwe, ze biatka obu typéw nie s3
bardzo odlegte funkcjonalnie (Vukaginovi¢ i Zarsky, 2016).

Polipeptydy ROP typu | koriczg sie motywem podlegajgcym prenylacji przez transferaze
geranylogeranylowg (Craddock i in., 2012). Prenylacja polega na trwatym kowalencyjnym
przytaczeniu wigzaniem tioeterowym reszt farnezylowej (C15) lub geranylogeranylowej (C20)
do wolnej grupy tiolowej cysteiny. Dodatkowo, w rejonie domeny G, reszty cysteiny podlegaja
S-acylacji zaleznej od aktywacji GTPazy (Ryc. 3), co wigze ja w domenach btonowych, dawnej
nazywanych tratwami lipidowymi lub DRM (ang. detergent resistant membranes). S-acylacja
polega na kowalencyjnym przytaczeniu reszty palmitynianu (C16) lub strearynianu (C18) do
wolnej grupy tiolowej cysteiny odwracalnym wigzaniem tioestrowym (Yalovsky, 2015). GTPazy
ROP typu Il sg S-acylowane na koncu karboksylowym bogatym w cysteiny i glicyny. Taki region
wielozasadowy moze tez pomagac biatku w taczeniu sie z btong poprzez oddziatywanie z
fosfatydylofosfoinozytolami (Yalovsky, 2015). Modyfikacje potranslacyjne, przytaczenie reszt
kwasow ttuszczowych, pozwalajg GTPazom ROP na odwracalne zwigzywanie sie z btong
komérkowa. Mogg one wtedy wptywa¢ na cytoszkielet i kierowanie pecherzykéow do
oddzielnych domen btony komdrkowej i bton wewnetrznych, co jest warunkiem koniecznym
dla ustalenia i utrzymania polarnosci komérek, a co wydaje sie by¢ gtdéwng funkcjg fizjologiczng
biatek ROP (Hazak i in., 2010).
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U Arabidopsis mate GTPazy ROP s3g regulowane przez biatka RopGAP (ang. ROP GTPase
activating protein), dezaktywujgce GTPazy w bionie poprzez promowanie ich aktywnosci
GTPazowej (Ryc. 3) (Li i in., 2008). Genom Arabidopsis koduje 5 biatek RopGAP o
konserwatywnej domenie GAP-like i N-koAicowym motywie CRIB, ktéry wzmacnia wigzanie do
ROP w kompleksie z GTP i utatwia przeprowadzenie dezaktywacji GTPazy. Zidentyfikowano

Dokowanie/wigzanie pecherzykéw Dynamika aktyny Dynamikia mikrotubul

“\ S-acylacja |l Geranylogeranylacja MW & Domeny btonowe
Rycina 3 Szlaki sygnalizacyjne, w ktdre sg zaangazowane mate GTPazy ROP u roslin. W pracy
nie wspomniano o kinazach fosfatydyloinozytulu (PIPK) zaangazowanych w sygnalizacje

z udziatem fosfatydyloinozytoli (PIP), oksydazie NADPH zaangazowanej w tworzenie

reaktywnych form tlenu (ROS), czynnikach nukleacji aktyny Arp2/3 i WAVE oraz czynnikach

depolimeryzacji aktyny ADF. Funkcje pozostatych biatek (szczegdlnie ROP-ICR1-SEC3 oraz ROP-

RIC) badano lub opisano w tekscie. Wg: Yalovsky i in. (2008); zmienione.
takze inne biatka GAP zwane REN, stanowigce trzybiatkowa rodzine. REN1 nie ma domeny
CRIB, jest zatem biatkiem o innej niz kanoniczna budowie, ale dziata jako deaktywator GTPazy
ROP1 (Nagawaiiin., 2010).

Biatka RopGDI (ang. ROP guanine nucleotide disassociation inhibitor) prawdopodobnie
sekwestrujg ROP w cytoplazmie w stanie nieaktywnym (Ryc. 3) (Li i in., 2008). U Arabidopsis
wystepujg trzy biatka RopGDI, ktéore sg podobne do ssaczych RhoGDI. Wykazano, ze
SCN1/AtRhoGDI1 jest biatkowym partnerem GTPaz ROP1/2 (Nagawa i in., 2010).

RopGEF s3 biatkami aktywujgcymi mate GTPazy ROP (Ryc. 3). Zlokalizowano je na
przyktad w btonie apikalnej tagiewki pytkowej (Li i in., 2008). Czternascie biatek RopGEF
Arabidopsis jest wyposazonych w domene PRONE (ang. plant specific ROP nucleotide
exchanger), spotykang tylko u roslin, o funkcji katalitycznej GEF (Craddock i in., 2012). Biatek
tych jest wiecej niz samych GTPaz ROP, co ttumaczy sie tym, ze mogly one powstaé¢ w
odpowiedzi na wyksztatcenie przez rosliny ponad 400 swoistych kinaz podobnych do receptora
RLK (ang. receptor-like kinase) (Nagawa i in., 2010). Oprécz ,klasycznych” ROPGEF z domeng
katalityczng PRONE, GTPazy ROP mogg by¢ aktywowane przez specyficzne dla roslin,
pojedyncze biatko SPIKE1 (SPK1) (Ryc. 3), podobne do biatek ze zwierzecej rodziny DOCK
(Yalovsky, 2015).

Przetamywanie symetrii btony komdrkowej poprzez ustanawianie jej polaryzacji lub
formowanie lokalnych domen, jest jednym z fundamentalnych proceséw obserwowanych w
zywych komdrkach (Yang i Lavagi, 2012). U roslin jest to niezbedne dla prawidtowego
przebiegu proceséw rozwojowych takich jak ekspansja komodrek, podziaty asymetryczne,
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morfogeneza, odktadanie pierwotnej i ksztattowanie wtdrnej sciany komérkowej, czy ustalenie
tozsamosci tkankowej (Craddock i in., 2012). W wiele z tych procesdw, jesli nie we wszystkie,
sg zaangazowane mate GTPazy ROP. Wykazano, ze udziat ROP w kontroli rozwoju roslin polega
na regulacji dynamiki cytoszkieletu aktynowego, tubulinowego, oraz transportu zaréwno
endo-, jaki i egzocytotycznego, a takze na utrzymaniu gradientow ROS (ang. reactive oxygen
species) i Ca®* (Ryc. 3) (Bloch i in., 2008). Podobne funkcje regulacyjne dla cytoszkieletu i
transportu pecherzykowego petniag mate GTPazy Rho u drozdzy i zwierzat, ale wiekszos¢ ich
efektorow nie zostata zachowana u roslin. Nadrzedng sygnalizacje dla ROP stanowig auksyny i
kwas abscysynowy (Yalovsky, 2015). Wiekszos¢ wiedzy o GTPazach ROP pochodzi z badan
komérek o wzroscie szczytowym — fagiewki pytkowej i wtosnikéw. Innym przyktadem
pokazujgcym zaréwno ztozonos¢, jak i elegancje dziatania ROP jest morfogeneza komorek
epidermy lisci. Wykazano takze udziat ROP w zaleznych od s$wiatta ruchach aparatéw
szparkowych i odpowiedzi obronnej komdrek roslinnych (Nagawa i in., 2010).

Rosliny wyksztatcity wtasne efektory, ktére podobnie jak same GTPazy ROP, s3
specyficzne, chociaz generalnie petnig te samg funkcje — oddziatujg z GTPazami w stanie
aktywnym i biorg udziat w niezaleznych szlakach sygnatowych ROP zwigzanych z dynamika
cytoszkieletu i transportu pecherzykowego (Craddock i in., 2012). Jak dotad odkryto dwie
osobne i specyficzne rodziny biatek zwigzanych z ROP: liczgcg 11 biatek rodzine RIC i liczgcg 5
cztonkdw rodzine RIP/ICR (ang. ROP interacting partner/interactor of constitutively active ROP)
(Wuiin., 2001). Nazwa RIP jest zwigzana bezposrednio z proponowang funkcjg tych biatek —
oddziatywaniem z matymi GTPazami ROP (RIP, ang. ROP interacting partners) (Li i in., 2008).
Biatka te sg takze nazywane ICR, poniewaz ICR1 jest pierwszym odkrytym i opisanym biatkiem z
rodziny RIP (Lavy i in., 2007). Dotychczas udowodniono kilka oddziatywan biatek RIP z
aktywnymi GTPazami ROP, a takze ich udziat we wspdlnym tworzeniu domen btonowych o
typowej dla ROP funkcji.

W komérkach epidermy lisci Arabidopsis podczas rozwoju ustanawiane s3
naprzemienne domeny w btonie, odpowiadajgce wgtebieniom i wypustom, kiedy przyjma
ostateczny ksztatt puzzla. W jednych domenach mikrofilamenty tworzg gestg sie¢ kortykalng,
wykluczajgcg mikrotubule, w drugich to mikrotubule kortykalne uktadajgc sie rownolegle
ograniczajg sie¢ aktyny F. Zageszczenie aktyny F w rejonach wybrzuszen komérek epidermy
powoduje lokalna aktywacja ROP2 poprzez dziatanie jej efektora RIC4 (Yang i Lavagi, 2012).
RIC4 jest swoistym dla roslin biatkiem z motywem CRIB (ang. ROP interactive CRIB motif
containnig proteins). Motyw ten jest znany i odpowiada za oddziatywania z aktywnymi
GTPazami ROP u roslin, a takze ich homologami u zwierzat i drozdzy. W biatkach RIP motyw
CRIB jest dobrze zachowany ewolucyjnie, natomiast otaczajg go bardzo zmienne sekwencje
(Nagawa i in., 2010).

GTPaza ROP6 jest aktywowana w miejscach wgtebien formujgcych sie komoérek
epidermy lisci Arabidopsis, a za réwnolegte uktadanie w tych miejscach mikrotubul odpowiada
jej efektor RIC1. Z drugiej strony, aktywna GTPaza ROP2 sekwestruje RIC1, hamujgc tym
samym dziatanie szlaku ROP6-RIC1, ale zwiekszona obecno$é mikrotubul wstrzymuje aktywacje
ROP2 — oba szlaki sygnalizacyjne wzajemnie sie hamujg, tworzac naprzemiennie lokalne
domeny ROP2-aktyna F i ROP6-mikrotubule. Powoduje to przyjmowanie przez komorki
charakterystycznego ksztattu przypominajgcego puzzla (Yang i Lavagi, 2012). Okazato sie, ze
dziatanie ROP2 i ROP6 podczas morfogenezy komodrek lisci jest sterowane na poziomie
tkankowym przez ukierunkowany przeptyw auksyn. Biatko ABP1 (ang. actin binding protein 1),
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receptor auksyn, aktywuje ROP2 i ROP6 po przeciwlegtych stronach s$ciany dwéch komorek,
prowadzac do naprzemiennego ustanowienia domen ,wgtebiajacych” i , wybrzuszajgcych”
komorki (Craddock i in., 2012).

Aktywna GTPaza ROP1 tworzy w wierzchotku fagiewki pytkowej domene wzrostu —
miejsce intensywnej egzocytozy. Uktad pozostaje w stanie dynamicznej réwnowagi dzieki
antagonistycznemu dziataniu efektorow ROP1. Biatko RIC4 odpowiada za stabilizacje
wierzchotkowej sieci aktyny F. Stabilizacja mikrofilamentéw powoduje wzrost tempa
egzocytozy (Craddock i in., 2012). Znaczna ilo$¢ pecherzykdw egzocytotycznych ulegajgcych
fuzji z btong moze szybko rozcienczaé¢ domene z aktywng GTPazg ROP1 i utrudni¢ okreslenie
miejsca oraz kierunku wzrostu fagiewki (Yang i Lavagi, 2012). By temu zapobiec ROP1 indukuje
zalezne od RIC3 zmiany stezenia jonéw Ca®* — wzrost powoduje rozpad mikrofilamentdw,
ograniczajacy tempo egzocytozy (Yang, 2008). Ponadto w pecherzykach wydzielniczych do
domeny wzrostu docierajg biatka o aktywnosci GAP jak RopGAP1 i REN1. Tym samym
ograniczajg boczne rozchodzenie sie btonowej domeny z aktywng GTPazg, jak rowniez
zapobiegajg nadmiernej aktywacji ROP1 (Chen i Friml, 2014).

Biatka RIP uczestnicza w sygnalizacji z udziatem matych GTPaz ROP

Biatka RIP wykazujg wysokie wzajemne podobienstwo w obrebie fragmentéw z korca
N i C polipeptydu. Sg ztozone niemal catkowicie z domen coiled-coil i pozbawione znanych
domen funkcjonalnych (Lavy i in., 2007). Chociaz w ich sekwencji brakuje znanych motywoéw
odpowiedzialnych za oddziatywania z Rho (ROP), to wykazano, ze u dotychczas zbadanych RIP,
zachowawcza domena C-koncowa jest odpowiedzialna za wigzanie GTPazami ROP (Nagawa i
in., 2010). Co ciekawe, pomimo zachowawczosci u roslin wyzszych, nie majg one swoich
odpowiednikdéw ani u drozdzy, ani u zwierzat (Li i in., 2008). Pierwsze opisane biatko RIP — ICR1
(At1g17140) oraz RIP3 (At3g53350), znane pod nazwg MIDD1 (ang. microtubule depletion
domain 1) sg dobrze zbadane, zaréwno pod wzgledem funkcjonalnym, jak i molekularnym.
Biatka RIP2 (At2g37080), RIP4 (At1g78430) i RIP5 (At5g60210) caty czas pozostajg niemal
zupetnie nieopisane.

ICR1 oddziatuje w komérkach Arabidposis jednoczesnie z podjednostkg egzocystu
SEC3A i z matymi GTPazami ROP (Lavy i in., 2007). SEC3 u roslin i zwierzat nie ma znanego z
komoérek drozdzy motywu oddziatujgcego bezposrednio z Cdc42, matg GTPazg Rho. U zwierzat
w oddziatywaniu miedzy Rho a SEC3 posredniczy biatko IQGAP1. Podobnie, ICR1/RIP1 dziata
jako rusztowanie (ang. scaffold) tgczace mate GTPazy ROP z egzocystem (Nagawa i in., 2010).

Mutant icr1 wykazuje zaburzenia w rozwoju embrionalnym, wyksztatca zdeformowane
komorki epidermy liscia o ksztatcie szesciennym, ale niezmienione trichomy. Zaobserwowano
takze spadek liczby komdrek macierzystych korzenia i zapadniecie merystemu. Rosliny icrl
majg skrécony korzen pierwotny, wyksztatcajg tez agrawitropiczne korzenie przybyszowe,
ktore zanikajg po osiggnieciu 2-3 cm dtugosci. Takie zmiany wskazujg na nieprawidtowo
dziatajgcy merystem korzenia u mutantéw icrl (Lavy iin., 2007).

Najnowsze doniesienia na temat biatka ICR1 wskazujg, ze za opisywane zmiany
fenotypowe odpowiada zaburzony przeptyw auksyn, ktéry to biatko reguluje. W promotorze
ICR1 jest zlokalizowany element odpowiedzi na auksyne, a czasoprzestrzenny wzor ekspresji
genu jest zgodny kierunkiem przeptywu auksyn. Co ciekawe, ICR1 zanika w miejscach lokalnego
maksimum stezenia auksyn — prawdopodobnie w wyniku supresji potranskrypcyjnej (Hazak i
in., 2010). U mutanta icrl jest zaburzona rekrutacja no$nikéw auksyn PIN1 i PIN2 do btony
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komérkowej, czemu towarzyszy odwrdcenie bazalno-apikalne ich lokalizacji. Wytgczenie
(knock-out) ICR1 powoduje opdzniony powrdt do btony (egzocytoze) PIN2 podczas recyklizacji.
W ten sposéb zaburzeniu ulega ukierunkowany przeptyw auksyn, powodujgc obserwowane
zmiany fenotypowe (Hazak i Yalovsky, 2010). Gen i biatko ICR1 uczestniczg prawdopodobnie w
sygnatowej petli zwrotnej regulowanej auksynami (ang. auxin-regulated feedback loop) (Wu i
in., 2011).

Drugim biatkiem RIP, ktére zostato dobrze zbadane jest RIP3/MIDD1. Biatko to,
podobnie do ICR1, oddziatuje z aktywng GTPazg ROP (ROP11). Niezwykle ciekawa jest
lokalizacja subkomdrkowa RIP3/MIDD1 — jest to biatko zwigzane z mikrotubulami. Obecne na
wtdknach cytoszkieletu biatko RIP3/MIDD1 oddziatuje ze specyficzng dla roslin kinezyng 13A
(Mucha i in.,, 2010). W kolejnych pracach pokazano, ze RIP3/MIDD1 jest obecne w
wydzielonych domenach btony komérkowej, gdzie promuje rozpad mikrotubul kortykalnych,
tworzac pola pozbawione mikrotubul, odpowiadajgce jamkom wtérnej sciany komodrkowe;j
ksylemu. Wyciszenie MIDD1 (redukcja poziomu transkryptu do 20%) powoduje odktadanie
wtdrnej $ciany komodrkowej bez jamek, a nadekspresja w komdrkach nierdznicujgcych w
ksylem (bez aktywacji VND6) — ogdlne przerzedzenie sieci mikrotubul kortykalnych (Oda i in.,
2010; Oda i Fukuda, 2012).

Podobnie do ICR1, RIP3/MIDD1 sktada sie z dwdch domen coiled-coil bez
rozpoznawalnych motywow katalitycznych i strukturalnych, odpowiedzialnych za wigzanie sie
biatka do cytoszkieletu, bton lub matych GTPaz (Oda i in., 2010). Za oddziatywanie z kinezyng
13A odpowiada domena C-korncowa (Oda i Fukuda, 2013a). Domena N-koricowa wigze
mikrotubule kortykalne (Oda i Fukuda, 2013c; Muchai in., 2010).

Molekularny mechanizm dziatania RIP3/MIDD1 w komorce ksylemu jest ztozony i wymaga
zaangazowania wielu dodatkowych biatek zwigzanych z sygnalizacjg z udziatem matej GTPazy
ROP11. W stanie aktywnym ROP11 rekrutuje do bfony biatko RIP3/MIDD1. Poniewaz samo biatko
RIP3/MIDD1 nie ma zdolnosci do depolimeryzacji mikrotubul, oddziatuje ono dodatkowo z
kinezyng 13A (Oda i Fukuda, 2013a). Kompleks ROP11-RIP3/MIDD1-kinezyna 13A jest natomiast
obecny w domenach btonowych ograniczanych przestrzennie przez kolejne biatka — RopGEF4 i
RopGAP3. W tych miejscach dochodzi do zlokalizowanego rozpadu mikrotubul kortykalnych. Wraz
z depolimeryzujgcymi mikrotubulami ROP11 jest usuwana z bfony, co stanowi samohamujacy sie
system wzajemnej regulacji, prowadzacy do powstania wtérnej sciany komoérkowej wedtug
specyficznego wzoru (Oda i Fukuda, 2012). Domena btonowa powstaje spontanicznie, bez udziatu
cytoszkieletu, chociaz postuluje sie udziat w jej ustanawianiu dotad nieznanej kinazy RLK.
Udowodniono takze, ze w komérkach nie rdéznicujgcych w ksylem, obszar domen bogatych w
aktywng GTPaze ROP11 jest ograniczony fizycznie przez same mikrotubule (Oda i Fukuda, 2013c).

RIP3/MIDD1 posredniczace w oddziatywaniu GTPazy ROP11 z kinezyng 13A i
mikrotubulami jest kolejnym, po ICR1, biatkiem z rodziny RIP, petnigcym funkcje biatka
rusztowania. Mate GTPazy ROP moduluja dynamike cytoszkieletu, ktéra ma wptyw takie na
przeptyw auksyn. Dotychczas nie ustalono, czy RIP3/MIDD1 ma zwigzek z transportem auksyn, ani
tez nie udowodniono, ze ICR1 posiada zdolno$é wigzania mikrotubul kortykalnych lub ogdlnie
cytoszkieletu (Wu i in., 2011). Biatka rusztowania z rodziny RIP majg zdolno$¢ oddziatywania z
wieloma partnerami, mogg wiec by¢ zaangazowane w wiele procesdw komérkowych
wymagajacych koordynacji dynamiki cytoszkieletu, btony komérkowej i sciany komdrkowej (Oda i
Fukuda, 2013c). S3 to zatem swoiste biatka roslinne wspdttworzace kontinuum $ciana-btona
komdrkowa-cytoszkielet, ktérych badanie jest dopiero na wstepnym etapie.
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Celem badan realizowanych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej byto znalezienie
nowych oddziatywan biatko-biatko na szlakach sygnalizacyjnych regulujgcych transport
pecherzykowy u roslin. Zakres poszukiwan zawezono do szlaku sekrecyjnego — egzocytozy.
Prace podzielono na nastepujgce zadania czgstkowe:

1. Sprawdzenie, czy wybrane biatka-czynniki wymiany nukleotydéw guaninowych matych
GTPaz ARF (ARF-GEF) oddziatuja z podjednostkami kompleksu egzocyst. Takie
oddziatywania opisano w komodrkach ssaczych, gdzie podjednostka egzocystu Exo70
asocjowata z ortologiem ARF-GEF, biatkiem BIG2, w kompleksach poruszajgcych
sie wzdtuz mikrotubul komorek HepG2 (Xu i in., 2005)

2. Opisanie roli niebadanych dotad biatek RIP, ktére uwaza sie za partneréw matych
GTPaz ROP odpowiadajgcych gtdéwnie za kontrole spolaryzowanego wzrostu komoérek.
Dotychczas dowiedziono, ze biatko ICR1/RIP1 oddziatuje z podjednostkg kompleksu
egzocyst SEC3A oraz, ze bierze udziat w kontroli spolaryzowanego przeptywu auksyn (Li
i in., 2008; Hazak i in., 2014). Ponadto inne biatko RIP — MIDD1 jest niezbedne
do odktadania wtérnej sciany komodrek ksylemu wedtug okresSlonego wzoru (Oda i
Fukuda, 2012).

3. Zbadanie, czy biatka RIP posredniczg w spotkaniach matych GTPaz ROP z ich efektorami
z rodziny biatek RIC oraz, czy same biatka RIC mogg posredniczy¢ w sygnalizacji GTPaz
ROP do egzocystu.

Postawione cele zrealizowano przy pomocy narzedzi inzynierii genetycznej,
molekularnej biologii komérki oraz przede wszystkim mikroskopii konfokalnej i mikroskopii
czasu trwania fluorescencji.
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Materiaty i metody

W eksperymentach wykorzystywano wode ultraczystg z systemu Milli-Q Simplicity 185
(Millipore) oraz odczynniki firm SIGMA lub POCH (jesli nie wspomniano innego dostawcy).
Odczynniki i materiaty wymagajace sterylizacji autoklawowano przez 22 min w 121°C przy 1,4
bara [Medical Prestige Classic]. Synteze krotkich oligonukleotydéw zlecano firmie SIGMA
Pracowni Sekwencjonowania DNA i Syntezy Oligonukleotyddw Instytutu Biochemii i Biofizyki
PAN w Warszawie. Sekwencjonowanie plazmidéw i produktéw PCR zlecano Wydziatowej
Pracowni Technik Biologii Molekularnej Wydziatu Biologii UAM. Reakcje trawienia
restrykcyjnego wykonywano uzywajgc enzymow FastDigest (Thermo Scientific) lub New
England Biolabs (postepowano zgodnie z zaleceniami producentéw).

1. Uprawa roslin

Do badan wykorzystano rosline modelowg Arabidopsis thaliana (rzodkiewnik
pospolity, ekotyp Columbia-0). Nasiona typu dzikiego (WT) otrzymano z kolekcji nasion Zaktadu
Biologii Molekularnej i Komérkowej UAM.

1.1 Uprawa Arabidopsis w glebie
Sktad pozywki do podlewania roslin rosngcych na podfozu torfowym:

KNO; 5mM
KH,PO, 2,5mM
MgS0O, 2 mM
Ca(NO:s), 2 mM
Fe-EDTA 3mM

Mikroelementy (70 uM H3BO3; 1 UM ZnSO,4; 1 UM Na,MoO,; 0,5 uM CuSO,4; 0,1 uM

CoCl,; 14 uM MnCl,; 10 uM NacCl)

Krazki torfowe [Jiffy Products] poddawano specznieniu w pozywce, nastepnie
sterylizowano je umieszczajagc na 20 min pod lampg UV. Przed wysiewem opryskiwano
roztworem wodnym (1:200 v/v) preparatu grzybobdjczego Amistar 250 S.C. [Syngental.
Nasiona Arabidopsis sterylizowano przed wysiewem poprzez ptukanie kolejno w 30%
roztworze ACE [Procter&Gamble], 70% roztworze etanolu i trzykrotnie w sterylnej wodzie.
Nasiona suszono w komorze laminarnej i wysiewano na podfoza sterylng wykataczka,
podlewano pozywka i umieszczano w chtodni (4°C) na 24 h (wernalizacja). Uprawe
prowadzono w komorze hodowlanej [Panasonic/Sanyo MLR-350H] przy fotoperiodzie 16 h
$wiatta/8 h ciemnosci, wilgotnosci 70% i temperaturze 22°C.

W celu unikniecia krzyzowania roslin, osobniki z wyksztatconymi zawigzkami kwiatéw
umieszczano w ostonkach Arasystem.

1.2 Uprawa Arabidopsis na pozywce statej w warunkach in vitro

Sktad pozywki statej %2 MS (Moorashige & Skoog):

MS medium (including vitamins) [Duchefa] 2,2 g/l

sacharoza 10 g/l

Phytoagar 8 g/l

Przed dodaniem agaru ustalano pH pozywki do wartosci 5,6 przy pomocy KOH.
Nastepnie pozywke sterylizowano w autoklawie (121°C | 20 min) i wylewano na szalki Petriego
w sterylnych warunkach. Nasiona Arabidopsis sterylizowano i wysiewano j/w. Szalki



MATERIALY | METODY

umieszczano w chtodni (4°C) na 24 h (wernalizacja), po czym umieszczano je w fitotronie
w pozycji lezgcej lub pionowo, w statywach.

2. lzolacja i transfekcja protoplastow z mezofilu lisci Arabidopsis

Procedure izolacji protoplastéow zoptymalizowano w Zaktadzie Biologii Molekularnej
i Komérkowej UAM, i opisano w Smolarkiewicz i in., 2014.

Sktad buforéw uzytych do izolacji protoplastéw:

ENZ W5

Cellulase R10 [SERVA] 1,2% (w/w) NacCl 154 mM

Macerozyme R10 [SERVA] 0,4% (w/w) CacCl, 125 mM

KCl 20 mM KCl 5mM

MES 20mM MES 2mM

MMG PEG wi

mannitol 400 mM PEG4000 40% (w/w) mannitol 500 mM
MgCl, 15 mM mannitol 200 mM KCl 20 mM
MES 4 mM CacCl, 100 mM MES 4 mM

10 ml buforu ENZ inkubowano 10 min w 55°C w celu zaktywowania enzymoéw.
Przestudzony do temperatury pokojowej (RT) bufor filtrowano przez filtr o porach 0,22 um
[ROTH] na szalke Petriego. Z 4-6 tygodniowych osobnikéow Arabidopsis odrywano liscie rozety
tuz za koricem blaszki i umieszczano (doktadnie przyklejajac) pomiedzy dwoma fragmentami
tasmy klejgcej Scotch Magic Tape. Tasmy rozdzielano, powodujgc rozwarstwienie liscia —
na jednym fragmencie tasmy pozostawata sama skérka, na drugim skérka wraz z mezofilem.
Ten fragment umieszczano na szalce w roztworze ENZ. Kazdorazowo trawiono mezofil z 6-8
lisci. Szalke z lis$émi inkubowano 1 h w 30°C z wytrzagsaniem 50 rpm. Fragmenty tasmy
usuwano, bufor ENZ z protoplastami przenoszono do 50 ml probdéwki Falcon umieszczonej
w lodzie. Protoplasty osadzano na dnie wirujgc probéwke przy 200 g przez 3 min w 4°C
[wirowka Eppendorf 5804R; rotor uchylny]. Nastepnie osad dwukrotnie ptukano w 15 ml
buforu W5 (doktadnie i delikatnie zawieszajac osad), wirowano przy 150 g. Po drugim ptukaniu
osad zawieszano w 1 ml buforu MMG. Z 20 ul zawiesiny przygotowywano preparat
mikroskopowy, aby ocenic jej gestos¢ i kondycje protoplastow w mikroskopie swietlnym [Zeiss
AxioScope 2 Plus] (optymalnie, sferyczne protoplasty w preparacie nie powinny stykac sie,
zachowujgc odstep ok. 1 srednicy komarki).

Transfekcje protoplastow przeprowadzano w 2 ml préobdwkach o zaokraglonym dnie.
Do 3 ug odpowiedniego plazmidu (lub kilku plazmidéw, w przypadku kotransfekcji) dodawano
100 pl zawiesiny protoplastéw i 110 ul buforu PEG. Cato$¢ mieszaniny doktadnie, ale delikatnie,
mieszano i inkubowano 15 min. Nastepnie dodawano 450 ul buforu W5, mieszano przez
obracanie probéwki i osadzano protoplasty wirujgc przez 3 min przy 300 g w RT. Osad
protoplastéw zawieszano w 300 ul buforu W1 i inkubowano przynajmniej 4 h w ciemnosci
w RT.

3. Transformacja genetyczna siewek Arabidopsis

Transformacje czterodniowych siewek przeprowadzono wykorzystujgc bakterie
Agrobacterium tumefaciens. Postepowano zgodnie z protokotem metody FAST (Li i in., 2009)
bez zadnych modyfikacji.
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4. Hodowla i transformacja genetyczna bakterii
W pracy wykorzystano nastepujgce gatunki bakterii z kolekcji Zaktadu Biologii
Molekularnej i Komorkowej UAM:
Escherichia coli, szczep DH5a o genotypie:
F~ endA1 ginV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG purB20 $80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169,
hsdR17(re m¢), N

Jest to szczep powszechnie wykorzystywany w inzynierii genetycznej. Brak represora
DeoR powoduje konstytutywng produkcje deoksyrybozy umozliwiajgc wydajng propagacje
duzych plazmidéw i szybszy wzrost komodrek. Zmutowana endonukleaza 1 zapobiega
degradacji izolowanych plazmidéw. Podjednostka A gyrazy DNA wrazliwa na toksyne CCdB
umozliwia wykorzystywanie szczepu do negatywnej selekcji plazmidéw z sekwencjg kodujaca
ccdB, na przyktad po reakcjach rekombinacji Gateway.

Escherichia coli, szczep DB3.1 o genotypie:

F- gyrA462 endA1l gInV44 A(srl-recA) mcrB mrr hsdS20(rg’, mg) aral4 galk2 lacY1 proA2 rpsL20(Sm')
xyl5 Aleu mtll

Szczep zawiera zintegrowany z genomem gen opornosci na streptomycyne. Dzieki
zmutowanej podjednostce A gyrazy DNA jest mozliwa propagacja plazmidéw z sekwencjg
kodujgca ccdB, na przyktad plazmidéw DEST systemu Gateway.

Agrobacterium tumefaciens, szczep GV3101 o genotypie C58

Szczep zawiera zintegrowany z genomem gen opornosci na rifampicyne. Nopalinowy
plazmid Ti zostat rozbrojony, ale wymaga aktywacji acetosyringonem.

Sktad pozywek do hodowli bakterii:

LB (pH 7,0) YEB

bacto trypton 1% (w/v) ekstrakt wotowy 0,5% (w/v)

ekstrakt drozdzowy  0,5% (w/v) ekstrakt drozdzowy  0,1% (w/v)

NaCl 1% (w/v) pepton 0,5% (w/v)
sacharoza 0,5% (w/v)
MgCl, 2,5 mM

agar (dla pozywek zestalonych) 1% (w/v)

4.1 Przygotowanie komérek kompetentnych Escherichia coli
Sktad buforéw stuzgcych do przygotowania komérek kompetentnych E. coli:

CM1 (pH 5,6) CM2 (pH5,6)

octan sodu 10 mM octan sodu 10 mM

MnCl, 50 mM CaCl, 70 mM

RbCl 100 mM MnCl, 5mM

glicerol 15% (v/v) NaCl 5mM
RbCl 10 mM
glicerol 15% (v/v)

25 ml pozywki LB inokulowano bakteriami z pozywki statej i hodowano 24 h w 37°C
z wytrzasaniem 90 rpm. Nastepnie pobrano 4 ml hodowli, inokulowano 100 ml Swiezej pozywki
LB i hodowano do uzyskania ODgy = 0,3. Hodowle schtodzono w 15 min w lodzie, po czym
bakterie osadzano na dnie 50 ml probdwki falcon wirujgc 10 min w 4°C przy 3000 g. Osad
zawieszano w 20 ml schiodzonego buforu CM1, inkubowano 20 min na lodzie. Bakterie
ponownie wirowano, osad zawieszano w 4 ml buforu CM2 i inkubowano na lodzie 3 h. Bakterie
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porcjowano po 100 pl do 1,5 ml probdwek typu eppendorf i zamrazano w ciektym azocie,
przechowywano w temp. -80°C.

4.2 Transformacja komodrek kompetentnych Escherichia coli

100 pl komdrek kompetentnych rozmrazano na lodzie. Do kazdej préby dodawano
2-50 ng DNA i inkubowano 5 min. Préby przenoszono z lodu do bloku grzejnego na 2 min
w 42°C (szok cieplny) i ponownie umieszczano w lodzie na 5 min. Nastepnie dodawano 500 pl
pozywki LB (RT) i inkubowano préby w 37°C przez 45 min wytrzasajac 600 rpm (Eppendorf
Thermomixer Comfort). Po inkubacji préoby stuzyly do inokulacji pozywki ptynnej lub posiewu
na pozywke statg (proby wirowano 90 s przy 6000 rpm, osad przed posiewem zawieszano
w 100 pl pozywki LB) z odpowiednimi antybiotykami selekcyjnymi.

4.3 Transformacja komérek Agrobacterium tumefaciens

25 ml pozywki LB inokulowano bakteriami z pozywki statej i hodowano 24 h w 28°C
z wytrzgsaniem 200 rpm. Hodowle schtadzano w lodzie przez 15 min i przenoszono
do schtodzonej 50 ml probdwki falcon. Bakterie osadzano wirujgc probowke 6 min w 4°C przy
3000 rpm. Osad zawieszano w 1 ml 20 mM CaCl, schtodzonego w lodzie. Do 1,5 ml probdowek
typu eppendorf przenoszono 100 ul zawiesiny bakteryjnej i dodawano 1 pug odpowiedniego
plazmidu. Bakterie zamrazano w ciektym azocie, przenoszono na 5 min do 37°C i umieszczano
w lodzie. Nastepnie dodawano 1 ml pozywki LB i inkubowano 3 h w 28°C przy 200 rpm.
Bakterie posiewano na zestalone pozywki LB z odpowiednimi antybiotykami selekcyjnymi
uprzednio wirujgc proby 30 s przy 10 000 rpm i zawieszajgc osad w 100 pl pozywki.

4.3.1 Weryfikacja pozytywnych kolonii bakterii

Identyfikacje kolonii bakterii zawierajgcych zrekombinowany plazmid przeprowadzano
wykorzystujgc technike PCR. Domyslnie sprawdzano 15 kolonii (w przypadku wyniku
negatywnego sprawdzano kolejne kolonie).

Przygotowywano szalke z zestalong poiywka LB z odpowiednimi antybiotykami
selekcyjnymi, podzielong na 15 ponumerowanych pdl. Nastepnie przygotowywano
15 probdwek PCR z mieszaning reakcyjng PCR, zawierajgca startery specyficzne dla wstawki
dodawanej do plazmidu. Jednorazowymi koncéwkami do pipet przesiewano pojedynczo
kolonie na kolejne pola na szalce. Koncowki po posiewie umieszczano w odpowiednich
probowkach z mieszaning PCR. Nastepnie dokfadnie zawieszano pozostatosci bakterii
z koncéwek w mieszaninie PCR. Koricowki usuwano, a prébéwki przenoszono do termocyklera
i przeprowadzano reakcje PCR. Wynik reakcji sprawdzano elektroforetycznie. Szalka
z numerowanymi polami stuzyta, po 24 h inkubacji w 37°C, do rozpoczecia hodowli ptynnej
klonéw pozytywnie zweryfikowanych technikg PCR.

5. lzolacja catkowitego RNA z tkanek Arabidopsis i odwrotna transkrypcja

Catkowity RNA z tkanek roslinnych izolowano zmodyfikowang metodg Chomczynskiego
— wykorzystano samodzielnie przygotowany (podobnie jak pozostate bufory) bufor Trizol.
Protokdt, opracowany w Instytucie Maxa Plancka w Golm, otrzymano dzieki uprzejmosci dra
Przemystawa Nuca. RNA wyizolowano z 1-tygodniowych siewek, liSci rozety 5-tygodniowych
roslin i rozwinietych kwiatow Arabidopsis.
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5.1 Ilzolacja RNA catkowitego z tkanek roslinnych
W pracy z RNA korzystano z wody Mili-Q z dodatkiem DEPC (do wody dodawano 1%
DEPC (v/v) i autoklawowano).

5.1.1 Przygotowanie fenolu nasyconego octanem sodu do ekstrakcji RNA

Do butelki z ciemnego szkta dodawano 100 ml Roti Aqua Phenol [ROTH] i 100 ml 100
mM roztworu octanu sodu. Ptyny intensywnie mieszano uzywajac mieszadta magnetycznego
i pozostawiano na 4 h w 4°C. Nastepnie roztwér ogrzewano do RT, usuwano faze wodng
(pozostawiajgc ok. 5 mm), dodawano 50 ul B-merkaptoetanolu i ponownie mieszano. Fenol
przechowywano w ciemnej, szczelnie zamknietej butelce w 4°C, wykorzystujgc go wedtug
potrzeb.

5.1.2 Przygotowanie fenolu nasyconego Tris o pH 8 do ekstrakcji DNA/cDNA

Do butelki z ciemnego szkta dodawano 100 ml Roti Aqua Phenol [ROTH], 100 ml 500
mM buforu Tris-HCl o pH 8 oraz 100 pl 500 mM EDTA. Ptyny intensywnie mieszano przez
30 min uzywajgc mieszadta magnetycznego, caly czas utrzymujac je w postaci emuls;ji.
Nastepnie pozwalano fazom na separacje i usuwano faze wodnga. Do fenolu dodawano 100 ml
100 mM buforu Tris-HCl i ponownie intensywnie mieszano przez 30 min, po czym usuwano
faze wodng. Ptukanie 100 mM Tris-HCl powtarzano jeszcze trzykrotnie. Po ostatnim ptukaniu
pozostawiano ok. 5 mm fazy wodnej, dodawano 50 pl B-merkaptoetanolu i ponownie
mieszano. Fenol przechowywano w ciemnej, szczelnie zamknietej butelce w 4°C, wykorzystujgc
go wedtug potrzeb.

5.1.3 Przygotowanie buforu octan sodu/chlorek sodu do wytracania kwaséw nukleinowych.

Bufor o stezeniu 0,8 M octan sodu i 1,2 M NaCl przygotowywano rozpuszczajac 23,53 g
octanu sodu i 7 g chlorku sodu w 100 ml wody. Nastepnie roztwor filtrowano do sterylnej
butelki i autoklawowano.

5.1.4 Skfad i przygotowanie buforu Trizol

fenol nasycony 100 mM octanem sodu 38% (v/v)
tiocyjanian guanidyny [ROTH] 800 mM
tiocyjanian amonu [ROTH] 400 mM
octan sodu 100 mM
glicerol 5% (v/v)
EDTA 5mM
lauroilosarkozynian sodu 0,5 % (v/v)

Do butelki z ciemnego szkta dodawano 38 ml fenolu i 3,34 ml 3M roztworu octanu
sodu, mieszano. Nastepnie rozpuszczano 11,816 g tiocyjanianu guanidyny i 7,612 g
tiocyjanianu amonu w 49 ml wody. Roztwér dodawano do fenolu, mieszano, po czym
dodawano 10 ml 50% glicerolu i doktadnie mieszano. Do butelki odparowywano ciekty azot
z probéwki eppendorf i szczelnie jg zamykano. Butelke przechowywano w 4°C w ciemnosci.

Bezposrednio przed izolacjg RNA do 15 ml probdéwki falcon pobierano z butelki 9,6 ml
Trizolu, do ktérego dodawano 100 pl 500 mM roztworu EDTA i 500 ul 10% (w/v) roztworu
lauroilosarkozynianu sodu.

5.1.5 Homogenizacja tkanki, liza i ekstrakcja RNA
100 mg tkanki homogenizowano w mozdzierzu uzywajac ciektego azotu. Sproszkowang
tkanke przenoszono do schtodzonych 2 ml probdwek typu eppendorf, ktére umieszczano
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w ciektym azocie. Probowki wyjmowano z azotu, pozostawiano na 1 min w RT (pozwalajgc
na odparowanie azotu). Do préb dodawano dwukrotnie 750 pl buforu Trizol, doktadnie
zawieszajgc w nim materiat i pozostawiano na 5 min w RT (w tym czasie kilkukrotnie obracano
probowki). Nastepnie dodawano 300 pl chloroformu, ekstrahowano przez obracanie probéwek
i pozostawiono na 3 min w RT. Proby wirowano 8 min w 4°C przy 12 000 g [Eppendorf 5417R].
Ok. 1 ml fazy wodnej przenoszono do nowej probéwki i dwukrotnie ekstrahowano (uzywajac
mieszadta typu vortex) 400 ul mieszaniny chloroform/fenol nasycony octanem sodu (stosunek
3:1 (v/v)) — préby wirowano 3 min z maksymalng predkoscig, najpierw w 4°C, nastepnie w RT.
Do préb dodawano 400 pl chloroformu, ekstrahowano i ponownie wirowano 3 min w RT.
W trakcie wirowania przygotowywano odpowiednig ilos¢ probéwek 2 ml z 500 ul
izopropanolu, do ktérych nastepnie przenoszono faze wodng po ekstrakcji i dodawano 500 pl
buforu octan sodu/NaCl. Po wymieszaniu proby inkubowano 5 min w RT i wirowano 15 min
w 4°C z maksymalng predkoscig. Supernatant usuwano catkowicie, a osad RNA przemywano
trzykrotnie 75% etanolem (pierwszy raz 500 pl, nastepnie 150 pl, wirowano 2 min w 4°C
z maksymalng predkoscig). Przemyty osad suszono w RT i zwieszano w 80 ul wody.

5.2 Trawienie DNA genomowego

Obecny w prébach DNA genomowy usuwano w reakcji trawienia endonukleaza.
Uzywano zestawu odczynnikdw RQ1 RNase-Free DNase [Promega]. llos¢ RNA w kazdej prébie
wynosita 6 ug (reakcje prowadzono w 10 pl). Postepowano zgodnie z zaleceniami producenta.
Nastepnie préby taczono ze sobg (5-10 préb) i ekstrahowano RNA — postepowano zgodnie
z procedurg ekstrakcji chloroformem z kwasnym fenolem dla homogenizowanej tkanki
uzywajgc ich w stosunku objetosci 1:1. Stezenie i czystos¢ RNA mierzono
spektrofotometrycznie [Nanodrop ND1000], a jego jako$¢ oceniano elektroforetycznie.
Do préb dodawano 1 pl inhibitora RNaz RiboLock [Thermo Scientific].

5.3 Odwrotna transkrypcja — synteza DNA komplementarnego do mRNA (cDNA)

Synteze cDNA przeprowadzono uzywajgc gotowego zestawu odczynnikdéw SuperScript
Il First-Strand Synthesis SuperMix [Thermo Scientific] podazajac za wskazdwkami producenta.
Do kazdej proby dodawano 3 ug catkowitego RNA po trawieniu DNazg (catkowita objetos¢
mieszaniny reakcyjnej wynosita 20 ul). Jako starteréw uzywano oligo(dT)20. Po zakorczeniu
reakcji i inaktywacji enzymu préby przechowywano w -20°C. W reakcjach PCR uzywano 2 ul
mieszaniny reakcyjnej jako matrycy.

6. Przygotowanie konstrukcji genetycznych
6.1 Reakcje PCR, elektroforeza i oczyszczanie DNA

6.1.1 Amplifikacja DNA w tancuchowej reakcji polimerazy PCR

Amplifikacje sekwencji kodujgcych badanych biatek i elementéw wektoréw
wykonywano uzywajgc polimerazy Phusion High-Fidelity [Finnzymes/Thermo Scientific].
Do potwierdzania obecnosci w koloniach bakterii pozgdanych plazmidéw wykorzystywano
polimeraze AllegroTaq [Novazym]. Przygotowywano mieszaniny reakcyjne o sktadzie:
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4,5 mM (Phusion)

Bufor reakcyjny  Stezenie 1x
dNTPs 0,2 mM
Startery FiR 0,5 uM kazdego
MgCIZ

Polimeraza

Matryca DNA

0,5 U (AllegroTaq)

0,4 U (Phusion)

— 2-5 ng oczyszczonego plazmidu

— 100 ng oczyszczonego produktu PCR/syntezy DNA

— 2 pl mieszaniny reakcyjnej odwrotnej transkrypcji

— pozostatos¢ po posiewie 1 kolonii bakterii (por. )

Reakcje PCR prowadzono w objetosci 10 ul. Stosowano, zaleznie od pozadanego

produktu, trzy profile termiczne reakcji [termocyklery Eppendorf MasterCycler 5331 i Applied

Biosystems 2720]:

PCR potwierdzajaca obecnos¢ pozgdanego plazmidu w koloniach bakterii (AllegroTaq)

Temperatura (°C) | Czas (s) Uwagi
Wydtuzone wstepne przegrzanie mieszaniny reakcyjnej
95 600 . - "
majgce na celu lize bakterii
95 10
Specyficzna dla 15 Stosowano temperatury obliczane przez program
pary starteréw x15 | SerialCloner
7 15/1 kb W przypadku produktéw < 1 kb pomijano ten etap
produktu
72 180
4 - Koncowa inkubacja zabezpieczajgca produkty

PCR amplifikujaca sekwencje kodujace i fragmenty plazmidow (Phusion)

98 180

98 10
Specyficzna dla 15 Stosowano temperatury obliczane przez program
pary starteréw x25 | SerialCloner

7 30/1 kb W przypadku produktéw < 0,7 kb pomijano ten etap

produktu
72 180
4 - Koncowa inkubacja zabezpieczajgca produkty

Dwustopniowa PCR dodajaca d

o produktu miejsca restrykcyjne (Phusion)

98 180
98 10
Specyficzna dla 15 Temperatura topnienia fragmentu komplementarnego do
pary starteréw x5 | matrycy (obliczana przez program SerialCloner)
7 15/1 kb W przypadku produktéw < 0,7 kb pomijano ten etap
produktu
98 10
Temperatura topnienia starteréw z dodanymi miejscami
68 15 5 restrykcyjnymi wynosita zawsze = 68°C (obliczana przez
program SerialCloner)
7 15/1 kb W przypadku produktéw < 0,7 kb pomijano ten etap
produktu
72 300
4 - Koncowa inkubacja zabezpieczajgca produkty
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6.1.2 Elektroforeza kwaséw nukleinowych w zelach agarozowych

Sktad buforu TAE do elektroforezy i przygotowywania zeli:

Tris (pH 8,3) 40 mM

Kwas octowy 20 mM

EDTA1 mM

Sktad buforu do naktadania préb na zel (tzw. obcigzacza; dodawano go do prdob
bezposrednio przed natozeniem na zel w stosunku 1:3 (v/v)):

Tris-HCI (pH 7,6) 10 mM

EDTA 60 mM

glicerol 60% (v/v)

bromofenol 0,03 % (w/v)

xylen cyanol FF 0,03% (w/v)

Produkty reakcji PCR, a takze trawien restrykcyjnych oraz DNA i RNA po izolacji
rozdzielano elektroforetycznie w zelach agarozowych z dodatkiem bromku etydyny (0,5 pg/ml
zelu). Oceniano wielko$¢ czgsteczek i jako$¢ materiatu (sprawdzano obecnos$¢ produktow
niespecyficznych i smug powstajgcych w wyniku degradacji materiatu). Najczesciej
przygotowywano zele o stezeniu 1% agarozy w buforze TAE, a jesli planowano eluowaé DNA
z zelu, stezenie agarozy zmniejszano do 0,7%. Rozdziat elektroforetyczny prowadzono przy
napieciu 7V/cm dtugosci zelu. W zaleznosci od spodziewanej wielkosci rozdzielanych
czasteczek uzywano wzorcéw Gene Ruler DNA 100 bp lub 1 kb [Thermo Scientific]. Obrazy
rozdziatow elektroforetycznych dokumentowano w systemie G:BOX F3 [Syngene].

6.1.3 Oczyszczanie DNA po elektroforezie i reakcjach enzymatycznych

Prazki DNA obecne w zelu na odpowiedniej wysokosci wycinano skalpelem. Elucje DNA
wykonywano zestawem odczynnikdéw GenElute Gel Extraction Kit [SIGMA]. Do oczyszczania
produktéw reakcji PCR i trawienia restrykcyjnego z pozostatosci mieszaniny reakcyjnej
uzywano zestawu GenElute PCR Clean-up Kit [SIGMA]. Obu zestawdéw uzywano zgodnie
z zatgczonym przez producenta protokotem. Oczyszczony DNA, zawieszony w buforze 10 mM
Tris-HCI (pH 8,5), wykorzystywano w kolejnych etapach pracy.

6.2 Klonowanie sekwencji kodujacych z genéw badanych biatek

Wykorzystujgc jako matryce cDNA z tkanek Arabidopsis zamplifikowano sekwencje
kodujgce z gendw badanych biatek. Korzystano z matryc cDNA otrzymanych z tkanek, gdzie
wykazano wysoki poziom ekspresji badanych gendw (wg baz danych Genevesigator). Produkty
PCR wprowadzano do wektora pENTR/D-TOPO metodg wykorzystujgca topoizomeraze (system
D-TOPO [Thermo Scientific]) lub miejsca restrykcyjne. Sekwencje kodujgce wybrane
podjednostki kompleksu egzocyst, wprowadzone do wektoréw typu pENTR, otrzymano
od dr Anny Kasprowicz-Maluski z ZBMiK.

Wszystkie konstrukcje genetyczne stuzgce do nadekspresji badanych biatek w roslinach
przygotowano postugujgc sie systemem rekombinacji DNA Gateway [Thermo
Scientific/Invitrogen]. Metoda ta zaktada sktadanie kasety ekspresyjnej w dwdch etapach
w oparciu o specyficzne reakcje rekombinacji przeprowadzane przez enzymy fagowe.
W pierwszym etapie pozgdany fragment DNA wprowadza sie do niewielkiego wektora typu
pPENTR, tworzac tzw. klon wejsciowy (ang. entry clone). Nastepnie, w wyniku reakcji
rekombinacji, fragment DNA jest umieszczany pomiedzy promotorem a terminatorem
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wiekszego wektora ekspresyjnego typu pDEST (tzw. wektor przeznaczenia, ang. destination

vector). W poblizu miejsc rekombinacji wektoréw pDEST mozna umiesci¢ sekwencje kodujace
DNA

| / lPCR \

&z i I Em 50
II x D-TOPO fréwisnie x Gateway
ligacja BP

III x Gatfl\;lay

Rycina 4 Schemat tworzenia wektorow ekspresyjnych w systemie Gateway [Thermo]. | — w reakcji PCR
na matrycy cDNA sekwencje kodujace badane biatka wydtuzano o odpowiednie adaptery; Il —
sekwencje kodujgce wprowadzano do wektora wejsciowego (pENTR) systemu Gateway; Il —
sekwencje kodujgce przenoszono do wybranych wektoréw ekspresyjnych, kompatybilnych
z systemem Gateway (pDEST), w reakcji rekombinacji (Gateway LR).

roznorodne markery, na przytad biatka fluorescencyjne. Ostatecznym produktem reakcji

rekombinacji bedg wtedy plazmidy niosgce kasety umozliwiajagce ekspresje biatek
rekombinowanych (fuzyjnych). Ogdlny schemat przyjetego systemu tworzenia wektoréw
ekspresyjnych zawiera Rycina 4.
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6.2.1 Klonowanie sekwencji kodujacych biatka RIP

Sekwencje kodujgce z gendéw RIP1/ICR1, RIP2, RIP3, RIP4 i RIP5 zamplifikowano w
reakcji PCR na matrycy cDNA (usunieto kodony STOP). Fragmenty DNA przygotowano
do wprowadzenia do wektora pENTR metodg D-TOPO (dodano sekwencje 5'-CACC).
Wykorzystano nastepujace pary starterow:

Nazwa | Sekwencja (5'->3') Tm (°C) | Zrédto | Dtugosé Accession

startera cDNA produktu (nt) | number

et e ) I I
e | || e
P | CTTATGGTITTICTTGAGTAAGRC o8 | Kot | 1192 | Nw_asiss
b TrTCTaceeTIeeTee o Tas | Kt | S%6 | Nw_ioseso
P | TTTCTGAGGEITCTIOOAE Tas | Kwist | 169 | N_o01203es0

Produkt PCR oczyszczono i wykorzystano w reakcji ligacji D-TOPO. Bakterie E. coli DH5a
transformowano mieszaning reakcyjng. Obecno$¢ wstawki w plazmidzie sprawdzano
wykonujgc reakcje PCR z wykorzystaniem tych samych par starteréw. Nastepnie izolowano
wybrany plazmid (zestaw GenElute Plasmid HP mini) i zlecano sekwencjonowanie z uzyciem
starteréw flankujgcych wstawke. Plazmidy niosgce pozgdane sekwencje wykorzystywano
w dalszych etapach badan.

6.2.2 Klonowanie sekwencji kodujagcych domeny N-koricowe biatek RIP

Sekwencje kodujgce domeny N-koncowe biatek z rodziny RIP zamplifikowano w reakcji
PCR na matrycy przygotowanych wczesniej plazmidéw pENTR. Produkty PCR przygotowano
do wprowadzenia do wektora pENTR/D-TOPO wykorzystujgc miejsca restrykcyjne Notl i Ascl.
Wykorzystano nastepujgce pary starterow:

Nazwa startera | Sekwencja (5'->3') Tm (°C) | Dtugosc produktu (nt)
ICRnF TTAgcggceegeT ATGCCAAGACCAAGAGTTTC 56/75 | 372 [116 aa z korica N
ICRNR TTAggcgceccTCTCCACTCGAGCCAGCG 60/79 | biatka ICR1]
RIP2nF TTAgcggccgcT ATGCAGACTCCAAAACCTAG 56/71 387 [121 aa z konca N
RIP2nR TTAggcgcgecT AATCTCCATTAACTGCTGCTTT | 56/71 | biatka RIP2]
RIP3nF TTAgcggccgc TATGCAGACTCCAAAATCAAG 54/74 | 378 [118 aa z korica N
RIP3nR TTAggcgcgccTGATATCCATTAACTGATGCTTG | 57/74 | biatka RIP3]
RIP4nF TTAgcggccgcT ATGCCAAAACCAAGTATTAGAG | 56/74 366 [114 aa z konca N
RIP4nR TTAggcgcgecT GTTCGGTTTCTTGGATTTCTT 56/74 | biatka RIP4]
RIP5nF TTAgcggccgcT ATGCAGACCCAAAAGGCAA 55/75 375[117 aa z konca N
RIPSnR TTAggcgcgecT AACTTCTTGGAGCTGTTTCC 56/75 | biatka RIP5]

Produkty PCR oczyszczono i poddano trawieniu enzymami Notl i Ascl. Nastepnie
fragmenty DNA wprowadzono do wektora pENTR/D-TOPO w reakcji ligacji. Komorki E. coli
transformowano mieszaning ligacyjng, kolonie zawierajgce plazmid z pozadang wstawka
wyselekcjonowano metodg PCR z wykorzystaniem w/w starterow. Poprawno$¢ klonowania
sprawdzono zlecajgc sekwencjonowanie wybranych wektorow.
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6.2.3 Klonowanie sekwencji kodujacych biatka RIP pozbawione domeny N-korcowej

W celu przygotowania konstrukcji genetycznych niosgcych sekwencje kodujgce biatka
zrodziny RIP pozbawionych ich N-koncowej domeny, zlecono synteze nastepujgcych
oligonukleotydow:

Nazwa startera | Sekwencja (5'->3') Tm (°C) | Dtugosc produktu (nt)
ICRtrNotF TTTGCGGCCGCTATG GAATCTGCAACTGAGGCTG 57/77 3272

RIP2trNotF TTTGCGGCCGCTATG AACGCCTCTGAGGATTCCA 57/77 3974

RIP3trNotF TTTGCGGCCGCTATG AATGCCTCGGAAGATTCAAG | 56/77 3422

RIP4trNotF TTTGCGGCCGCTATG ACTCCTGCTCCGGAGAGA 58/79 3218

RIP5trNotF TTTGCGGCCGCTATG TCTTCTAAGCTTGAGGAGAG 56/76 3929

ENTRuniNotR TTT GCGGCCGCGGAGCCTGCTTT 70 -

Oligonukleotydy wykorzystano w PCR, jako matrycy uzyto plazmidéw pENTR niosgcych
petne sekwencje kodujgce odpowiednich biatek RIP. Starter ,reverse” ENTRuniNotR,
zagniezdzony w plazmidzie pENTR/D-TOPO, uzyto w kazdej reakcji. Produktami PCR byty
sekwencje kodujace biatka RIP skrécone o domeny z konca N (por. sekcja 6.2.2) wraz
z wektorem pENTR/D-TOPO. Na obu koncach czasteczek DNA dodano miejsce restrykcyjne
Notl (starter ENTRuniNotR zachowywat miejsce Notl obecne w wektorze, startery ,forward”
dodawaty to miejsce wraz z kodonem START). Produkty PCR oczyszczono, strawiono enzymem
Notl i poddano autoligacji, otrzymujgc pozadane, skrocone sekwencje kodujgce, wprowadzone
do plazmidu pENTR/D-TOPO. Mieszaning ligacyjng transformowano komorki E. coli. Kolonie
zawierajgce odpowiednie sekwencje kodujace biatek RIP wyselekcjonowano metoda PCR.
Nastepnie wyizolowano poszczegdlne plazmidy i zlecono ich sekwencjonowanie z uzyciem
starteréw flankujgcych wstawke. Plazmidy niosgce poprawnie wklonowane i pozgdane
fragmenty DNA uzywano w dalszych etapach badan.

6.2.4 Przygotowanie i klonowanie sekwencji kodujacej biatka RIP z wprowadzonym
wewnatrz polipeptydu biatkiem GFP
Przygotowanie sekwencji kodujacych biatka z rodziny RIP z wprowadzonym wewnatrz
polipeptydu biatkiem EGFP przeprowadzono wedtug metody opisanej przez Tian i in., 2004.
Sekwencje kodujgcg biatka EGFP wydtuzono o tgczniki dodajace elastyczne peptydy (Gly)sAla
na koncu 5' oraz AlaGly(Ala);GlyAla na koncu 3'. W PCR uzyto jako matrycy plazmidu pSITE-2CA
(wektor zakupiono w repozytorium ABRC) oraz starteréw:

Nazwa startera | Sekwencja (5'->3') Tm (°C) | Dtugos¢ produktu (nt)
xFP_GIyF GGAGGTGGAGGTGGAGCT GTGAGCAAGGGCGAGGAG 60/83

753
xFP_AlaR GGCCCCAGCCGCAGCACCAGC CTTGTACAGCTCGTCCATG | 57/86

Produkt reakcji oczyszczono i uzywano jako matrycy w kolejnych PCR. Nastepnie
zamplifikowano sekwencje kodujgce fragmenty N-koricowe polipeptyddéw biatek z rodziny RIP,
dodajac na ich koncu 5' miejsce restrykcyjne Notl, a na korncu 3’ sekwencje kodujgcg peptyd
(Gly)sAla. Matryce PCR stanowity wektory pENTR z wprowadzonymi petnymi sekwencjami
kodujgcymi biatka RIP; wykorzystano nastepujgce pary starteréw:
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Nazwa startera | Sekwencja (5'->3') Tm (°C) | Dtugos¢ produktu (nt)
ICRNF TTAgcggeegcT ATGCCAAGACCAAGAGTTTC 56/75 | 945 [305 aa z korica N
ICR_GIyR AGCTCCACCTCCACCTCC AGCTGACGGGTCAAAGAAC | 57/81 biatka ICR1]
RIP2nF TTAgcggecgcT ATGCAGACTCCAAAACCTAG 56/71 | 753 [241 aa z kofica N
RIP2_GIyR AGCTCCACCTCCACCTCC AGACATCTTCATACCATCTG | 54/79 biatka RIP2]
RIP3nF TTAgcggccgcTATGCAGACTCCAAAATCAAG 54/74 | 735235 aa z koica N
RIP3_GIyR AGCTCCACCTCCACCTCC TGCTTCAACTGCAGATTTCA | 54/79 biatka RIP3]
RIP4nF TTAgcggecgcT ATGCCAAAACCAAGTATTAGAG 56/74 | 976 [282 aa z kofica N
RIP4_GIyR AGCTCCACCTCCACCTCC CTCCATTGACCCACACTG 56/81 biatka RIP4]
RIPSNF TTAgcggeegeT ATGCAGACCCAAAAGGCAA 55/75 732 [234 aa z kofica N
RIP5_GIlyR AGCTCCACCTCCACCTCC CTCGGTTTCAGCTTCTGATA biatka RIP5]

Analogicznie postepowano amplifikujgc sekwencje kodujgce fragmenty C-koricowe
biatek RIP, wydifuzone o sekwencje kodujgca peptyd AlaGly(Ala);GlyAla na koncu 5' oraz
miejsce restrykcyjne Ascl na koricu 3'. W PCR wykorzystano pary starteréw:

Nazwa Sekwencja (5'->3') Tm Dtugos¢ produktu
startera (°c) (nt)

ICR_AlaF GCTGGTGCTGCGGCTGGGGCC GGGTTCATGGATCCACCG 58/87 150 [39 aa z korica C
ICR_AscR TTAggcgcgccTCTTTTGCCCTTTCTTCCTC 55/75 biatka ICR1]
RIP2_AlaF GCTGGTGCTGCGGCTGGGGCC GAAGCTTGTAATTCACTAAC 52/83 | 1059 [342 aa z koAca
RIP2_AscR | TTAggcgcgecT TTTCTGACTTTTCTTCAGTAAC 55/73 C biatka RIP2]
RIP3_AlaF | GCTGGTGCTGCGGCTGGGGCC GCAGAGACAAGGTATCAAG 55/85 | 516 [161 aa z korca
RIP3_AscR | TTAggcgcgecT CTTATGGTTTTTCTTGAGTAAC 55/73 C biatka RIP3]
RIP4_AlaF GCTGGTGCTGCGGCTGGGGCC AAGCATTTTGCAGGCAGGTT 56/85 159 [42 aa z korica C
RIP4_AscR | TTAggcgcgecT TTTCTGCCCTTTCTTCTTCC 56/75 biatka RIP4]
RIPS_AlaF | GCTGGTGCTGCGGCTGGGGCC GCTTTAGCCACTGAAACTC 55/85 | 1023 [330 aa z korca
RIP5 AscR | TTAggcgcgecT TTTCTGAGGCTTCTTCCAC 55/75 C biatka RIP5]

Produkty PCR oczyszczono i wykorzystano jako matryce w kolejnej PCR. Ostateczne
sktadanie sekwencji kodujgcych fragmenty N- i C-koncowy biatek RIP z sekwencjg EGFP
pomiedzy nimi, wykonano przygotowujgc PCR. Matryce w reakcji stanowity trzy przygotowane
wczesniej fragmenty DNA, ktérych ilos¢ ustalono w stosunku molowym 1:1:1 oraz dodawano
nie mniej niz 50 ng najdtuzszej matrycy do 1 reakcji. Wykorzystano pary starteréw dodajace

IiRl—N ‘i% ﬁﬁ‘ EGFP (238 aa) ICR1-C (39 aa)
RIP2-N ‘241 ﬁﬁ‘ EGFP (238 aa) RIP2-C ‘342 aa‘
RIP3-N i235 aa‘ EGFP (238 aa) RIP3-C ‘161 aa‘
ﬁ‘ﬁ-ﬁ ‘iﬁi ii‘ EGFP (238 aa) RIP4-C ‘159 aa‘
% EGFP (238 aa) ﬁ‘ﬁi ‘iia ﬁﬁ‘

Rycina 5 Schemat polipeptydéw RIP z osadzonym wewnatrz biatkiem EGFP. A — elastyczny tacznik o sekwencji
(Gly)sAla; B — elastyczny tacznik o sekwencji AlaGly(Ala);GlyAla.
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miejsca restrykcyjne Notl i Ascl, specyficzne wzgledem petnej sekwencji kodujgcej
biatek RIP. PCR prowadzono w nastepujgcych warunkach:

Temperatura (°C) | Czas (s) Uwagi
98 180
98 20 Wydtuzony etap denaturacji sprzyjajacy rozbiciu

niespecyficznych multiplekséw DNA

x30 | Wydtuzony etap hybrydyzacji z obnizong temperaturg,

45 30 promujacy sktadanie matrycy z trzech fragmentéw DNA
72 180

72 180

4 - Koncowa inkubacja zabezpieczajgca produkty

Produkty reakcji o odpowiedniej dtugosci (1809 nt dla /ICR1, 2526 nt dla RIP2, 1965 nt
dla RIP3, 1749 nt dla RIP4, 2469 nt dla RIP5) wyeluowano z zelu agarozowego i uzyto jako
matrycy w ponownej PCR. Zamplifikowany produkt oczyszczono, strawiono enzymami Notl
i Ascl, i zligowano z wektorem pENTR/D-TOPO trawionym tymi samymi enzymami. Komorki
kompetentne E. coli transformowano mieszaning ligacyjng. Kolonie bakterii niosgce
pozadanych plazmid wyselekcjonowano metodg PCR. Po propagacji wybranych wektoréw
poddano je sekwencjonowaniu z uzyciem starterow flankujgcych wstawke. Wektory
o sprawdzonej sekwencji uzywano w dalszych eksperymentach. Na Rycinie 5 pokazano
schemat powstajgcych w komdérce biatek chimerycznych.

6.2.5 Klonowanie sekwencji kodujacych biatka ROP
Sekwencje kodujace z gendéw biatek ROP1, ROP2, ROP3, ROP4, ROP5, ROP6, ROP7,
ROPS8, ROP9, ROP10, ROP11 zamplifikowano w reakcji PCR na matrycy cDNA (kodony STOP

pozostawiono). Fragmenty DNA przygotowano do trawienia enzymami Notl i Ascl.
Wykorzystano nastepujgce pary starterow:
Nazwa Sekwencja (5'->3') Tm (°C) |Zrédto |Dtugoéé |Accession
startera cDNA |produktu|number
(nt)

ROP1_Not |TTAgcggccgcT ATGAGCGCTTCGAGGTTC 56/76

Kwiat 618 NM_114989
ROP1_Asc |TTAggcgcgccT TCATAGAATGGAGCATGCCTT 57/75 -
ROP2_Not [TTAgcggccgeT ATGGCGTCAAGGTTTATAAAG 55/74

Kwiat 612 NM_101863
ROP2_Asc |TTAggcgcgecT TCACAAGAACGCGCAACG 56/76 -
ROP3_Not |TTAgcggccgcT ATGAGCGCTTCGAGGTTC 56/76 ] 618 5733
ROP3_Asc |[TTAggcgcgccT TTACAAAATGGAGCAGGCTTT 55/74 | <wiat 18 | NM_127334
ROP4 Not [TTAgcggccgeT ATGAGTGCTTCGAGGTTTATAAAG  |60/76

Kwiat 615 NM_106234
ROP4_Asc |TTAggcgcgecT TCACAAGAACACGCAGCGGT 60/78
ROP5_Not [TTAgcggccgeT ATGAGCGCATCAAGGTTCAT 56/75

Kwiat 618 NM_119762
ROP5_Asc |TTAggcgcgecT TTACAAGATGGAGCAGGCC 57/76 -
ROP6_Not |TTAgcggccgcT ATGAGTGCTTCAAGGTTTATCA 57/74

Kwiat 621 NM_119668
ROP6_Asc |TTAggcgcgecT TCAGAGTATAGAACAACCTTTC 57/74
ROP7_Not |TTAgcggccgcT ATGAGCACAGCAAGATTCATT 55/74

Siewka 630 NM_123965

ROP7_Asc |TTAggcgcgecT TTATAGGAAAAAGCATATTCTTG 54/72
ROP8 Not [TTAgcggccgeT ATGTCAGCTTCAATGGCTGC 58/76 Cewk ] 10033

i 54 NM_1
ROP8_Asc |TTAggcgcgccT TCAAAGAACATGGCATAAACCG 58/75 | K@ -
ROP9 Not [TTAgcggccgeT ATGAGTGCTTCGAAGTTCATAAAAT |60/75 | Siewka | 654 | NM_119039
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ROP9_Asc |TTAggcgegecT TTAAGCAGCGGTGCAACCTC 60/78
ROP10_Not [TTAgcggccgcT ATGGCTTCGAGTGCTTCAAAA 57/75 | _
ROP10_Asc |TTAggcgcgccT TCAATTCTTCCCACACAGAATG 5g/75 | Sewka| 651 | NM_114673
ROP11_Not |[TTAgcggccgcT ATGGCTTCAAGTGCTTCAAAG 57/75 | _

= Siewka | 672 | NM_125682
ROP11_Asc |TTAggcgcgccT TCAATGCCGAGTCACTATC 55/75 | >CWKe -

Produkt PCR oczyszczono i poddano trawieniu restrykcyjnemu enzymami Notl, i Ascl.
DNA ponownie oczyszczono i zligowano z wektorem pENTR/D-TOPO uprzednio trawionym
tymi samymi enzymami. Bakterie E. coli transformowano mieszaning ligacyjng. Obecnos¢
wstawki w plazmidzie sprawdzano wykonujac reakcje PCR z wykorzystaniem tych samych par
starteréw. Nastepnie izolowano wybrany plazmid (zestaw GenElute Plasmid HP mini) i zlecano
sekwencjonowanie z uzyciem starterow flankujgcych wstawke. Plazmidy niosgce pozgdane
sekwencje wykorzystywano w dalszych etapach badan.

6.2.6 Klonowanie sekwencji kodujacych biatka RIC

Sekwencje kodujgce z gendw biatek RIC1, RIC2, RIC3, RIC4, RIC5, RIC6, RIC7, RIC8, RICY,
RIC10, RIC11 zamplifikowano w reakcji PCR na matrycy cDNA (kodony STOP usunieto).
Fragmenty DNA przygotowano do trawienia enzymami Notl i Ascl. Wykorzystano nastepujgce
pary starteréw:

Nazwa Sekwencja (5'->3’) Tm (°C) |Zrédto |Dtugosé Accession
startera cDNA produktu number
(nt)
RIC1_Not |TTAgcggccgcT ATGGCGACGACAATGAAGG 57/76
Kwiat 696 NM_128906

RICI_Asc |TTAggcgcgecT GATAATATCGTTACAGGTTGTATC [58/74

RIC2_Not |TTAgcggcegcT ATGGACAGAAACGGTGCTAATATG (62/77

RIC2_Asc |TTAggcacgccT GACGACGGTGCCGGTGAG 63/80 | ewka| 357 NM_102500
RIC3_Not |TTAgcggccgcT ATGGCGACCGTGAAAGGC 58/77
RIC3_Asc |TTAgacacaccT CTCTTTGTCACTGATATIATIATC |57/73 | \wiat | 684 NM_100325
RICA_Not |TTAgcggccgcT ATGAGAGATAGAATGGAGAG  |54/74
RICA Asc |TTAgacgcaccT TAAAGTTGGATGAAGATGAGG  |56/74 | Kwiat 483 NM_121654
RIC5_Not |[TTAgcggccgeT ATGACCTCACCTATGAAGGG 58/76
RIC5_Asc |[TTAggcgcgccT TCTTCCTGTAGAACTTCCAAG 57/75 | Kwiat | 603 NM_113241
RIC6_Not |TTAgcggccgeT ATGCAACTCACAATGTCAAGC  |57/75

Kwiat | 660 NM_127602

RIC6_Asc  |TTAggcgcgecT AAAATCATCTCTATTGTCGAATTG  |56/73

RIC7_Not [TTAgcggccgecT ATGCAACTTGGAATGTCAAGTA 57/74

Kwiat 672 NM_001036663
RIC7_Asc |TTAggcgcgecT AAACCCATTTCTGTCGTCTTC 57/75 -

RIC8_Not [TTAgcggccgeT ATGATCAATTTGCATAACGCAG 56/74

Kwiat | 555 |NM_001035876
RIC8_Asc |TTAggcacgccT AGTTAGATATCCTGCATCAGA s6/74 | @ -

RIC9_Not |[TTAgcggccgcT ATGGCTACAAGATTCAAGGG 56/75

Kwiat | 408 |NM_001084287
RICO_Asc |[TTAggcacgccT AGCCAGGACCTTGCTTGA 56/76 | @ -

RIC10_Not [TTAgcggccgcT ATGTCAATGAAAATGAAGGGC  |56/74

Siewk 492 NM_116728
RIC10_Asc |TTAggcgcgccT GATTAATCGTGATACAGTTGATT  [57/73 | o <@ -

RIC11_Not [TTAgcggccgcT ATGGCAATGAAGATGAAGGG 56/75

Siewka 492 NM_001084952

RIC11_Asc [TTAggcgcgeecT TGCATTAGAGTTTAACCGAGA 55/74

Produkt PCR oczyszczono i poddano trawieniu restrykcyjnemu enzymami Notl, i Ascl.
DNA ponownie oczyszczono i zligowano z wektorem pENTR/D-TOPO uprzednio trawionym
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tymi samymi enzymami. Bakterie E. coli transformowano mieszaning ligacyjng. Obecnos¢
wstawki w plazmidzie sprawdzano wykonujgc reakcje PCR z wykorzystaniem tych samych par
starteréw. Nastepnie izolowano wybrany plazmid (zestaw GenElute Plasmid HP mini) i zlecano
sekwencjonowanie z uzyciem starterow flankujgcych wstawke. Plazmidy niosgce pozadane
sekwencje wykorzystywano w dalszych etapach badan.

6.2.7 Klonowanie sekwencji kodujacej podjednostke SEC3A kompleksu egzocyst

Sekwencje kodujgca biatko SEC3A zamplifikowano wykorzystujac jako matryce wektor
binarny pSY-SEC3A otrzymany od dr Anny Kasprowicz-Maluski. Proby wprowadzenia sekwencji
do plazmidu pENTR/D-TOPO z wykorzystaniem topoizomerazy oraz trawienia restrykcyjnego
iligacji nie powiodty sie. Postanowiono wprowadzi¢ sekwencje SEC3A bezposrednio
do wektora ekspresyjnego, a znaczniki fluorescencyjne dodawac¢ metodg Gateway. Sekwencje
SEC3A wprowadzono do wektoréw pSAT5U i pSAT3U zamiast znacznikdw fluorescencyjnych,
korzystajac z miejsc restrykcyjnych Fsel i Spel. Produkt PCR otrzymano uzywajac starterow:

Nazwa Sekwencja (5'->3') Tm (°C) | Zrédio Dtugosc Accession
startera cDNA produktu (nt) | number
SEC3A_Fse | AATGGCCGGCC ATGGCGAAATCAAGCG | 48/72 NM 10364
nd 2682 -
SEC3A_Spe | CCCGACTAG TCATGGAAGCCAGAAGT 48/70 8

Miejsce restrykcyjne Spel wystepuje w sekwencji SEC3A, dlatego przeprowadzono
dwie rundy trawienia i ligacji. Produkt PCR strawiono, fragmenty o dtugosci ok. 600 nt
(flankowany lepkimi koricami Fsel-Spel) i 2000 nt (flankowany lepkimi koricami Spel-Spel)
wyeluowano z zelu agarozowego. Nastepnie N-koricowy fragment o ditugosci ok. 600 nt
zligowano z wektorami pSAT3U i pSAT5U, trawionymi enzymami Fsel i Spel. Mieszaning
ligacyjng stransformowano bakterie E. coli, wyselekcjonowano kolonie zawierajgce prawidtowo
wklonowang wstawke i namnozono pozadany plazmid przejSciowy. Nastepnie tg samg metoda
dodano pozostaty fragment sekwencji SEC3A do plazmidéw przejsciowych (wykorzystano
jedynie miejsce restrykcyjne Spel). Poprawnos¢ klonowania sprawdzono zlecajac
sekwencjonowanie wybranych plazmidéw z uzyciem starterow flankujgcych wstawke.
Prawidtowe wektory wykorzystywano w dalszych etapach badan.

6.2.8 Klonowanie sekwencji kodujacych biatka wigzace sie z cytoszkieletem

Sekwencje kodujgca domene wigzacg mikrotubule MBD (ang. microtubule binding
domain) mysiego biatka MAP4 (ang. microtubule-associated protein 4) zamplifikowano
w reakcji PCR (Marc i in., 1998). Jako matryce wykorzystano plazmid otrzymany od dr Anny
Kasprowicz-Maluski oraz pare starterdw:

Nazwa startera | Sekwencja (5'->3') Tm (°C) | Dtugosc produktu (nt) | Accession number
MAP4_topoF CACC TCCCGGCAAGAAGAAGC | 56/65

1261 M72414
MAP4_R GGCACCTCCTGCAGGAAA 58

Produkt PCR oczyszczono i wprowadzono do wektora pENTR/D-TOPO wykorzystujgc
topoizomeraze (metoda Gateway D-TOPO). Bakterie E. coli stransformowano mieszaning
ligacyjng. Obecnos¢ wstawki sprawdzono metodg PCR. Plazmid niosgcy pozadang sekwencje
wyizolowano i poddano sekwencjonowaniu z wykorzystaniem starteréw flankujgcych
wstawke.
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Sekwencje kodujgca LifeAct - krétki peptyd wigzacy sie do F-aktyny (Riedl i in., 2008),
otrzymano hybrydyzujgc ze sobg dwa odwrotnie komplementarne do siebie oligonukleotydy
o sekwencji:

Nazwa startera | Sekwencja (5'->3') Tm (°C)
LifeAct_F CACC ATGGGAGTTGCTGATCTTATTAAGAAGTTTGAATCTATTTCTAAGGAAGAA | 65
LifeAct_R TTCTTCCTTAGAAATAGATTCAAACTTCTTAATAAGATCAGCAACTCCCAT GGTG 65

Otrzymany dwuniciowy fragment DNA wprowadzono nastepnie do wektora pENTR/D-
TOPO wykorzystujgc topoizomeraze (metoda D-TOPQO). Bakterie E. coli stransformowano
mieszaning ligacyjng. Kolonie zawierajgce plazmid z wstawka wyselekcjonowano metoda PCR.
Wektor wyizolowano i zlecono jego sekwencjonowanie z uzyciem starterow flankujgcych
wstawke. Poprawnie zligowane wektory wykorzystywano do dalszych badan.

6.2.9 Klonowanie sekwencji kodujacych biatka fluorescencyjne

Sekwencje kodujgce biatek fluorescencyjnych EGFP, Venus i TagRFP zamplifikowano
w reakcji PCR uzywajac jako matryc plazmidéw pSITE-2CA, pSITEIN-4C1 oraz pSITEI-6C1,
odpowiednio. Wykorzystano nastepujgce pary starteréw (ta sama dla biatek EGFP i Venus) :

Nazwa Sekwencja (5'->3') Tm (°C) | Dtugosé Accession number
startera produktu (nt)

GFP_F CACC ATGGTGAGCAAGGGCGAGGA | 63/70 EF212294 (EGFP)
GFP_R CTTGTACAGCTCGTCCATGCCG 66 721 GU734655 (Venus)
tRFP_topoF CACC ATGGTGTCTAAGGGCGAAG 57/66

tRFP_R AGTATTAAGTTTGTGCCCCAG 57 718 GU734657 (TagFRP)

Produkty PCR oczyszczono i zligowano z wektorem pENTR/D-TOPO wykorzystujgc
topoizomeraze (metoda D-TOPO). Bakterie E. coli stransformowano mieszaning ligacyjna.
Kolonie zawierajgce plazmid z wstawka wyselekcjonowano metodg PCR. Wektor wyizolowano
i zlecono jego sekwencjonowanie z uzyciem starteréow flankujgcych wstawke. Poprawnie
zligowane wektory wykorzystywano do dalszych badan.

6.3 Konstrukcja wektoréw pSAT

Konstruujgc wektory pSAT inspirowano sie pracami (Tzfira i in.,, 2005) i starano
sie zachowaé¢ nomenklature plazmidéw zaproponowang przez autoréw. Korzystano
z wektoréw pSITEIl (Chakrabarty i in., 2007; Martin i in., 2009) oraz zestawu plazmidow
pomocniczych pAUX i kompatybilnych z nimi plazmidéw binarnych pPZPR (Goderis i Bolle,
2002). Wszystkie wykorzystane w pracy wektory pSITE[ll] zakupiono w repozytorium ABRC,
natomiast zestaw wektorow pAUX-pPZPR zakupiono w repozytorium ATCC.

6.3.1 Przygotowanie wektoréw pSAT3U i pSAT6U wykorzystanych do nadekspresji badanych
biatek w fuzji z koricem karboksylowym biatek fluorescencyjnych
Kasete ekspresyjng z plazmidu pSITEI-6C1 zamplifikowano w reakcji PCR korzystajac
z pary starterow:

Nazwa Sekwencja (5'->3') Tm (°C) | Dtugos¢ Accession
startera produktu (nt) | number
Kas_F TAGCTGTTTGCCAACCGGTCAAC 65

3587 GU734655
KasBsp_R2 ATAGGGCCCCGTCACTGGATTTTGGTT 52/70
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Starter KasBsp_R2 zmienit miejsce restrykcyjne Notl z konca 3" produktu na miejsce
rozpoznawane przez izoschizomer Notl — Bsp120l (uniknieto w ten sposdb podwdjnego
trawienia produktu enzymem Notl w kolejnym etapie, ale zachowano jego kompatybilnos¢
z miejscem Notl wektora pAUX). Nastepnie produkt PCR strawiono enzymami Agel i Bsp120I
i wprowadzono do plazmidéw pAUX3169 oraz pAUX3133 trawionych enzymami Agel i Notl.
Otrzymano wektory pSAT3-6C i pSAT6-6C, odpowiednio. Promotor ubikwityny 10 (UBQ10)
zamplifikowano z plazmidu otrzymanego od dra tukasza Gatganskiego z Zaktadu Biotechnologii
UAM przy pomocy pary starterow dodajgcych miejsca restrykcyjne Agel i Fsel:

Nazwa Sekwencja (5'->3') Tm Dtugosc Accession number

startera (°C) produktu (nt)

UBQ10_F | AGCACCGGT GTTGGTGCTTTCCTTAC 50/70 CP002687 REGION:
1508 ’

UBQ10_R | AATGGCCGGCC CTCGAGCTGTTAATCAG | 50/73 2714765..2716012

UBQ10 wprowadzono w miejsce podwdjnego promotora 35S CaMV otrzymanych
w poprzednim etapie wektoréw pSAT3 i pSAT6 (miejsca Agel i Fsel), uzyskano wektory
pSAT3U-6C i pSAT6U-6C. Nastepnie, wykorzystujgc miejsca restrykcyjne Fsel i Spel, w miejsce
sekwencji kodujacej biatko fluorescencyjne TagRFP, wprowadzono sekwencje kodujace biatka
fluorescencyjne: EBP2, mTFP1, EGFP, Venus. Do amplifikacji sekwencji kodujgcych biatka
fluorescencyjne wykorzystano nastepujgce pary starteréw dodajgcych do produktu miejsca
rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne Fsel i Spel:

Nazwa Sekwencja (5'->3') Tm (°C) | Dtugosé Accession number
startera produktu (nt)

NpolFse_F ATTGGCCGGCC ATGGTGAGCAAGGGC | 49/74 EF517318 (EBFP2)
CpolSpe_R CCCGACTAGT CTTGTACAGCTCGTC 46/70 738 EF212294 (EGFP)

TFP1_F AATGGCCGGCCATGGTGTC 61 GU734655 (Venus)
TFP1_R ATTACTAGTCTTGTAAAGCTCATCC 60 728 nd (mTFP1)

Jako matryca w reakcji PCR postuzyty:

e EBFP2 — wektor pBad-EBP2 pozyskany z repozytorium addgene (Plasmid #14891)

e mTFP1 — fragment DNA, ktérego synteze zlecono firmie LifeTechnologies (ustuga

GeneArt Strings) — plik FASTA z sekwencjg genu znajduje sie na ptycie CD

e EGFP — wektor pSITE-2NB

e Venus — wektor pSITEII-4C1

Wprowadzajgc sekwencje kodujgce wybrane biatka fluorescencyjne do wektoréw
pSAT3U i pSAT6U otrzymano ostatecznie kolekcje wektorow: pSAT3U-EBFP2C, pSAT3U-
MTFP1C, pSAT3U-3C, pSAT3U-4C, pSAT6U-EBFP2C, pSAT3U-mTFP1C, pSAT6U-3C, pSAT6U-4C,
ktore wraz w wektorami pSAT3U-6C i pSAT6U-6C wykorzystywano do wizualizacji badanych
biatek w protoplastach Arabidopsis. Poprawnos$¢ sekwencji plazmidéw sprawdzano
kazdorazowo zlecajgc ich sekwencjonowanie starterami flankujgcymi wstawke.
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6.3.2 Przygotowanie wektoréw pSAT5U i pSAT6U wykorzystanych do nadekspresji badanych
biatek w fuzji z konicem aminowym biatek fluorescencyjnych
Kasete ekspresyjng z plazmidu pSITEII-7N1 zamplifikowano w reakcji PCR korzystajac
zZ pary starterow:

Nazwa Sekwencja (5'->3') Tm (°C) | Dtugos¢ Accession
startera produktu (nt) | number
Kas_F TAGCTGTTTGCCAACCGGTCAAC 65

3580 GU734650
Kas_R GTATTATGGGTGCGGCCGCGT 65

Oczyszczony produkt PCR strawiono enzymami restrykcyjnymi Agel oraz Notl.
Otrzymano dwa fragmenty DNA, krétszy o dtugosci 1025 nt, flankowany lepkimi koricami Agel-
Notl oraz dtuzszy (2516 nt) flankowany lepkimi koricami Notl. Oba fragmenty wprowadzono
w dwdch turach (najpierw wykorzystujgc miejsca restrykcyjne Agel oraz Notl, nastepnie tylko
Notl) do wektorow pAUX3132 i pAUX3133, otrzymujac wektory pSAT5-7N i pSAT6-7N,
odpowiednio. Podwdjny promotor 35S CaMV otrzymanych wektordw zastgpiono promotorem
UBQ10. Wykorzystano jedyne dostepne w wektorach miejsca restrykcyjne Agel i Bglll,
co skutkowato skréoceniem sekwencji promotora o 81 nt z korca 3' (w toku badan
nie zaobserwowano znaczgcych zmian w poziomie ekspresji biatek pod kontrolg skréconego
promotora UBQ10). Nastepnie w miejsce sekwencji kodujgcej biatko fluorescencyjne (btednie
opisanej jako Dendra2), wykorzystujgc miejsca restrykcyjne Fsel i Spel, wklonowano fragmenty
A

st messo oo ettt 1-PPOI (PSAT3U)  woooeeseemereeseserssessesosssessesesssessene 5

PI-Pspl (pSAT6U)

Rycina 6 Schematy wektorow pSAT wykorzystywanych do wizualizacji badanych biatek w fuzji z biatkami
fluorescencyjnymi na koncu karboksylowym (A), aminowym (B) oraz z wbudowanym biatkiem
EGFP wewnatrz polipeptydu (C). Opis tworzenia plazmidow w tekscie, ponizej rysunkdéw
zaznaczono rzadkie miejsca restrykcyjne kompatybilne z wektorem binarnym pPZP-RCS2 (por.
sekcja 6.4)
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DNA kodujgce szereg biatek fluorescencyjnych: EBFP2, mTFP1, EGFP, Venus (por. sekcja 6.3.1).
Do plazmidow wprowadzono takze sekwencje kodujgcg biatko TagRFP wycietg z wektora
pSAT6U-6C.

Wprowadzajgc sekwencje kodujgce wybrane biatka fluorescencyjne do wektoréw
pSAT5U-7N i pSAT6U7N otrzymano ostatecznie kolekcje wektorow: pSAT5U-EBFP2N,
pSAT5U-mTFP1IN, pSAT5U-3N, pSAT5U-4N, pSAT5U-6N, pSAT6U-EBFP2N, pSAT6U-mTFP1N,
pSAT6U-3N, pSAT6U-4N, pSAT6U-6N, ktére wykorzystywano do wizualizacji badanych biatek
w protoplastach Arabidopsis. Poprawnos$¢ sekwencji plazmidéw sprawdzano kazdorazowo
zlecajgc ich sekwencjonowanie starterami flankujgcymi wstawke.

6.3.3 Przygotowanie wektora pSAT3U-DEST do nadekspresji biatek fuzyjnych z GFP
wewnatrz polipeptydu biatka badanego
Wektor pSAT3U-DEST otrzymano usuwajgc fragment 802 nt flankowany miejscami
restrykcyjnymi Bglll (fragment zawierat 81 nt promotora UBQ10 oraz sekwencje kodujgca
biatko fluorescencyjne) z wektora pSAT3U-3C. Plazmid strawiono, fragment o dtugosci
ok. 6 000 nt wycieto z zelu i zligowano bez wstawki. Poprawnosé¢ sekwencji otrzymanego
wektora potwierdzono zlecajgc jego sekwencjonowanie.

6.4 Konstrukcja wektoréw binarnych pPZP

Wprowadzane do siewek Arabidopsis wektory binarne niosty dwie kasety ekspresyjne
wraz z wstawkami, ktére przenoszono z wybranych plazmidéw pSAT, wykorzystywanych
do transfekcji przejsciowej protoplastow. Do przygotowania wektorow wykorzystano system
modularny, oparty o plazmid binarny pPZP-RCS2 i plazmidy-satelity pAUX (Goderis i Bolle,
2002). Z plazmidéw pAUX otrzymano wektory pSAT poprzez dodanie roslinnej kasety
ekspresyjnej (Tzfira i in., 2005), sg one zatem kompatybilne z bardzo rzadkimi miejscami
restrykcyjnymi z polilinkera plazmidu pPZP-RCS2. Enzymy I-Ppol [Promega], PI-Pspl, I-Ceul
postuzyty do przenoszenia catych kaset ekspresyjnych i stworzenia wektoréw pPZP-ICR1-GFP;,-
TagRFP-MAP4, pPZP-RIP2-GFP;,-TagRFP-MAP4, pPZP-RIP3-GFP;,-TagRFP-MAP4,
pPZP-RIP4-GFP;,-TagRFP-MAP4, pPZP-RIP5-GFP;,-TagRFP-MAP4 oraz
pPZP-RIC6-TFP1-SEC3A-Venus.  Przygotowanymi plazmidami  transformowano  siewki
Arabidopsis metodg FAST (Lii in., 2009).

7. Mikroskopia fluorescencyjna

Obserwacje preparatéw mikroskopowych i rejestracje obrazow wykonano
mikroskopem konfokalnym Nikon A1Rsi z oprogramowaniem NIS Elements AR Confocal ver.
3.2. Uzywano obiektywow:

Plan Apo 10x/0.45

Plan Apo VC 20x/0.75

Apo AS 40x/1.25 WI

Plan Apo A 40x/0.95

Plan Apo VC 60x/1.4 Oil

Plan Apo VC 60xA/1.2 WI

Obrazy rejestrowano w rozmiarze 512x512 pikseli utrzymujac rozdzielczos¢ w zakresie
0,1-0,25 um/px. Apertura przystony wynosita najczesciej 1-1,2 AU (ang. Airy unit), a wynikajaca
z niej grubos¢ skrawkdow optycznych ustalano zazwyczaj 50 nm ponizej wartosci sugerowanej
przez program sterujacy mikroskopem. Czutos¢ detekcji fotopowielaczy, cyfrowe odciecie
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poziomu sygnatu fluorescencji, a takze moc i czas naswietlania pojedynczego piksela laserem
ustalano indywidualnie dla kazdego preparatu. Starano sie optymalizowac stosunek sygnatu
do szumu, jednocze$nie unikajac rejestrowania przesyconych pikseli i wzbudzania efektu
fototoksycznosci. Dla poszczegdlnych biatek fluorescencyjnych stosowano nastepujace
ustawienia optyki mikroskopu:

Fluorochrom | Wzbudzenie (laser) Zwierciadto Zakres
dichroiczne detekcji emisji
eBFP2 diodowy 405 nm 405/488/561 nm 450/50 nm
mTFP1 jonowy argonowy linia 457 nm | 457/514 nm 482/35 nm
eGFP jonowy argonowy linia 488 nm | 405/488/561 nm | 525/50 nm
Venus jonowy argonowy linia 514 nm | 457/514 nm 540/30 nm
TagRFP pompowany diodg 561 nm 405/488/561 nm | 595/50 nm

Przed rejestracjg obrazéw sprawdzano obecnos$¢ wtasciwego barwnika za pomoca
detektora spektralnego. Obserwacje kilku fluoroforéw jednoczesnie wykonywano w trybie
skanowania sekwencyjnego, unikajgc w ten sposéb , przeciekania spektralnego”.

Analize obrazéw mikroskopowych i przygotowanie ich do prezentacji wykonano
uzywajgc programow NIS Elements AR ver. 3.2 oraz Imaris ver. 7.6. Dopuszczano nastepujgce
manipulacje, nie zmieniajgc informatywnosci zdje¢:

» dostosowanie poziomu jasnosci i/lub kontrastu kanatéw w przypadku, gdy jeden
byt znacznie jasniejszy

e wyréwnanie skrawkéw optycznych w osi z w obrazach migrujgcych w polu widzenia
mikroskopu w czasie skanowania (wykorzystano specjalne narzedzie programu NIS)

e usuniecie skrawkéw optycznych nie zawierajgcych sygnatu fluorescencji zarejestrowanych
ponizej lub powyzej preparatu

* skadrowanie obrazu tak, by preparat zajmowat jego maksymalng powierzchnie

* dodanie belek skali

Jesli nie zaznaczono inaczej, obrazy sg prezentowane w postaci dwuwymiarowej
projekcji maksymalnej intensywnosci MIP (ang. maximum intensity projection) skrawkéw
optycznych. W programach ustawiono maksymalne parametry jakosci rekonstrukcji obrazéw.

7.1 Rejestracja i analiza czasu trwania fluorescencji FLIM (ang. fluorescence lifetime
imaging microscopy)

Badanie oddziatywan biatko-biatko metodg FRET-FLIM przeprowadzono uzywajac
przystawki LSM Upgrade Kit [PicoQuant] do mikroskopu konfokalnego Nikon A1Rsi. Badano
jedynie czas trwania fluorescencji biatka-donora (metoda jednokanatowa), ktérym byto mTFP1,
dla ktérych stosowano nastepujgce ustawienia optyczne systemu:

Fluorochrom Wzbudzenie (laser Zwierciadto Zakres detekcji
pulsacyjny) dichroiczne emisji
mTFP1 diodowy 440 nm 457/514 nm 482/35 nm

Fluorescencje biatek w preparatach wzbudzano laserami o czestotliwosci pulséw
40 MHz. llos¢ Swiatta wzbudzajgcego i czas naswietlania pojedynczego piksela, bezposrednio
przektadajgce sie na intensywnos$¢ sygnatu docierajgca do detektora, regulowano tak by
nie przekraczata 4 min zliczen fotonéw na sekunde (cps, ang. counts per second). Aperture
przestony konfokalnej ustawiano w zakresie 1-1,2 AU. Obrazy rejestrowano z jednego skrawka
optycznego w rozmiarach 512x512 lub 256x265 pikseli, o rozdzielczosci 0,2-0,25 um/px.



MATERIALY | METODY

Obrazowanie prowadzono do czasu, az $rednia ilos¢ zliczen fotondw dla wszystkich pikseli
przekraczata 100.

Analize danych FLIM przeprowadzono w programie PicoQuant SymPhoTime64 ver. 1.2.
Przebieg krzywej spadku czasu trwania fluorescencji przyréwnywano do modeli jedno-, dwu-
lub tréjwyktadniczego. Ustalano $redni czas trwania fluorescencji dla catego obrazu powyiej
poziomu tta (zwykle 300 zliczen). Nastepnie wykonywano analize wedtug parametréw
o najlepszym dopasowaniu dla wszystkich pikseli obrazu indywidualnie. Wyniki zapisywano
w postaci zdje¢ w fatszywym kolorze przedstawiajgcym czas trwania fluorescencji i wydajnosé
FRET, a takze wykreséw i arkuszy ze szczegétowymi danymi generowanymi przez program.
Dane opracowano nastepnie w programie Excel [Microsoft]. Istotnos¢ rdznic sprawdzano
parami (kontrola nieoddziatujgca-proba badana) testem t-Studenta. Wyniki przedstawiono
w postaci wykreséw z uwzglednieniem istotnosci z testu t oraz z btedu standardowego
Sredniej.
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Wyniki i dyskusja

Prezentowane wyniki uzyskatem pracujgc wspdlnie z Pauling Mostowskg, Aleksandrg
Pawelg i Martyng Paruch, moimi studentkami. Cze$¢ badan zostata opisana w ich pracach
licencjackich i magisterskich. Niektére eksperymenty wykonywatem wspdlnie z pracownikami
i doktorantami ZBMiK. Wydaje mi sie zatem naturalnym odnosi¢ sie do opisywanych ponizej
rezultatow w liczbie mnogiej, co gdzieniegdzie uczynitem. Filmy i ryciny w wersji elektronicznej
(w istotnie lepszej jakosci niz na papierze) zawiera dotgczona ptyta CD.

Biatka ARF-GEF BIG2 i BIG5 nie kolokalizujg z wybranymi podjedostkami egzocystu w

protoplastach Arabidopsis

Biatka BIG2 i BIG5/BEN1/AtMIN7 Arabidopsis (Hwang i Robinson, 2009) nalezg
do rodziny duzych czynnikéw wymiany nukleotydéw guaninowych (GEF) z domeng Sec7.
Wiadomo, ze ludzki ortolog biatek BIG2 i BIG5 oddziatuje z podjednostky egzocystu EXO70
w centrach organizacji mikrotubul komérek watroby linii HepG2 (Xu i in., 2005). Postanowiono
zatem sprawdzi¢, czy podobne oddziatywania zachowaty sie u roslin.

Biatka BIG2 i BIG5 Arabidopsis potgczono z biatkiem zielonej fluorescencji i poddano
nadekspresji w protoplastach otrzymanych z mezofilu lisci. Oba biatka byty zlokalizowane
punktowo lub w postaci plamek w cytozolu (Ryc. 7A). Obserwowane struktury byty wysoce
mobilne i podlegaty dynamicznym przemianom. Wzér lokalizacji biatka BIG5 w komodrce
odpowiada wczesniejszym obserwacjom (Tanaka i in.,, 2009), natomiast biatko BIG2
obserwowano w zywych komadrkach Arabidopsis po raz pierwszy. Lokalizacja tego biatka w sieci
trans Golgiego zostata zaproponowana przez analogie do BIG5 (Richter i in., 2014), ale nie
udowodniono tego eksperymentalnie. Postanowiono wiec wustali¢ jego lokalizacje
subkomaérkows. Aby okresli¢, czy przedziaty bogate w znakowane biatko BIG2 sg toisame
z TGN, protoplasty stransfekowano dodatkowo plazmidami kodujgcymi znakowane biatko-
marker tego przedziatu — VTI12 (Drakakaki i in., 2012). BIG2 niemal catkowicie kolokalizowato
z markerem VTI12 (Ryc. 5B), co oznacza, 7e istotnie jest to jedno z biatek sieci trans Golgiego.
Kontrolnie przeprowadzono nadekspresje znakowanych biatek BIG5 i VTI12, gdzie
zaobserwowano ich czesciowa kolokalizacje (Ryc. 7C).

Film 1 dokumentuje wspdlny ruch w cytoplazmie i dynamike przedziatéw znakowanych
przez BIG2 i VTI12. Zarejestrowano zjawiska kontaktow i fuzji tych struktur. Od niektérych
przedziatéw odpaczkowujg pecherzyki lub tez cate przedziaty ulegajg podziatom. BIG2 jest
zatem biatkiem systemu bton wewnetrznych petniajgcym swojg funkcje w TGN, z ktérg podlega
dynamicznym przemianom.

W przypadku BIG5-EGFP kolokalizacja z TagRFP-VTI12 nie jest tak wyraznie zaznaczona,
nie we wszystkich przedziatach z VTI12 mozna byto dostrzec BIG5 (Ryc. 7C). Marker VTI12
znakuje przedziat TGN tozsamy z wczesnym endosomem (EE, ang. early endosome) (Geldner i
in., 2009). We weczesniejszych badaniach dotyczacych BIG5, TGN/EE znakowano markerami
SYP61 i VHA-al, a nie VTI12 (Tanaka i in., 2009). Roslinny system bton wewnetrznych jest
bardzo dynamiczny. Poszczegdlne przedziaty podlegajg ciggtym modyfikacjom. Wykazano na
przyktad, ze endosomy z czasem dojrzewajg z wczesnych do pdznych zmieniajgc swéj garnitur
biatkowy (Mishev i in.,, 2013). Wskazuje to na ciggte przenikanie sie poszczegdlnych
kompartmentéw, co oznacza, ze biatka okreslane jako ich znaczniki mozna spotkaé takze
w kolejnych przedziatach na drodze anterogradowej, skad sg zawracane (Heard i in., 2015).
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Ponadto, zaréwno markery jak i biatka badane sg biatkami regulatorowymi i ich nadekspresja
moze prowadzi¢ do zaburzen funkcjonalnych. Takie zjawisko zaobserwowano na przyktad
A BIG2-EGFP BIG5-EGFP

B BIG2-EGFP TagRFP-VTI12 Natozenie

C BIG5-EGFP TagRFP-VTI12 Natozenie

Rycina 7 Lokalizacja subkomdrkowa wybranych biatek BIG. Potgczone z EGFP biatka
BIG2 i BIG5 znakowaty plamkowate, ruchliwe struktury w cytoplazmie (A).
Kolokalizacja z markerem przedziatu TGN (VTI12) wskazuje, ze zaréwno
BIG2 (B), jak i BIG5 (C) sg biatkami tego przedziatu.
podczas nadekspresji biatka AGD7, petnigcego funkcje GAP dla matej GTPazy ARF1

u Arabidopsis. Nadekspresja AGD7 prowadzita do relokacji czesci biatek z aparatu Golgiego do
ER (Miniin., 2007). Uzyskane wyniki stanowig dodatkowy dowdd na to, ze wszystkie biatka BIG

Arabidopsis sg zlokalizowane w tym samym przedziale, co nie koniecznie oznacza, ze wszystkie
majg takg samg funkcje (Richteriin., 2014).

W kolejnym etapie badan postanowiono sprawdzié, czy sciezki sygnalizacji z udziatem
biatek BIG2 i BIG5 przecinajg szlaki transportu angazujgcego kompleks egzocyst. W tym celu
przeprowadzono koekspresje w protoplastach wybranych biatek BIG znakowanych
fluorescencyjnie, z podjednostkami egzocystu rzodkiewnika SEC6, SEC8 i EXO70A1,
z przytgczonym biatkiem TagRFP (Ryc. 8).

Plamkowate i punktowe skupienia znakowane przez BIG2-EGFP nie kolokalizowaty
z badanymi podjednostkami egzocystu w protoplastach Arabidopsis. Biatka SEC6, SEC8
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i EXO70A1 tworzyly niekiedy kilka punktéw odrebnych na tle rozproszonego, gtéwnie
cytoplazmatycznego rozmieszczenia, ale te skupienia byly zawsze odrebne od struktur,
w ktdrych wystepowato biatko BIG2-EGFP (Ryc. 8). Podobnie, przedziaty, w ktdrych
wystepowato biatko BIG5-EGFP, nie kolokalizowaty ze znakowanymi fluorescencyjnie
podjednostkami kompleksu egzocyst SEC8 i EXO70A1 (Ryc. 8). Z powyiszych obserwacji
wynika, ze czynniki ARF-GEF zlokalizowane w TGN dziatajg w odrebnych od kompleksu
egzocyst szlakach sygnalizacyjnych. Jest takze mozliwe, ze ewentualne spotkania badanych
biatek sg krétkie i przez to trudne do zarejestrowania metodami mikroskopowymi. Ponadto
w takich oddziatywaniach mogg brac¢ udziat inne biatka posredniczace, ktérych nie badano.

Z przeprowadzonych eksperymentéw wynika, ze biatka BIG2 i BIG5 rezydujg

w przedziale systemu bfon wewnetrznych - sieci trans Golgiego oraz, ze nie kolokalizujg
z podjednostkami kompleksu egzocyst SEC6, SEC8 i EXO70A1. Oddziatywanie ludzkiego biatka
BIG2-EGFP+tRFP-SEC6 BIG2-EGFP+tRFP-SEC8 BIG2-EGFP+tRFP-EXO70A1

BIG5-EGFP+tRFP-SEC8 BIG5-EGFP+tRFP-SEC6

Rycina 8 Koekspresja biatek BIG z podjednostkami egzocystu. Przedziaty TGN
bogate biatka BIG2 i BIG5 nie kolokalizowaty z podjednostkami SECS,
SEC8 i Exo70A1.
BIG2 z podjednostky egzocystu Exo70 opisano w liniach komorek watroby HepG2, gdzie oba

biatka biorg udziat w transporcie wzdtuz mikrotubul (Xu i in., 2005). Mate GTPazy ARF petnig
podobne funkcje u roslin, zwierzat i drozdzy (Molendijk i in., 2004). Biatka ARF-GEF natomiast
zawierajg zachowawczg ewolucyjnie domene Sec7. Majg one tez podobny mechanizm
dziatania, manifestujacy sie m. in. wrazliwoscig wiekszosci z nich na BFA, a takie te samg
lokalizacje subkomérkowg (aparat Golgiego-TGN) (Anders i Jirgens, 2008). A zatem
oddziatywanie ARF-GEF z egzocystem rowniez wydawato sie prawdopodbne. Z drugiej strony
roslinny kompleks egzocyst wydaje sie petni¢ wiecej funkcji niz jego drozdzowe i zwierzece
ortologi. Powielenie genéw kodujgcych wiekszos¢ podjednostek, z 23 genami EXO70
u Arabidopsis na czele, sugeruje mozliwos¢ tworzenia kompleksdow o zréznicowanym skfadzie
(Cvrckova i in., 2012). Niewykluczone, ze ktéras z wersji egzocystu Arabidopsis bierze jednak
udziat w szlakach transportu kontrolowanych przez biatka BIG.

Jako biatko znacznikowe dla TGN zastosowano VTI12, ktdre tworzy kompleks typu
SNARE z syntaksyng SYP61 (van de Meene i in., 2016), takze wykorzystywang jako marker TGN.
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We frakcjach biatkowych izolowanych z przedziatéw bogatych w SYP61 (koimmunoprecypitacja
po wzbogaceniu, potgczona ze spektrometria mas) nie wykryto duzych biatek ARF-GEF
zrodziny BIG Arabidopsis. W tym samym badaniu nie zidentyfikowano takze zadnej
z podjednostek kompleksu egzocyst (Drakakaki i in., 2012). Z kolei w niedawnej, kompleksowej
analizie proteomicznej systemu bton wewnetrznych Arabidopsis, ustalono, ze biatka BIG2
i BIG5 wystepujg wspolnie z markerami aparatu Golgiego i TGN (ARA5/RABD2a) oraz TGN/EE
(ARA7/RABF2b). Zidentyfikowano takze kilka podjednostek egzocystu m. in. EXO70A1 tylko
we frakcji wzbogaconej w ARA7 oraz SEC8 we wszystkich frakcjach poza izolowang z tonoplastu
(Heard i in., 2015). Dowodzi to rzeczywistej ptynnosci i przenikania sie przedziatow systemu
bton wewnetrznych u roslin. Poszczegblne przedziaty zawieraja wiele biatek, ktoére
identyfikowane przez badaczy w réznych punktach czasowych i z rézng wydajnoscig prowadzg
do otrzymywania niejednoznacznych wynikéw analiz.

Biatka BIG s3 niezbedne dla prawidtowego transportu nos$nikdw auksyn PIN
u Arabidopsis (Kleine-Vehn i in., 2008a). Takze u mutantow w obrebie gendéw kodujgcych
podjednostki egzocystu zauwazono zaburzenia dynamiki receptorow BRI1 i transporteréow PIN
w korzeniach, powodujace przemodelowanie przeptywu auksyn. Z drugiej strony wykazano
niewrazliwo$s¢ mobilnosci podjednostek SEC6 i SEC8 na znany inhibitor transportu
pecherzykowego — BFA, ktéra blokuje transport kontrolowany m. in. przez wiekszos¢
czynnikéw BIG (Cole i in., 2014).

Roslinny i zwierzecy system transportu wewngatrzkomérkowego rdzinig sie, mimo
zachowania kluczowych biatek i ogdlnej architektury. Odwrotnie niz u zwierzat,
to mikrofilamenty aktynowe petnig kluczowa role podczas przemieszczania sie pecherzykéw
i organelli btonowych u roslin (Brandizzi i Wasteneys, 2013). Taka rdinica wymagata
przystosowania systemow komaérkowej kontroli transportu i przydzielenia odmiennych zadan
ewolucyjnie konserwatywnym grupom biatek regulatorowych, a takze wyksztatcenia swoistych
rodzin biatek roslinnych. Dotychczasowe badania wskazujg, ze kontrola komérkowa sktadania
i lokalizowania kompleksu egzocyst jest specyficzna u roslin. Co wiecej, oddziatywanie BIG2-
Exo70 obserwowano w rejonie centrosomow komodrek ssaczych, ktorych to struktur brakuje
w komérkach roslinnych. Uzyskane wyniki oraz obecny stan wiedzy pozwalajg stwierdzié,
ze ewentualne bezposrednie oddziatywania duzych biatek ARF-GEF z podjednostkami
kompleksu egzocyst u roslin wydajg sie by¢ mato prawdopodobne.

Biatko ICR1 wigze jednoczesnie mikrotubule i podjednostke egzocystu SEC3A

W komarkach drozdzy podjednostki kompleksu egzocyst Sec3 i Exo70 sg bezposrednio
wigzane przez mate GTPazy z rodziny Rho. Biatka regulatorowe Rhol, Rho3, czy Cdc42 $ciggaja
egzocyst w miejsca intensywnego wydzielania pecherzykéw na przyktad w region szczytowy
paczkujagcej komérki (Ory i Gasman, 2011). Roslinna podjednostka SEC3A, podobnie
do zwierzecej, utracita w toku ewolucji domene odpowiedzialng za bezposrednie
oddziatywania z matymi GTPazami. Okazato sie, ze w oddziatywaniu GTPaz ROP z SEC3A
u Arabidopsis posredniczy wysoce specyficzne biatko rusztowania nazwane ICR1 (Lavy i in.,
2007). Postanowiono zbadaé, czy ICR1 i pozostate cztery biatka stanowigce wspdlnie rodzine
RIP oddziatujg z SEC3A i/lub wybranymi podjednostkami egzocystu oraz ktére mate GTPazy
stanowig ich regulatory.

Aby zbada¢, czy oddziatywanie biatek SEC3A i ICR1 jest zachowane w protoplastach
izolowanych z komodrek lisci Arabidopsis, wprowadzono do nich konstrukcje genetyczne
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kodujgce badane biatka w fuzji ze znacznikami fluorescencyjnymi TagRFP i EGFP, odpowiednio.
Na Rycinie 9A jest widoczna kolokalizacja SEC3A i ICR1 (co wazine, z EGFP potgczonym
z koncem N biatka) w niektérych punktach cytoplazmatycznych, z ktérych wiekszo$é znajduje
sie w poblizu btony komérkowej protoplastu. Lokalizacja obu biatek w postaci punktowych
skupien byta obserwowana w okoto 80% przypadkéw koekspresji. Komérki obserwowane
wczesnie — okoto 4-6 h po transfekcji, miaty EGFP-ICR1 zlokalizowane w przewaznie
cytoplazmie z widocznymi punktowymi skupieniami. Obserwacje prowadzone po dtuiszym
czasie (12-16 h) wskazywaty na stabe znakowanie przez EGFP-ICR1 fibrylarnych struktur
w cytoplazmie. Widoczne punktowe skupienia, takze te, w ktorych ICR1 kolokalizowato z SEC3A

uktadaty sie wzdtuz i lezaty na znakowanych fibrylach (Ryc. 9B).
A EGFP-ICR1 SEC3A-TagRFP Natozenie

B MAP4 EGFP-ICR1 SEC3A-TagRFP Natozenie

C ICR1-EGFP SEC3A-TagRFP Natozenie

D MAP4 ICR1-EGFP SEC3A-TagRFP Natozenie

Rycina 9 Asocjacja biatka ICR1 z mikrotubulami i podjednostka egzocystu SEC3A.
Czesciowa kolokalizacja SEC3A i ICR1 potgczonego z EGFP na koncu
aminowym (A), w wyniku ktérej asocjacja ICR1 z mikrotubulami byta
ostabiona (B). Przeniesienie EGFP na koniec karboksylowy ICR1 zniosto
wigzanie z SEC3A (C), ale wzmocnito asocjacje z mikrotubulami (D).

Gdy biatko EGFP potgczono z koricem karboksylowym ICR1 (ICR1-EGFP), obraz badanej

kolokalizacji wygladat niezwykle interesujgco i zaskakujgco. Okazato sie, ze badane biatko
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dekoruje fibrylarne struktury przypominajgce cytoszkielet i otaczajace komdrke tuz pod btonag
komérkowa (Ryc. 9C). Niekiedy byty widoczne punktowe skupienia lezgce na wtdknach
lub nieliczne poza nimi, w poblizu bftony. Zaobserwowano takze catkowicie zniesiong
kolokalizacje SEC3A z ICR1 w takim wariancie fuzji (Ryc. 9C). Punktowe skupienia, w ktérych
wystepowata podjednostka egzocystu byty catkowicie niezalezne od widkienkowatych struktur
otaczajacych komorke, gdzie znajdowato sie biatko ICR1-EGFP. Dlatego postanowiono przyjrzeé
sie blizej réoznicom w lokalizacji biatek fuzyjnych ICR1-EGFP i EGFP-ICR1 w kontekscie
ich koekspresji z podjednostka egzocystu SEC3A.

W celu ustalenia, ktore struktury cytoszkieletu wigze biatko ICR1, przeprowadzono jego
koekspresje z markerem mikrotubul, biatkiem MAP4 znakowanym przy pomocy biatka
niebieskiej fluorescencji EBFP2 (Marc i in., 1998). Dodatkowo protoplasty transfekowano
plazmidem kodujgcym biatko SEC3A-TagRFP. Okazato sie, ze struktury delikatnie znakowane
przez EGFP-ICR1 catkowicie kolokalizuja z markerem MAP4. S3 to zatem mikrotubule
kortykalne (Ryc. 9B). Marker EBFP2-MAP4 byt widoczny wyrazniej niz biatko badane (pomimo
zachowania prawie jednakowych warunkéw akwizycji obrazu wszystkich kanatéw). Majac
na uwadze, ze jasnos$¢ biatka niebieskiej fluorescencji EBFP2 stanowi potowe jasnosci EGFP
(Day i Davidson, 2009), moze to dowodzi¢ stabego powinowactwa biatka EGFP-ICR1
do mikrotubul. Pomimo stabego znakowania mikrotubul, ICR1 kolokalizowato z SEC3A
w wyraznie jasniejszych punktach. Struktury te byly utozone na mikrotubulach znakowanych
przez marker MAP4. Zatem jest wysoce prawdopodobne, Ze biatko ICR1 wigzace jednoczesnie
mikrotubule kortykalne i podjednostke egzocystu SEC3A i moze bra¢ udziat w wyznaczaniu
miejsc formowania sie tego kompleksu przy btonie komdrkowej.

Biatko fuzyjne ICR1-EGFP wyraznie kolokalizowato z markerem mikrotubul MAP4
w protoplastach Arabidopsis. Znacznik fluorescencyjny umieszczony na konicu karboksylowym
polipeptydu pozwolit na lepsze znakowanie tych struktur cytoszkieletu. Nie byto widoczne tto
cytoplazmatyczne, ale zaobserwowano punktowe i plamkowate skupiska ICR1, wspdlne
z markerem MAP4 (Ryc. 9D). Co ciekawe, biatko SEC3A-TagRFP zmieniato wzdr lokalizacji.
Punktowe skupienia znajdowaty sie w bezposredniej bliskosci znakowanych mikrotubul, ale nie
zaobserwowano kolokalizacji z nimi. Mozna zatem wnioskowadé, ze w tym wariancie fuzji ICR1
biatko fluorescencyjne stanowito zawade przestrzenng, przez co ICR1 byto niezdolne
do rekrutacji SEC3A do cytoszkieletu. Z drugiej strony wolny (bez EGFP) fragment N-koricowy
ICR1 znacznie lepiej wigzat sie do mikrotubul kortykalnych. Najprawdopodobniej N-koricowa
domena ICR1 odpowiada za wigzanie sie biatka do wtdkien cytoszkieletu. Nie zaobserwowano
zmian wzoru lokalizacji biatka SEC3A w zaleznosci od potozenia w polipeptydzie znacznika
fluorescencyjnego. Podsumowujgc, ICR1 jest biatkiem zasocjowanym z cytoszkieletem
i oddziatujgcym z SEC3A, podjednostkg kompleksu egzocyst.

Punktowa lokalizacja biatka SEC3A przy btonie, z widocznym nieznacznym ttem
cytoplazmatycznym, byta juz obserwowana i uznaje sie jg za fizjologiczng. Obserwacje in vivo
doprowadzity do wyciaggniecia wniosku, iz SEC3A nie tgczy sie z mikrotubulami kortykalnymi
w komérkach korzenia Arabidopsis (Zhang i in., 2013). Takze badania proteomu mikrotubul
rzodkiewnika nie wskazujg na asocjacje ktorejkolwiek z podjednostek kompleksu egzocyst
(Hamada i in., 2013). Natomiast w Swietle uzyskanych przez nas wynikdw mozna stwierdzi¢,
ze SEC3A moze wystepowaé w komodrce w postaci zwigzanej z cytoszkieletem. W wigzaniu
posredniczy biatko szkieletowe ICR1, majgce zdolnos$¢ jednoczesnego wigzania mikrotubul
i SEC3A. Niecatkowita kolokalizacja tych biatek wskazuje, ze do oddziatywan dochodzi
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w okreslonej sytuacji, najprawdopodobniej uzaleznionej od sygnalizacji z udziatem matych
GTPaz ROP. Ponadto jest mozliwe, ze takie oddziatywania sg przejSciowe, stad nie udato sie ich
dotagd zaobserwowa¢ innym badaczom. Niedawno opisano takg mozliwos¢ dla innej
podjednostki egzocystu — EXO70A1, ktérg dotad takie uznawano za nie asocjujgca
z mikrotubulami. Okazato sie, ze bogate w domeny coiled-coil (podobnie do ICR1) biatko
posredniczgce nazwane VETH, $cigga EXO70A1 na mikrotubule podczas odkfadania wtérnej
Sciany w komdrkach ksylemu (Oda i in., 2015). Poniewaz podjednostki EXO70 i SEC3 uwaza
sie za wyznaczajgce miejsca sktadania sie catego kompleksu egzocyst, mozliwe, ze ICR1 dziata
jak VETH i okresla miejsca sktadania kompleksu poprzez SEC3A.

Po raz pierwszy oddziatywanie SEC3A z biatkiem z ICR1 zidentyfikowano przy pomocy
drozdzowego testu dwuhybrydowego (Lavy i in., 2007). Oddziatywanie to okreslono jako
specyficzne — podjednostka egzocystu EXO70A1 nie oddziatywata z ICR1. Zidentyfikowane
oddziatywanie potwierdzono metoda BiFC (ang. bimolecular fluorescence complementation),
obserwowano ICR1 w kompleksie z SEC3A w postaci rozproszonej w cytoplazmie i jadrze
komorek epidermy Arabidopsis (Lavy i in., 2007). Co ciekawe, w tej samej pracy znakowane
fluorescencyjnie ICR1, obserwowane bez koekspresji z innym biatkiem, byto zlokalizowane
w btonie komdrkowej. Taki obraz nie odpowiada opublikowanej pdzniej lokalizacji biatka SEC3A
w komoérkach Arabidopsis (Zhang i in., 2013). Ustalono tez, ze za oddziatywanie z SEC3A
odpowiada domena C-koricowa ICR1 typu coiled-coil i zawarty w niej motyw **QWRKAA?’.
GFP-ICR1 obserwowano tez w cytoplazmie i btonie komérkowe] dojrzatej tagiewki pytkowej,
gdzie biatko to trafito przemieszczajac sie z jadra (Li i in., 2008).

Dotychczas wykazano oddziatywanie ICR1 z matymi GTPazami ROP2 (Bloch i in., 2008),
ROP6, ROP10 (Lavy i in., 2007), ROP1 (Li i in., 2008). Dalsze badania nad ICR1 dowiodty, ze jest
ono wymagane dla wfasciwego umiejscowienia w bfonie nosnikéw auksyn PIN1, co ustala
polaryzacje merystemu wierzchotkowego korzenia. ICR1 jest zaangazowane w recyklizacje
biatek PIN1 w pecherzykach, ale nie na etapie endocytozy, a ich ponownego wydzielania (stad
oddziatywanie z SEC3A) (Craddock i in., 2012). Zaproponowany mechanizm wptywu ICR1
na spolaryzowany przeptyw auksyn zaktada oddziatywanie wraz z GTPazami ROP
na mikrofilamenty aktynowe i w ten sposéb modulowanie kierunku i dynamiki zawracania
nos$nikéw PIN1 do btony (Hazak i Yalovsky, 2010). Najnowsze prace opisujg komplementacje
mutanta icrl znakowanym biatkiem ICR1 (w obu wariantach fuzji z biatkiem fluorescencyjnym)
pod kontrolg natywnego promotora. Lokalizacje badanego biatka okresSlono jako
cytoplazmatyczng i btonowg (Hazak i in., 2014).

Przeprowadzone przez nas eksperymenty dowodza, ze w protoplastach izolowanych
z mezofilu Arabidopsis biatko ICR1 ma odmienng lokalizacje, niz w dotychczas opublikowanych
pracach. Brakuje w literaturze informacji o wigzaniu sie ICR1 z cytoszkieletem, czy punktowej
kolokalizacji z podjednostkg SEC3A egzocystu. Taki wzér kolokalizacji bardziej odpowiada
fizjologicznemu obrazowi SEC3A i wspiera teze o umieszczaniu tej podjednostki przy btonie
przez ICR1 w miejscach wyznaczanych przez mikrotubule. Pierwsze publikacje wykorzystywaty
co prawda N-koncowy wariant fuzji z biatkiem fluorescencyjnym, stabiej znakujacy
mikrotubule. Jednakze ostatnia praca pokazuje rozproszong, cytoplazmatyczng lokalizacje
takze wariantu C-koricowego tej fuzji (Hazak i in., 2014). W niniejszej pracy opisano zniesienie
kolokalizacji ICR1 i SEC3A w wyniku umieszczenia EGFP w obrebe C-koricowej domeny biatka
szkieletowego. Fragment C-konicowy ICR1 odpowiada za oddziatywanie tych biatek (Li i in.,
2008), ktére obecnos¢ EGFP mogta zaburzy¢. Na uwage zastugujg takze trzy niezaleznie opisane
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i roine oddziatywania ICR1 z matymi GTPazmi ROP. W kolejnych eksperymentach
postanowiono sprawdzi¢, czy pozostate biatka z rodziny ICR/RIP s3 podobne do ICR1,
w kontekscie wigzania sie do cytoszkieletu oraz oddziatywania z matymi GTPazami z rodziny
ROP, a takze czy biorg udziat w szlakach sygnalizacji zwigzanej z kompleksem egzocyst.

RIP jest rodzing biatek zasocjowanych z mikrotubulami

ICR1 nalezy do pieciobiatkowej rodziny RIP partneréw oddziatujgcych z ROP, z ktérych
dotychczas doktadnie zbadano jeszcze RIP3/MIDD1. Opisano wigzanie przez RIP3/MIDD1
mikrotubul i udziat w ich rozpadzie, dzieki oddziatywaniu z kinezyng 13A i matag GTPazg ROP11
w stanie aktywnym (Oda i Fukuda, 2013a). Chociaz oddziatywania ICR1 z wybranymi matymi
GTPazami opisywano, to pominieto lub nie zaobserwowano zwigzkéw tego biatka
z cytoszkieletem. W zwigzku z tym postanowiono blizej przyjrzeé¢ sie wszystkim biatkom
z rodziny RIP i sprébowad przyblizy¢ ich role w komérce metodami mikroskopowymi. W tym
celu poddano nadekspresji w protoplastach Arabidopsis znakowane przy pomocy EGFP biatka
RIP2, RIP4, RIP5 oraz RIP3/MIDD1, ktdre traktowano jako prébe odniesienia (Ryc. 10).
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Rycina 10 Biatka RIP s3 rodzing biatek zasocjowanych z mikrotubulami. Koekspresja z markerami
mikrotubul (MAP4) i mikrofilamentéw (LifeAct) wykazata kolokalizacje wtdkien bogatych
w RIP2 (A), RIP3 (B), RIP4 (C) oraz RIP5 (D) ze znacznikiem mikrotubul, ale nie aktyny F.
Wszystkie biatka z rodziny RIP byty zlokalizowane w protoplastach podobnie do

ICR1-EGFP (Ryc. 10). Obserwowano znakowanie widkienkowatych struktur cytoszkieletu,
potozone tuz pod btong komdrkowsq (nie przechodzity protoplastu na wskros, a otaczaty go).
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Ponadto w niektérych komédrkach byly widoczne punktowe lub plamkowate skupienia
znakowanych biatek utozone na wtdknach cytoszkieletu (szczegdlnie obecne podczas
nadekspresji RIP4 (Ryc. 10C)), takze w miejscach ich rozgatezien. Niekiedy skupienia byly
niezwigzane z cytoszkieletem, a potozone w poblizu btony komoérkowej. Mozina zatem
wyciggnaé wniosek, ze wszystkie biatka nalezgce do rodziny RIP prezentujg w protoplastach
Arabidopsis wspdlny wzér lokalizacji, asocjujgc do wtdkien cytoszkieletu.

Pofaczone z EGFP biatka RIP poddano nastepnie nadekspresji w protoplastach wraz
z markerem mikrotubul EBFP2-MAP4 (Marc i in., 1998) oraz mikrofilamentow TagRFP-LifeAct
(Riedl i in., 2008) (Ryc. 10A-D). Pozwolito to jednoznacznie ustali¢, czy badane biatka wigzg
sie z aktyng F, czy z mikrotubulami. Wszystkie badane RIP kolokalizowaty z markerem MAP4,
anie z markerem LifeAct. Zauwazono tez, ze nadekspresja biatek RIP powodowata
powstawanie poczatkowo punktowych, pdzniej plamkowatych skupisk wspdinych dla RIP
i markera MAP4 (Ryc. 10A), ktére obserwowano wczesniej podczas koekspresji ICR1 z MAP4.
Wyznakowana fluorescencyjnie aktyna F byta wyraznie odrebna, cho¢ niekiedy mikrofilamenty
przebiegaty wspdlnie z mikrotubulami. Oznacza to, ze RIP jest rodzing pieciu biatek
zasocjowanych z mikrotubulami. Podczas obserwacji protoplastéw po wydtuzonym czasie
nadekspresji badanych biatek zauwazono, ze plamkowate struktury w btonie powiekszajg
sie tworzgc domeny zapoczatkowywane w miejscu przebiegu mikrotubul.

Do tej pory opisano tgczenie sie z cytoszkieletem jedynie biatka RIP3, ktére nazwano
MIDD1 (ang. microtubule depletion domain 1) z powodu jego udziatu w zlokalizowanym
rozpadzie mikrotubul. Biatko to uczestniczy w szlaku sygnalizacyjnym matej GTPazy ROP11
prowadzgcym do lokalnej katastrofy mikrotubul kortykalnych i ich zaniku z miejsc powstawania
jamek we wtdrnej Scianie komdrek ksylemu (Oda i Fukuda, 2012). RIP3/MIDD1, podobnie
do ICR1, zawiera dwie domeny coiled-coil, dzieki ktédrym asocjuje z cytoszkieletem i btong
komérkowa (Oda i Fukuda, 2013b). Ponadto ustalono, ze mikrotubule nie odpowiadajg
bezposrednio za umieszczanie RIP3/MIDD1 w bfonie — uzycie taksolu stabilizujgcego
lub oryzaliny depolimeryzujacej mikrotubule, nie wptywato na jego pojawianie sie w bfonie.
Za te funkcje odpowiadata mata GTPaza ROP11 w stanie aktywnym (Oda i in., 2010).

Biatka RIP2, RIP4 i RIP5 obserwowano przyzyciowo po raz pierwszy. Chociaz
zaobserwowano niewielkie réznice w ich wzorach lokalizacji (Ryc. 8A, 8C, 8D), s3 one podobne
do ICR1, a takze RIP3/MIDD1. Warto doda¢, ze niezwykle trudno byto zaobserwowaé komorki
o rownomiernym znakowaniu mikrotubul przez marker MAP4 i biatka RIP jednoczesnie
(dotyczy to takze opisanych ponizej wizualizacji skréconych wersji biatek RIP). Wspdlna
ekspresja prowadzita niejednokrotnie do znakowania struktur cytoszkieletu tylko przez jedno
biatko (badane, badZ marker). Czesto w komodrkach powstawaty artefakty — ztogi,
czy plamkowate skupiska obu biatek. Mozna wiec przypuszczaé, ze biatka RIP wspdtzawodniczg
z markerem o miejsce na mikrotubuli, a zatem ich powinowactwo jest silne, jednakze
udowodnienie tego wymaga dalszych prac.

Za asocjacje z mikrotubulami odpowiada domena N-koricowa biatek RIP

Biatko RIP3/MIDD1 wigze sie z miktotubulami za pomocg domeny N-koricowej (Mucha
iin., 2010), natomiast ICR1 oddziatuje z GTPazami ROP, a takze podjednostky egzocystu SEC3A
poprzez fragment z konca C polipeptydu (Lavy i in., 2007). Przyrdwnanie sekwencji
aminokwasowe] wszystkich biatek RIP wskazuje, ze zaréwno region polipeptydu mogacy
stanowi¢ domene wigzagcg mikrotubule, jak i C-koicowa domena odpowiedzialna
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za oddziatywania m. in. z GTPazami ROP, s3 u nich konserwatywne (Li i in., 2008).
Postanowiono sprawdzi¢, czy konserwatywny fragment N-koricowy biatek RIP jest
wystarczajacy dla ich wigzania sie z mikrotubulami oraz czy pozbawione tych domen biatka RIP
zmienig wzor lokalizacji. Przygotowano plazmidy niosgce sekwencje kodujgce biatka RIP
pozbawione 114-121 aminokwaséw z konca aminowego polipeptydu. Skrécone biatka
potgczono z biatkiem fluorescencyjnym mTFP1 w miejscu brakujgcej domeny i poddano

nadekspresji w protoplastach Arabidopsis (Ryc. 9).
ICR1AN RIP2AN RIP3AN RIP4AN RIPSAN

ICR1AC RIP2AC RIP3AC RIP4AC RIPSAC
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Rycina 11 Obraz ekspresji biatek RIP pozbawionych domeny N-koncowej (rzad gérny) i samej domeny
potaczonej z biatkiem fluorescencyjnym (rzad dolny). Opis w tekscie.
Pozbawienie biatka ICR1 116 aminokwaséw z korica aminowego spowodowato

catkowite zniesienie obserwowanego weczesniej potgczenia z mikrotubulami. Biatko byto
widoczne w postaci rozproszonej w cytoplazmie. W wiekszosci komoérek nie zaobserwowano
struktur, czy skupien, a znakowane biatko przypominato swobodne biatko fluorescencyjne.
Usuniecie 121, 118, 114 i 177 aminokwasow z koncéw aminowych biatek RIP2, RIP3/MIDD1,
RIP4 i RIP5, odpowiednio, powodowato taki sam efekt (Ryc. 11, rzad gérny). Biatka RIP stracity
powinowactwo do mikrotubul. Dowodzi to, ze N-koricowa domena tych biatek jest niezbedna
dla ich asocjacji z cytoszkieletem. Aby dodatkowo potwierdzi¢ ten wniosek, przeprowadzono
eksperyment odwrotny — wyznakowano biatkiem fluorescencyjnym same domeny z konca
aminowego polipeptydéw RIP (Ryc. 11, rzad dolny).

Znakowane przy pomocy biatka Venus domeny N-koncowe biatek z rodziny RIP
poddano nadekspresji w protoplastach komdrek rzodkiewnika. Zauwazono wyraznie stabsze
powinowactwo do mikrotubul, niz w przypadku polipeptydu petnej dtugosci. Niemniej,
wtdkienkowate struktury byty wyraznie odrebne od cytoplazmatycznego tta. Znacznie skrécone
biatka tworzg takze plamkowate i punktowe skupienia, szczegélnie liczne w przypadku RIP5AC
(Ryc. 9). Ponadto, biatka RIP2AC i RIP5AC najstabiej znakowaty mikrotubule (Ryc. 9). Te biatka
sg wyraznie dtuzsze od pozostatych RIP (Li i in., 2008), zatem jest mozliwe, iz w obrebie
usunietego polipeptydu wystepuje u nich dodatkowy fragment wzmacniajgcy kontakt
z mikrotubulami.

W przypadku % (n=10) obserwowanych komdrek z nadekspresja mTFP1-ICR1AN oraz
MTFP1-RIP2AN fluorescencja w cytoplazmie byfta niewidoczna. Wyrazny sygnat pochodzit
z btony lub przestrzeni kortykalnej komorki (Ryc. 12, MaxIP). Aby potwierdzi¢ obecnosé
badanych biatek w bfonie, protoplasty poddano barwieniu przy pomocy FMA4-64,
niespecyficznego markera bton i endocytozy (van Gisbergen i in., 2008). Ustalono,
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ze znakowaniu ulegata btona komdrkowa, o czym swiadczy kolokalizacja FM4-64 z badanymi
biatkami (Ryc. 12). Zatem istotnie, biatka RIP majg, oprdcz cytoszkieletu, takze powinowactwo
do btony komérkowej, zapewniane przez fragment C-kornicowy polipeptydu.

Jak dotad wigzanie do mikrotubul jedynie N-koncowej domeny biatka RIP opisano
dla RIP3/MIDD1. Ustalono, ze domena o dtugosci 120 aminokwaséw z korica aminowego biatka
ICR1AN (MaxIP) ICR1AN FM4-64 Natozenie

pra——

5 pm

RIP2AN (MaxIP)

Rycina 12 Asocjacja z btong komdrkowa pozbawionych domen N-korcowych biatek
ICR1 i RIP2. Ztozenie skrawkow w postaci projekcji maksymalnej
intensywnosci (MaxIP) pokazuje réwnomierne rozmieszczenie biatek w
btonie z kilkoma skupieniami. Na przekrojach widoczna kolokalizacja
z markerem btony FM4-64.
wystarcza do jego kolokalizacji z mikrotubulami, natomiast jego koniec karboksylowy

odpowiada za wzmocnhienie asocjacji na koncach + mikrotubul podczas rdznicowania
sie komédrek zawiesiny Arabidopsis w ksylem (Oda i in., 2010). Pozbawienie RIP3/MIDD1
domeny N-koricowej powodowato zmiane lokalizacji znakowanego biatka na cytoplazmatyczna
w komorkach epidermy Arabidopsis (Mucha i in., 2010). Nie inaczej zachowywato sie skrécone
RIP3/MIDD1, badane przez nas w protoplastach komérek lisci Arabidopsis. Mikrotubule byty
znakowane przez N-koncowy fragment biatka o podobnej, do badanej wczesniej, dtugosci —
118 aminokwasdw. Identyczne obserwacje poczyniono takie badajgc pozostate biatka RIP.
Mozna zatem wnioskowaé, ze takze ich lokalizacja subkomérkowa jest podobna, poniewaz
dzielg one wspdlny plan budowy. Za lokalizacje sg u nich odpowiedzialne te same fragmenty
polipeptydow. Ponadto widocznie ostabione wigzanie do cytoszkieletu N-kornicowych domen
wszystkich biatek RIP (Ryc. 11) wskazuje, ze w asocjacji uczestniczy takze fragment blizszy
konca karboksylowego. Moze on wzmacnia¢ potozenie biatek RIP na mikrotubuli,
tak jak proponuije sie to dla biatka RIP3/MIDD1.

Wiagzanie sie biatek RIP z btong komérkowg opisano zaréwno w przypadku ICR1, jak
i RIP3/MIDD1. Wykazano, ze za lokalizacje btonowg ICR1 odpowiada jedynie region C-koricowy.
Uwaza sie, ze motyw QWRKAA przy koncu C, a takze region bogaty w lizyne sg potrzebne
do umiejscowienia biatka w btonie. Co ciekawe, motyw QWRKAA jest odpowiedzialny takze
za wigzanie matych GTPaz ROP. (Li i in., 2008). Co wiecej, mutacja w obrebie tego motywu
znosita fenotyp powodowany nadekspresjg ICR1 w komérkach, a odpowiadajacy fenotypowi
nadekspresji GTPaz ROP w zablokowanym stanie aktywnym (ROP-CA, ang. constitutively
active) (Bloch i in., 2008). Biatko RIP3/MIDD1 w wersji pozbawionej 120 aminokwaséw z konca
N nie kolokalizowato z mikrotubulami, ale zachowato asocjacje w poblizu btony, w domenach
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odpowiadajgcym jamkom wtdrnej Sciany komdrkowej. Wykazano ponadto, ze za prawidtowe
wigzanie sie z btong komdrkowsa tego biatka odpowiada aktywna GTPaza ROP11 (Oda i in.,
2010). Zatem oba poznane biatka z rodziny RIP oddziatujg z matymi GTPazami ROP w obrebie
fragmentu blizszego korca karboksylowego polipeptydu.

Powyisze obserwacje dowodzg podwdjnej roli wszystkich biatek z rodziny RIP, ktdrg
czes$ciowo juz opisano dla ICR1 i znacznie lepiej dla RIP3/MIDD1. Sg to biatka asocjujgce
z mikrotubulami, za co odpowiada przede wszystkim N-koricowy fragment o dtugosci okoto
120 (177 u RIP5) aminokwasow. Stanowig one wezet dla oddziatywan matych GTPaz
i ich efektoréw. Mikrotubule w tym przypadku stanowig przestrzenne ograniczenie zasiegu
tych oddziatywan, badz tez wyznaczajg miejsca tworzenia sie btonowych domen sprzyjajgcych
takim oddziatywaniom. Specyficzno$¢ oddziatywan biatek RIP z matymi GTPazami ROP
w protoplastach Arabidopsis oraz potencjalne wspoétoddziatywania z efektorami ROP
postanowiono zbada¢ w toku dalszych prac. Sprawdzono takze, czy inne niz ICR1 (oddziatujgce

z SEC3A) biatka RIP kolokalizujg z wybranymi podjednostkami kompleksu egzocyst.
ICR1AN SEC3A Natozenie

Rycina 13 Czesciowa kolokalizacja pozbawionego domeny N-koricowej biatka ICR1
z biatkiem SEC3A. Opis w tekscie.

Oddziatywanie ICR1-SEC3A jest mozliwe bez domeny N-koncowej ICR1

Sprawdzono tez, czy usuniecie domeny N-koncowej ICR1 bedzie miato wptyw
na obserwowang wczesniej kolokalizacje z biatkiem SEC3A. Pomimo cytoplazmatyczno-
btonowe] lokalizacji ICR1AN, byta widoczna czesciowa kolokalizacja z SEC3A w punktach
w btonie komérkowej, tak jak w przypadku biatka ICR1 o petnej dtugosci (Ryc. 13). Powyisze
obserwacje sg zgodne z wczesniejszymi wynikami pochodzgcymi z badania tego oddziatywania
w drozdzowym systemie dwuhybrydowym (Lavy i in., 2007). Zatem potwierdzono in vivo,
Ze za oddziatywanie z SEC3A odpowiada fragment okoto % biatka z konica karboksylowego
ICR1, natomiast fragment/domena N-koricowa umozliwia biatku wigzanie mikrotubul. Jesli
do obu oddziatywan  dochodzi jednoczeénie, to miejsca skupien SEC3A powinny by¢
skorelowane z potozeniem mikrotubul, o czym na razie nie ma doniesien literaturowych.
Niestety nie udato sie tego potwierdzi¢ wykorzystujac do wizualizacji marker MAP4.

Wybrane podjednostki egzocystu nie kolokalizujg z biatkami RIP, cho¢ asocjuja ze
znakowanymi przez nie mikrotubulami

Kolejnym etapem badan byto sprawdzenie, czy poza ICR1 pozostate biatka RIP
wptywajg na dynamike wybranych podjednostek egzocystu w komodrce. W tym celu
przeprowadzono prébe koekspresji znakowanych fluorescencyjnie biatek SEC8 i SEC3A
ze znakowanymi RIP2, RIP4 i RIP5 w protoplastach izolowanych z lisci Arabidopsis.

W toku badan zarejestrowano dynamike mikrotubul znakowanych przez RIP5-EGFP
(Film 2). Biatko fuzyjne SEC3A-TagRFP byto widoczne w postaci punktdw na wyznakowanych
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przez RIP5-EGFP mikrotubulach lub w ich bezposrednim sgsiedztwie. Zauwazono, ze SEC3A
lezgce na mikrotubulach przemieszajg sie wraz z nimi, a dynamika tych struktur jest wspdlna.
Jedno ze skupienn SEC3A poruszato sie wzdtuz widkna cytoszkieletu na krétkim dystansie.
Oznacza to, ze podjednostka kompleksu egzocyst SEC3A byta potgczona z cytoszkieletem
tubulinowym. Nie zaobserwowano zjawisk odtgczania sie punktéw SEC3A od mikrotubul.
Poniewaz nie towarzyszg im skupienia biatka RIP5, a oba kanaty fluorescencji pozostajg
odrebne, nie uznano obrazu zarejestrowanego na Filmie 2 za kolokalizacje. RIP5-EGFP petnito
raczej role markera cytoszkieletu, umozliwiajgc obserwacje asocjacji i dynamiki biatka SEC3A.
A RIP2 SEC8 Natozenie

B RIP4 SEC8 Natozenie

Rycina 14 Koekspresja wybranych biatek RIP z podjednostka egzocystu. Biatka RIP2
(A) oraz RIP4 (B) nie kolokalizowaty z biatkiem SEC8, chociaz biatko
to przejsciowo asocjowato do mikrotubul (por. Film 3)

Film 2 ujawnia takze, ze dynamika mikrotubul byta zachowana, gdy wigzato sie z nimi
biatko RIP5-EGFP ulegajgce nadekspresji. Wtdkna zmieniaty ksztatt, wykrecaty sie, a obecne
na nich struktury bogate w podjednostke SEC3A byly jakby uwigzane do mikrotubuli,
poruszajgc sie razem z nig. Nie zarejestrowano zjawisk katastrof mikrotubul, ani ich
rozgateziania. Asocjacja SEC3A z mikrotubulami kortykalnymi, wspdlnie z biatkiem ICR1 byta
juz obserwowana (Ryc. 8B). Punkty skupiajgce SEC3A w poblizu btony byty takze wysycone
znakowanym ICR1, czego nie obserwowano dla biatka RIP5. Biatko SEC3A w licznych punktach
w poblizu btony komodrkowej byto wczesniej obserwowane w komdrkach epidermy
rzodkiewnika. Badacze uznali, ze nie kolokalizuje ono z mikrotubulami kortykalnymi,
ani z nowo inkorporowanymi do btony kompleksami syntazy celulozy CSC (Zhang i in., 2013).
Izolowany protoplast odbudowuje od poczatku utracong podczas procedury trawienia Sciane
komoérkows, jest zatem mozliwe, ze biatko SEC3A bierze udziat w syntezie $ciany de novo,
co dodatkowo moze potwierdzaé fakt silnego skupienia tego biatka w szczytowej czesci
komaorek o spolaryzowanym wzroscie, jak tagiewka pytkowa (Bloch i in., 2016).

Biatka RIP2 i RIP znakowane przy pomocy EGFP sg widoczne na Rycinie 14, gdzie jest
widoczne ich tgczenie sie z mikrotubulami kortykalnymi oraz tworzenie charakterystycznych
mikrodomen btonowych. Podjednostka egzocystu SEC8 byta widoczna w cytoplazmie
oraz w znacznie jasniejszych plamkach, niekiedy punktach, nie kolokalizujgcych z badanymi
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biatkami RIP. Skupiska bogate w SEC8 byty pofozone blisko struktur znakowanych przez RIP
lubtgczyly sie z nimi. Podczas obserwacji koekspresji biatek RIP5 i SEC8 (Film 3)
udokumentowano ruch plamkowatej struktury znakowanej przez SEC8-TagRFP wzdtuz
mikrotubuli znakowanej przez RIP5-EGFP. Struktura przeszta z cytoplazmy na widkno
cytoszkieletu, przemiescita sie wzdtuz wtdkna i odtgczyta z powrotem do cytoplazmy. Podobnie
jak podczas badania pary biatek RIP5 z SEC3A, mimo ruchu pecherzykowatej struktury wzdtuz
mikrotubuli, fluorescencyjny sygnat EGFP i TagRFP nie kolokalizowat. Ponownie wtdkna
tubulinowe znakowane przez RIP5 byty dynamiczne — przemieszczaty sie i wykrecaty.

Wiekszo$¢ z obserwowanych plamkowatych struktur bogatych w biatko SEC8-TagRFP
byta duza i przypominata znakowany przedziat TGN z wczesniejszych etapdw badan
(por. Ryc. 8). Biatko to obserwowano wczesniej w cytoplazmie, a takze w postaci punktowych
skupien w poblizu btony komdrkowej (Fendrych i in., 2013). Ostatnie doniesienia wskazuja,
ze SECS8 jest najpowszechniej wystepujgcy podjednostkg egzocystu, zwigzang z systemem bton
wewnetrznych. Wykazano, ze biatko to wyizolowano wspdlnie ze wszystkimi badanymi
markerami przedziatéw btonowych, poza znacznikiem aparatu Golgiego i tonoplastu (Heard i
in., 2015). Wydaje sie zatem prawdopodobne, ze obserwowane struktury znakowane przez
SEC8-TagRFP byty ktorym$S z przedziatdw systemu bton wewnetrznych. Jednakzie
bez potwierdzenia tego przy pomocy biatek markerowych nie mozina tego stwierdzi¢
jednoznacznie.

Prébe powigzania biatek RIP z kompleksem egzocyst podjeto badajgc RIP3/MIDD1 przy
pomocy drozdzowego systemu dwuhybrydowego. Nie stwierdzono oddziatywan z SEC3A,
SEC5A i EXO70A1 (Mucha i in., 2010). Wskazuje to na specyficznos¢ oddziatywan RIP-egzocyst
i brak ogdlnej tendencji tych biatek do asocjacji, jak ma to miejsce na przyktad w przypadku
oddziatywan RIP-ROP (por. nizej). Odkryte niedawno biatka VETH1/2 posredniczg
w oddziatywaniu podjednostki EXO70A1 z kompleksem COG2 i w rekrutacji egzocystu do btony
poprzez oddziatywanie z mikrotubulami kortykalnymi. VETH1/2 s3 zbudowane z petli coiled-
coil (Vukasinovi¢ i Zarsky, 2016), podobnie jak biatka RIP i mechanizm ich dziatania wydaje
sie by¢ zblizony. Wskazuje to na wyksztatcenie przez rosliny réznych grup biatek o poddobnym
molekularnym mechanizmie dziatania, a zréznicowanych pod wzgledem oddziatujgcych z nimi
regulatorow i efektoréw. W Swietle powyzszych obserwacji i najnowszych doniesien
oddziatywanie biatka ICR1 z podjednostkg SEC3A pozostaje wcigz jedynym poznanym
tacznikiem sygnalizacji z udziatem GTPaz ROP z kompleksem egzocyst.

Biatka RIP asocjujg z mikrotubulami i jednoczesnie tworzg domeny w btonie

komaérkowej protoplastow Arabidopsis

Dwoista natura biatek z rodziny RIP, ktéra manifestuje sie wigzaniem do mikrotubul
z jednej strony, a z drugiej obecnoscig w domenach btonowych, moze utrudniaé ich obserwacje
w stanie fizjologicznym z przytgczonym znacznikiem fluorescencyjnym na jednym z koncow
polipeptydu. Dlatego postanowiono przygotowac konstrukcje genetyczne, w ktérych znacznik
fluorescencyjny EGFP zagniezdzono w regionach zmiennych biatek RIP. Sekwencje kodujace
EGFP i fragmentdw RIP oddzielono tgcznikami o sktadzie aminokwasowym zapewniajgcym
elastycznos$é, co zwiekszato prawdopodobienstwo poprawnego zwiniecia sie biatka
(por. Materiaty 6.2.4).

Umieszczenie markera fluorescencyjnego wewnatrz polipeptydu nie zmienito
obserwowanego wczesniej, ogélnego wzoru lokalizacji biatek RIP — znakowane byty struktury
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cytoszkieletu tubulinowego (Ryc. 15), aczkolwiek znacznie mocniej zaznaczaty sie punktowe
skupienia, czy mikrodomeny RIP, zarébwno powstajgce wzdtuz mikrotubul, jak i odrebne.
Plamkowate mikrodomeny obserwowano u % komérek z nadekspresjg biatek ICR1-GFP;,,
RI2-GFP;.; i RIP5-GFP;,; oraz w % komodrek z nadekspresjg RIP4-GFP;,; (n=20). Zdecydowanie
czesciej, bo w % obserwowanych komérek (n=20) biatka chimeryczne znajdowaty sie w btonie
komérkowej, formujagc duze, plamkowate domeny. Co ciekawe, jednoczesnie zanikato
znakowanie cytoszkieletu, od ktdorego powiekszajgce sie domeny braty swdj poczatek.
W skrajnych przypadkach domeny te zajmowaty niemal catg powierzchnie bftony (nie udato

sie tego udokumentowac jedynie dla RIP3-GFP;,;) (Ryc. 15).
ICR1-GFP,, RIP2-GFP, RIP3-GFP, RIP4-GFP,, RIP5-GFP,,

Mikrotubule

Nie
zaobserwowano

Domeny

Siewka

+MAP4 (natozenie)

T —

Rycina 15 Znakowane EGFP wewnatrz polipeptydu biatka RIP znakowaty cytoszkielet i domeny w
btonie komodrkowej potozone ponad mikrotubulami. W siewkach Arabidopsis byta
widoczna jedynie kolokalizacja z markerem mikrotubul.

Wektory wykorzystane do przejsciowej ekspresji badanych biatek w protoplastach

komédrek mezofilu lisSci Arabidopsis umozliwiaty stosunkowo tatwe przeniesienie kaset
ekspresyjnych do wektora binarnego pPZP-RCS2 (Goderis i Bolle, 2002; Chung i in., 2005)
(por. Materiaty 6.4). Przygotowano zestaw wektoréw binarnych niosgcych dwie kasety
ekspresyjne i wprowadzono je do czterodniowych siewek Arabidopsis metodg FAST (Li i in.,
2009) (por. Materiaty 3). Wektory binarne niosty sekwencje kodujgce biatka RIP znakowane
EGFP wewnatrz polipeptydu oraz marker mikrotubul TagRFP-MAP4. Postanowiono sprawdzic,
czy obecno$¢ Sciany komdrkowej wptynie na wzdr lokalizacji biatek RIP oraz tworzenie domen
btonowych. Okazato sie, ze wszystkie biatka RIP kolokalizowaty z mikrotubulami kortykalnymi,
znakowanymi przez MAP4 i otaczajagcymi catg komoérke epidermy (Ryc. 15). Niestety
nie zauwazono formowania sie rozlegtych domen btonowych. Badane biatka pojawiaty
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sie jedynie w niewielkich, punktowych nanodomenach odrebnych od mikrotubul,
ale kolokalizujgcych z markerem MAP4. Podobny obraz opisano dla nadekspresji znakowanego
biatka RIP3/MIDD1 (Mucha i in., 2010; Oda i in., 2010). Zatem biatka RIP sg biatkami wigzgcymi
mikrotubule, ale do ich roli w tworzeniu mikrodomen btonowych nalezy wcigz podchodzi¢
Z rezerwa.

Opublikowane dane dotyczgce sktadu proteomu zasocjowanego z mikrotubulami
pochodzg z miniprotoplastow (pozbawionych wakuol komoérek) otrzymanych z zawiesiny
Arabidopsis. Frakcjonowanie, oczyszczanie i analiza LC-MS/MS pozwolita identyfikowaé 727
biatek, w tym wiele znanych i wiele nieopisanych, ale wytypowanych do roli biatek MAP.
Sposrod biatek RIP w tym badaniu wykryto RIP3/MIDD1 i RIP5. Biatka te byty obecne
w niewielkiej ilosci. RIP1, 2 i 4 nie wykryto nawet w referencyjnej frakcji biatek
rozpuszczalnych. Pdiniejsza analiza mikroskopowa wybranych, nowo zidentyfikowanych,
biatek MAP wykazata, ze mogg one tgczy¢ sie z mikrotubulami tworzac rézne wzory — znakujac
wtdkna jednorodnie, punktowo, czy powodowaé powstawanie grubszych wigzek znakowanych
mikrotubul. Co ciekawe, niektére z wytypowanych biatek okazaty sie nie asocjowac
z mikrotubulami (Hamada i in., 2013).

Wzbogacanie btony komérkowej w badane biatka RIP w postaci powiekszajgcych
sie domen btonowych, ktére pojawiajg sie w niewyjasniony sposdb, jest zaskakujacg i niemal
unikatowg wtasciwoscig tych biatek. Poczatkowo uznaliSmy to zjawisko za artefakt
spowodowany stosowang nadekspresjg biatek. Odmienny od uznawanego za dziki fenotyp
obserwowano podczas nadekspresji ICR1 pod kontrolg promotora wirusowego (CaMV 35S).
Odpowiadat on fenotypowi ciggtej aktywacji ROP (Lavy i in., 2007). Z drugiej strony wiadomo,
ze btona pojedynczej komorki Arabidopsis lub tytoniu jest praktycznie w catosci pokryta
réoznymi mikrodomenami. Mogg one by¢ platforma dla oddziatywan biatko-biatko i utatwiaé
funkcjonowanie biatek btonowych i zasocjowanych z btong (Jarsch i in., 2014). Biatka REM
i FLOT (remoryny i flotyliny) mogg stuzy¢ za kanoniczny przyktad i model biatek tworzacych
rézne domeny btonowe u roslin. Sg one uwazane za biatka rusztowania i mogg oligomeryzowac
w struktury wyzszego rzedu. Mogg takze oddziatywaé z szeregiem biatek, na przyktad RLK.
Remoryny, podobnie jak biatka RIP, swojg asocjacje z btong zawdzieczajg konserwatywnym
motywom  coiled-coil, s3 tez regulowane w obrebie N-koncowego regionu
nieuporzagdkowanego ID (ang. intrinsically disordered). Domeny tworzone przez te biatka sg w
wiekszosci statyczne (zachowujg ksztatt), natomiast biatka w obrebie domen ulegajg ciggtej
wymianie (Konrad i Ott, 2015). Wydaje sie, ze wykorzystanie przez nas w badaniach
protoplastéw takze nie pozostaje bez znaczenia. Protoplasty, stale odtwarzajgce Sciane po jej
enzymatycznym usunieciu, majg znaczgco zmieniong ruchliwosé lateralng biatek w btonie
(Jarschiin., 2014). W przejsciowo transfekowanych siewkach te same biatka (RIP) nie tworzyty
domen, nalezy zatem uznaé, przynajmniej do czasu pojawienia sie wynikdw badan
z transformowanych roslin, ze ich tworzenie jest cechg swoistg dla protoplastéw. Z drugiej
strony badania na protoplastach umozliwity zaobserwowanie domen w ogdle.

W toku badan uzyskano po raz pierwszy obrazy mikroskopowe komdrek siewek
Arabidopsis z nadekspresjg znakowanych fluorescencyjnie biatek RIP2, RIP4 i RIP5, a takze ICR1
o0 zmienionej, w stosunku do dotychczas opisywanej, lokalizacji subkomdrkowej. Okazato sie,
ze biatka te powielajg w komodrce Arabidopsis wzor lokalizacji biatka RIP3/MIDD1, znanego
wczesniej i opisanego jako nowe biatko MAP (Mucha i in.,, 2010). W kolejnych pracach
wykazano, ze RIP3/MIDD1 bierze udziat w ustanawianiu btonowych domen wykluczajgcych
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mikrotubule kortykalne. Co ciekawe same witdkna cytoszkieletu stanowity przestrzenne
ograniczenie — ,ptot” — obszaru domen, co pozwala komdérkom réznicujgcym sie w ksylem
odkfadanie wtérnej sciany komodrkowej wedtug okreslonego deseniu. Ostatecznie udato
sie zwizualizowaé takie domeny, wymagato to jednak koekspresji RIP3/MIDD1 az z czterema
dodatkowymi biatkami (Oda i Fukuda, 2012). Wspdlny wzor lokalizacji oraz budowa
pozostatych biatek RIP wskazujg, ze najprawdopodobniej dziatajg one w zblizony sposdb. RIP
jest rodzing biatek rusztowania, pozbawionych funkcji katalitycznych. Wykazano,
ze RIP3/MIDD1 nie wykazuje aktywnosci depolimeryzujgcej mikrotubule in vitro, natomiast
powoduje lokalne zjawiska katastrof w komérce (Oda i Fukuda, 2013a). Oznacza to, ze RIP
stanowig miejsce spotkan innych czynnikéw biatkowych, same nie majgc swoistej aktywnosci.
Doktadne okreslenie ich funkcji bedzie zatem wymagato poznania znacznej liczby biatek z nimi
oddziatujacych.

Wspdlna ekspresja biatek RIP z biatkami ROP powoduje przejscie matych GTPaz do
domen btonowych i oddziatywanie z RIP

W toku badan nie udato sie znalez¢ dowoddédw na oddziatywanie innych niz ICR1 biatek
z rodziny RIP z podjednostkami egzocystu (SEC3A). Dotychczas nie udowodniono takze,
by to sam egzocyst byt kompleksem regulatorowym. Jest on efektorem matych GTPaz,
poniewaz fenotypy mutantéw w niektérych podjednostkach powtarzajg obserwacje
poczynione u mutantdw matych GTPaz (Hala i in., 2008). ICR1 oddziatuje z roslinnymi matymi
GTPazami ROP1 i ROP10, najprawdopodobniej przekazujgc sygnat aktywacji podjednostce
egzocystu SEC3A (Bloch i in., 2008). Podobnie biatko RIP3/MIDD1 funkcjonuje w komodrce
ksylemu jako efektor ROP11, doprowadzajgc do modyfikacji architektury cytoszkieletu
tubulinowego (Oda, 2015). Postanowiono ustali¢, ktére mate GTPazy ROP mogg oddziatywac
z biatkami z rodziny RIP. W tym celu prébie wspdlnej ekspresji w protoplastach Arabidopsis
poddano znakowane fluorescencyjnie biatka ICR1, RIP2, RIP4, RIP5 i wszystkie jedenascie
matych GTPaz ROP. Poniewaz nie zawsze udawato sie uzyskaé satysfakcjonujgce obrazy
nadekspresji biatka ROP1, wykluczono je z dalszych analiz. Nie przeprowadzono takze
ponizszych testow dla biatka RIP3/MIDD1.

Obserwacja koekspresji biatek RIP z matymi GTPazami ROP wykazata niemal catkowitg
kolokalizacje sygnatéw z markeréw fluorescencyjnych we wszystkich komérkach. Co wiecej,
zmienit sie komorkowy wzér lokalizacji badanych biatek i to z obu rodzin. Zauwazono,
ze kolokalizacja przyjmowata dwa wzory, zaleznie od biatka RIP poddanego wspdlnej
nadekspresji z GTPazg ROP (Ryc. 16, 17).

Koekspresja ICR1 i RIP4 ze wszystkimi badanymi ROP powodowata zmiane lokalizacji
GTPaz z cytozolowej, jadrowej, i btonowej na te odpowiadajgcg biatku RIP (Ryc. 16). Mate
GTPazy potaczone z biatkiem Venus przechodzity z cytoplazmy na cytoszkielet (mikrotubule)
i mikrodomeny btonowe tworzgce sie w miejscach przebiegu mikrotubul ze zwigzanymi
biatkami ICR1-mTFP1 i RIP4-mTFP1. Wzmocniona jgdrowa lokalizacja GTPazy ROP8 nie zmienita
sie. Natomiast GTPazy ROP9-11 zmienity wzdr lokalizacji z btonowej na kolokalizujgcy
z domenami btonowymi tworzonymi przez badane biatka RIP (Ryc. 16). W wyniku wydtuzonej
ekspresji znakowaniu przez oba biatka ulegata btona komdrkowa w postaci rozlegtych domen.
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Rycina 16 Koekspresja biatek ICR1 i RIP4 z GTPazami ROP. Mate GTPazy ROP poddane nadekspresji byty
zlokalizowane w cytoplazmie i btonie protoplastow (kolumna -RIP). Natomiast poddane
ekspresji wspdlnie z ICR1 i RIP4 kolokalizowaty z nimi na mikrotubulach i w domenach
btonowych.

W przypadku koekspresji matych GTPaz ROP z biatkiem RIP2 obraz mikroskopowy byt

nieco odmienny, niz w przypadku biatek ICR1 i RIP4. RIP2-mTFP1 tym razem znacznie stabigj
zaznaczato sie na mikrotubulach, za to wyraznie znakowato btone komadrkows (Ryc. 17).

Nie zaobserwowano pojawiania sie domen, a btona byta udekorowana raczej réwnomiernie
kolokalizujgcymi biatkami. W niektérych komdrkach mozna byto za to zauwazy¢ niewielkie
plamki w btonie pozbawione kolokalizujgcych biatek. Ponadto lokalizacja cytoplazmatyczno-
jagdrowa ROP nie zmieniata sie tak silnie, jak w przypadku koekspresji z ICR1 i RIP4, ktdre
wydawaty sie wymiata¢ ROP z komérki do swoich domen. Biatko ROP8 jednakze, podobnie jak
poprzednio, nie opuszczato jadra komdrkowego (Ryc. 17).

Biatko RIP5 poddane koekspresji z matymi GTPazami ROP zachowywato sie podobnie
do biatka RIP2 (Ryc. 17). Kolokalizacja badanych biatek byta obserwowana w bfonie
komaérkowej, ale nie miato miejsca catkowite przejscie GTPaz ROP w miejsca bogate w RIP5,
czes¢ GTPaz pozostawata w cytozolu. Znakowanie mikrotubul przez RIP5 byto bardzo
nieznaczne, podobnie jak delikatne znakowanie cytoszkieletu przez niektére GTPazy. Wzér
kolokalizacji biatka z RIP5-mTFP1 z matymi GTPazami ROP mozina okresli¢ jako posredni
pomiedzy RIP2 a ICR1 i RIP4.

Postanowiono wykorzysta¢ metode FLIM/FRET, by sprawdzié, czy kolokalizujgce biatka
oddziatujg ze sobg. W tym celu zbadano czas trwania fluorescencji biatka mTFP1 potaczonego
z badanymi biatkami RIP w obecnosci biatka fluorescencyjnego Venus, potgczonego z GTPazami
ROP. Dokonano takie pomiaréw kontrolnych dla samego biatka mTFP1, dla mTFP1
w koekspresji z Venus oraz dla biatka fuzyjnego mTFP1-Venus z dwudziestoaminokwasowym
tacznikiem. Wyniki pomiaréw FLIM zebrano w Tabeli 1 i zaprezentowano na Wykresach 1-5.

Sredni czas zaniku fluorescencji biatka mTFP1 (donor FRET) w protoplastach
Arabidopsis wynidst 2,71+0,03 ns (SD, n=7). W obecnosci akceptora FRET, biatka Venus
niepotgczonego z mTFP1, czas zycia donora ulegt nieznacznemu skréceniu do 2,61+0,03 ns (SD,
n=5; p<0,001 test t). Uznano zatem 2,61 ns za czas referencyjny dla badan FLIM z uzyciem
biatek fluorescencyjnych mTFP1 i Venus, poniewaz uwzglednia tto powstate w wyniku
nadekspresji badanych biatek, a nie Swiadczy o ich bezposredniej bliskosci. Pomiar czasu
trwania fluorescencji kontrolnego biatka mTFP1-Venus wykazat, ze ulegt on skrdceniu
do 1,62+0,09 ns (SD, n=5; p<0,001 test t). Warto zaznaczyé, ze w toku badan
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nie zarejestrowano krdtszego czasu trwania fluorescencji biatka mTFP1, zatem wartos¢ 1,62 ns
Swiadczy o maksymalnym zblizeniu biatek badanych.

Badanie oddziatywan biatko-biatko metodg FLIM/FRET wykazato istotne skrdcenie
czasu zaniku fluorescencji biatka mTFP1, donora transferu energii, we wszystkich badanych
probach. Poréwnanie parami czasdow zaniku uzyskanych dla préb badanych z pomiarem
referencyjnym wykazato jednakze, ze nie mozna uznac za istotng rdznicy dla badanych par
ICR1+ROP2, RIP2+ROP3-4, RIP4+ROP7 (Tab. 1 i Wykresy 1-4). Sredni czas zaniku fluorescencji
mMTFP1 dla pozostatych badanych par biatek rézni sie istotnie od préby referencyjnej (p<0,05;
test t).

ICR1 wigzato mate GTPazy ROP najstabiej. Najwieksza zmiana czasu trwania
fluorescencji to jedynie 0,22 ns i zostata zmierzona dla koekspresji z ROP4 (Wykres 1, Ryc. 18).
Jednak rdzinice pomiedzy pozostatymi pomiarami sg niewielkie, czas zaniku donora mTFP1
oscyluje okoto 2,45 ns. Nie mozna zatem wskazaé GTPazy wigzacej sie do ICR1 znaczaco
mocniej ani tez znaczgco stabiej. Tak drobna zmiana sugeruje tez, ze ewentualne
oddziatywania biatko-biatko sg stabe lub przejsciowe. Nie mozna takze wykluczy¢, ze biatko
fluorescencyjne stanowito przeszkode dla prawidtowego potaczenia sie ICR1 z GTPazami ROP
(badano biatko ICR1-mTFP1). Zmiane wzoru lokalizacji ICR1 zaleznie od umieszczenia markera
obserwowano wczesniej.

Biatko RIP2 wyraznie mocniej wigzato mate GTPazy ROP2, ROP8 i ROP9 (odpowiednio
2,14 ns; 2,01 ns; 2,19 ns) (Wykres 2). Pozostate czasy zaniku fluorescencji mTFP1 wyniosty
okoto 2,36 ns, byty wiec wyraznie diuisze. Mozna zatem wnioskowaé o preferencji RIP2
do oddziatywania z niektérymi matymi GTPazmi ROP.

Biatko RIP4 wykazato najwieksze powinowactwo do GTPaz ROP8, ROP10 i ROP11 (2,15
ns; 2,19 ns; 2,14 ns; odpowiednio). Nieco dtuzszy czas zaniku fluorescencji (2,24 ns) biatka
MTFP1 zarejestrowano dla ROP5 i ROP9, pozostate wyniki wyniosty okoto 2,36 ns.
Na podstawie pomiarow FLIM nie mozna zatem stwierdzié, ze biatko RIP4 preferencyjnie wigze
sie z ktdrgs z GTPaz ROP (Wykres 3).

Zdecydowanie najkrétsze czasy zycia fluorescencji zarejestrowano podczas badania
FLIM biatka RIP5-mTFP1 z matymi GTPazami ROP potgczonymi z biatkiem Venus. 1,75 nsi 1,80
ns dla ROP9 i ROP10 (Wykres 4), odpowiednio, byty bardzo blisko wartosci minimalnych préby

ICR1t(ns) SD p RIP2t(ns) SD p RIP4t(ns) SD p | RIP5t(ns) SD p

ROP2 2,58 0,07 NS 2,14 0,18 * 2,37 0,11 ** 2,09 0,12 *
ROP3 2,46 0,06 * 2,39 0,17 NS 2,36 0,07 * 2,24 0,07 *
ROP4 2,39 0,03 ** 2,37 0,20 NS 2,37 0,10 * 2,08 0,11 *
ROP5 2,44 0,05 * 2,39 0,11 * 2,24 0,12 * 2,15 0,10 *
ROP6 2,46 0,06 * 2,37 0,03 ** 2,35 0,10 * 2,01 0,02 **
ROP7 2,44 0,05 * 2,29 0,11 * 2,16 0,29 NS 1,91 0,03 **
ROP8 2,48 0,04 * 2,01 0,29 * 2,15 0,13 * 2,00 0,11 *
ROP9 2,45 0,10 * 2,19 0,16 * 2,24 0,12 * 1,75 0,11 *
ROP10 2,43 0,05 * 2,35 0,17 * 2,19 0,16 * 1,80 0,14 *
ROP11 2,42 0,02 ** 2,38 0,09 * 2,14 0,07 * 1,94 0,19 *

Tabela 1 Zebrane wyniki pomiaréw FLIM oddziatywan badanych biatek RIP z GTPazami ROP. We wszystkich
prébach zarejestrowano skrdécenie czasu trwania biatka donora, choé¢ nie zawsze wynik okazat sie
istotny w tescie t-Studenta. Opis w tekscie. SD — odchylenie standardowe, p — istotnos¢ statystyczna
(NS - p>0,05; * - 0,001<p<0,05; ** - p<0,001)
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czasu trwania fluorescencji biatka donora. czasu trwania fluorescencji w koekspresji z
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$redniej. (NS — p>0,05; * - 0,001<p<0,05; ** standardowy btad sredniej. (NS — p>0,05; * -
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Wykres 3 Pomiar oddziatywan biatka RIP4 z GTPazami Wykres 4 Pomiar oddziatywan biatka RIP5 z GTPazami

ROP. Zarejestrowano skrdcenie czasu
trwania fluorescencji biatka donora. Stupki
przedstawiajg standardowy bfad sredniej.
(NS — p>0,05; * - 0,001<p<0,05; ** -
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czasu trwania fluorescencji, szczegélnie dla
ROP typu Il. Stupki przedstawiajg
standardowy btad s$redniej. (NS — p>0,05; * -
0,001<p<0,05; ** - p<0,001; test t-Studenta)

kontrolnej (1,62 ns). Takze pomiary FLIM dla ROP7 i ROP11 wyniosty ponizej 2 ns. Z duzym
prawdopodobiedstwem mozna stwierdzi¢, ze te GTPazy bezposrednio oddziatywaty z biatkiem
RIP5. Najdtuzszy czas zarejestrowany podczas badania pary RIP5 z ROP3 wynidst 2,24 ns. Wciaz
byto to najkrotszy czas ze wszystkich pomiaréw dla ROP3. Wiekszo$¢ czaséw trwania
fluorescencji podczas eksperymentéw z udziatem RIP5 oscylowata okoto 2 ns. Biatko RIP5
okazato sie najsilniej wigza¢ wszystkie badane mate GTPazy ROP.

Podczas badan nad ICR1 zauwazono zmiane lokalizacji subkomdrkowej matych GTPaz
ROP w koekspresji z biatkiem RIP. Nadekspresja ROP1 z ICR1 promowata rekrutacje znacznej
ilosci ROP1 do btony. Wczesniejsze badania pokazaty przemieszczenie sie ICR1 z jadra
do cytoplazmy podczas kietkowania pytku. W podobny sposdb zachowuje sie biatko Cdc24p
(bedace biatkiem GEF dla GTPaz Rho) u drozdzy. Poniewaz zmiany polarnosci obserwowano
tylko w przypadku nadekspresji obu biatek, uznano, ze ICR1 moze stabilizowaé ROP1 w btonie,
ale nie wptywa na aktywacje GTPazy. A zatem wzajemna relacja tych biatek byta bardziej
ztozona, poniewaz ICR1 nie oddziatywato z ROP na zasadzie prostego efektora (Li i in., 2008).
ICR1 oddziatywato z ROP6 i ROP10 w formie natywnej (czesto w badaniach matych GTPaz
uzywa sie zmutowanych form konstytutywnie aktywnych CA, badZ nieaktywnych DN).
Interakcje te obserwowano z wykorzystaniem metody BiFC w btonie komérkowej. Lokalizacja
sygnatu BiFC zmienita sie na cytoplazmatyczng kiedy uzyto mutantéw ROP niewigzacych
lipidéw. Obserwowano takze kolokalizacje ICR1 z ROP11“* w btonie komdrek epidermy lisci
Arabidopsis (Lavy i in., 2007). Powyzsze dane wskazujg takze, ze do oddziatywan ROP-RIP
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Rycina 17 Koekspresja biatek RIP2 i RIP5 z GTPazami ROP. Mate GTPazy ROP poddane nadekspresji byty
zlokalizowane w cytoplazmie i btonie protoplastow (kolumna -RIP). Natomiast poddane
ekspresji wspdlnie z RIP2 i RIP4 kolokalizowaty z nimi w domenach btonowych, a takze

nieznacznie na mikrotubulach.
dochodzi w zaréwno w cytoplazmie, jak i w btonie komdrkowej, ale kompleksy utrzymywane

sg w btonie dzieki matym GTPazom (Bloch i in., 2008). Do potwierdzenia wynikdw uzyskanych
w drozdzach i koimmunoprecypitacji uzywano metod mikroskopowych. Do badania interakcji
RIP-ROP nie wykorzystano pomiaru czasu trwania fluorescencji. Tym niemniej, sama liczba
dowiedzionych dotad oddziatywan sugeruje, ze mogg one by¢ niespecyficzne, w tym sensie,

ze dotyczg catych rodzin badanych biatek.

m|CR1 mRIP2 = RIP4 mRIPS

Wykres 5 Wykres radarowy uwidacznia rézng site wigzania GTPaz ROP przez badane biatka RIP. ICR1
wigzato GTPazy najstabiej, RIP5 najsilniej, ze szczegdlng preferencjg wzgledem ROP typu .
Oddziatywanie z ROP1“", ROP2“, ale nie z ich wariantami DN obserwowano

w drozdzach takze dla RIP3/MIDD1. Ustalono tez, ze za oddziatywania odpowiadat ten sam,
cow ICR1 motyw z konca C biatka (Oda i Fukuda, 2013c). Oprécz matych GTPaz RIP3/MIDD1
wigzato polimery tubuliny i kinezyne 13A, stanowigc tgcznik sygnalizacji z udziatem aktywnych
ROP i cytoszkieletu (Mucha i in., 2010). ROP11 w stanie aktywnym uwaza sie za biatko
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odpowiedzialne za rekrutacje RIP3/MIDD1 do btony komérkowej komodrek ksylemu.
Co ciekawe, w komdrkach niezréznicowanych kolokalizacje tych biatek na mikrotubulach
obserwowano tylko w przypadku ich koekspresji, a zatem to MIDD1 rekrutowato ROP11
do mikrotubul (Oda i Fukuda, 2012). RIP3/MIDD1 stanowi zatem centralny punkt, rusztowanie
umozliwiajgce GTPazie ROP ograniczong przestrzennie rekrutacje kinezyny 13A do mikrotubul
w okreslonych domenach btonowych (Oda i Fukuda, 2014). System ten jest nadrzednie
kontrolowany przez biatka RopGEF i RopGAP, ale bardzo przypomina uktad ROP6/10-ICR1-
SEC3A. W Swietle wynikdw badan prezentowanych w niniejszej pracy, wydaje sie,
ze w komdrce roslinniej moze ustanawia¢ sie ogromna liczba podobnych uktadéw
angazujacych pozostate biatka RIP i wszystkie mate GTPazy ROP.
ICR1+ROP4 FLIM ICR1+ROP11 FLIM RIP5+ROP10 FLIM

RIC6+SEC3A FLIM RIC6+SEC3A FRET K+) mTFP1-Venus FRET

Rycina 18 Przyktadowe obrazy czasu trwama fluorescencji (FLIM) zmierzonego w domenach bfonowych
dla biatek RIP i matych GTPaz ROP (rzad goérny). Oddziatywanie biatek RIC6 i SEC3A
w plamkowatych strukturach komorki siewki zmierzone metodg FRET-FLIM wraz z obrazem
kontroli pozytywnej (rzad dolny).

Wiekszos¢ komodrek zwierzecych i roslinnych jest spolaryzowana i zawiera odrebne
domeny btonowe. Ich tworzenie, utrzymywanie i dostosowywanie jest kluczowym procesem
wymagajgcym Scistej regulacji i plastycznosci. Ustalanie sie domen jest mozliwe dzieki
ukierunkowanemu transportowi biatek i lipidéw. Jednymi z najwazniejszych regulatoréw
polarnosci sg mate GTPazy z rodziny Rho (Yang i Lavagi, 2012). Biatka ROP2 i ROP4 promujg
wzrost wypustek w komdrkach epidermy lisci — ich aktywacja zachodzi w wierzchotkach
wypustek puzzlowatych komérek, przez co akumuluje sie kortykalna aktyna F, w sposéb
zalezny od ich efektora RIC4. Do wzrostu wypustek potrzebne jest tez zdeformowanie
mikrotubul kortykalnych, a zatem sygnalizacja ROP2/4 moze wptywaé réwniez na rearanzacje
mikrotubul. Mutant jcrl ma nieprawidtowo wyksztatcone komérki skérki, mozliwe wiec,
ze biatko ICR1 ma zwigzek ze $ciezkg ROP2/4 (Yang, 2008). Wydaje sie to prawdopodobne,
poniewaz skrdcenie czasu trwania fluorescencji markera pofgczonego z ICR1 obserwowane
w obecnosci ROP4 jest istotne i wskazuje na oddziatywanie tych biatek.

W niedawnych pracach udowodniono udziat ICR1 w sygnalizacji z udziatem auksyn.
Udziat komplekséw ROP-ICR1 miatby polegaé na prawidtowym lokowaniu w btonie nosnikéw
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auksyn, biatek PIN (Yang, 2008). ICR1 moze dziata¢ jako zalezne od auksyn rusztowanie
zapewniajgce kompartmentalizacje aktywnosci GTPaz ROP i innych biatek (jak egzocyst),
wymaganych dla asymetrycznego przeptywu auksyn (Hazak i Yalovsky, 2010). Zbadanie wptywu
pozostatych biatek RIP na polarny przeptyw auksyn wydaje sie by¢ ciekawym i odwaznym
zadaniem badawczym, szczegdlnie w kontekscie liczby potencjalnych oddziatywan z wieloma
GTPazami i biatkami towarzyszacymi. Wydaje sie, ze specyficznos$¢ dziatania biatek RIP zalezy
wtasnie od ich regulatoréw, m. in. matych GTPaz ROP, z ktérymi oddziatujg. Z drugiej strony
mozliwe, Zze taka specyficzno$¢ jest zapewniana na poziomie kontroli ekspresji gendw.
Na przyktad geny ROP1, 3, 5 ulegajg ekspresji specyficznie w tagiewce pytkowej, gdzie regulujg
wzrost polarny (Yalovsky, 2015).

Silniejsze oddziatywania zaobserowane dla RIP5 i ROP9, ROP10 oraz ROP11 wydaja
sie ciekawe, ze wzgledu na udziat GTPaz ROP typu Il w supresji sygnalizacji ABA. Pokazano,
ze oddziatujg one z ABI2 i ograniczajg jego oddziatywanie z receptorami ABA (Yalovsky, 2015).
Mozliwe, ze biatka RIP biorg udziat takze w sygnalizacji z udziatem innych niz auksyny
hormondéw roslinnych. Co wiecej, mate GTPazy ROP typu | i Il réinig sie lipidowymi
modyfikacjami potranslacyjnymi i mogg wigzac sie z btonami o réznym sktadzie (Yalovsky,
2015). W ten sposdb oddziatywania réznych GTPaz z biatkami RIP i kolejnymi partnerami
mogtyby by¢ izolowane dzieki swoistemu sktadowi lipidowemu domen, w ktérych do tych
oddziatywan dochodzi.

Efektory matych GTPaz ROP kolokalizujg z biatkami RIP

Genom Arabidopsis koduje 11 gendw biatek RIC zawierajgcych motyw CRIB
odpowiadajgcy za swoiste interakcje z matymi GTPazami ROP zwigzanymi z GTP (Nagawa i in.,
2010). Biatka te cechuja sie duzg dywergencjg — poza motywem CRIB ich sekwencje bardzo sie
réznig. Uwaza sie, ze wyewoluowaty one w ten sposéb w celu petnienia wielu odmiennych
funkcji na $ciezkach sygnalizacji z udziatem matych GTPaz (Wu i in., 2001). Kolejnym etapem
badan byto sprawdzenie, czy biatka RIP kolokalizujg z biatkami RIC, co mogto by wskazywac,
na to, ze RIP posredniczg w oddziatywaniach matych GTPaz z ich efektorami. Dotychczas takich
oddziatywan nie wykazano, a informacje o oddziatywaniach GTPaz ROP z biatkami RIC sugerujg
raczej ich bezposrednie interakcje. W protoplastach Arabidopsis poddano wspdlnej ekspresji
dziesie¢ biatek z rodziny RIC (RIC1-RIC10) i biatka ICR1, RIP2, RIP4 i RIP5 znakowane
fluorescencyjnie. Analiza obrazow mikroskopowych wykazata, iz badane biatka RIP kolokalizujg
z biatkami RIC9 i RIC10. Ponadto stwierdzono, ze podobnie jak w przypadku koekspres;ji biatek
RIP z GTPazami ROP, biatka RIC9 i RIC10 zmieniajg wzor lokalizacji, gdy w komdrce zachodzi
takze nadekspresja wybranego biatka RIP.

Poddane nadekspresji przejsciowej w protoplastach Arabidopsis biatka RIC9 i RIC10
tworzyty wyraznie skupienia z widocznym ttem w cytoplazmie. W protoplastach z nadekspresjg
RIC10-Venus byto tez dobrze widoczne jadro komodrkowe ze skupieniami w obszarze
nukleoplazmy. W przypadku RIC9-Venus nukleoplazma byta stabiej zaznaczona, ale powstawaty
liczne skupienia w jej obszarze (Ryc. 19).

Biatko ICR1-GFP;,; kolokalizowato z RIC9-TagRFP na cytoszkielecie oraz w domenach
btonowych. Co ciekawe, koekspresja z ICR1 powodowata zmiane lokalizacji jadrowej RIC9,
nukleoplazma ze skupieniami biatka z czasem przestawata by¢é widoczna (Ryc. 19A).
Koekspresja ICR1-mTFP1 i RIC10-Venus powodowata wyznakowanie domen btonowych przez
oba biatka po dtuiszym czasie (ok. 16 h). Poczatkowo wida¢ byto jedynie punktowa
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kolokalizacje, nastepnie znakowanie cytoszkieletu i ostatecznie domen btonowych. Obecnos¢
RIC10 w jadrze w postaci réznej liczby skupien na tle nukleoplazmy pozostawata niezmieniona
(Ryc. 19B).

A -RIP +ICR1 Natozenie +RIP2 Natozenie

RIC9

+RIP4 Natozenie +RIP5 Natozenie

B +ICR1 Natozenie +RIP2 Natozenie

RIC10

+RIP4 Natozenie +RIP5 Natozenie

Rycina 19 Koekspresja biatek RIP z biatkami RIC9 i RIC10. Cytoplazmatyczno-jadrowa lokalizacja biatka RIC9
zmienita sie na odpowiadajacag biatku RIP poddanemu wspdlnej ekspresji (A). W przypadku
RIC10 biatko pozostato w jadrze, natomiast cytoplazmatyczna pula zmienita lokalizacje
na te odpowiadajgca RIP (B).
Biatko RIP2-mTFP1 kolokalizowato z RIC9-Venus na cytoszkielecie. Oba biatka

obserwowano w postaci punktéw potozonych na mikrotubulach, ale byty takze takie, ktére

pozostawaty odrebne od cytoszkieletu (Ryc. 19A, Film 4). Na Filmie 4 mozna zaobserwowac
przytaczanie sie punktowych struktur do mikrotubul i ich wspdlng dynamike. Podobnie jak
we wczesniejszych obserwacjach, z czasem oba biatka znakowaty domeny btonowe.
Zauwazono takze postepujgce z czasem zanikanie sygnatu znakowanego biatka RIC9 w jadrze
komérkowym. Koekspresja RIP2-GFP;,; z RIC10-TagRFP wykazata, ze biatka te tworzg wspdlnie
domeny btonowe. Lokalizacja RIC10 czesciowo zmienita sie na wspdlng z RIP2, nie zmienito
sie znakowanie jadra, skupienia w obszarze nukleoplazmy takze pozostaty widoczne, nawet
po dtugim czasie prowadzenia nadekspresji. Poczagtkowo obserwowano czesciowa kolokalizacje
punktowg i na mikrotubulach, pdzniej badane biatka znakowaty domeny btonowe, a RIC10
przestawato by¢ widoczne na cytoszkielecie (Ryc. 19B).
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Biatko RIP4-GFP;,, kolokalizowato z RIC9-TagRFP w protoplastach Arabidopsis.
W preparatach zaobserwowano wspdlne znakowanie mikrotubul i domen btonowych,
powstajgcych w miejscach przebiegu witdkien cytoszkieletu tubulinowego przy btonie (Ryc.
19A). Lokalizacja jadrowa RIC9 zanikata wraz z uptywem czasu koekspresji badanych biatek.
Wspdlna ekspresja biatek RIP4-GFP;,. i RIC10-TagRFP nie powodowata zanikania ztogow
jadrowych biatka RIC10. Natomiast cytoplazmatyczne RIC10 byto S$ciggane do struktur
znakowanych przez RIP4, mikrotubul (Ryc. 19B). Biatka tworzyty wspdlnie domeny w btonie.
Podobnie jak poprzednio, z czasem zanikato znakowanie cytoszkieletu przez oba biatka.

Obraz koekspresji biatek RIP5-GFP;,;. i RIC9-TagRFP byt taki sam, jak w przypadku
pozostatych badanych biatek RIP. Podczas ich koekspresji poczgtkowo stabo byty znakowane
mikrotubule i btona komérkowa protoplastéw (Ryc. 19A). Wraz z uptywem czasu i tym samym
ze wzrostem ilosci znakowanego biatka mozna byto zauwaziy¢ domeny w btonie, gdzie oba
biatka kolokalizowaty. Takze w tym przypadku mozna byto zauwazy¢ zmniejszenie sie ilosci
sygnatu pochodzacego od znakowanego biatka RIC9 w jgdrze protoplastéw. Obraz koekspres;ji
znakowanych biatek RIP5 i RIC10 réwniez nie rdznit sie od pozostatych badanych par RIP-RIC.
Biatka przechodzity do domen btonowych, poczatkowo kolokalizujgc z cytoszkieletem, a RIC10-
TagRFP caty czas silnie znakowato jadro komdrkowe w postaci ztogéw (Ryc. 19B). W przypadku
wspolnej ekspresji biatka RIP5 z biatkami RIC9 i RIC10 przejscie z cytoplazmy do cytoszkieletu
biatek RIC byto najlepiej widoczne. Domeny RIP5 powstajgce w miejscu przebiegu mikrotubul
kortykalnych pod btong nie miaty tak duzego obszaru, jak w przypadku pozostatych biatek RIP.

Badane efektory GTPaz ROP RIC9 i RIC10 zmieniajg swojg lokalizacje poddane
koekspresji z wybranymi biatkami RIP. Biatka te przechodzg z cytoplazmy w miejsca, gdzie byty
wczesniej obserwowane biatka RIP. Zachowanie badanych podczas tych eksperymentéw biatek
jest niemal identyczne z zachowaniem GTPaz ROP opisywanym wczesniej, szczegdlnie
w koekspresji z ICR1 i RIP4. Jedyne informacje o biatkach RIC9 i RIC10 pochodzg z publikacji
opisujacej po raz pierwszy catg rodzine RIC (Wu i in., 2001). Dokonano w niej ekspresji niemal
wszystkich biatek RIC (nie udato sie sklonowac¢ RIC8 i RIC11) w fagiewce pytkowej, takze
w kontekscie koekspresji z matg GTPazg ROP1. Nadekspresja biatka RIC9 hamowata wydtuzanie
tagiewki pytkowej, obserwowano je w catej btonie tagiewki. Natomiast RIC10 byto
zlokalizowane tylko w cytoplazmie i znacznie przyspieszato wzrost (wydtuzanie) tagiewki.
Koekspresja obu biatek z GTPazg ROP1 nie powodowata zmiany ich lokalizacji, ale wykazano
oddziatywanie RIC9 ze stale aktywng wersjg ROP1“*. Zdecydowanie najciekawsze w kontekscie
prezentowanych powyzej wynikdw sg obserwowane w tej pracy przeciwstawne fenotypy
nadekspresji RIC9 i RIC10. Wykazana zmiana lokalizacji obu biatek do domen btonowych
ustanawianych przez biatka RIP moze swiadczy¢ o ich posredniczeniu w oddziatywaniach
z matymi GTPazami. Jesli spotykajg sie tam biatka dziatajgce przeciwstawnie, oznacza to, ze RIP
sg jedynie rusztowaniem biorgcym udziat w sygnalizacji, niezaleznie, czy jest ona pozytywna,
czy negatywna. Z drugiej strony obserwowane fenotypy nadekspresji ICR1, powielajgce
fenotyp nadekspresji aktywnych ROP (Bloch i in., 2008), wskazujg specyficznosé funkcji tego
biatka.

Efektor GTPaz ROP, biatko RIC6 oddziatuje z podjednostka egzocystu SEC3A

Nie wszystkie biatka z rodziny RIC sg dobrze poznane. Dotychczas dowiedziono,
ze niektére oddziatujg z matymi GTPazami ROP i biorg udziat na przyktad w morfogenezie
komoérek epidermy lisci rzodkiewnika (Craddock i in., 2012). Wykazano tez, ze biatko RIC7
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oddziatuje z jednym z paralogéw podjednostki EXO70 kompleksu egzocyst u Arabidopsis (Hong
i in., 2016). Postanowiono zatem sprawdzi¢, czy kontrolowana przez mate GTPazy ROP
podjednostka egzocystu SEC3A kolokalizuje i oddziatuje z ktérymis z biatek RIC. W tym celu
do protoplastow Arabidopsis wprowadzono plazmidy niosgce sekwencje kodujgce znakowane

fluorescencyjnie biatka RIC1-11 oraz biatko SEC3A.
RIC6 SEC3A Natozenie

Protoblast

Slewka

Rycina 20 Kolokalizacja podjednostki egzocystu SEC3 z biatkiem RIC6. Badane
biatka kolokalizowaty w plamkowatych strukturach w protoplastach
(rzad gorny), jak rowniez w siewkach Arabidopsis (rzad dolny).

Tylko w przypadku badanej pary biatek RIC6-mTFP1 i SEC3A-Venus zaobserwowano
ich niemal catkowitg kolokalizacje punktowg (Ryc. 20). Ponadto zarejestrowano ruch silnie
fluorescencyjnych skupien wspdlnych dla RIC6 i SEC3A w cytoplazmie protoplastéw.
Przemieszczanie sie punktow byto skokowe, o kierunku liniowym (Film 5). Biatka fuzyjne
SEC3A-Venus z RIC6-mTFP1 kolokalizowaty takie w cytoplazmie transformowanych
przejSciowo komadrek epidermy siewek Arabidopsis (Ryc. 20). Byly one obserwowane w postaci
silnie fluorescencyjnych skupien (chociaz znaczna cze$¢ RIC6 pozostawata rozproszona
w cytoplazmie), ktére poruszaty sie, podobnie jak w protoplastach. Przeprowadzony
w protoplastach i siewkach pomiar czasu trwania fluorescencji wykazat, ze w skupieniach czas
zaniku fluorescencji biatka mTFP1 potgczonego z RIC6 skrdcit sie do 2,1810,13 ns (SD, n=4).
Pomiar FLIM przeprowadzony dla kontroli pozytywnej mTFP1-Venus wynidst w siewkach
2,02+013 ns (SD, n=7), a wiec czas dla kontroli pozytywnej byt dtuiszy niz w protoplastach
(1,62 ns) (Ryc. 18). Wydaje sie, ze zmiany czasu trwania fluorescencji byty w siewkach
Arabidopsis bardziej dyskretne niz w protoplastach. Biorg jednak pod uwage to, ze biatka RIC6
i SEC3A przemieszczajg sie w wspélnie w komdrkach, mozna stwierdzi¢, ze biatka te oddziatuja
ze soba.

Udziat biatek RIC w regulacji zwigzanej z kompleksem egzocyst zostat opisany
niedawno. Zaobserwowano, ze RIC7 kolokalizowato z paralogiem EXO70B1, podjednostka
egzocystu, a takze z konstytutywnie aktywna ROP2, Biatka byty widoczne w postaci punktéw
w bfonie, a takze w cytoplazmie i w jadrze komédrek szparkowych grochu. Wykazano, ze biatka
te biorg wspélnie udziat w petli sygnatowej, gdzie indukowana swiattem aktywacja GTPazy
ROP2 zmienia lokalizacje RIC7 i dalej EXO70B1. Zaproponowano, ze ten mechanizm bierze
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udziat w otwieraniu i zamykaniu szparek (Hong i in., 2016). Biatko RIC6 jest bardzo podobne
do RIC7 (66% podobieristwa na poziomie sekwencji aminokwasowej). Wykazano takze, ze
w tagiewce pytkowej oba biatka s3g zlokalizowane w btonie szczytowej i cytoplazmie, przy czym
RIC7 silniej znakuje btone, a RIC6 cytoplazme tagiewki. Obserwowano takze wspdlny fenotyp
ich nadekspresji — zahamowanie wydtuzania tagiewki (Wu i in., 2001). Podobng do RIC6
lokalizacje w komédrkach o wzroscie szczytowym (wtosnikach) opisano dla biatka SEC3A (Zhang i
in., 2013). Wydaje sie zatem prawdopodobne, ze RIC6 jest kolejnym po ICR1 biatkiem
odpowiedzialnym za lokalizowanie podjednostki egzocystu u Arabidopsis, przy udziale
sygnalizacji z udziatem matych GTPaz ROP. W procesie tym uczestniczg mikrotubule, gdyz
zaréwno ICR1 jak i RIC6 faczg sie nimi.
RIC6 MAP4 Natozenie

. —
10 pm 10 pm T 10 pm

RIC6 LifeAct

Natozenie

Rycina 21 Biatko RIC6 jest biatkiem zasocjowanym z mikrotubulami. Koekspresja
z markerami cytoszkieletu wskazuje na czesciowg kolokalizacje RIC6
z MAP4 (mikrotubule), ale nie z LifeAct (mikrofilamenty).
Poniewaz niekiedy podczas obserwacji biatka RIC6 w protoplastach mozna byto

zauwazyc stabe wigzanie sie biatka do cytoszkieletu, postanowiono sprawdzi¢, czy tgczy sie ono
z mikrotubulami, czy z mikrofilamentami. Koekspresja znakowanego fluorescencyjnie biatka
RIC6 z markerami cytoszkieletu wykazata, 7ze wiekszos¢ skupien bogatych w RIC6 ukfadata
sie wzdtuz mikrotubul (Ryc. 21). Obraz koekspresji z markerem mikrofilamentdéw LifeAct moze
by¢ mylacy, poniewaz bardzo czesto w protoplastach mikrotubule i aktyna F przebiegajg
wspodlnie, przynajmniej znakowane przez MAP4 i LifeAct (obserwacje wtasne). Na Filmie 6
zarejestrowano ruch kilku punktéw bogatych w RIC6 wzdtuz znakowanych biatkiem RIP5-GFP;,,
mikrotubul. RIC6-TagRFP w skupieniach poruszato sie skokowo, a punktowe struktury niekiedy
przeskakiwaty miedzy mikrotubulami. Nie zauwazono rozpadania sie, ani zanikania mikrotubul.

Dotychczas udowodniono, ze niektdre biatka RIC sg niezwykle wazne dla prawidtowego
przebiegu proceséw rearanzacji cytoszkieletu. Ustalono na przyktad, ze RIC1 wigzato
sie z mikrotubulami tylko po aktywacji przez GTPaze ROP6, powodujac ich réwnolegte
uktadanie sie w komédrce epidermy Arabidopsis. Ponadto wykazano, ze $ciezka sygnatowa
ROP6-RIC1 byta uruchamiana przez auksyny i receptor ABP1 (ang. auxin binding protein 1)
(Craddock i in., 2012). Z kolei biatka RIC3 i RIC4 okazaty sie by¢ efektorami GTPazy ROP1
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i dziata¢ w tagiewce pytkowej. Wraz z GTPaza kontrolowaty dynamike mikrofilamentéw
w strefie apikalnej w ten sposdb, ze RIC4 promowato polimeryzacje, a RIC3 depolimeryzacje
poprzez lokalne zmiany stezenia jondw wapnia (Yang, 2008). W ramach niniejszej pracy
przeprowadzano wielokrotnie nadekspresje biatka RIC6, obserwujgc tylko niekiedy jego
asocjacje z mikrotubulami. Sugerowatoby to podobieristwo funkcjonalne do biatka RIC1.
Nie zauwazono jednak, by obserwowany réwnoczesnie cytoszkielet tubulinowy ulegat
przebudowaniu lub rozpadowi. Natomiast biatko RIC6 oddziatywato z podjednostkag egzocystu
SEC3A, z ktdrg byto tez wspdlnie transportowane, podobnie jak jego najblizszy ortolog RIC7 jest
transportowany z inng podjednostkg tego samego kompleksu — EXO70B1. Wydaje sie,
ze bardziej prawdopodobng funkcjg RIC6 jest udziat w transporcie zwigzanym z egzocytoza
i w sygnalizacji ROP prowadzacej do lokalizowania w komérce podjednostki egzocystu SEC3A.
Sprawdzenie tego moze stanowic cel dalszych badan nad biatkami RIC6 i kompleksem egzocyst.

Ekspresja genow RIP u Arabidopsis jest specyficzna i nie wskazuje bezposrednio
funkcji ich produktow

Opisane w pracy eksperymenty nie pozwolity na ustalenie fizjologicznej roli biatek RIP
u Arabidopsis. Obserwacje mikroskopowe pomogty okresli¢c powigzania molekularne w jakie
biatka te sg zaangazowane, natomiast ich wptyw na fizjologie komérki wcigz pozostaje w sferze
hipotez. Aby ukierunkowaé ewentualne przyszte badania i spojrze¢ na biatka RIP w szerszym
kontekscie genetycznym i anatomicznym, wyekstrahowano dane dotyczace ekspresji gendw
RIP i oddziatywan biatko-biatko z najwiekszych baz danych biologicznych. ,Surowe” wyniki
przeszukiwania baz danych umieszczono na ptycie CD w folderze ,,Bazy danych”.
At1g17140 [ICR1] At2g37080 [RIP2] At3g53350 [RIP3] At1g78430 [RIP4] At5g60210 [RIP5]

MAX
Perysperma Zarodek Chalazalna otoczka Zarodek Zarodek
nasienna
Zarodek Chalazalna otoczka |Perysperma Wierzchotek pedu |Wierzchotek pedu
nasienna
Chalazalna Zawigzki lisci Zarodek Merystem Zawigzki lisci
endosperma wierzchotkowy pedu
Zawigzki lisci Wierzchotek pedu Precik Stupek Stupek
Wierzchotek pedu \Wierzchotek Chalazalna Zawigzki lisci Merystem
korzenia endosperma wierzchotkowy pedu
MIN
Hipokotyl Protoplast komdrki Mtody lis¢ Protoplast komorki Protoplast
szparkowej szparkowej
Kultura komérek Protoplast Warstwa odcinajaca |Dojrzaty lis¢ Chalazalna
endosperma
Protoplast Dojrzaty lis¢ Merystem Precik Protoplast komaorki
wierzchotkowy pedu szparkowej
Strefa wydtuzania  |Precik Kultura komérek Lis¢ Korzen pierwotny
korzenia
Radykula Kultura komérek Wierzchotek pedu  Kultura komérek Chalazalna otoczka
korzenia nasienna

Tabela 2 Pie¢ tkanek/rodzajow komérek, w ktérych wykryto najwyzszg (MAX) i najnizszg (MIN) ekspresje
genow RIP. Baza danych Genevestigator, kategoria ,,Anatomy”, ustawiono filtrowanie na wyniki
powyzej 10 préb dla zmniejszenia tta. Opracowano na podstawie ryciny ,, Anatomy” (ptyta CD).
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Dataset: 41 anatomical parts (sample selection: AT_AFFY_ATH1-3)
5 probes (gene selection: RIPs)

o s Baze danych eksperymentéw
Peruent of Sprsson Potnta mikromacierzowych Genevestigator (Zimmermann i

in.,, 2004) przeszukano w celu okreslenia

4

AT1678430 (260801

anatomicznego i rozwojowego kontekstu potencjalnej
funkcji biatek z rodziny RIP. Ustalono, ze ekspresja

ATEGE0210 (247671
AT2G3ITOR0 (26546

AT1617140 (262538
AT3G53350 (251992

gendéw RIP jest zrdéinicowana podczas rozwoju
Arabidopsis, a rozktad anatomiczny transkryptéw jest
niejednorodny. Tabela 2 zawiera zestawienie pieciu
tkanek o najwyzszej i najnizszej ekspresji kazdego
z gendéw rodziny RIP.

Geny RIP ulegajg najsilniejszej ekspresji na

Arabidopsis thaliana (41) # of samples

callus = etapie embrionalnym, w czesci szczytowe] pedéw
cell culture / primary cell 124 . . e, . . . . . . .
PIOODISEL ot © i zawigzkach lisci, a takze w bielmie i otoczce nasiennej.
S “ Wysoka ekspresja gendw RIP4 i RIP5 zachodzi swoiscie
seedling 1262

cotyledan 2 w stupku. Profile ekspresji wskazujg na udziat RIP
shoot apical meristem . 17

radicle 17 s . . . . . .

inflorescence o we wzroscie i rozwoju embrionalnym Arabidopsis,
flower 87

I s a takze w wyksztatcaniu nasion. Co ciekawe, profil
oo it ekspresji genu RIP3/MIDD1, ktérego produkt jest
silique 23 . . . .

et e dobrze opisany, jest nieco odmienny od pozostatych
Bedpiurd engocpem . " biatek RIP. Gen ten ulega silnej ekspresji w preciku,
chalazal endosperm 12 .. . . L, . . .

enalazalseed cot "-m odwrotne niz geny RIP2 i RIP4. Podobnie wsrdd pieciu
o scancesen - tkanek o najnizszej ekspresji RIP3/MIDD1 znalazty
lear 529

i = sie wierzchotek pedu, a w szczegdlnosci merystem
Juvenile leal =

ot e r— - wierzchotkowy pedu, w ktérych zachodzi silna
shoot apical meristem a7 . . ;. .
e primor EEEE " ekspresja pozostatych RIP. Opisywane czesci tabeli
ypocof 2

oot - zawierajgcej tkanki o najnizszej ekspresji RIP s3 mniej
root tip 52 . . . . . . . /
I, = jednorodne. Niski poziom ekspresji RIP wydaje sie by¢
o 221 o bardziej specyficzny tkankowo, ale mozna zauwazyé,

created with GENEVEBTIGATOR
Rycina 22 Klastrowanie hierarchiczne

gendw RIP. Opis w tekscie. preciki czy liscie.
Dataset: 10 dereiopmentl iages (sampic selecton AT_AFFY_ATH1-3) Zaleznosci miedzy  profilami  ekspresji

5 probes (gene selection: RIPs)

ze pojawiajg sie tu protoplasty (poza RIP3/MIDD1),

w organach/tkankach dobrze pokazuje narzedzie

AT1G17140 (262538 _¢
@ AT1G73430 (200801

M : klastrowania hierarchicznego bazy Genevestigator,

ktére grupuje RIP w 3 klastry: pary ICR1 z RIP4 oraz
RIP2 z RIP5 za$ RIP3/MIDD1 tworzy najodleglejszy
klaster (Ryc. 22). Wynik klastrowania odpowiada

MEDIUM =1QR)

podziatowi gendw/biatek RIP na grupe mniejszych ICR1
i RIP4, wiekszych RIP2 i RIP5 oraz RIP3/MIDD1
pomiedzy nimi (345 aa, 325 aa, 584 aa, 565 aa i 397 aa,
odpowiednio). Co ciekawe, taki podziat zarysowat sie

Low

Lewel of axpression (signal infensity an Affymetiix

takze podczas badania oddziatywan biatek RIP

Stage of development 9 -

s oy § § Y /S i
amoerotsampios z matymi GTPazmi ROP. Niski poziom ekspresji gendw

1545 453 788 189 454 €10 125 88 15

. ] TSI EHEVESTIGRTOR RIP w protoplastach oznacza, ze podczas badan z ich
Rycina 23 Profil ekspresji genéw RIP

podczas rozwoju Arabidopsis.
Opis w tekscie. biatek RIP. Z jednej strony mogto to utatwic¢ obserwacje

wykorzystaniem zawieraty one niewiele endogennych



WYNIKI | DYSKUSJA

niektérych proceséw (jak tworzenie domen btonowych), z drugiej strony swiadczy niestety
otym, ze wybrany model nie odpowiada warunkom anatomiczno-fizjologicznym, w ktdrych
funkcjonujg biatka RIP.

Dane o ekspresji gendw RIP na rdinych etapach rozwoju Arabidopsis zebrane
na Rycinie 23 wskazuja na najwyzszy bezwzgledny poziom ekspresji RIP5, a najnizszy
RIP3/MIDD1 (jako jedyny znajduje sie w niskim przedziale wartosci). Gen ten jest takze raczej
stabilnie eksprymowany podczas catego cyklu zycia Arabidopsis. Funkcjg biatka RIP3/MIDD1
jest wspottworzenie deseniu wtornej Sciany komarkowej (Oda i in., 2010), wiec niska ekspresja
tego genu odpowiada wysokiej specjalizacji biatka. Dla pozostatych genéw RIP sg widoczne
dwa piki, zgodne z anatomicznymi danymi o ekspresji — podczas rozwoju pedu kwiatowego
i podczas rozwijania sie kwiatow w tuszczyny (rozwdj embrionalny i tworzenie nasion). Poziom
wszystkich transkryptéw RIP spada wyraZnie podczas starzenia sie Arabidopsis.

Analiza wynikéw eksperymentédw mikromacierzowych wskazuje na szczegdlnie istotne
zaangazowanie gendéw i biatek RIP w rozwdéj embrionalny Arabidopsis. Rzeczywiscie mutacja
icrl typu knock-out powodowata widoczne uposledzenie rozwoju embrionalnego Arabidopsis
(Hazak i in., 2010). Wykazano, ze ma to zwigzek z nieprawidtowym rozmieszczeniem biatek-
nos$nikdw auksyn, a przez to ze zle ukierunkowanym przeptywem hormonu, niezbednym
dla wtasciwego zorientowania podziatéw komdrek (Hazak i in., 2014). Analizy danych
z eksperymentéw mikromacierzowych wykazujg takze wzbogacenie w $lady transkryptéw RIP
merystemow  wierzchotkowych peddéw. Zmiany fenotypowe mutanta icrl, takie
jak kartowatosé, zaburzona morfogeneza komérek epidermy lisci i przede wszystkim
zapadajgce sie tkanki merystematyczne (Lavy i in., 2007), dowodzg waznej roli ICR1
w funkcjonowaniu merystemow Arabidopsis. Obserwacji dokonano jednakie w korzeniu,
w ktdrym ekspresja ICR1 jest wyraZnie nizsza, co nie oznacza, ze sytuacja w czesci szczytowej
pedu musi byé wyraznie odmienna. Jak dotgd nie opublikowano prac traktujgcych o udziale
pozostatych RIP w rozwoju embrionalnym rzodkiewnika, ani utrzymaniu prawidtowosci
podziatéw w obrebie tkanek merystematycznych. Oddziatywania z matymi GTPazmi ROP
udokumentowane powyzej Swiadczg jednak o ich zaangazowaniu we wszystkie procesy
zwigzane ze spolaryzowanym wzrostem komorek.

Podobny profil ekspresji genéw RIP moze znaczy¢, ze te biatka majg podobne funkcje,
albo ze wystepuje redundancja ich funkcji. Mozna to potwierdzi¢ jedynie metodami genomiki
funkcjonalnej. Widoczny fenotyp mutantéw icrl s$wiadczy o tym, ze funkcje petnione przez
biatko ICR1 nie sg powielane przez pozostate biatka RIP. Podobnie wyciszenie ekspresji
RIP3/MIDD1 powodowato widoczne zmiany w deseniu wtdrnej s$ciany komodrkowej
metaksylemu (Oda i in., 2010). Poziom ekspresji gendéw RIP nigdy tez nie spada do zera, wiec
Arabidopsis potrzebuje produktéw tych gendéw przez caly czas swojego rozwoju,
az do zestarzenia. Wydaje sie zatem, ze specyficznos¢ funkcji fizjologicznej biatek RIP jest
zapewniana na poziomie potranslacyjnym.

Narzedzie Expression Angler (Toufighi i in., 2005) przeszukuje bazy danych
eksperymentédw mikromacierzowych, by znalezé geny Arabidopsis o podobnym anatomicznie
i rozwojowo profilu ekspresji. Nie dla wszystkich badanych genéw RIP znaleziono geny
ulegajgce podobnej ekspresji z wysokim wspoétczynnikiem r-value (okresla on podobiefstwo
profilu kwerendy z rekordem bazy danych w oparciu o korelacje Pearsona — im blizszy 1, tym
ekspresja gendéw bardziej podobna). Wyniki o najwyzszej wartosci r-value dla poszczegdlnych
gendéw RIP prezentuje Tabela 3.



Locus

Atlgl17140
At1g52310
At2g24630
At3g05470
At3g02110
At1g69420
At4g39330
At2g28950
At5g48460
At5g45670
At3g50890
At1g01130
At5g52280
At2g37080
At2g40660
At4g02390
At2g24440
At2g15860
At4g39630
At5g13680
At3g49180
At4g29490
At3g60860
At5g56730
At3g18860
At3g52610
At3g53350
At4g22960
At1g25470
At1g73700
At5g03250
At1g26610
At1g06450
At2g18600
At2g19110
At2g37610
At3g20560
At1g54450
At5g03620
At1g78430
At1g18370
At1g76310
At1g02730
At3g58650
At1g50240
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r-value Anotacja

1.000
0.765
0.749
0.747
0.729
0.722
0.705
0.705
0.704
0.696
0.696
0.694
0.692
1.000
0.904
0.901
0.898
0.894
0.888
0.880
0.876
0.872
0.869
0.864
0.864
0.862
1.000
0.731
0.725
0.709
0.698
0.691
0.687
0.685
0.685
0.683
0.679
0.676
0.673
1.000
0.879
0.879
0.872
0.869
0.862

ICR1_RIP1__interactor of constitutive active rops 1

protein kinase family protein / C-type lectin domain-containing protein
ATCSLCO8_ ATCSLC8 CSLC08 _ Glycosyl transferase family 2 protein
Actin-binding FH2 (formin homology 2) family protein
scpl25__serine carboxypeptidase-like 25

DHHC-type zinc finger family protein

ATCAD9_CAD9__cinnamyl alcohol dehydrogenase 9
ATEXP6_ATEXPA6_ATHEXP ALPHA 1.8 _EXPA6__expansin A6

Actin binding Calponin homology (CH) domain-containing protein
GDSL-like Lipase/Acylhydrolase superfamily protein

AtHB28 HB28 ZHD7__homeobox protein 28

Uncharacterized protein

Myosin heavy chain-related protein

RIP2__ROP interactive partner 3

Nucleic acid-binding, OB-fold-like protein

APP_PARP2_PP__ poly(ADP-ribose) polymerase

selenium binding

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

ABO1_AtELP1 _ELO2__IKI3 family protein

RID3__ Transducin/WD40 repeat-like superfamily protein
Metallopeptidase M24 family protein

SEC7-like guanine nucleotide exchange family protein

Insulinase (Peptidase family M16) protein

transducin family protein / WD-40 repeat family protein

Putative uncharacterized protein

MIDD1_RIP3_RIP4__ROP interactive partner 4

Protein of unknown function (DUF544)

CRF12__AP2 domain-containing transcription factor family protein
MATE efflux family protein

Phototropic-responsive NPH3 family protein

C2H2-like zinc finger protein

Polynucleotidyl transferase, ribonuclease H-like superfamily protein
Ubiquitin-conjugating enzyme family protein

ATHMA4_HMA4__ heavy metal atpase 4

Putative uncharacterized protein
ATPDI12_ATPDIL5-3_PDI12_PDIL5-3__PDlI-like 5-3
Calcium-binding EF-hand family protein

Subtilisin-like serine endopeptidase family protein

RIP4__ROP interactive partner 2

ATNACK1_HIK_NACK1__ATP binding microtubule motor family protein
CYCB2;4__CYCLIN B2;4

ATCSLD5_S0S6__ cellulose synthase-like D5

TRM7__

FU__Protein kinase family protein with ARM repeat domain
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At4g38430 0.858 ATROPGEF1_ROPGEF1__rho guanyl-nucleotide exchange factor 1

At4g33260 0.858 AtCDC20.2_CDC20.2__ Transducin family protein / WD-40 repeat family protein
At4g17000 0.855 Putative uncharacterized protein

At4g23800 0.854 3xHMG-box2__HMG (high mobility group) box protein

At1g59540 0.850 ZCF125_ P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily protein
At1g72670 0.850 igd8__IQ-domain 8

At1g08560 0.850 ATSYP111 KN _SYP111 syntaxin of plants 111

At5g60210 1.000 RIP5__ROP interactive partner 5

Atlgl7110 0.946 UBP15__ubiquitin-specific protease 15

At3g20260 0.944  Protein of unknown function (DUF1666)

At3g27230 0.937 S-adenosyl-L-methionine-dependent methyltransferases superfamily protein
At1g08130 0.934 ATLIG1_LIG1__DNA ligase 1

At5g13290 0.934 CRN_SOL2__Protein kinase superfamily protein

At2g03150 0.930 RSAl1l_emb1579 ATP/GTP-binding protein family

At3g48190 0.930 ATATM_ATM_PIG1 _ataxia-telangiectasia mutated

At5g56580 0.928 ANQ1_ATMKK6_MKK6__MAP kinase kinase 6

At5g14250 0.928 COP13_CSN3_FUS11__ Proteasome component (PCl) domain protein
At3g02950 0.926 AtTHO7_THO7__Tho complex subunit 7/Mftlp

At4gl17610 0.922 tRNA/rRNA methyltransferase (SpoU) family protein

At1g28350 0.918 Nucleotidylyl transferase superfamily protein
Tabela 3 Dwanascie gendw o profilu ekspresji najbardziej zblizonym do poszegdlnych genéw RIP wq narzedzia
Expression Angler. Opis w tekscie.
Dwanascie najlepszych wynikow dopasowania profili ekspresji dla kazdego z genéw RIP

poddano dalszej analizie, wyszukujgc informacje o ich znanej, badz proponowanej funkcji w
bazie danych UniProt.

Wyniki pracy narzedzia Expession Angler wskazuja, ze profil ekspresji genu ICR1 jest
zblizony do kilku genéw prawdopodobnie zaangazowanych w synteze i/lub modyfikacje
sktadnikéw S$ciany (At2g24630 - transferaza glikozylowa, At4g39330 - dehydrogenaza
alkoholowa ze szlaku biosyntezy lignin, At2g28950 — ekspansyna A6). Obecne sg takze geny
biatek oddziatujgcych z cytoszkieletem aktynowym (At3g05470 — formina 11, At5g48460 —
fimbryna 2, At5g52280 — biatko zwigzane z miozyng).

Wsrdd gendw o zblizonym wzorze ekspresji do RIP2 dominujg stabo anotowane
rekordy gendw, ktére sg dotad niezbadane. Uwage zwraca jedynie biatko z domeng SEC7
(At3g60860 — BIG2) o znanej lokalizacji (TGN) i roli w krazeniu pecherzykow. Jego
charakterystyka jest czescig niniejszej pracy, jednakze nie sprawdzano zwigzkéw miedzy
biatkami BIG i RIP. W wynikach pracy narzedzia Expression Angler brakuje gendw zwigzanych
z dynamika cytoszkieletu, za to kilka wskazanych gendéw jest zwigzanych z przemianami
kwasdw nukleinowych (At2g40660 — biatko wigzgce tRNA, At4g02390 — polimeraza PARP2
zaangazowana w naprawe DNA, At5g13680 — podjednostka kompleksu elongatora Pol 1| RNA).

Profil ekspresji MIDD1 wydaje sie by¢ na tyle specyficzny, ze w dostepnych danych
z eksperymentéw mikromacierzowych nie mozna znalez¢ genéw dobrze dopasowanych. Wynik
analizy zawiera kilka biatek potencjalnie zwigzanych z ubikwitynacjg (At5g03250 — adapter
substratu dla ligazy E3), transportem metali (At2g19110 — transport zalezny od ATP
kadmu/cynku, At1g73700 — antyporter DTX17) i czynnikéw transkrypcyjnych (At1g06450 —
czynnik CAF1-1, At1g25470 — czynnik odpowiedzi na etylen ERF116).
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Niezwykle ciekawie i spdjnie prezentujg sie geny o profilu ekspresji zblizonym do RIP4.
Najliczniejszg grupe stanowig geny kodujgce biatka zaangazowane w rdine etapy cytokinezy
i procesy zwigzane z podziatem (At1g18370 — kinezyna7A zwigzana z MT w przegrodzie
komoérkowej, At1g76310 — cyklina-B2-4, At1g50240 — kinaza TIO zaangazowana w formowanie
fragmoplastu i przegrody (wraz z kinezynami 12, bedgcymi biatkami MAP), At4g33260 — biatko
CDC20-2 bedace kofaktorem kompleksu promujgcego anafaze, At1g08560 — syntaksyna
KNOLLE specyficzna dla przegrody komodrkowej). Ponadto zestaw wynikéw zawiera gen
kodujacy syntaze celulozy specyficzng dla komdrek macierzystych CSLD5 (At1g02730), a takze
gen kodujacy biatko aktywujgce mate GTPazy ROP — ROPGEF1 (At4g38430).

Podobnie, jak w przypadku RIP2, réwniez dla RIP5 wyniki poréwnania profili ekspresji
sg ubogie w dobrze anotowane wpisy. Niewielkg grupe stanowig geny zaangazowane
w podziaty komdrek i zwigzang z podziatem naprawe DNA (At1g08130 — ligaza DNA LIG1,
At3g48190 — kinaza ATM zwigzana z odpowiedzig na uszkodzenie DNA, At5g56580 — kinaza
MKK®6 bioraca udziat w sygnalizacji zwigzanej z cytokinezg). Wsrdd wynikéw znalazto sie takze
biatko zwigzane z fotomorfogenezy, odpowiedzig na auksyny i jasmonian CSN3 (At5g14250)
oraz kinaza biatkowa LRR CORYNE (At5g13290), zaangazowana w utrzymanie tozsamosci
komarkowej merystemow.

Baza danych STRING (Szklarczyk i in., 2015) skupia informacje o udowodnionych
i prawdopodobnych powigzaniach miedzybiatkowych w oparciu o dane z eksperymentéw
wysokoprzepustowych, kontekstu genomowego, koekspresji, automatycznej eksploracji tekstu
i rekordéw w najwiekszych bazach, na przyktad BIND (juz nieaktywna, wczesnie opracowana
sie¢ oddziatywan biatko-biatko) i BioGRID, zawierajgca opracowane dane o oddziatywaniach
biatko-biatko, genetycznych, czy zaleznosciach chemicznych. Wpisy dotyczace najlepiej
poznanych biatek RIP — ICR1 i MIDD1/RIP3 — zawierajg informacje o udokumentowanych
oddziatywaniach na przyktad ICR1-ROP6, ICR1-SEC3A, MIDD1-ROP11, MIDD1-kinezynal3A.
Ponadto algorytm przeszukiwania tekstéw publikacji (kategoria ,Textmining”) wskazat biatka
lezgce na szlakach sygnatowych, w ktérych uczestniczg ICR1 (RIC1, EXO70A1, EXO84B) i MIDD1
(ROPGAP3, ROPGEF4). Wyszukiwanie tg metody daje takze wyniki fatszywie pozytywne,
znajdujgc nazwy biatek w tych samych akapitach tekstéw publikacji (takze przeglagdowych) lub
zaktadajgc analogiczne oddziatywania biatko-biatko dla biatek do siebie podobnych. W wyniku
tego fatszywie przypisano ICR1 wszystkie oddziatywania MIDD1 i odwrotnie, a takze informuje
sie 0 oddziatywaniu ICR1-MIDD1.

Wszystkie rekordy biatek z rodziny RIP zawierajg informacje o oddziatywaniu z ROP1,
otrzymang na zasadzie analogii do ICR1. Dla RIP2 opisano tylko jedno dodatkowe
oddziatywanie (z biatkiem URED), bedgce wynikiem fatszywie pozytywnym z sekcji
»Textmining”. Podobnie, we wpisie dotyczagcym biatka RIP5, osiem sugerowanych oddziatywan
pochodzi z publikacji dotyczgcej zmian proteomu pod wptywem fosforylacji u bawetny. Rekord
dotyczacy biatka RIP4 wskazuje na jego koekspresje z syntaksyng KNOLLE (podobnie
jak narzedzie Expression Angler) oraz na oddziatywania zidentyfikowane podczas mapowania
interaktomu Arabidopsis, na przyktad z BRK1 (biatko regulujgce cytoszkielet aktynowy
i tubulinowy). Podsumowujgc, w bazach danych oddziatywan biatko-biatko jest za mato
informacji zrédtowych, aby wiarygodnie opisa¢ zalezno$ci miedzy biatkami RIP i ich partnerami.
Dotychczasowe publikacje niemal milczg na temat biatek RIP2, RIP4 i RIP5, stad tez informacje
o nich pochodza z niedoskonatych jeszcze algorytmdw. Ustalenie roli petnionej u Arabidopsis
przez te biatka bedzie wymagato dodatkowych badan.
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Wyszukiwanie genéw o podobnym do poszczegdlnych gendw RIP profilu ekspresji
raczej sugeruje niz doktadnie wskazuje na potencjalng funkcje tych biatek. Zwigzkéw ICR1
z cytoszkieletem jak dotgd nie opisano w literaturze, a wsréd wynikéw przeszukiwania baz
danych brakuje transkryptéw gendéw zwigzanych z sygnalizacjg auksynami. Z drugiej strony
biatka biorgce udziat w organizacji mikrofilamentdow, jak formina, mogg poprzez cytoszkielet
wptywac na przeptyw auksyn, co wielokrotnie dowiedziono (Kleine-Vehn i in., 2008b). Biatko
MIDD1/RIP3 jest odpowiedzialne za usuwanie mikrotubuli z miejsc przysztych jamek
we wtdrnej Scianie ksylemu (Oda i Fukuda, 2013c). Ta doskonale udokumentowana funkcja
nie znajduje odzwierciedlenia wsrdd wynikéw uzyskanych przy pomocy narzedzia Expression
Angler. Prawdopodobnym wyttumaczeniem jest niski ogdlny poziom ekspresji MIDD1, a takze
bardzo waska specjalizacja tego biatka (co znajduje odzwierciedlenie m. in. w braku dobrze
dopasowanych profili ekspresji w Expression Angler). Brak opublikowanych danych
eksperymentalnych dotyczacych bezposrednio RIP2, RIP4 i RIP5 wptywa zaréwno
na interpretacje wynikdw analizy Expression Angler, jak i rekordy tych biatek w bazach
oddziatywan. Dostepne informacje na temat RIP4 s3g spdjne i wydajg sie pasowac do roli tego
biatka w tkance merystematycznej, w zarodku, podczas podziatdw komdrkowych — procesach
angazujacych cytoszkielet tubulinowy. Analogiczne funkcje mozna przypisa¢ RIP5, jednak
zwigzki te sg mniej wyrazne. Najbardziej tajemniczym biatkiem jest RIP2, dla ktdrego, mimo
relatywnie wysokiego poziomu transkrypcji, nie mozna pokusi¢ sie nawet o proponowanie
funkcji, a jego wpis w bazie oddziatywan ma tylko 2 pozycje. Nie wszystkie RIP wykryto
w proteomie wzbogaconym w mikrotubule, w komdrkach zawiesiny Arabidopsis
zidentyfikowano jedynie niewielkie ilosci MIDD1 i RIP5 (Hamada, 2014). Wydaje sie,
ze wystepowanie i dziatanie biatek z rodziny RIP jest zawezone do wybranych tkanek
lub komérek. Mozliwe i prawdopodobne jest takie to, ze biatka RIP, podobnie do RIP3,
sg wysoce wyspecjalizowane i/lub petnig funkcje w okreslonym okresie zycia Arabidopsis.
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Dyskusja — podsumowanie

Badania przeprowadzone w ramach rozprawy doktorskiej miaty na celu znalezienie
nowych zaleznosci miedzybiatkowych, odpowiedzialnych za regulacje przeptywu bton
w komoérkach Arabidopsis. W badaniach wykorzystano zaawansowane metody przyzyciowej
mikroskopii fluorescencyjne;.

W pierwszym etapie dokonano nadekspresji znakowanych fluorescencyjnie wybranych
biatek, podjednostek kompleksu egzocyst (odpowiedzialnego za wigzanie pecherzykéw
wydzielniczych przy btonie komérkowej) wspdlnie z duzymi czynnikami wymiany nukleotyddéw
guaninowych matych GTPaz ARF (biatek aktywujgcych GTPazy ARF, ARF-GEF). Badane biatka
obserwowano w protoplastach izolowanych z komorek lisci Arabidopsis. Nie wykazano,
aby obecne w przedziale sieci trans Golgiego biatka BIG2 i BIG5 (ARF-GEF), kolokalizowaty
z podjednostkami egzocystu SEC6, SEC8 i EXO70A1. Uwaza sie, ze biatka SEC6 i SEC8 sg obecne
w systemie bton wewnetrznych i docierajg do miejsc aktywnych egzocytotycznie
na pecherzykach (Boyd i in., 2004). Niedawno wykazano, ze zaréwno biatka BIG, jak
i podjednostki egzocystu precypitujg wspélnie z biatkami swoistymi dla kilku przedziatow
systemu bton wewnetrznych (Heard i in., 2015). Badania te nie stwierdzajg bezposrednich
oddziatywan, a jedynie fakt przebywania wskazanych biatek w tym samym kompartmencie
btoniastym. Obserwowany przez nas brak kolokalizacji biatek BIG i podjednostek egzocystu
w obrazach mikroskopowych moze oznaczaé, ze badane biatka przebywajg w tych samych
przedziatach krétko i nie natrafiono na ten moment podczas rejestracji obrazéw. Widoczna
na Filmie 1 duza dynamika struktur TGN znakowanych przez BIG2-EGFP i TagRFP-VTI12 moze
na to wskazywacé. Wedtug najnowszej wiedzy poszczegdlne przedzialy endo- i egzosomalne
przenikajg sie wzajemnie i dojrzewajg w kierunku anterogradowym, a swoiste biatka
sg zawracane w pecherzykach do wtasciwego sobie kompartmentu (van de Meene i in., 2016).
Mozliwe, ze w badaniu proteomicznym uchwycono taki moment i podjednostki egzocystu byty
przez to nadreprezentowane. Niewykluczone tez, ze egzocyst bierze udziat w pecherzykowym
transporcie zwrotnym biatek do odpowiednich przedziatéw. Niemniej, zwigzek miedzy
kompleksem egzocyst a biatkami BIG, znany z komodrek ssaczych (Xu i in., 2005), nie jest
tak ewidentny lub nie zachowat sie u Arabidopsis.

Podjednostki Sec3 i Exo70 wyznaczajg miejsca  sktadania  petnego,
heterooktamerycznego kompleksu przy btonie komérkowej drozdzy, dzieki oddziatywaniom
z matymi GTPazami Rho (Boyd i in., 2004). W wyniku utraty domeny odpowiedzialnej za takie
oddziatywania, roslinna podjednostka SEC3A oddziatuje z GTPazami ROP poprzez biatko
rusztowania ICR1 (Chen i Friml, 2014). To oddziatywanie stato sie punktem wyjscia
do poszukiwan kolejnych zaleznosci miedzy kompleksem egzocyst, egzocytozg i matymi
GTPazami. Okazato sie, ze biatko ICR1 ma wazng, a nieopisang dotgd wtasciwos¢ — jest biatkiem
zasocjowanym z mikrotubulami. ICR1, zwane takze RIP1, jest pierwszym poznanym biatkiem
z liczacej pieciu cztonkéw rodziny RIP (Li i in., 2008). Wigzanie sie z cytoszkieletem
tubulinowym jest znane dla jednego z tych biatek — RIP3, ktére nazwano MIDD1 z powodu jego
udziatu w lokalnym rozpadzie mikrotubul kortykalnych komérek ksylemu (Oda i Fukuda, 2012).
Poniewaz biatko ICR1 jest uwazane za bardzo wazne dla wzrostu i formowania sie organizmu
Arabidopsis, szczegdlnie w fazie embrionalnej (Hazak i in., 2014), postanowiono blizej przyjrzec
sie wszystkim biatkom RIP. Uzyskane wyniki skonfrontowano z publikacjami dotyczagcymi ICR1
i RIP3/MIDD1.
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Obserwacje biatek RIP potgczonych z biatkami fluorescencyjnymi w protoplastach
Arabidospis wykazaty, ze wszystkie one sg zasocjowane z mikrotubulami. Badane biatka
poddane koekspresji kolokalizowaty z markerem mikrotubul MAP4, ale nie z markerem
mikrofilamentéw LifeAct. Za wigzanie mikrotubul przez biatka RIP odpowiadata przede
wszystkim ich domena N-koncowa, ktérej usuniecie catkowicie zniosto lub mocno ograniczyto
ich asocjacje z cytoszkieletem. We wczesniejszych pracach pokazano, ze biatka RIP sg podobne
do siebie na N i C koncu. Ponadto nie uzyskano pozytywnego wyniku przyréwnania BLAST
z sekwencjami biatkowymi drozdzy i zwierzat (Li i in., 2008). Sg to zatem biatka specyficzne
dlarodlin i zapewne majg funkcje swoiste dla roslinnej fizjologii. Drugg obserwowang
wtasnoscig biatek RIP w protoplastach Arabidopsis byto tworzenie przez nie domen btonowych.
Znakowane fluorescencyjnie wewnatrz polipeptydu RIP petnej dtugosci tworzyty niewielkie,
plamkowate mikrodomeny w miejscach przebiegu mikrotubul. Z czasem mikrodomeny
powiekszaty sie tworzac rozlegte domeny, ale btona nie byta zajmowana przez nie catkowicie.
Natomiast pozbawione N-koncowej domeny (odpowiedzialnej za wigzanie mikrotubul) biatka
ICR1 i RIP2 znakowaty btone niemal jednorodnie. Dostepne dane literaturowe wskazujg
C-koricowag domene biatek ICR1 i RIP3/MIDD1 jako odpowiedzialng za wigzanie sie z tych biatek
z btong komdrkowsa. Ponadto, to witasnie ten fragment biatka odpowiada za oddziatywania
z GTPazami ROP w systemie dwuhybrydowym i koimmunoprecypitacji (Li i in., 2008; Mucha i
in., 2010). W uzyskanych przez nas wynikach nie ma obecnego w literaturze rozdzwieku miedzy
wynikami eksperymentdéw z udziatem biatek ICR1 i RIP3/MIDD1. Badacze wydajg sie traktowaé
te biatka jako odrebne i nie odnosza sie wzajemnie do uzyskiwanych przez siebie wynikow.
Tymczasem wszystkie biatka RIP w protoplastach Arabidopsis miaty zblizony wzdér lokalizacji
(znakowanie cytoszkieletu i mikrodomen btonowych). Takze w komdrkach epidermy siewek
wszystkie asocjowaty z mikrotubulami kortykalnymi, cho¢ nie zaobserwowano tworzenia
sie domen btonowych. Uzyskane wyniki sg zatem spdjne dla catej rodziny biatek RIP i bardziej
odpowiadajg wczesniejszym obserwacjom dotyczgcym biatka RIP3/MIDD1, niz biatka ICR1.
Niezwykle ciekawe byto tez zanikanie znakowania cytoszkieletu przez biatka RIP w miare
rozrastania sie domen w btonie protoplastéw. Moze to oznacza¢, ze dochodzito do rozpadu
mikrotubul spowodowanego nagromadzeniem w btonie aktywnych GTPaz ROP. Bytby
to mechanizm zblizony do lokalnego usuwania mikrotubul kortykalnych przez kompleks
ROP11-MIDD1 (Oda i Fukuda, 2012). Jednakze bez wyznakowania cytoszkieletu, nie mozna
tego stwierdzi¢c na pewno, tym bardziej, ze dane z eksperymentéw mikromacierzowych
wskazujg na odrebnos¢ RIP3/MIDD1 od pozostatych biatek RIP.

Koekspresja w protoplastach Arabidopsis biatek RIP z wybranymi podjednostkami
kompleksu egzocyst nie przyniosta spodziewanych rezultatow. Nie udato sie zarejestrowac
kolokalizacji badanych biatek (poza znang parg ICR1-SEC3A), cho¢ pewne obserwacje dotyczgce
podjednostek egzocystu sg interesujgce. Widoczna w postaci punktowych skupien
podjednostka SEC3A byfta potaczona z mikrotubulami znakowanymi przez biatko RIP5
iwspdlnie z nimi przemieszczata sie w protoplascie. Obserwowano tez kolokalizacje
zasocjowanych z mikrotubulami biatek ICR1 i SEC3A. Co ciekawe, w przypadku koekspresji
SEC3A z ICR1 potaczonym z EGFP na koncu aminowym, zauwazono przejscie podjednostki
egzocystu do cytoplazmy. Wczesniej to oddziatywanie opisywano jako cytoplazmatyczne
i jgdrowe (Lavy i in., 2007). Inna grupa obserwowata znakowane biatko SEC3A pod kontrolg
natywnego promotora w roslinach transgenicznych ze znakowang tubuling. Nie stwierdzono
wigzania sie SEC3A do mikrotubul (Zhang i in., 2013). Nie opisuje sie w literaturze przypadkow
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taczenia sie bezposrednio podjednostek egzocystu z cytoszkieletem. Wymaga to posrednictwa
innych biatek. By¢ moze takim wtasnie biatkiem dla SEC3A jest ICR1, ktére, cho¢ nieznakowane,
jest obecne w natywnej ilosci w protoplastach na Filmie 2. Z drugiej strony takze w roslinach
badanych przez Zhang i wspodtpracownikéw (2013) ICR1 byto zapewne obecne w natywnej
ilosci. Mozliwe zatem, ze biatka RIP, jako rusztowanie posredniczg jedynie w wigzaniu
na mikrotubuli nieznanego biatka-adaptora utrzymujgcego tam SEC3A. Oddziatywania takie
moga by¢ wzmacniane przez nadekspresje RIP i dlatego nie zauwazono ich w komérkach roslin
transgenicznych. Niedawne odkrycie nowych biatek posredniczagcych w przechodzeniu
na mikrotubule kortykalne podjednostki EXO70A1 (Oda i in., 2015) dowodzg, Ze taka sytuacja
jest prawdopodobna. Co wiecej, u mutantdw w obrebie podjednostek egzocystu
nie obserwowano drastycznych zmian potozenia nos$nikdw auksyn, jak w przypadku mutantéw
ROP i ICR1 (Cole i in., 2014), co wskazuje, ze egzocyst niekoniecznie bierze udziat w ich
transporcie lub tez, ze partnerami dla tego kompleksu sg inne, jeszcze nieznane biatka.

Ruch w komdrce znakowanego biatka SEC8 w postaci plamkowatych skupien takze
nie byt dotad raportowany. Wielkos$¢ struktur i podobny charakter dynamiki do znakowanych
przedziatéw TGN, sugeruje ze SEC8 byto obecne w przedziatach systemu bton wewnetrznych.
Widoczne skupienia sg wieksze niz pecherzyki transpotujace i istotnie, biatko SEC8 wykryto
w wielu kompartmentach btoniastych (Heard i in., 2015). Niewyjasniony pozostaje mechanizm
zarejestrowanego ruchu. Biatko RIP5-EGFP na Filmie 3 stuzy jedynie za znacznik mikrotubul
kortykalnych. Wiadomo, ze u roslin to mikrofilamenty uczestnicza w ruchach organelli,
a mikrotubule mogg jedynie spowalnia¢ ten ruch w poblizu btony (Brandizzi i Wasteneys,
2013). Znakujac cytoszkielet w protoplastach Arabidopsis obserwowano, ze wtdkna obu typow
cytoszkieletu przebiegaty wspdlnie. Mozliwe wiec, ze obserwowana struktura przemieszata sie
wzdtuz niewyznakowanych mikrofilamentéw. Z drugiej strony mikrotubule biorg udziat
w tworzeniu i utrzymywaniu przy btonie specyficznego przedziatu nazwanego SmaCC/MASC.
Przedziat ten zawiera biatka charakterystyczne dla TGN, a takze btonowe kompleksy syntazy
celulozy ulegajace z niego recyklizacji do btony (Brandizzi i Wasteneys, 2013; van de Meene i
in., 2016). Jest to struktura wcigz nie do konca zbadana, nie wiadomo doktadnie jakie inne
biatka zawiera i mozliwe, ze kompleks egzocyst uczestniczy w dostarczaniu jej sktadnikow,
a mikrotubule stanowig miejsce odktadania sie pecherzykdw.

Nastepnie zbadano, czy biatka z rodziny RIP oddziatujg specyficznie z wybranymi
matymi GTPazami ROP. Taka wybiérczos¢ mogtaby rzuci¢ swiatto na funkcje fizjologiczne biatek
RIP, poniewaz czes¢ matych GTPaz jest dos¢ dobrze opisana. Okazato sie, ze biatka RIP (poza
RIP3/MIDD1, ktérego nie badano), cho¢ z rdézng wydajnoscig, oddziatujg ze wszystkimi
badanymi (nie badano ROP1) GTPazami ROP. Wykorzystujgc pomiar czasu trwania
fluorescencji ustalono, ze ICR1 oddziatuje z biatkami ROP najstabiej, a RIP5 najmocniej, a takze
ze oddziatywanie ma miejsce w domenach btonowych tworzonych przez oba biatka. Co wiecej,
obserwacja domen wskazuje na dwojakie zachowanie biatek RIP. Obraz koekspresji ICR1 i RIP4
z GTPazami wskazuje na ich rekrutacje przez biatka RIP do cytoszkieletu i pdzniej do btony
komoérkowej. Z drugiej strony biatka RIP2 i RIP5 w koekspresji z badanymi ROP bardzo stabo
zaznaczaty cytoszkielet, a tworzone wspdlnie domeny bitonowe byly rozleglejsze.
Podsumowujac, nie udato sie zrealizowac pierwotnego pomystu przypisania funkcji biatkom
RIP, dzieki ich sparowaniu z GTPazami ROP. Niemniej, powszechno$¢ oddziatywan RIP-ROP jest
bardzo interesujgca i najprawdopodobniej oznacza udziat tych biatek w catej sieci zaleznosci
miedzybiatkowych skupionych wokét matych GTPaz ROP. Udziat réznych biatek rusztowania
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iich partneréw w ustanawianiu i utrzymaniu mikrodomen w btonie komérkowe] oraz
ich organizowanie sie w wieksze domeny jest badany metodami mikroskopowymi od
niedawna. Uwaza sie tez, ze to mikrotubule kortykalne mogg stanowic¢ fizyczne ograniczenie
obszaru (dziatajac jako ,ptot”) takich domen (Jarsch i in., 2014). W przypadku biatka
RIP3/MIDD1 wykazano, ze tworzy ono wspdlnie z GTPazg ROP11 i biatkami towarzyszacymi
(ROPGEF i ROPGAP) domeny ograniczone wtasnie w ten sposéb (Oda i Fukuda, 2012). W
Swietle prezentowanych powyzej wynikéw i dostepnej wiedzy, wydaje sie, ze wszystkie biatka
RIP sg fizjologicznie bardzo zblizone do RIP3/MIDD1. Udziat tego biatka w zlokalizowanym
rozpadzie mikrotubul, poprzez rekrutacje kinezyny 13A w odpowiedzi na aktywacje GTPazy
ROP11 (Oda i Fukuda, 2014), moze sugerowac istnienie podobnych zaleznosci dla pozostatych
RIP. Ttumaczytoby to takze, dlaczego podczas nadekspresji RIP z ROP i innymi biatkami,
z czasem obserwowano zanik znakowania przez RIP mikrotubul kortykalnych. Nie mozna
niestety stwierdzi¢ jednoznacznie, ze wtdkna tubulinowe zanikaty, albo ze to RIP od nich
oddysocjowywaty, poniewaz nie wykonano eksperymentéw z markerem mikrotubul.

Ostatnim etapem badan byto sprawdzenie, czy biatka RIP mogg posredniczyé
w spotkaniach matych GTPaz ROP z ich efektorami. Z przeprowadzonej koekspres;ji
znakowanych biatek RIP (ponownie, poza RIP3/MIDD1) z biatkami RIC (znanymi efektorami
ROP), wynika, iz tylko biatka RIC9 i RIC10 asocjujg z RIP w domenach btonowych i na
mikrotubulach. Obraz koekspresji przypominat ten obserwowany dla GTPaz ROP. Okazato sie
zatem, Ze istnieje pewna specyficznos$¢ biatek RIP wzgledem efektoréw ROP. Stosunkowo
niewiele wiadomo o biatkach RIC9 i RIC10. Jedyne dane pochodzg z badan w tagiewce
pytkowej, gdzie wykazano, ze RIC9 stanowi wraz z RIC10 pare biatek dziatajacych
przeciwstawnie. Nadekspresja RIC9 pozytywnie wptywata na spolaryzowane wydtuzanie
tagiewki — nadekspresja RIC10 dziatata przeciwstawnie (Wu i in., 2001). Wspdtwystepowanie
obu tych biatek z badanymi RIP swiadczy zatem o braku preferencji RIP do udziatu w procesach
stymulujacych, badz hamujgcych wzrost spolaryzowany. Kolejny raz nalezy stwierdzi¢, ze biatka
RIP sg biatkami rusztowania stuzgcymi za platforme dla oddziatywan biatko-biatko. Efekty
fenotypowe u mutantéw icrl sg zatem najpewniej spowodowane brakiem oddziatywan miedzy
biatkami regulatorowymi, a nie wskazujg na bezposrednig funkcje biatka ICR1.

Przeprowadzono takze eksperymenty majgce na celu ustalenie, czy biatka RIC —
efektory matych GTPaz ROP oddziatujg z podjednostkg egzocystu SEC3A. Obserwacje
koekspresji znakowanych biatek RIC z biatkiem SEC3A pozwolity pokazaé, ze podjednostka
ta kolokalizowata z biatkiem RIC6. W protoplastach Arabidopsis zaobserwowano oba biatka
tworzace duze, ruchliwe skupienia. Ruch tych struktur byt tez obserwowany w
transformowanych przejsciowo siewkach Arabidopsis. Pomiar czasu trwania fluorescencji
wykazat, ze biatka oddziatujg ze sobg, a zatem efektor GTPaz ROP asocjuje z podjednostka
kompleksu egzocyst. Najprawdopodobniej ruch komplekséw w komédrce odbywat
sie z udziatem mikrotubul, co wykazano znakujgc cytoszkielet w obecnosci biatka RIC6-EGFP.
Jest to zatem kolejny, po Filmie 2, dowdd na zwigzek dynamiki podjednostki SEC3A
z cytoszkieletem tubulinowym. Tych zwigzkéw nie zauwazono w jedynej poruszajjcej
ten temat publikacji dotyczacej biatka SEC3A (Zhang i in., 2013), by¢ moze wiec obserwacje
takie wymagajg koekspresji podjednostki z partnerami regulatorowymi. Biatko RIC6 jest stabo
poznane. Jego nadekspresja w tagiewce pytkowej hamowata jej wydtuzanie (Wu i in., 2001).
Moze to oznaczaé, ze RIC6 bierze udziat w usuwaniu SEC3A z btony komdrkowej, co hamuje
inkorporacje pecherzykdéw egzocytotycznych na drodze zaleznej od egzocystu. Wcigz
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niewyjasniony pozostaje udziat mikrotubul w takim procesie, chociaz pokazano, ze biatko
RIP3/MIDD1 usuwato z btony GTPaze ROP11 wraz z depolimeryzujgcym wtdknem tubulinowym
(Oda i Fukuda, 2013a). By¢ moze podobny mechanizm jest udziatem biatek RIC6-SEC3A. Brak
obserwowanych zwigzkéw miedzy biatkiem RIC6 a biatkami RIP, kaze tez wykluczy¢ ich udziat
w tym procesie.

Podjeta préba wpisania biatek RIP w fizjologie Arabidopsis przy wykorzystaniu baz
danych pozioméw ekspresji gendw i oddziatywan miedzybiatkowych nie przyniosta
spodziewanych rezultatéw. Wspodtczesne bazy danych biologicznych zawierajg gigantyczng
ilos¢ wielowymiarowych informacji. Bioinformatyczne narzedzia metaanalizy danych majg
utatwic¢ okreslenie funkcji niezbadanych dotad biatek. Niestety, niedostateczna anotacja baz
zrodtowych i niedoskonatos¢ samych algorytmoéw wyszukiwania sprawiajg, iz wyniki metaanaliz
zawierajg wiele wynikéw fatszywie pozytywnych. Ponadto proponowane potencjalne
powigzania, czy to na poziomie gendw, czy kodowanych przez nie biatek, czesto nie znajduja
pokrycia w danych eksperymentalnych. Nie inaczej jest w przypadku rodziny biatek RIP.
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Dalsze perspektywy badawcze

Rodzina biatek RIP, ktdra stata sie gtéwnym podmiotem niniejszej rozprawy
doktorskiej, wydaje sie by¢ niezwykle ciekawa w perspektywie dalszych badan. Zdolnos¢
do wigzania wielu partneréw biatkowych, szczegdlnie regulatorowych GTPaz ROP (niemal
wszystkich!) i ich efektoréw, moze oznacza¢ udziat biatek RIP we wszystkich procesach
zwigzanych z kontrolg i utrzymaniem polarnosci komdrek Arabidopsis. By¢ moze, natrafiono
na niezwykle rozlegtg sie¢ miedzybiatkowch zaleznosci, ktorej centralnym punktem sg biatka
z rodziny RIP. Dodatkowo, asocjacja tych biatek z mikrotubulami oznacza, ze i rola cytoszkieletu
tubulinowego w kontroli polarnosci, pozostajagca dotychczas w cieniu znaczenia
mikrofilamentow, jest wieksza niz dotad sadzono. U Arabidopsis droga sekrecji z udziatem
mikrotubul jest znana gtéwnie z dostarczania do btony komplekséw syntazy celulozy. Niewiele
natomiast wiadomo o wydzielaniu w ten sposdb, czy umieszczaniu w btonie innych biatek
lub przedziatéw obtonionych. Obserwowane Sciezki transportu biatek SEC8 (prawdopodobnie
w przedziale btonowym) oraz SEC3A z RIC6 (Film 3 i Film 5, odpowiednio), wskazujg na udziat
w tym procesie kompleksu egzocyst, zatem wydaje sie to by¢ temat warty zgtebienia.

W Swietle uzyskanych wynikéw najwiekszg niewiadomg jest fizjologiczna rola biatek
RIP i udziat komplekséw RIP-ROP-mikrotubule we wzroscie i rozwoju roslin. W tym celu
nalezatoby skorzysta¢ z bogatego zestawu metod i narzedzi genomiki funkcjonalnej
Arabidopsis. Mutanty insercyjne, pozbawione biatek RIP, mogtyby ujawnié zmienione fenotypy,
wskazaé etapy rozwoju, w ktérych te biatka biorg udziat. Poniewaz RIP3/MIDD1 dziata tylko
w komoérkach ksylemu (cho¢ mozemy nie dysponowac petng wiedzg o tym biatku), niezbednym
eksperymentem bytaby analiza aktywnosci promotoréw gendéw RIP. Informacje z baz danych
dotyczace ekspresji tych gendw nie wskazujg na konkretne tkanki i organy, w ktérych miatoby
nie dochodzi¢ do ekspresji. Mozliwe zatem, ze podobnie do opisanego przyktadu genu
EXO70A1 (wcigz niewyjasnionego jednoznacznie), transkrypty RIP powstajg tylko w okreslonym
typie komdrek w obrebie organu. Warto bytoby takze sprawdzi¢, czy podobnie do ICR1,
dochodzi do potranskrypcyjnej kontroli syntezy biatka z udziatem fitohormondéw. Takie badania
wymagatby komplementacji mutantéw konstrukcjami genetycznymi ze znakowanymi
fluorescencyjnie biatkami RIP pod kontrolg natywnego promotora.

Niewatpliwie najszersze pole do dalszych badan otwierajg prezentowane powyzej
oddziatywania biatko-biatko miedzy GTPazami ROP a biatkami RIP. Wymaga rozstrzygniecia,
czy do tych interakcji dochodzi nie tylko w izolowanych protoplastach, a takze czy natywnie
biatka te tworzg domeny btonowe i czy tacza sie z mikrotubulami. Umiejscowienie
obserwowanych oddziatywann w btonie protoplastow wskazuje, ze GTPazy sg w stanie
aktywnym (ze zwigzanym GTP), jednak w niniejszej pracy nie uzyto form CA i DN biatek ROP.
W pierwszych opublikowanych pracach uznano RIP za biatka oddziatujgce wtasnie
z aktywowanymi ROP (czy konstytutywnie aktywnymi — CA), pdzniej jednak uznano, ze jest
to ,bardziej skomplikowane”. Wydaje sie zatem istotnym ustali¢, czy biatka RIP stuzig
za komérkowa platforme dla aktywacji/deaktywacji matych GTPaz, czy jedynie posrednicza
w oddziatywaniach aktywnych GTPaz z ich efektorami. W tym kontekscie ciekawe bytoby
sprawdzenie, czy RIP oddziatujg ze specyficznymi dla roslin biatkami aktywujgcymi
i wytgczajgcymi GTPazy ROP — ROPGEF i ROPGAP.

Podsumowujac, prezentowana praca doktorska stanowi jedynie wstep do poznania
potencjalnie waznej i interesujgcej rodziny biatek swoistych dla roslin.
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Wykaz skréotow

ARF-GEF (ang. ARF guanine nucleotide exchange factor) — biatko-czynnik wymiany
nukleotydéw guaninowych matych GTPaz z rodziny ARF, aktywuje GTPaze

BFA (ang. brefeldin A) — brefeldyna A, farmakologiczny bloker transportu pecherzykowego

BiFC (ang. bimolecular fluorescence complementation) — dwuczasteczkowa komplemetacja
fluorescencji, metoda badania oddziatywan biatko-biatko

CATCHR (ang. complexes associated with tethering containing helical rods) — kompleksy
wigzgce o podjednostkach pretowatych

CCV (ang. clathrin coated vesicles) — pecherzyki optaszczone klatryng

COG (ang. conserved oligomeric Golgi) — kompleks wigzacy aparatu Golgiego

CORVET (ang. class C core vacuole/endosome tethering) — endosomalny kompleks wigzacy
CRIB (ang. Cdc42/Rac-interactive binding) - wigzgcy GTPaze motyw efektoréw ROP

CSC (ang. celulose synthase complex) — kompleks syntazy celulozy

EARP (ang. endosome-associated retrograde protein) — kompleks wigzgcy wczesnych
endosoméw

ER (ang. endoplasmic reticulum) — siateczka srédplazmatyczna/retikulum endoplazmatyczne,
ziarniste (ang. rough, rER) z przytgczonymi rybosomami lub gtadkie (ang. smooth, sER) ich
pozbawione

ESCRT (ang. endosomal sorting complexes required for transport) — kompleks sortujgcy
odpowiedzialny za asocjacje bton i tworzenie MVB

EXPO (ang. exocyst positive organelle) — organellum wzbogacone w egzocyst, otoczona
podwadjng btong struktura specyficzna dla niektérych podjednostek Exo70 egzocystu
Arabidopsis

FLIM (ang. fluorescence lifetime imaging microscopy) — mikroskopia czasu trwania
fluorescencji

FRET (ang. Forster Resonance Energy Transfer) — bezpromienisty transfer energii, metoda
pomiaru sity oddziatywan biatko-biatko

GAP (ang. GTPaze activating protein) - biatka aktywujace GTPaze
GARP (ang. Golgi-associated retrograde protein) — kompleks wigzacy zwigzany z diktiosomami

GDI (ang. guanine nucleotide disassociation inhibitor) — biatko sekwestrujgce GTPazy w
cytoplazmie

GEF (ang. guanine nucleotide exchange factor) — biatko-czynnik wymiany nukleotydéw
guaninowych matych GTPaz, aktywuje GTPaze



HOPS (ang. homotypic fusion and protein sorting) — endosomalny kompleks wigzacy

ICR (ang. interactor of constitutively active ROPs) — biatko oddziatujgce z GTPazami ROP w
stanie aktywnym

ILV (ang. intralumenal vesicle) — pecherzyki wewnetrzne przedziatu MVB
LSP (ang. leaderless secretory protein) — biatka wydzielane pozbawione peptydu liderowego
MAP (ang. microtubule-associated protein) — biatko zasocjowane z mikrotubulami

MVB (ang. multivesicular body) — ciato wielopecherzykowe, jeden z przedziatow systemu bton
wewnetrznych

PRONE (ang. plant specific ROP nucleotide exchanger) — roslinna domena o aktywnosci GEF
RIC (ang. ROP interactive CRIB motif containing protein) — biatko efektor ROP z motywem CRIB
RIP (ang. ROP interacting partner) — patrz ICR

RLK (ang. receptor-like kinase) — kinaza podobna do receptora

ROP (ang. Rho of plants) —roslinne mate GTPazy podobne do Rho

SmaCC/MASC (ang. small CESA compartment/microtubule-associated cellulose synthase
compartments) — przedziat btonowy bogaty w syntaze celulozy potgczony z mikrotubulami

SNARE (ang. N-ethylmaleimide-sensitive attachment protein receptor) — biatka receptory
odpowiedzialne za fuzje pecherzyka z btong docelowg

TGN (ang. trans-Golgi network) — sie¢ trans Golgiego, jeden z przedziatéw systemu bton
wewnetrznych

TRAPP |-l (ang. trafficking protein particie) — kompleksy wigzgce zwigzane z podziatem

UPS (ang. unconventional protein secretion) — niekonwencjonalna droga sekrecji, wydzielanie z
pominieciem sekwencji liderowej na polipeptydzie



