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STRESZCZENIE

1 STRESZCZENIE

Na podstawie analiz in vitro potwierdzono pojedyncze doniesienie, pochodzgce
z innego laboratorium, ze chloroplastowe biatko AtDeg2 oprécz aktywnosci proteazy
dysponuje takze aktywnoscig biatka opiekuficzego typu holdazy. Dowiedziono,
ponadto, ze AtDeg2 wykazuje in vitro takze aktywnos$¢ opiekuncza dezagregazy.
Za aktywnos¢ opiekuniczg holdazy i dezagregazy AtDeg2 in vitro w gtdwnej mierze
odpowiedzialne sg domeny PDZ1 i PDZ2 oraz czesciowo domena proteazowa.
Wykazano, ze in vivo, w warunkach ekspozycji roslin na swiatto o wysokim natezeniu
AtDeg?2 dysponuje aktywnoscig holdazy, dla ktérej substratem jest podjednostka y;
chloroplastowej syntazy ATP. Aktywnos$¢ ta wyraza sie zahamowaniem homoagregacji
zmienionych oksydacyjnie czasteczek podjednostki y; syntazy ATP poprzez
niedopuszczenie do powstania mostkéw dwusiarczkowych miedzy tymi czgsteczkami.
W odniesieniu do cech fenotypowych dowiedziono, ze w warunkach bezstresowych
AtDeg?2 przez swojg aktywnos¢ opiekurnczg bierze udziat w regulacji szerokosci nasion,
a przez swojg aktywnos¢ opiekunczg i proteolityczng jednoczesnie uczestniczy
w regulacji momentu rozprostowania sie liscieni, liczby weztdw na pedzie

kwiatostanowym i jego rozgatezieniach oraz dtugosci nasion.
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ABSTRACT

2 ABSTRACT

The results of our in vitro studies confirm a single report (coming from another
lab) showing that a chloroplast protein AtDeg2, besides being a protease displayed
a chaperone activity as well (holdase type). In addition, it was shown by us that AtDeg2
exhibited an efficient disaggregase chaperone activity in vitro. It was demonstrated
that PDZ1 and PDZ2 domains were required for both types of AtDeg2 chaperone
activity in vitro and that protease domain contributed to these activities. Moreover it
was found that AtDeg2 had holdase chaperone activity in vivo, involving the inhibition
of the formation of homoaggregates of y;-subunit of ATP synthase (mediated by
disulphide bridges) in chloroplasts of plants grown under high irradiance conditions.
Based on comparative phenotypic screens of four genotypes of A. thaliana grown in
comfortable conditions we found that AtDeg2 was involved in regulation of normal
seed width through its chaperone activity as well as in regulation of the time it takes
for cotyledons to fully open, for accomplishment of normal inflorescence branching

and for normal seed length through both protease and chaperone activities.
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3 WSTEP

3.1 POJECIE BIALEK OPIEKUNCZYCH

Biatka petnig kluczowa role we wszystkich procesach biologicznych w komorce,
a ich funkcjonowanie w gtéwnej mierze zalezy od ich prawidiowej struktury
przestrzennej (konformacji). Niewtasciwie zwiniete (sfatdowane) biatko nie tylko traci
swojg aktywnos¢ biologiczng, ale moze tez ulegaé agregacji, co moze prowadzi¢ do
efektédw cytotoksycznych (Mokry i wsp., 2015). Hipoteza termodynamiczna Anfinsena
zakftada, ze struktura pierwszorzedowa biatka zawiera wszystkie istotne informacje
potrzebne do przyjecia przez biatko struktury trzeciorzedowej i zadne dodatkowe
sktadniki nie sg potrzebne (Anfinsen, 1972; Anfinsen, 1973).

Proces fatdowania biatek (ksztattowania sie ich struktury trzeciorzedowej) jest
mozliwy dzieki rotacji sgsiadujgcych ze sobg jednostek peptydowych wokét wigzania
pojedynczego miedzy weglem a i grupg N-H (kat rotacji wokét tego wigzania okresla sie
¢) oraz wigzania pojedynczego miedzy weglem a i grupg karbonylowa (kat rotacji
wokot tego wigzania okresla sie ). Okreslone kombinacje katéw ¢ i Y w obrebie reszt
aminokwasowych potfozonych blisko siebie w strukturze pierwszorzedowej biatka
definiujg typ struktury drugorzedowe] stabilizowanej przez wigzania wodorowe
pomiedzy grupami N-H i C=0 (a-helisa, B-harmonijka, zwrot B, petla Q). Z kolei sposéb
utozenia w przestrzeni elementéw struktury drugorzedowej okresla strukture
trzeciorzedowg biatka stabilizowang przez wigzania niekowalencyjne (wodorowe,
jonowe i hydrofobowe) oraz kowalencyjne (mostki dwusiarczkowe) pomiedzy grupami
bocznymi reszt aminokwasowych oddalonych od siebie w strukturze pierwszorzedowej
biatka (Pauling i wsp., 1951; Ramachandran i Sasisekharan, 1968).

Wedtug hipotezy termodynamicznej Anfinsena proces fatdowania biatek przebiega
spontanicznie, a oddziatywanie pomiedzy grupami bocznymi poszczegdlnych reszt
aminokwasowych prowadzi do ulokowania hydrofobowych odcinkéw tancucha
polipeptydowego wewnatrz struktury trzeciorzedowej biatka (lub w podwdjnej
warstwie lipidowej btony komérkowej) z jednoczesng ekspozycjg odcinkow
hydrofilowych na zewnatrz do $rodowiska wodnego i osiggniecia przez biatko

konformacji najbardziej korzystnej energetycznie (Dill i wsp., 2008; Baldwin, 2012;
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Diaz-Villanueva i wsp., 2015). Droge, jaka przechodzi biatko od momentu zakonczenia
translacji do momentu osiggniecia konicowej struktury trzeciorzedowej, mozna
zobrazowa¢ za pomocg tzw. krajobrazu energetycznego procesu fatdowania —
przypominajgcego lejek (stagd okreslany jest rowniez jako lejek energetyczny), ktoéry
jest zaleznoscig energii swobodnej od wspéfrzednej Q opisujgcej stan sfatdowania
biatka. Im bardziej w ,,d6t” lejka energetycznego, tym nizsza energia swobodna i tym
bardziej stabilna struktura biatka, choé wystepujg rowniez lokalne minima energii,
ktore odpowiadajg kinetycznym stanom posrednim (Leopold i wsp., 1992; Czuryto,
2002; Finkelstein, 2018). Droga do osiggniecia konformacji najbardziej korzystnej
energetycznie obejmuje zasadniczo cztery stany posrednie w kolejnosci od stanu
najbardziej nieuporzagdkowanego do najbardziej uporzagdkowanego, a wiec o najnizszej
energii swobodnej. Sg to: stan kiebka statystycznego, pre-stopionej globuli, stopionej
globuli oraz stan uporzadkowany. Biatko w kazdym z tych standw moze petnic
okreslone funkcje (Gérka i Bonarek, 2013). U eukariontow 25-30% proteomu stanowig
biatka inherentnie nieuporzgdkowane, ktére czesciowo lub catkowicie sg pozbawione
stabilnej struktury trzeciorzedowej, a jednak sg kluczowe dla petnienia wielu istotnych
funkcji np. w rdznych szlakach regulacyjnych, czy tez w procesach sktadania duzych
komplekséw biatkowych. Mogg one z tatwoscia przyjmowaé rdine stany
konformacyjne w zaleznosci od warunkdw S$rodowiska, na skutek oddziatywania
z innymi biatkami badz w efekcie réznych modyfikacji potranslacyjnych (Dziedzic-Letka
i Ozyhar, 2012).

O ile hipoteza samodzielnie fatdujgcego sie biatka zostata wielokrotnie
potwierdzona in vitro, o tyle w warunkach sttoczenia czgsteczkowego panujgcego
w komorce, gdzie stezenie biatek i roznych makromolekut siega 300 mg/ml, proces
fatdowania biatka jest znacznie utrudniony i wymaga udziatu wyspecjalizowanych
biatek nazywanych biatkami opiekuriczymi (Diaz-Villanueva i wsp., 2015; Finkelstein,
2018; Kaiser i Liu, 2018). Rola biatek opiekunczych polega na ochronie $wiezo
powstatego biatka (lub znajdujgcego sie in statu nascendi) przed niepozgdanymi
oddziatywaniami i umozliwieniu mu w ten sposdb ,samodzielnego” osiggniecia
wiasciwej struktury trzeciorzedowej w warunkach sttoczenia czgsteczkowego zgodnie
z hipotezg termodynamiczng (Finkelstein, 2018). Poza udziatem w fatdowaniu nowo

powstatych/powstajgcych biatek, biatka opiekurncze uczestniczg w rozfatdowywaniu
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oraz oligomeryzacji/deoligomeryzacji biatek ,podopiecznych”, nie wchodzac do
struktur powstajgcych w  wyniku tych proceséw (Ellis, 1990; Hoffman
i wsp., 2010; Balchin i wsp., 2016). Nalezy zwrdci¢ uwage, ze powstawanie wigzan
dwusiarczkowych jako czes¢ procesu fatdowania (tzw. oksydacyjne fatdowanie biatek)
jest katalizowane przez biatka niezaliczane do biatek opiekunczych; dowiedziono
jednak, ze niektdre z biatek uczestniczagcych w oksydacyjnym fatdowaniu mogg by¢ tez
nosicielami aktywnosci opiekuncze;j.

Okreslenie , biatko opiekuncze” zostato po raz pierwszy uzyte przez Laskey’a i wsp.
w 1978 r. dla opisania funkcji, jakg petni nukleoplazmina w procesie sktadania
nukleosoméw. Nukleoplazmina wigze sie do biatek histonowych, stabilizujac ich
strukture podczas ich oddziatywania z DNA, jednak ostatecznie nie jest elementem
nukleosomoéw. Funkcja nukleoplazminy zostata okreslona przez Laskey’a i wsp. (1978)
nastepujgco: ,Sugerujemy, ze rolg oczyszczonego przez nas biatka jest rola 'biatka
opiekunczego', ktore zapobiega nieprawidtowym oddziatywaniom pomiedzy histonami

a DNA”.

3.2 KLASYFIKACJA, BUDOWA, MECHANIZM DZIALANIA I FUNKCJE
BIALEK OPIEKUNCZYCH

Biatka opiekuricze od poczatku identyfikowano z biatkami szoku cieplnego (Hsp,
ang. heat-shock proteins), gdyz wiele z nich ulega wzmozonej ekspresji w warunkach
ekspozycji na wysoka temperature (Diaz-Villanueva i wsp., 2015; Trosch i wsp., 2015).
Ponadto wiekszo$¢ biatek z grupy Hsp wykazuje aktywnos¢ biatka opiekunczego (Park
i Seo, 2015). W zwigzku z powyzszym najpowszechniejszym kryterium podziatu biatek
opiekunczych jest kryterium masy czasteczkowej stosowany dla biatek Hsp. W ten
sposob ze wzgledu na przyblizong wartos¢ masy czasteczkowej (kDa) wyrdzniono szesc
rodzin biatek opiekunczych: sHsp, Hsp40, Hsp60, Hsp70, Hsp90 i Hspl100 (Tabela 1)
(Diaz-Villanueva i wsp., 2015; Balchin i wsp., 2016; Johnston i wsp., 2018).

Biatka opiekuricze mogg by¢ rowniez klasyfikowane pod wzgledem lokalizacji

wewnatrzkomérkowej, zaleznosci od ATP czy sposobu dziatania na substrat.
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Tabela 1. Klasyfikacja biatek opiekunczych

12

Rodzina

Mechanizm
dzialania

Zaleznos¢
od ATP

Przedstawiciele, lokalizacja wewnatrzkomorkowa, literatura

Hsp100 (Clp)
(100-110 kDa)

Foldazy
(defoldazy)

Dezagregazy

+

E. coli:
ClpA, ClpX, ClpY - cytozol (Guenther i Kedzierska-Mieszkowska, 2011)

A. thaliana:

ClpC1, ClpC2 - chloroplasty (Shanklin i wsp., 1995)
ClpD - chloroplasty (Kiyosue i wsp., 1993)

ClpX - mitochondria (Adam i wsp., 2001)

E. coli:
ClpB - cytozol (Guenther i Kedzierska-Mieszkowska, 2011)

S. cerevisiae:
Hsp104 - cytozol (Guenther i Kedzierska-Mieszkowska, 2011)
Hsp78 - mitochondria (Guenther i Kedzierska-Mieszkowska, 2011)

A. thaliana:

ClpB1 - cytozol (Guenther i Kedzierska-Mieszkowska, 2011)
ClpB3 - chloroplasty (Myouga i wsp., 2006)

ClpB4 - mitochondria (Lee i wsp., 2007)

Hsp90 (HptG)
(81-99 kDA)

Foldazy

E. coli:
HtpG - cytozol (Guenther i Kedzierska-Mieszkowska, 2011)

S. cerevisiae:
Hsp83 - cytozol/jadro kom. (Guenther i Kedzierska-Mieszkowska, 2011)

A. thaliana:

Hsp90.1-4 - cytosol/jadro kom. (Krishna i Gloor, 2001)
Hsp90.5 - chloroplasty (Krishna i Gloor, 2001)
Hsp90.6 - mitochondria (Krishna i Gloor, 2001)
Hsp90.7 - ER (Krishna i Gloor, 2001)

H. sapiens
Hsp90a, Hsp90p - cytozol (Jakob i Buchner, 1994)
Grp94 - ER (Guenther i Kedzierska-Mieszkowska, 2011)

Hsp70 (DnakK)
(65-80 kDa)

Foldazy

E. coli:
DnaK - cytozol (Guenther i Kedzierska-Mieszkowska, 2011)

S. cerevisiae:

Ssal-4, Ssb1, Ssb2 - cytozol (Guenther i Kedzierska-Mieszkowska, 2011)
Kar2 - ER (Guenther i Kedzierska-Mieszkowska, 2011)

Ssc1 - mitochondria (Guenther i Kedzierska-Mieszkowska, 2011)

A. thaliana:

Hsc70-1, Hs70-2, Hsc70-3, Hsp70, Hsp70b - cytozol (Sungiwsp., 2001)
mtHsc70-1, mtHsc70-2 - mitochondria (Sung i wsp., 2001)

cpHsc70-1, cpHsc70-2 - chloroplasty (Su i Li, 2008)

BiP-1, BiP-2, BiP-3 - ER (Sungi wsp., 2001)

H. sapiens:

Hsp70 - cytozol/jadro kom. (Guenther i Kedzierska-Mieszkowska, 2011)
Hsp75 - mitochondria (Guenther i Kedzierska-Mieszkowska, 2011)

BiP - ER (Guenther i Kedzierska-Mieszkowska, 2011)

Hsp60 (GroEL)
(55-64 kDa)

Foldazy

E. coli:
GroEL - cytozol (Guenther i Kedzierska-Mieszkowska, 2011)

S. cerevisiae:
Hsp60 - mitochondria (Reading i wsp., 1989)

A. thaliana:

CCT - cytosol (Hill i Hemmingsen, 2001)

Cpn60 (1-3) - mitochondria (Hill i Hemmingsen, 2001)
Cpn60al-2, Cpn60p1-4, - chloroplasty (Hill i Hemmingsen, 2001)

H. sapiens:
Hsp60 - mitochondria (Guenther i Kedzierska-Mieszkowska, 2011)
CCT (TRIC) - cytozol (Guenther i Kedzierska-Mieszkowska, 2011)

Hsp40 (DnaJ)
(35-54 kDa)

Holdazy

E. coli:
Dna] - cytozol (Guenther i Kedzierska-Mieszkowska, 2011)

S. cerevisiae:
Ydj1 - cytozol/jadro kom. (Guenther i Kedzierska-Mieszkowska, 2011)

A. thaliana:

EIP9 - cytosol/jadro kom. (Pulido i, Leister, 2018)

GRL3/THRUMINT1 - cytosol (Pulido i, Leister, 2018)

DjlD2/PAM16, DjID3/PAM16L - mitochondria (Pulido i, Leister, 2018)
At]8, At]11, AtJ20 - chloroplasty (Chen i wsp., 2010)

BSD2 - chloroplasty (Vitlin Gruber i Feiz, 2018)

H. sapiens:
Hsp40 - cytozol/mitochondria (Guenther i Kedzierska-Mieszkowska, 2011)
Hsp47 - ER (Guenther i Kedzierska-Mieszkowska, 2011)

sHsp
(10-34 kDa)

Holdazy

E. coli:
GroES, IbpA, IbpB - cytozol (Guenther i Kedzierska-Mieszkowska, 2011)

S. cerevisiae:
Hsp27 - cytozol (Guenther i Kedzierska-Mieszkowska, 2011)

A. thaliana:
Hsp17.6, Hsp18.2, Hsp17.6-1I, Hsp17.6A - cytosol/jadro kom. (Scharfi wsp.,
2001)
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Hsp21 - chloroplasty (Scharfi wsp., 2001)
Cpn10/20 - chloroplasty (Trésch i wsp., 2015)
Hsp22.0-ER - ER (Scharfi wsp., 2001)
Hsp23.6-mito - mitochondria (Scharfi wsp., 2001)
Cpn10 - mitochondria (Hill i Hemmingsen, 2001)

H. sapiens:
aA-krystaliny, aB-krystaliny - cytozol (Guenther i Kedzierska-Mieszkowska,
2011)
Hsp27 (Hsp25) - cytozol/jadro kom. (Guenther i Kedzierska-Mieszkowska,
2011)
Hsp10 - mitochondria/cytozol (Guenther i Kedzierska-Mieszkowska, 2010)
Inne Foldazy + E. coli:
(defoldazy) Lon - cytozol (Donch i Greenberg, 1968)
FtsH - peryplazma (Ogura i wsp., 1991)
A. thaliana:

AtFtsH3, 4, 10 - mitochondria (Sakomoto i wsp., 2003)

AtFtsH1, 2,5, 6,7,8,9,12 - chloroplasty (Sakomoto i wsp., 2003)
AtFtsH11 - mitochondria/chloroplasty (Urantowka i wsp., 2005)
AtLon1 - mitochondria/chloroplasty (Daras i wsp., 2014)
AtLon2 - peroksysomy (Farmer i wsp., 2013)

AtLon3 - lokalizacja wewngatrzkomérkowa nieznana

AtLon4 - mitochondria/chloroplasty (Ostersetzer i wsp., 2007)

Foldazy, - E. coli:
holdazy DegP - peryplazma (Lipinska i wsp., 1988; Strauch i Beckwith, 1988)
Foldazy E. coli:

TF - cytozol (Guthrie iWickner, 1990)
DegQ - peryplazma (Waller i Sauer, 1996)
PPI - peryplazma (Takahashi i wsp., 1989)

H. sapiens:
PDI - ER (Pemberton i Kay, 2005)

A. thaliana:
PDI, PPI, CNX, CRT - ER (Gupta i Tuteja, 2011)
AtDeg1 - chloroplasty (Chassin i wsp., 2002)

Holdazy A. thaliana:
AtDeg? - chloroplasty (Haussiihl i wsp., 2001)
Dezagregazy A. thaliana:

cpSRP43 - chloroplasty (Cline i Henry, 1996)

Ze wzgledu na lokalizacje wewnatrzkomodrkowa biatka opiekuricze mozna podzielié¢ na
cytozolowe, jgdrowe, chloroplastowe i mitochondrialne biatka opiekuncze, a takze
biatka opiekunicze siateczki $rédplazmatycznej (ER) czy peroksysomow (Kotak i wsp.,
2007; Niforou i wsp., 2014).

Z kolei stosujac kryterium zaleznosci od ATP, mozna podzieli¢ biatka opiekuncze na
takie, ktére do swojej aktywnosci wymagajg hydrolizy ATP oraz takie, ktére sg aktywne
bez udziatu ATP.

Opierajac sie na mechanizmie dziatania biatek opiekunczych, mozna je podzieli¢ na
trzy grupy: holdazy, foldazy i dezagregazy (Diaz-Villanueva i wsp., 2015; Kumar i wsp.,
2015; Mokry i wsp., 2015).

3.2.1 HoLDAzZY

Holdazy sg biatkami, ktére w sposdb niezalezny od ATP rozpoznajg i wigza sie do

biatek nienatywnych (niesfatdowanych badz zdenaturowanych), zapobiegajgc ich
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denaturacji (w przypadku biatek nowo syntetyzowanych jeszcze niesfatdowanych)
i agregacji. Holdazy sg reprezentowane gtdwnie przez biatka nalezgce do rodziny sHsp
i Hsp40 (Diaz-Villanueva i wsp., 2015; Mokry i wsp., 2015; Suss i Reichmann, 2015).

Masa czgsteczkowa biatek sHSP miesci sie w przedziale 10-35 kDa. Stanowig one
najobszerniejszg i najbardziej zréznicowang rodzine biatek opiekunczych (Waters,
2013; Datta i wsp., 2017). Cechg charakterystyczng wszystkich sHSP jest
zakonserwowana C-koricowa domena a-krystaliny (ACD) sktadajaca sie z 80-90 reszt
aminokwasowych tworzgcych dziewieé¢ B-nici (Rysunek 1A). Ponadto obecne sg
réowniez domeny istotne w tworzeniu i/lub stabilizowaniu struktury oligomeryczne;j
takie jak domena N-koncowa (NTD) i C-koricowa (CTD) oraz motyw WDPF (Garrido
i wsp., 2012). Na strukture domeny ACD majg wptyw takie czynniki jak pH,
temperatura, jony wapnia i sita jonowa (Jee, 2016). Biatka sHsp wykazujg silne
powinowactwo do nienatywnych biatek i poprzez ekspozycje powierzchni
hydrofobowych mogg wigzaé substraty niemal o tej samej masie czgsteczkowej
(Waters, 2013). Wiekszos¢ sHSP tworzy olbrzymie homo- lub heterooligomery, ktére
mogg sktadac sie nawet z piec¢dziesieciu podjednostek np. Hsp27 moze funkcjonowadé
jako oligomer o masie siegajgcej nawet 1000 kDa (Garrido i wsp., 2012).

Aktywnosc sHsp jest Scisle regulowana przez potranslacyjne modyfikacje, jak np.
fosforylacja. Na przyktadzie biatek Hsp27, aB-krystaliny i Hsp20 wykazano, ze ulegaja
one gwattownej i przejsciowej fosforylacji w warunkach stresowych, co wptywa na
stopien oligomeryzacji tych biatek. Podczas gdy fosforylacja sprzyja formowaniu sie
matych oligomeréw, defosforylacja promuje tworzenie sie duzych struktur
oligomerycznych (Rysunek 1B). Taka regulacja stopnia oligomeryzacji wydaje sie by¢
kluczowa dla aktywnosci opiekuniczej, gdyz moze prowadzi¢ do tworzenia sie réznych
struktur homo- i heterooligomerych (kazda o réznych witasciwosciach wigzacych) do
opiekowania sie catg gama rdznych substratéw. O ile wigzanie zdenaturowanych biatek
przez biatka sHSP nie wymaga udziatu ATP, o tyle uwolnienie zwigzanego substratu
w celu jego poprawnego sfatdowania wymaga juz wspodtdziatania z biatkami
opiekunczymi zaleznymi od ATP, na co wskazujg badania nad Hsp27 u E. coli

i S. cerevisiae (Rysunek 2) (Garrido i wsp., 2012).
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Hsp27 motyw 88-175 (88 aa)
WDPF NTD ACD CTD
e [— T143
\\\\\ /
\\\
‘\_ .
miejsca fosforylacji D
_~
PDB ID: 4MJH >—
B

Monomer Hsp27

~ DEFOSFORYLACIA
FOSFORYLACIA

Maty oligomer Duzy oligomer
Hsp27 Hsp27

Rysunek 1. Struktura biatka Hsp27 nalezacego do rodziny sHsp. Rozktad domen
w strukturze pierwszorzedowej Hsp27, struktura trzeciorzedowa domeny ACD Hsp27
(PDB ID: 4MJH) (A) oraz oligomeryzacja/deoligomeryzacja Hsp27 w odpowiedzi na
zmiany stopnia fosforylacji (B). Na podstawie Katsogiannou i wsp., 2014. Wizualizacje
struktury krystalicznej uzyskano za pomocg programu LiteMol Viewer.

biatko biatko biatko
natywne nienatywne zagregowane

dimer Hsp27 @ kompleks

ERNatirac)s Hsp27-biatko nienatywne

— Hsp27
+ Hsp70
% ATP
ADP

HSP70

Rysunek 2. Mechanizm dziatania biatka Hsp27 naleigcego do rodziny sHsp.

Na podstawie Garrido i wsp., 2012.
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Niektdre biatka sHsp funkcjonujg jako tzw. wspdtdziatajgce biatka opiekuncze.
Wspotdziatajgce biatka opiekuricze to biatka wspétpracujace z biatkami opiekuriczymi,
takimi jak Hsp60, Hsp70 czy Hsp90 w procesie fatdowania innych polipeptydéw, ale
same pozbawione sg miejsca wigzania substratu. Nalezg do nich takie biatka jak GrpE,
Bag1l, biatko oddziatujgce z Hsc70 (HIP), biatko organizujace Hsp70/Hsp90 (HOP), biatko
oddziatujace z kocem karboksylowym Hsp70 (CHIP), biatko cyklu komdrkowego 37
(Cdc37, znane réwniez jako p50), cyklofilina 40 (CYP40) czy tez biatko p23 (Caplan,
2003; Diaz-Villanueva i wsp., 2015). Klasycznym przyktadem biatka wspétdziatajgcego
z rodziny sHsp jest bakteryjne biatko HsplO (GroES), ktdére tworzy heptameryczny
pierscien z podjednostek o masie ok. 10 kDa i oddziatuje z nalezgcym do rodziny Hsp60
biatkiem GroEL, umozliwiajgc zamkniecie substratu wewnatrz jego struktury (Balchin
i wsp., 2016). Proces ten jest szerzej opisany w podrozdziale 3.2.2.

Role wspotdziatajgcych biatek opiekuiczych petnig réwniez holdazy nalezace
do rodziny Hsp40 (okreslane réwniez jako biatka J lub Dnal) wspdtpracujgce z biatkami
opiekunczymi z rodziny Hsp70. Domeng odpowiedzialng za oddziatywanie z Hsp70,
a zarazem definiujgcg te grupe biatek jest stanowigca ok. 70 aminokwaséw
i zlokalizowana zwykle na N-koncu biatka tzw. domena J. Domena J skfada sie
z czterech a-helis (I — IV) oraz petli zlokalizowanej pomiedzy a-helisg Il i lll. W obrebie
petli znajduje sie silnie zakonserwowany motyw histydynowo-prolinowo-
asparaginianowy (HPD) kluczowy dla funkcji petnionej przez domene J, jakg jest
katalizowanie hydrolizy ATP zwigzanego z Hsp70 (mutacja punktowa w obrebie tego
motywu powoduje catkowitg utrate tej funkcji) (Kampinga i Craig, 2010; Alderson
i wsp., 2016). Poza domeng J Hsp40 mogg zawiera¢ inne domeny zachowane
ewolucyjnie. Na tej podstawie mozna wyréznic trzy typy Hsp40: typu | — podobne do
Dnal (E. coli) zawierajgce kolejno domene J, region bogaty w reszty glicynowe
i fenyloalaninowe (tgcznik GF), motyw palca cynkowego (ZF) i domene wigzaca peptyd
(PBD); typu Il — zawierajgce kolejno domene J, tgcznik GF i domene PBD; typu Il —
obejmujgce pozostate Hsp40 (Rysunek 3) (Qiu i wsp., 2006; Alderson i wsp., 2016).

Mechanizm dziatania systemu Hsp70/Hsp40 zostat przedstawiony podczas
opisywania rodziny Hsp70 w podrozdziale 3.2.2.

Mimo Zze biatka Hsp40 najczesciej okreslane s3 mianem wspodtdziatajgcych biatek

opiekunczych (a wiec biatkek pozbawionych miejsca wigzania substratu), wiele biatek
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Hsp40 (jak np. biatka DnalJ w bakteriach) wykazuje zdolnos$¢ wigzania nienatywnych
biatek, a wiec zdolno$¢ typowa dla klasycznych biatek opiekunczych. Poza
wspoéttworzeniem systemu Hsp70/Hsp40, Hsp40 mogg petni¢ rowniez funkcje

regulujacg, wptywajac na aktywnos¢ innych biatek opiekuriczych np. Hsp90 (Qiu i wsp.,

2006).
Typ | DOMENA J LACZNIK GF MOTYW ZF DOMENA PBD
Typ Il DOMENA ] LACZNIK GF DOMENA PBD
wn I I | coon
Typ Il DOMENA J

Rysunek 3. Rozktad domen w strukturze pierwszorzedowej réinych typow biatek
nalezacych do rodziny Hsp40. Na podstawie Alderson i wsp., 2016.

3.2.2 FoLDAZY

Zwigzane z holdazami biatka mogg by¢ przekazywane foldazom, ktére pomagaja
im przyja¢ wtasciwg strukture trzeciorzedowa. Foldazy okres$lane s réwniez jako
defoldazy, gdyz ich rola polega w niektdrych przypadkach na aktywnym rozfatdowaniu
biatek — dopiero po tym etapie, juz bez aktywnego udziatu foldaz, nastepuje ponowne
fatdowanie rozfatdowanych biatek badz ich degradacja (Priya i wsp., 2013). Foldazy s3
gtéwnie reprezentowane przez Hsp60, Hsp70 i Hsp90.

Biatka Hsp60 (okreslane réwniez jako chaperoniny) zawierajg w swojej strukturze
pierwszorzedowe] trzy domeny biatkowe: wierzchotkowa, zawiasowg i réwnikowg
(Rysunek 4A). Cecha charakterystyczng biatek Hsp60 jest tworzenie olbrzymich
wielodomenowych cylindrycznych kompleksow o masie siegajgcej nawet 1 MDa.
Fatdowanie biatek zachodzi wewnatrz tych komplekséw, gdzie kazda pojedyncza

czgsteczka nienatywnego biatka ma stworzone odpowiednie warunki do uzyskania
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wiasciwej konformacji. Z tego powodu Hsp60 okreslane sg czasami jako molekularne
komory do fatdowania biatek (Balchin i wsp., 2016). Biatka Hsp60 wystepujg we
wszystkich domenach $wiata ozywionego i moga by¢ podzielone na dwie grupy.
Przedstawiciele grupy | wystepujg w bakteriach (GroEL), chloroplastach (Cpn60)
i mitochondriach (Hsp60) (Trosch i wsp., 2015; Balchin i wsp., 2016). Najlepiej poznane
dotad biatko Hsp60 to biatko GroEL (ok. 57 kDa), ktére wchodzi w interakcje
z 250-cioma biatkami, z czego dla 85-ciu z nich potwierdzono, ze s3 jego substratami
(Hartl i Hayer-Hartl, 2009). Domena wierzchotkowa GroEL odpowiada za wigzanie
substratu (poprzez ekspozycje hydrofobowych reszt aminokwasowych) oraz
oddziatywanie ze wspoétdziatajgcym biatkiem opiekuniczym GroES, domena zawiasowa
taczy domene wierzchotkowg i rownikowa, a domena réwnikowa stanowi domene
ATPazowg (Saibil, 2013; Balchin i wsp., 2016). GroEL tworzy kompleksy sktadajgce sie
z dwdch heptametrycznych pierscieni, a do petnienia swojej funkcji wymaga udziatu
wspotdziatajgcego biatka opiekuriczego GroES tworzgcego ,wieko” umozliwiajgce
zamkniecie substratu wewnatrz komory GroEL (Rysunek 4B i C) (Trosch i wsp., 2015).
Po zwigzaniu substratu przez jeden z pierscieni GroEL nastepuje zwigzanie takze
ATP i GroES, co prowadzi do przejscia biatka GroEL z formy otwartej do zamknietej
(Rysunek 4B), powodujgc przemieszczenie substratu z miejsca wigzania (tj. z domen
wierzchotkowych GroEL) do wnetrza struktury cylindrycznej zamykanej przez GrokS.
W tym samym momencie dochodzi do rozlegtych zmian konformacyjnych GroEL
prowadzacych do zwiekszenia wewnetrznej przestrzeni struktury cylindrycznej i zmiany
jej witasciwosci hydrofobowych na hydrofilowe. Zostajg w ten sposdb utworzone
odpowiednie warunki do przyjecia wtasciwej struktury trzeciorzedowej przez substrat
(jego masa czgsteczkowa nie moze przekraczaé 60 kDa). Proces fatdowania zachodzi do
momentu hydrolizy zwigzanego ATP do ADP. Zwigzanie ATP do przeciwlegtego
pierscienia GroEL powoduje oddysocjowanie ADP i GroES, po czym nastepuje
uwolnienie substratu (Rysunek 5) (Balchin i wsp., 2016; Johnston i wsp., 2018). Ze
wzgledu na wysokie podobienstwo struktury pierwszorzedowej biatek z rodziny Hsp60
zakfada sie, ze cykl katalityczny chloroplastowego systemu Cpn60 i mitochondrialnego

systemu Hsp60 jest podobny (Wang i wsp., 2004).
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domena domena
domena réwnikowa zawiasowa domena wierzchotkowa zawiasowa domena réwnikowa
HaN- -COOH
forma otwarta: forma zamknieta: Kompleks

GroEL/GroES-ADP

domena
wierzchotkowa

GroES :Q// ‘

' 4

domena ¥
zawiasowa 4 ‘

domena
rownikowa

Rysunek 4. Struktura biatka GroEL nalezgcego do rodziny Hsp60 i kompleksu
GroEL/GroES. Rozktad domen w strukturze pierwszorzedowej GroEL (A), struktura
trzeciorzedowa monomeru GroEL (B) oraz struktura krystaliczna kompleksu
GroEL/GroES (C). Strukture trzeciorzedowg monomeru GroEL przedstawiono jako
model wstegowy formy otwartej i zamknietej (tzn. zwigzanej z GroES). Strukture
krystaliczng kompleksu GroEL/GroES (PDB ID: 1PFQ) przedstawiono jako model
czaszowy a dwa monomery GroEL jako model cylindryczno-ptytowy. W panelach A, B
i C obowigzuje ujednolicona kolorystyka domen struktury pierwszorzedowe;j.
Na podstawie Balchin i wsp., 2016.

biatko nienatywne

biatko natywne

& ¥ ]
\.@ @J

Rysunek 5. Mechanizm dziatania systemu GroEL/GroES. Na podstawie Balchin i wsp.,
2016.
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Biatka GroEL zaangazowane sg w fatdowanie ok. 10% biatek proteomu E. coli.
Chociaz zapobieganie agregacji jest gtdwng funkcjg biatka GroEL, ostatnie badania
pokazuja, ze kompleks GroEL/GroES moze znaczenie przyspieszy¢ fatdowanie
niektérych biatek poprzez , wygtadzenie” ich krajobrazu energetycznego, pozwalajac im
unikng¢ putapek kinetycznych w drodze do osiggniecia struktury natywnej. Niemniej
jednak doktadny sposéb, w jaki GroEL/GroES przyspiesza fatdowanie biatka, nie jest
jeszcze jasny (Balchin i wsp., 2016). Mitochondrialne biatko Hsp60 bierze udziat
w apoptozie i regulacji cyklu komdrkowego, a takie uczestniczy w odpowiedzi
immunologicznej w warunkach stresowych (Xanthoudakis i wsp. 1999).

Grupe |l chaperonin tworzg termosom wystepujgcy u archeondéw oraz kompleks
CCT okreslany rowniez jako TRiC wystepujgcy w cytozolu eukariontéw. Uktad domen
w strukturze pierwszorzedowej chaperonin grupy Il jest podobny jak w przypadku
GroEL. Termosom sktada sie z dwdch okta- lub nonamerycznych pierscieni, natomiast
kompleks CCT funkcjonuje jako homo- lub heterooligomer zbudowany z dwéch
oktamerycznych pierscieni, tworzgc do dziewieciu réznych izoform (Hartl i Hayer-Hartl,
2009; Jeng i wsp, 2015). Mechanizm dziatania chaperonin nalezacych do grupy Il jest
podobny do GroEL/GroES, choé role GroES przejmuje dodatkowa domena biatkowa
obecna w Hsp60 grupy Il, a caty proces fatdowania zachodzi wolniej (Balchin i wsp.,
2016; Johnston i wsp., 2018).

Chaperoniny CCT uczestnicza w fatdowaniu ok. 10% biatek proteomu komorki,
wtgczajac w to biatka aktynowe i tubulinowe cytoszkieletu (Balchin i wsp., 2016), a ich
nadekspresja w komodrkach E. coli zwieksza tolerancje komérki na stres solny i stres
osmotyczny (Wang i wsp., 2004).

Funkcje foldaz petnig rowniez biatka z rodziny Hsp70 (okreslane jako DnaK
u bakterii oraz Hsc70 u wyzszych eukariontdw), ale w zupetnie odmienny sposéb, gdyz
proces fatdowania zachodzi na zewnatrz, a nie jak w przypadku Hsp60 wewnatrz
kompleksu biatkowego (Hartl i Hayer-Hartl, 2009; Diaz-Villanueva i wsp., 2015). Hsp70
stanowig rodzine silnie zakonserwowang ewolucyjnie i wystepujgcg obficie
w komérkach bakteryjnych i eukariotycznych, stanowigc w warunkach bezstresowych
0,5-2% catkowitego biatka (Goloubinoff, 2017). W strukturze pierwszorzedowej Hsp70
od strony N-konca znajduje sie domena wigzgca nukleotyd (NBD) odpowiedzialna za

aktywnos¢ ATPazowg, natomiast od strony C-konica znajduje sie domena wigzgca
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substrat (SBD), w ktérej obrebie obecna jest poddomena wigzgca peptyd SBDP
o strukturze B-kanapki oraz poddomena SBDa okres$lana jako a-helikalne ,wieko”.
Pomiedzy domenami NBD i SBD wystepuje tacznik (Rysunek 6A i B) (Johnston i wsp.,
2018). Hsp70 za pomocy poddomeny SBDB Hsp70 wigzg sie z charakterystycznym
motywem wystepujgcym u wiekszosci biatek co 36 aminokwaséw. Motyw ten stanowi
4-5 hydrofobowych reszt aminokwasowych zawierajgcych grupe aminowg i jest
eksponowany u biatek nienatywnych (niesfatdowanych, czesciowo sfatdowanych badz
niewtasciwe sfatdowanych) (Jeng i wsp., 2015; Trosch i wsp., 2015). Za pomocga
domeny NBD zachodzi wigzanie i hydroliza ATP, co prowadzi do znacznych zmian
konformacyjnych, ktére wptywajg na oddziatywanie z substratem. Hsp70 zwigzany
z ATP charakteryzuje sie niskim, a Hsp70 zwigzany z ADP silnym powinowactwem do
substratu. Modyfikacje potranslacyjne takie jak fosforylacja i/lub acetylacja, a takze
obecnosé¢ substratu i wspoétdziatajgcego biatka opiekunczego Hsp40 sprzyjajg
dimeryzacji Hsp70 oraz wigzaniu substratu (Lackie i wsp., 2017). Cytozolowe Hsp70
posiadajg takze motyw Glu-Glu-Val-Asp (MEEVD) odpowiedzialny za oddziatywanie ze
wspotdziatajgcymi biatkami opiekunczymi zawierajgcymi domeny TPR (tj. domeny
stanowigce trzy lub wiekszg liczbe powtdrzern 34 reszt aminokwasowych) (Lackie
i wsp., 2017; Schopf i wsp., 2017).

Hsp70 rzadko funkcjonujg  samodzielnie. Zwykle  wspdtpracujg ze
wspotdziatajgcymi biatkami opiekuiczymi takimi jak czynnik wymiany nukleotydéw
(NEF) oraz Hsp40, tworzac razem system Hsp70/Hsp40 (Johnston i wsp., 2018).
Mechanizm dziatania kompleksu Hsp70/Hsp40 zostat dos¢ dobrze poznany u E. coli
(Rysunek 7), gdzie w pierwszej kolejnosci ATP i a-helikalne ,wieko” wigzg sie do
domeny NBD biatka DnaK (bakteryjny Hsp70). Prowadzi to do przejscia z zamknietej
w otwartg forme biatka DnaK charakteryzujgcg sie niskim powinowactwem do
substratu. Na tym etapie dochodzi do wigzania substratu (biatka-klienta) za pomoca
Dnal (bakteryjny Hsp40). Dnal wigze sie za posrednictwem domeny J do domeny NBD
DnaK i przekazuje zwigzany substrat do szczeliny wigzgcej substrat w domenie SBD
DnaK. Nastepnie hydroliza ATP do ADP prowadzi do oddysocjowania a-helikalnego
,wieka” od domeny NBD i zamkniecia przez nie szczeliny wigzgcej substrat. W tym

samym czasie zwieksza sie powinowactwo DnaK do substratu i nastepuje catkowite
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tacznik zwigzany peptyd

Rysunek 6. Struktura biatka DnaK naleigcego do rodziny Hsp70. Rozktad domen
w strukturze pierwszorzedowej DnaK (A) oraz struktura trzeciorzedowa formy otwartej
i formy zamknietej DnaK (B). Strukture trzeciorzedowa DnaK przedstawiono jako
model wstegowy. W przypadku formy otwartej (PDB ID 4B9Q) a-helikalne ,wieko”
domeny SBD oddziatuje z domeng NBD, zas w przypadku formy zamknietej (PDB ID:
2KHO) domeny SBD i NBD nie oddziatujg juz ze soba, a a-helikalne ,wieko” zamyka
miejsce wigzgce substrat. Na podstawie Balchin i wsp., 2016.

biatko
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Rysunek 7. Mechanizm dziatania systemu Hsp70/Hsp40 (DnaK/Dnal). Na podstawie
Balchin i wsp., 2016.
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przekazanie substratu z Dnal do DnaK. Ze wzgledu na niskg aktywnos$é ATPazowg Dnak
etap ten jest wspomagany przez Dnal, ktéry przyspiesza hydrolize ATP ponad
tysigckrotnie. Uwolnienie ADP jest katalizowane przez czynnik NEF, po czym nastepuje
ponowne zwigzanie ATP i otwarcie a-helikalnego ,wieka”, czemu towarzyszy
uwolnienie biatka-klienta. Jesli uwolnione biatko jeszcze nie uzyskato wiasciwej
konformacji, moze byé ponownie przejete przez system DnaK/Dnal. Cykle wigzania
i hydrolizy ATP sg powtarzane, az do momentu uzyskania przez biatko-klienta struktury
natywnej badz przejeciu go przez inny system biatek opiekuriczych (Wyzewski i wsp.,
2014; Lackie i wsp., 2017; Johnston i wsp., 2018).

Hsp70 wystepujg w cytozolu i we wszystkich przedziatach komérkowych
dysponujgcych ATP (jak np. mitochondria czy chloroplasty) i w zalezny od ATP sposdb
uczestnicza we wczesnych etapach fatdowania nowo powstajgcych polipeptydow,
w sktadaniu oligomerdéw, transporcie transbtonowym oraz w renaturacji lub degradacji
biatek zdenaturowanych (Alderson i wsp., 2016; Goloubinoff, 2017). Hsp70 moga
wspoétpracowac z systemem Hspl00/sHsp (ClpB u bakterii) w dezagregacji duzych
agregatéw biatkowych, z systemem Hsp60 w procesie fatdowania biatek lub
z systemem Hsp90 w procesie faldowania biatek i w transdukcji sygnatu (Trosch i wsp.,
2015).

Kolejng rodzing foldaz jest Hsp90. Hsp90 sg obecne w cytozolu (HSP90a i HSP90PB
u ssakéw) w ER (Grp94), w mitochondriach (TAP1) i w chloroplastach (Jeng i wsp.,
2015; Srisutthisamphan i wsp., 2018).

W strukturze pierwszorzedowe] Hsp90 wyrdznia sie trzy domeny: N-koncowa
wigzgcy nukleotyd (NTD), srodkowg (MD) i C-koricowg (CTD) (Rysunek 8A). Domena
NTD stanowi miejsce wigzania ATP, ktérego hydroliza zachodzi z udziatem domeny MD,
ktora jest jednoczesnie miejscem wigzania substratu. Domena CTD odgrywa istotng
role w procesie dimeryzacji i odpowiada za oddziatywanie ze wspodtdziatajgcymi
biatkami opiekuriczymi poprzez motyw MEEVD (Schopf i wsp., 2017). Motyw ten nie
jest obecny u Hsp90 bakteryjnych oraz Hsp90 zlokalizowanych w mitochondriach,
chloroplastach i ER (Oh i wp., 2014). Pomiedzy domenami NTD i MD znajduje sie dtugi,
elastyczny i czesto obdarzony silnym tadunkiem tacznik, ktéry jest kluczowy dla

funkcjonowania cytozolowego Hsp90 (Schopf i wsp., 2017). Hsp90 funkcjonuje
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w formie homodimerdw, a przy braku zwigzanego nukleotydu wystepuje w formie
otwartej o strukturze przypominajacej litere ,V” (Rysunek 8B).

Sposrdod biatek nalezgcych do rodziny Hsp90 najlepiej poznano mechanizm
dziatania cytozolowego biatka Hsp90. Hydrolizie ATP towarzyszg znaczgce zmiany
konformacyjne Hsp90, ktére wpltywajg na oddziatywanie z substratem podobnie jak
w przypadku Hsp60 i Hsp70 (Trosch i wsp., 2015; Johnston i wsp., 2018). Substrat jest
dostarczany przez system Hsp70/Hsp40. Po zwigzaniu ATP krotki fragment domeny
NTD, tzw. ,wieko”, ulega zamknieciu, umieszczajgc ATP w kieszeni wigzacej nukleotyd.
Nastepuje dimeryzacja domen NTD, umozliwiajgc w ten sposéb zwigzanie substratu do
domeny MD. Bliskie sgsiedztwo domen NTD i MD prowadzi do skrecenia ze sobg obu
monomerodw i przejscia w forme zamknietg biatka. Kolejnym etapem jest hydroliza ATP
do ADP za pomocg domeny MD, oddysocjowanie domen NTD i uwolnienie
sfatdowanego biatka, a nastepnie ADP. W efekcie Hsp90 wystepuje ponownie w formie
otwartej i moze zaopiekowad sie kolejnym substratem (Rysunek 9) (Balchin i wsp.,
2016; Johnston i wsp., 2018).

Zidentyfikowano ponad 20 wspédtdziatajacych biatek opiekunczych, ktore majg
wptyw na aktywnos¢ ATPazy oraz zmiany konformacyjne Hsp90 (Lackie i wsp., 2017;
Johnston i wsp., 2018), np. wspoétdziatajgce biatko opiekuricze HOP posredniczy
w przekazywaniu substratu z Hsp70 do Hsp90, a Cdc37 odpowiada za oddziatywanie
z substratami. Aktywator aktywnosci ATPazy Hsp90 1 (Ahal) wigze sie do domen MD
i NTD Hsp90, utatwiajac przejscie do formy zamkniete] i przyspieszajgc hydrolize ATP.
Biatko p23 natomiast hamuje hydrolize ATP, stabilizujgc forme zamknietg Hsp90,
utatwiajgc przy tym fatdowanie substratu (Balchin i wsp., 2016; Li i wsp., 2018).

Poprzez swojg aktywnos¢ foldazy Hsp90 uczestniczy w transdukcji sygnatu,
kontroli cyklu komdrkowego i wewnatrzkomdrkowym transporcie biatek (Wang i wsp.,
2004; Srisutthisamphan i wsp., 2018). Hsp90 sg absolutnie niezbedne w komdérkach
eukariotycznych, natomiast w bakteriach ich role mogg przejmowaé inne biatka
opiekuncze takie jak Hsp60, a u niektérych bakterii i archeondw Hsp90 w ogdle nie

wystepujg (Oh i wsp., 2014).
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forma otwarta: forma zamknieta:

Rysunek 8. Struktura biatka nalezacego do rodziny Hsp90. Rozktad domen
w strukturze pierwszorzedowej Hsp90 z drozdzy (A) oraz model wstegowy struktury
trzeciorzedowej formy otwartej bakteryjnego Hsp90 (PDB ID: 210Q) oraz formy
zamknietej Hsp90 drozdzy (PDB ID: 2CG9) (B). Na podstawie Balchin i wsp., 2016.
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Rysunek 9. Mechanizm dziatania biatek nalezgcych Hsp90. Na podstawie Balchin
i wsp., 2016.
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Aktywnoscig foldazowa dysponuja réwniez niektére biatka z nadrodziny AAA+, do
ktorych zaliczane sg proteazy AAA+ (Lon i FtsH) oraz niektérzy przedstawiciele
z rodziny Hsp100 (ClpA, ClpX czy ClpY). Rozfatdowywanie biatka jest integralng czescig
procesu degradacji biatek prowadzonym przez proteazy AAA+. Ze wzgledu na
niewielkie rozmiary wejscia do komory proteolitycznej proteazy AAA+ po zwigzaniu
substratu muszg go najpierw rozfatdowaé (Gur i wsp., 2012, Kirstein i wsp. 2009),
z tego powodu aktywnos¢ opiekunicza tej grupy biatek czesto okreslana jest jako
aktywnos¢ defoldazowa, a nie foldazowa.

Cecha charakterystyczng biatek nalezgcych do nadrodziny AAA+ jest obecnosc
domeny AAA+ z charakterystycznymi motywami takimi jak: Walker A i Walker B,
sensory 1 i 2 oraz palec argininowy (Saibil, 2013). Domena AAA+ jest istotna dla
wigzania i hydrolizy ATP, oligomeryzacji oraz jest opowiedzialna za aktywnos¢
defoldazowa (Leonhard i wsp., 1999; Doyle i wsp., 2013; Johnston i wsp., 2018). Ze
wzgledu na liczbe domen AAA+ biatka AAA+ dzieli sie dwie klasy: klase | z dwoma
tandemowymi domenami AAA+: NBD1 i NBD2 oraz klase Il z jedng domeng AAA+
(okresdlang po prostu jako NBD). W przypadku E. coli do klasy | nalezy CIpA, a do klasy Il
ClpX i ClpY oraz biatka Lon i FtsH (Saibil, 2013) (Rysunek 10A). Czgsteczka biatek FtsH
i Lon E. coli zawiera poza domeng AAA+ takze domene proteazows, te biatka sg zatem
defoldazami/proteazami, natomiast biatka ClpA, X i Y tworzg nadczgsteczkowe
struktury (nazywane kompleksami Clp) z proteazami ClpP lub ClpQ. FtsH i Lon E. coli
tworzg heksameryczne pierscienie, zas ClpAP, ClpXP i ClpYQ s3g oligomerami
sktadajgcymi sie z potgczonych ze sobg pierscieni w taki sposéb, ze dwa heksamery
petnigce role defoldazy flankujg tetradekamer, ktéry petni role proteazy (Rysunek 10B)
(Kirstein i wsp., 2009).

Ogédlny mechanizm dziatania foldaz z rodziny Hsp100 oraz proteaz/defoldaz Lon
i FtsH jest dos¢ podobny, mianowicie po rozpoznaniu substratu (najczesciej przez
okreslone motywy domeny NBD lub przez dodatkowe biatka adaptorowe) dochodzi —
z wykorzystaniem energii pochodzgacej z hydrolizy ATP — do rozfatdowania substratu do
formy nadajgcej sie do wprowadzenia do komory katalitycznej utworzonej przez szes¢
domen proteazowych (FtsH i Lon) lub czternascie kopii ClpP/ClpQ (kompleks Clp)

(Rysunek 11). W zaleznosci od rodzaju substratu i proteazy AAA+ catkowite
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rozfatdowanie i degradacja substratu moze wymagaé od kilku do nawet kilkluset cykli

wigzania i hydrolizy ATP (Gur i wsp., 2012; Doyle i wsp., 2013).
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Rysunek 10. Struktura biatek AAA+ — Clp, FtsH, Lon. Rozktad domen w strukturze
pierwszorzedowej biatek ClpA, ClpX, ClpY, Lon i FtsH (A) oraz struktura oligomeryczna
komplekséw Clp i biatek Lon i FtsH (B). Na podstawie Kirstein i wsp., 2009 oraz
Alexopoulos i wsp., 2012.
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Rysunek 11. Mechanizm dziatania proteaz AAA+ na przykfadzie kompleksu ClpXP.
Na podstawie Kirstein i wsp., 2009 oraz Alexopoulos i wsp., 2012.

Proteazy/defoldazy Lon u E. coli przede wszystkim odpowiedzialne sg za usuwanie
nieprawidtowo sfatdowanych biatek cytoplazmatycznych, ale s zaangazowane réwniez
w obrét metaboliczny biatek regulatorowych. Proteazy/defoldazy FtsH u E. coli, jako ze
sg biatkami btonowymi, odpowiadajg za obrét metaboliczny biatek btonowych, cho¢
katalizujg degradacje takze biatek cytoplazmatycznych. Poprzez degradacje biatek
wilasnych i wirusowych FtsH petni kluczowa role dla utrzymania homeostazy
komodrkowej (Kirstein i wsp., 2009; Baranek i wsp., 2011). Kompleksy proteolityczne
z rodziny Hspl100 poza degradacjg nieprawidtowo sfatdowanych biatek biorg udziat
w wielu procesach regulacyjnych. Dla ClpP wykazano, ze bierze udziat w regulowaniu
takich procesdw, jak podziat komdrek, tolerancja na stres, wirulencja, réznicowanie
morfologiczne i odpornos¢ na antybiotyki (Culp i Wright, 2017).

Aktywno$¢ opiekunicza o charakterze foldazy zostata zidentyfikowana réwniez
w przypadku proteaz funkcjonujgcych niezaleznie od ATP, np. u niektdrych proteaz
z grupy Deg. Proteazy Deg (poczgtkowo okreslane jako DegP) sg endopeptydazami
serynowymi wystepujgcymi we wszystkich domenach swiata ozywionego, wiaczajac
archeony, bakterie i eukarionty (Schuhmann i wsp., 2012). Zostaty po raz pierwszy
wykryte i zbadane u E. coli jako biatka, ktére poprzez hydrolize uszkodzonych wysoka
temperaturg biatek peryplazmatycznych umozliwiajg wzrost bakterii w temperaturze

powyzej 42°C (Lipinska i wsp., 1988; Strauch i Beckwith, 1988). Wedtug bazy MEROPS
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(wersja 12.0) proteazy Deg nalezg do klanu PA, rodziny chymotrypsyny (S1)
i podrodziny peptydazy DegP E. coli (S1C), ktérg cechuje obecnos¢ domeny
katalitycznej typu chymotrypsyny z triadg HDS (His-Asp-Ser) stanowigcg centrum
katalityczne biatka. Wiekszos¢ proteaz Deg zawiera w swojej strukturze od 1 do 4
domen PDZ [nazwa tych domen pochodzi od pierwszych liter nazw biatek, dla ktérych
zostaty po raz pierwszy opisane tj.: PSD-95 (ang. post synaptic density protein), Dlg
i ZO-1 (Ponting, 1997)], odpowiedzialnych za oddziatywanie typu biatko-biatko
i zawierajgcych motywy odpowiadajace za rozpoznawanie C-konca substratéow
biatkowych. Do najlepiej zbadanych proteaz Deg nalezg DegP, DegQ i DegS u E. coli
oraz HtrA1-4 i Tysnd1 u ssakéw (Schuhmann i wsp., 2012).

Zaréowno DegP, jak i DegQ wykazuje in vitro aktywno$¢ proteazy i biatka
opiekunczego, wykazano bowiem, ze DegP i DegQ dysponujg aktywnoscig typu holdazy
i foldazy (Spiess i wsp., 1999; Bai i wsp., 2011; Malet i wsp., 2012). Proteazy DegP
i DegQ oprdécz domeny proteazowej zawierajg po dwie domeny PDZ (Rysunek 12A i B).
Domeny PDZ u tych proteaz sg dos¢ elastyczne, domeny proteazowe za$ uczestniczg
w tworzeniu trimeru — podstawowe] jednostki strukturalnej charakterystycznej dla
wszystkich biatek z grupy Deg (Clausen i wsp., 2002). Dimeryzacja trimeréw prowadzi
do powstania struktury heksamerycznej, ktéra u DegP dzieki elastycznosci domen PDZ
wystepuje w formie otwartej oraz zamknietej (Rysunek 13A). W formie otwartej
domeny PDZ umozliwiajg dostep do wnetrza heksamerycznej ,klatki”, w formie
zamknietej dostep ten jest przez nie blokowany (Ortega i wsp., 2009). Struktura
heksameryczna jest prawdopodobnie formg nieaktywng biatka DegP, a struktury 12-,
15-, 18-, 24- i 30-meru stanowig aktywng forme biatka (zaréwno proteolitycznie, jak
i opiekunczo), ktorg DegP przyjmuje w obecnosci substratu (Rysunek 13B). Przejscie
z formy nieaktywnej w aktywng zachodzi drogg allosteryczng i jest mozliwe przez
oddziatywanie miedzy sgsiednimi trimerami poprzez domeny PDZ1 i PDZ2 (Jiang i wsp.,
2008; Krojer i wsp., 2008; Kim i wsp., 2011). Podobnie DegQ zmienia swodj stan
oligomeryczny z nieaktywnej formy heksamerycznej w zaleznosci od stezenia substratu

na aktywny 12- bgdz 24-mer (Sawa i wsp., 2011).
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Rysunek 12. Struktura proteazy DegP nalezgcej do grupy Deg. Rozktad domen
w strukturze pierwszorzedowej DegP (A) oraz struktura trzeciorzedowa monomeru

DegP (PDB ID: 1KY9) (B). Na podstawie Ortega i wsp., 2009.
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Rysunek 13. Struktury oligomeryczne proteazy DegP nalezgcej do grupy Deg.
Nieaktywna struktura heksameryczna otwarta i zamknieta DegP (PDB ID: 1KY9) (A)
oraz aktywne struktury 12- (PDB ID: 2ZLE) i 24-meru (PDB ID: 3CS0) DegP (B). W panelu
A rozrdzniono kolorystycznie poszczegdélne monomery, w panelu B za$ poszczegdlne
trimery. Prot/PDZ1/PDZ2 - domena proteazowa/PDZ1/PDZ2; LA - petla LA.

Na podstawie Ortega i wsp., 2009.
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U DegP do wyksztatcenia sie aktywnosci proteolitycznej wymagana jest obecnos¢
reszty seryny w miejscu katalitycznym biatka (5210) oraz domeny PDZ1, natomiast do
wyksztatcenia sie aktywnosci typu foldazy, ani S210 ani zadna z domen PDZ nie jest
wymagana (Spiess i wsp., 1999; Iwanczyk i wsp., 2007). Substytutcja S210A nie
pozbawia DegP takze jego aktywnosci holdazowej (Skérko-Glonek i wsp., 2007).
Mutacja punktowa w miejscu katalitycznym biatka nie miata réwniez wptywu na
aktywnos¢ holdazowsy i foldazowa DegQ, ale w przeciwienstwie do DegP delecja jednej
lub obu domen PDZ prowadzita do pozbawienia DegQ jego aktywnosci foldazowej
in vitro (Bai i wsp., 2011; Malet i wsp., 2012). Za aktywnos¢ opiekuricza u DegQ
odpowiedzialne sg zatem domeny PDZ, a u DegP domena proteazowa (ale nie miejsce
$210) (Jiang i wsp., 2008; Bai i wsp., 2011; Malet i wsp., 2012). W przypadku DegP
aktywnos¢ proteolityczna, jak i opiekuncza w duzym stopniu zalezy od temperatury
w taki sposéb, ze DegP w niskich temperaturach (<28 °C) dziata gtéwnie jako biatko
opiekuncze, natomiast w wysokich temperaturach (>28°C) gtéwnie jako proteaza
(Spiess i wsp., 1999; Ortega i wsp., 2009). Jednak nie jest to reguty, gdyz niektore Zle
sfatdowane biatka peryplazmatyczne mogg byé degradowane przez DegP takzie
w temperaturze 25°C (Skorko-Glonek i wsp., 2008; Subrini i Betton, 2009).

Fizjologicznego znaczenia aktywnosci opiekunczej DegP nadaje fakt, ze
nadekspresja nieaktywnego proteolitycznie DegP (z mutacjg S210A) u mutantow
insercyjnych degp jest wystarczajgca do przywrdcenia zdolnosci bakterii do wzrostu
w wysokich temperaturach (Spiess i wsp., 1999). Wzmozona ekspresja proteaz Deg
u E. coli zachodzi w réznych warunkach stresowych takich jak wysoka temperatura,
stres oksydacyjny czy obecnos¢ czynnikdw redukujgcych, a ich rola polega gtownie na
usuwaniu nieodwracalnie uszkodzonych biatek peryplazmy (Skérko-Glonek i wsp.,
1999).

Aktywnosc foldazy zidentyfikowano takze u biatek PDI oraz PPI, ktére odpowiadajg
za tworzenie i modyfikacje rozmieszczenia wigzan dwusiarczkowych w procesie
fatdowania biatek (tzw. oksydacyjne fatdowanie biatek).

Ilzomeraza dwusiarczkowa (PDI) jest multifunkcjonalnym biatkiem siateczki
Srodplazmatycznej u eukariontéw i peryplazmy u bakterii. Cai i wsp. w 1994 po raz
pierwszy wykazali, ze PDI dysponuje aktywnoscig polegajagca na renaturacji biatek

pozbawionych mostkow dwusiarczkowych, dziatajac jako foldaza niezalezna od ATP.
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Ujawniono takze, ze PDI wykazuje wyzsze powinowactwo do biatek niewfasciwie
sfatdowanych anizeli do biatek natywnych (Khan i wsp., 2016). Aktywnos$¢ foldazowa
jest zalezna zardwno od stanu redoks, jak i od stezenia PDI. W stanie utlenionym PDI
ma bardziej otwartg konformacje niz w stanie zredukowanym, ufatwiajgc dostep do
miejsca wigzania substratu (Ali Khan i Mutus, 2014). W wysokich stezeniach PDI
aktywnos¢ foldazowa tego biatka jest tak wydajna, ze praktycznie wszystkie czgsteczki
substratu wystepujg we witasciwej konformacji, w niskich stezeniach PDI za$ dziatanie
tego biatka jest odwrotne, gdyz wodwczas PDlI promuje tworzenie
miedzyczagsteczkowych mostkéw dwusiarczkowych, prowadzac do tworzenia duzych
amorficznych agregatéw (Khan i wsp., 2016). PDI odgrywa istotng role w fizjologii, jak
i w patofizjologii standéw chorobowych cztowieka, dlatego jest to biatko coraz czesciej
analizowane w celach diagnostycznych i terapeutycznych (Khan i wsp., 2016).

lzomerazy peptydylo-prolilowe cis-trans (rodzina PPI) odpowiedzialne s3 za
katalizowanie izomeracji cis-trans wigzan peptydowych X-Pro (gdzie X jest dowolnym
aminokwasem). lzomeryzacja cis-trans wigzania peptydowego X-Pro jest etapem
ograniczajagcym szybkos$é fatdowania. Zadaniem biatek PPI jest znaczne przyspieszenie
tego etapu (okoto 300-krotnie), co obserwowane jest zaréwno in vivo, jak i in vitro.
(Olejnik i Nuc, 2018). PPl dysponujg aktywnoscig foldazy, ktéra jest niezalezna od
aktywnosci izomerazy. Jednga z nich jest peryplazmatyczne biatko SurA, ktore wystepuje
u bakterii gram ujemnych takich jak E. coli. W strukturze pierwszorzedowej SurA
wyrdznia sie cztery domeny: domena N-koncowa, dwie domeny PPl (P1 i P2) oraz
domena C-koicowa. Wariant pozbawiny domen PPl wykazuje aktywnosé opiekunczg
in vitro, co wskazuje, ze za aktywnos¢ opiekuricza odpowiedzialne sg domeny
N i C-koncowa. Biatko SurA uczestniczy w fatdowaniu i oligomeryzacji biatek btony
zewnetrznej takich jak: LamB, OmpA, OmpC i OmpF, a mutanty insercyjne surA
wykazywaty obnizong przezywalnos¢ bakterii w fazie stacjonarnej. Dla biatka SurA
domeny PPl wydajg sie nie byé niezbedne dla petnienia przez to biatko swoich funkcji
in vivo, sugerujgc ze SurA funkcjonuje raczej jako foldaza anizeli biatko PPl (Bitto
i McKay, 2002).

Innym dobrze poznanym biatkiem nalezgcym do rodziny PPl posiadajgcym
aktywnos¢ foldazy (i holdazy) jest prokariotyczny czynnik inicjujacy (TF), jedno

z najobficiej reprezentowanych biatek bakteryjnych. TF moze wystepowaé w formie
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monomerycznej i dimerycznej, a zwigzanie substratu zwykle prowadzi do
monomeryzacji. TF jest zlokalizowany w poblizu tzw. tunelu wyjsciowego rybosomu
(w obrebie wiekszej podjednostki), co daje mu mozliwos¢ oddziatywania z nowo
powstajgcymi faricuchami polipeptydowymi i zapobiegania w ten sposéb ich agregacji
z juz gotowymi innymi biatkami (aktywnos$¢ holdazowa TF). Ponadto aktywnie
uczestniczy w fatdowaniu nowo powstajgcych biatek (aktywnos¢ foldazowa TF) (Haldar

i wsp., 2017).

3.2.3 DEZAGREGAZY

Agregaty biatkowe, ktdre sg efektem niefizjologicznych oddziatywan pomiedzy
niewtasciwie sfatdowanymi biatkami poprzez wyeksponowane hydrofobowe odcinki
tancucha polipeptydowego, mogg wystepowac zaréwno w stanie rozpuszczalnym, jak
i nierozpuszczalnym, a takze zardwno w zorganizowanej (np. amyloidy), jak
i w niezorganizowanej (amorficznej) formie (Mokry i wsp., 2015). Holdazy i foldazy nie
potrafig tak wigzaé¢ zdenaturowanych biatek wewnatrz agregatow biatkowych, aby
oddzieli¢ je od pozostatych sktadnikéw agregatu, dlatego muszg polegac¢ na biatkach
o aktywnosci dezagregazy, ktére majg zdolnos¢ do dezagregacji, czyli uwalniania
z agregatéw biatkowych pojedynczych polipeptydow (Diaz-Villanueva i wsp., 2015;
Mokry i wsp., 2015; Suss i Reichmann, 2015). Klasycznym przyktadem biatek o takiej
aktywnosci sg bakteryjne ClpB oraz drozdzowe Hsp104 z rodziny Hsp100. Homologami
tych biatek s3 Hsp101 (ClpB1) wystepujgce w cytozolu roslin oraz Hsp78 wystepujgce
w mitochondriach drozdzy. Niemniej jednak najlepiej zbadane sg jak dotad ClpB
u bakterii oraz Hsp104 u drozdzy (Doyle, 2013).

Jak juz wspomniano biatka z rodziny Hsp100 nalezg do nadrodziny AAA+, ktorej
cechg charakterystyczng jest obecnos¢ domeny AAA+ (NBD) (Johnston i wsp., 2018,
Doyle i wsp., 2013). W przypadku bakteryjnego ClpB domeny NBD1 i NBD2 zawierajg
motywy Walker A i Walker B odpowiedzialne za wigzanie i hydrolize ATP. W strukturze
pierwszorzedowej ClpB i Hsp104 obecna jest réwniez domena N, ktéra odpowiada za
wigzanie i destabilizacje agregatéw biatkowych, co stanowi etap poprzedzajgcy
rozfatdowanie zagregowanych biatek i wiasciwg dezagregacje (Rosenzweig i wsp.,

2015), a pomiedzy domenami NBD1 i NBD2 znajduje sie domena M, ktéra jest

33



WSTEP

zbudowana z czterech a-helis uczestniczagcych w oddziatywaniu z substratem (Rysunek
14A i B). Kluczowg role w samym procesie dezagregacji odgrywa reszta tyrozyny

w domenie NBD1 (Rysunek 14C).

A

domena domena domena domena
N NBD1 M NBD2
HN- N |-COOH

B

P domena

reszta
tyrozyny

Rysunek 14. Struktura biatka ClpB nalezacego do rodziny Hsp100. Rozktad domen
w strukturze pierwszorzedowej ClpB (A), struktura trzeciorzedowa monomeru ClpB (B)
oraz struktura krystaliczna heksameru ClpB (PDB ID: 1QVR) (C). Strukture
trzeciorzedowgq przedstawiono jako model wstegowy. W panelach A, B i C obowigzuje
ujednolicona kolorystyka domen struktury pierwszorzedowej ClpB. Na postawie
Rosenzweig i wsp., 2015.

Proces uwalniania pojedynczych polipeptyddéw z agregatéow biatkowych zachodzi
kilkuetapowo. W pierwszej kolejnosci agregaty biatkowe sg wigzane i dostarczane do
Hsp100 za posrednictwem systemu Hsp70/Hsp40 (Rysunek 15A). W obecnosci ATP
Hspl00 tworzg heksameryczne struktury pierécieniowe otaczajgce centralny kanat,
wewnatrz ktérego znajduja sie petle zawierajace hydrofobowe i aromatyczne reszty

aminokwasowe odpowiedzialne za oddziatywanie z substratem. Zwigzanie i hydroliza
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ATP powoduje konformacyjne zmiany, ktére prowadza do przeciggania zwigzanych
substratéw przez centralny kanat heksameru, uwalniajgc stopniowo pojedyncze
polipeptydy z agregatu biatkowego (Rysunek 15B-D). Uwolnione polipeptydy mogga by¢
nastepnie renaturowane spontanicznie badz z udziatem innych biatek opiekurnczych

(Saibil, 2013; Mokry i wsp., 2015; Johnston i wsp., 2018).

agregat
biatkowy

uwolniony
polipeptyd

Hsp100 Hsp70/Hsp40

12x()

Rysunek 15. Mechanizm dziatania biatka nalezgcego do rodziny Hsp100. W pierwszej
kolejnosci nastepuje zwigzanie ATP oraz agregatu biatkowego z Hsp100 dostarczonego
za posrednictwem systemu Hsp70/Hsp40 (A). Kolejne cykle hydrolizy ATP prowadzg do
przeciggania zwigzanego substratu przez centralny kanat Hsp100 (B i C), czego efektem
jest uwolnienie indywidualnych biatek z agregatu (D). Na podstawie Johnston i wsp.,
2018.

Gtéwng funkcja HsplO04 jest dezagregacja agregatéw powstatych na skutek
denaturacji termicznej biatek. Biatko to zostato zidentyfikowane ponad 20 lat temu
jako biatko opiekuncze odpowiedzialne za tolerancje na wysokg temperature,

traktowanie etanolem oraz niektorymi metalami ciezkimi (Glover i Lindquist, 1998)
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Drozdzowe mutanty insercyjne hsp104 majg 10-1000-krotnie wyzszg $Smiertelnos$é
w temperaturze 50°C niz szczepy dzikie. Zdolnos¢ do dezagregacji biatek Hsp104
wydaje sie by¢ niezbedna dla komdérek nie tylko w warunkach niekorzystnych, ale takze
w catym okresie zycia komorki. Zmniejszona aktywnos$é biatek Hspl04 prowadzi
bowiem do przyspieszonego starzenia sie komérek drozdzy (Erjavec i wsp. 2007; Mokry

i wsp., 2015).

3.3 CHLOROPLASTOWE BIALKA OPIEKUNCZE A. THALIANA

Chloroplastowe biatka opiekunicze obejmujg wszystkie rodziny biatek Hsp tj. sHsp,
Hsp40, Hsp60, Hsp70, Hsp90 i Hsp100, a takze biatka z rodzin FtsH, Lon i grupy Deg.
W pordwnaniu z bakteryjnymi i eukariotycznymi biatkami opiekuiczymi obecnymi
w cytozolu i w ER funkcje chloroplastowych biatek opiekunczych sg bardzo stabo

poznane (Trésch i wsp., 2015).

3.3.1 SsHsp

Rosliny dysponujg wieloma biatkami sHsp, ale w przypadku A. thaliana tylko jedno
z nich, Hsp21, zlokalizowane jest w chloroplastach (Waters, 2013). W strukturze
pierwszorzedowej mozna wyrdzni¢ unikatowy region od strony N-konca z kilkoma
zakonserwowanymi resztami metioniny odpowiedzialnymi prawdopodobnie za
rozpoznawanie hydrofobowych odcinkéw czesciowo niesfatdowanych biatek.
W warunkach stresu oksydacyjnego reszty metioniny ulegajg utlenieniu. Proces ten
jest odwracalny dzieki zlokalizowanej w chloroplastach reduktazie sulfotlenku
metioniny, ktéra przywraca w ten sposdb aktywnos¢ opiekunczg Hsp21 (Gustavsson
i wsp., 2002). Do zwiekszonej ekspresji biatka Hsp21 w wiekszosci organdw roslinnych
dochodzi w warunkach stresu wysokiej temperatury, natomiast w warunkach
optymalnych ekspresja Hsp21 ogranicza sie do ziarnen pytku (Chen i wsp., 1990; Zhong
i wsp., 2013). Hsp21 jest niezbedny do prawidtowego rozwoju chloroplastéw oraz
wczesnych etapow kietkowania w warunkach ekspozycji na wysokg temperature
(Zhong i wsp., 2013). Nadekspresja Hsp21 prowadzi do zwiekszonej tolerancji na
wysokg temperature, ale tylko w warunkach ekspozycji na swiatlo o wysokim

natezeniu (Harndahl i wsp., 1999).
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3.3.2 Hspr40

Conajmniej 19 biatek chloroplastowych zawiera w swojej strukturze
charakterystyczng dla rodziny Hsp40 domene Dnal. Zadne z tych biatek nie ma
w swojej strukturze peptydu eksportowego charakterystycznego dla biatek $wiatta
tylakoidu, co wskazuje na lokalizacje stromowg tych biatek (Chiu i wsp. 2013).
Chloroplastowe biatka Hsp40 (Dnal) uczestniczg samodzielnie badz we wspdtpracy
z Hsp70 w takich procesach, jak rozwdj chloroplastéw (Vitha i wsp., 2003; Liu i wsp.,
2005, 2007; Albrecht i wsp., 2008), ruchy chloroplastéw wywotywane swiattem
(Suetsugu i wsp., 2005), translokacja biatek przez btony chloroplastowe czy
utrzymywanie homeostazy biatek chloroplastowych (Chiu i wsp., 2010). Dla biatek AtJS,
AtJ11 i AtJ20 u Arabidopsis wykazano, ze s3 zaangazowane w optymalizacji reakcji
fotosyntetycznych i stabilizacji komplekséw PSIl w warunkach ekspozycji na swiatto
o wysokim natezeniu (Chen i wsp., 2010), a BSD2 uczestniczy w montazu
karboksylazy/oksygenazy rybulozo-1,5-bisfosforanu (ang. ribulose-1,5-bisphosphate
carboxylase-oxygenase, Rubisco) poprzez stabilizacje standéw posrednich w fatdowaniu

duzej podjednostki Rubisco (Vitlin Gruber i Feiz, 2018).

3.3.3 Hspr60

Zlokalizowane w stromie chloroplastowej biatka Hsp60 sg powszechnie znane pod
nazwg chaperonin (Cpn60). W odrdznieniu od bakteryjnych i mitochondrialnych Hsp60
funkcjonujgcych w formie homooligomeréw Cpn60 sg bardziej ztozone i wystepuja
w formie skomplikowanych heterooligomeréw zbudowanych z dwdch typéw
podjednostek: Cpn60a i Cpn60B, ktdre w swojej sekwencji aminokwasowe] wykazujg
miedzy sobg tylko 50% podobienstwa. W genomie Arabidopsis zidentyfikowano dwa
geny kodujgce Cpn60a (Cpn60al-2) oraz cztery kodujgce Cpn60B (Cpn6081-4).
Najwczes$niej poznang funkcjg Cpn60 jest udziat w fatdowaniu Rubisco (poprzez
zapobieganie agregacji podjednostki a bezposrednio po zakorniczeniu translokacji —
Barraclough i Ellis, 1980); dzi$ wiemy, ze Cpn60 ma wiecej funkcji do spetnienia, w tym
udziat w podziatach chloroplastéw (Suzuki i wsp., 2009) oraz udziat w przebiegu

embriogenezy (Ke i wsp., 2017).
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W przeciwienstwie do bakteryjnych i mitochondrialnych Hsp60 wspdtpracujacych
z jednym typem wspodtdziatajgcego biatka opiekunczego (GroES w bakteriach, Hsp10
w mitochondriach) Cpn60 wspdtpracuje z dwoma typami wspodtdziatajgcego biatka
opiekunczego: Cpn10 i Cpn20 (pierwszy zbudowany z jednej, a drugi z dwdéch domen

typu GrokES) (Zhao i Liu, 2018).

3.3.4 Hsr70

Chloroplastowe Hsp70 zostaty zidentyfikowane zaréwno w stromie, jak
i w zewnetrznej btonie chloroplastowej. Stromowe Hsp70 (cpHsc70) sg bardziej
zblizone do ich odpowiednikéw bakteryjnych i mitochondrialnych, natomiast Hsp70
zwigzane z zewnetrzng btong chloroplastowa wykazujg wyzsze podobienstwo do
Hsp70 wystepujgcych w cytozolu eukariontéw (Schroda i wsp., 1999). W genomie
Arabidopsis zidentyfikowano dwa geny kodujgce stromowe Hsp70 (cpHsc70-1
i cpHsc70-2). Mutanty insercyjne genu cpHsc70-1 w warunkach optymalnych
charakteryzowaty sie pstrolistnoscig liscieni (obecno$é na blaszce lisciowej zielonych
i biato-z6ttych sektoréw), nieregularnymi brzegami lisci, opdznionym wzrostem catej
rosliny oraz zaburzonym wzrostem korzenia. W warunkach ekspozycji kietkujgcych
nasion na wysokg temperature wzrost korzeni cphsc70-1 byt dodatkowo zaburzony.
Mutant ten w warunkach stresowych charakteryzuje sie takze nietypowymi dziatkami
kielicha i zdeformowanymi kwiatami. Wszystko to oznacza, ze stromowe Hsp70 s3
zatem niezbedne dla prawidtowego rozwoju roslin oraz petnig istotng role w tolerancji

na wysoka temperature (Su i Li, 2008).

3.3.5 Hsp90

Hsp90.5 A. thaliana (Hsp90C) jest jedynym biatkiem z rodziny Hsp90 obecnym
w chloroplastach, gdzie petni swoje funkcje w stromie chloroplastowej. Hsp90.5
okazuje sie by¢ niezbedny dla funkcjonowania komarki, gdyz homozygotyczne mutanty
insercyjne sg letalne (lnoue i wsp., 2013). Hsp90.5 poprzez oddziatywanie
z kompleksami translokonu wewnetrznej (TIC) i zewnetrznej btony chloroplastowe;j
(TOC) uczestniczy w imporcie biatek do chloroplastu (Inoue i wsp., 2013). Nadekspresja

Hsp90.5 u A. thaliana obniza tolerancje rosliny na stres suszy, stres solny i oksydacyjny
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(Song i wsp., 2009). Ostatnie badania pokazaty, ze Hsp90.5 oddziatuje z jednym ze
sktadnikéw PSII, PsbO1 oraz petni role w jego transporcie do swiatta tylakoidu (Jiang

i wsp., 2017).

3.3.6 Hsr100

U Arabidopsis zidentyfikowano 10 biatek opiekuriczych nalezgcych do rodziny
Hsp100: cztery ClpB, dwa ClpC, jedno ClpD oraz trzy ClpX. W chloroplastach wystepujg
ClpB3, CIpC1, ClpC2 oraz ClpD (Sjogren i wsp., 2004). Wszystkie chloroplastowe Hsp100
nalezg do klasy | biatek Hsp100 i zlokalizowane sg w stromie, a ClpC oddziatujg takze
z wewnetrzng btong chloroplastowg (Sjogren i wsp., 2004; Sjogren i wsp., 2014).
Wszystkie chloroplastowe Hspl00 z wyjgtkiem ClpB3 posiadajg zakonserwowane
motywy odpowiedzialne za tworzenie komplekséw z rdzeniem proteolitycznym ClpP.
Biatka te petnig role foldaz (defoldaz), rozfatdowujgc substrat przeznaczony do
hydrolizy w rdzeniu proteolitycznym (Trésch i wsp., 2015).

ClpB3 wyrdznia sie wsrod pozostatych chloroplastowych biatek Hspl00 takze
dtuzszg domeng M. Wysoki poziom homologii ClpB3 do drozdzowych Hsp104 moze
wskazywac¢ na petnienie podobnych funkcji, tj. funkcji dezagregazy. Wykazano, ze
ClpB3 odgrywa istotng role w kluczowych procesach zwigzanych z rozwojem
chloroplastéw — prawodpodobnie uczestniczy w tworzeniu bton tylakoidowych oraz
w translacji biatek chloroplastowych podczas przeksztatcania sie proplastydéw
w chloroplasty (Myouga i wsp., 2006). U Arabidopsis w warunkach wysokiej
temperatury obserwuje sie zwiekszony poziom ekspresji chloroplastowego ClpB3,
wskazujgc na jego udziat w tolerancji na wysokg temperature (Trosch i wsp., 2015).
Zaobserwowano takze wzrost poziomu transkryptu ClpB3 w warunkach ekspozycji
rodlin na wysokie natezenie $wiatta (Adamiec i wsp., 2011). Udziat ClpB3 w tolerancji
na wysokg temperature prawdopodobnie polega na dezagregacji przez ClpB3
agregatéw powstatych w wyniku oddziatywania zdenaturowanych biatek z biatkami
sHsp. Ten sam mechanizm dziatania ClpB3 moze dotyczy¢ takze biatek
zdenaturowanych w wyniku ekspozycji roslin na Swiatto o wysokim natezeniu (Adamiec
i wsp., 2011). Inne badania pokazaty, ze ClpB3 we wspodipracy z systemem

Hsp70/Hsp40 uczestniczy w reaktywacji uszkodzonej syntazy 5-fosforanu
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1-deoksyksylulozy (Llamas i wsp., 2017). Mutanty insercyjne chloroplastowego ClpB3
A. thaliana s3 letalne, co wskazuje na istotng role ClpB3 w rozwoju rosliny (Trosch
i wsp., 2015).

ClpC s3 homologiczne do bakteryjnych ClpA. ClpC1 jest gtéwng izoforma ClpC,
ktéra wykazuje wyzszg ekspresje podczas catego rozwoju, a mutanty insercyjne clpC1
sq chlorotyczne, mate i majg zmniejszong wydajnos¢ fotosyntetyczng. ClpC2 jest
izoformg o znaczeniu drugorzednym, a mutany insercyjne clpC2 wykazujg fenotyp
rosliny dzikiej (Sjogren i wsp., 2014; Trosch i wsp., 2015). ClpC czesto oczyszczajg sie
wraz z biatkami wewnetrznej btony otoczki chloroplastowej (np. Moore i Keegstra,
1993), co stanowi podstawe do sugestii, ze biatka te sg sktadnikami kompleksu TIC
i funkcjonujg w jego ramach jako translokaza wzglednie jako element systemu kontroli
jakosci importowanych biatek (Jarvis i Lopez-Juez, 2013; Paila i wsp., 2014).

ClpD wykazuje wysoka homologie do ClpC, cho¢ wystepuje tylko w stromie,
dlatego jest mato prawdopodobne, by petnito funkcje zwigzane z btong, jak ClpC.
Obecnos¢ motywu w sekwencji ClpD odpowiedzialnego za oddziatywanie z proteaza
ClpP moze wskazywaé na petnienie funkcji proteolitycznych w stromie.
Zaobserwowano wzrost ekspresji ClpD w warunkach dehydratacji (stgd pierwotnie
ClpD okreslane byto jako ERD1), a takze w warunkach indukowanej ciemnoscig etiolacji
oraz naturalnego starzenia. Ostatnio przypuszcza sie, ze ClpD moze oddziatywac z ClpC,
poniewaz poziom biatka ClpD jest obnizony u mutantéw clpC1. Jako ze oba biatka
opiekuncze rézinig sie sekwencjg na N-koncu, mogg razem wspotdziata¢ z proteaza

ClpP, ale dziatajgc na inne substraty (Trésch i wsp., 2015).

3.3.7 INNE
3.3.7.1 Ft1sH

W genomie A. thaliana znajduje sie 12 genéw kodujgcych defoldazy/proteazy
FtsH. Produkty o$miu gendéw A. thaliana kodujacych izoformy defoldaz/proteaz FtsH
kierowane sg do chloroplastéw (FtsH 1, 2, 5,6, 7, 8,91 12), a FtsH11 zostato znalezione
zaréwno w chloroplastach, jak i mitochondriach (Sakomoto i wsp., 2003; Urantowka
i wsp., 2005). Sposrdd chloroplastowych defoldaz/proteaz FtsH A. thaliana szczegdlnie

wiele uwagi poswiecono FtsH1, 2, 5 i 8, ktore wspottworzg heteroheksameryczny
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kompleks (okre$lany jako heterokompleks AtFtsH), w sktadzie ktérego
prawdopodobnie przewazajg kopie biatek FtsH2 i FtsH5 (FtsH2 + FtsH5 / FtsH1 + FtsH8
= 2:1, Moldavski i wsp., 2012). Wyniki prac licznych zespotéw badawczych pozwalajg
sqadzié¢, ze heterokompleks AtFtsH petni bardzo réznorodne i wazne funkcje, wsréd
ktdrych nalezy wymienié regulacje biogenezy btony tylakoidowej, biosynteze PSI, udziat
w degradacji biatka PsbA w ramach tzw. cyklu naprawczego PSIl (za posrednictwem
szklaku retrogradowego zaleznego od biatka EX-1) (Kato i Sakomoto, 2018), a takze

stresozaleznej degradacji biatek Lhcb1-3 (Lucinski i Jackowski, 2013).

3.3.7.2 LON

W genomie A. thaliana zidentyfikowano cztery geny kodujace defoldazy/proteazy
Lon (Lon1-4), sposréd ktérych dwie charakteryzujg sie podwdjng, chloroplastowo-
mitochondrialng lokalizacjg (Lon4 — Ostersetzer i wsp., 2007; Lon1 — Daras i wp., 2014).

Funkcja tych biatek pozostaje niewyjasniona.

3.3.7.3 AT1DeG1

W genomie A. thaliana zidentyfikowano 16 gendéw kodujgcych proteazy z grupy
Deg (AtDEG1-16). Produkty siedmiu gendéw (AtDEGI, 2, 3, 5, 8, 10 i 13) kierowane sg do
chloroplastéw (Schubert i wsp., 2002; Tanz i wsp., 2014). Najwczesniej
zidentyfikowanym u Arabidpsis chloroplastowym homologiem proteazy DegP byta
proteaza AtDegl (stad pierwotnie okreslana jako AtDegP1; At3g27925) (Adam i wsp.,
2001), ktéra okazata sie byé zarazem biatkiem opiekuiiczym o aktywnosci foldazy
(Sun i wsp., 2010). Proteaza AtDegl wedtug bazy danych NCBI w genomie A. thaliana
kodowana jest przez jedng kopie genu AtDEGI1 zlokalizowang na chromosomie 3
w pozycji pomiedzy 10365652 a 10369013 pz i ,odczytywang” w przeciwnym kierunku
(10369013->10365652). Gen AtDEG1 obejmuje 3362 pz, sktada sie z osSmiu egzondéw
i jest przepisywany na trankrypt (NM_113709.5) o dtugosci 1779 pz. Wystepuje
rowniez wariant splicingowy (NM_001338921.1) o dtugosci 1467 pz. Oba traksrypty
kodujg  biatka o identycznej sekwencji aminokwasowej (NP_189431.2
i NP_001325789.1) — wersje prekursorowg AtDegl (pre-AtDegl) sktadajaca sie z 439
aminokwasow. Pierwsze 44 aminokwasy stanowi chloroplastowy peptyd tranzytowy

kierujgcy AtDegl do stromy chloroplastow. Kolejne 60 aminokwasoéw to peptyd
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eksportowy kierujgcy AtDegl ze stromy do Swiatta tylakoidu. Dojrzata forma AtDegl
(po odcieciu peptydu tranzytowego i peptydu eksportowego) stanowi 335
aminokwasow, ma mase ok. 35 kDa i zlokalizowana jest na powierzchni bfony
tylakoidowej od strony swiatta tylakoidu (Chassin i wsp., 2002).

W strukturze pierwszorzedowej AtDegl w pozycji 111-333 jest zlokalizowana
odpowiedzialna za hydrolize substratu domena proteazowa wraz z trzema silnie
zakonserwowanymi resztami aminokwasowymi stanowigcymi centrum katalityczne
biatka. S3 to: reszta histydyny w pozycji 172 (H172), reszta asparaginy w pozycji 199
(D199) i reszta seryny w pozycji 282 (S282). AtDegl w przeciwienstwie do DegP i DegQ
posiada tylko jedng domene PDZ (pozycja 334-436) (Rysunek 16). Strukture
trzeciorzedowg AtDegl poznano dzieki analizom rentgenostrukturalnym krysztatéw
rekombinowanego biatka (Kley i wsp., 2011). Ustalono, ze domena proteazowa sktada
sie z dwdch B-beczek z N- i C-terminalnymi a-helisami (okreslanymi jako H1 i H2).
Indywidualne B-nici B-beczek sg rozdzielone petlami Q, pie¢ sposréd ktérych (LD, L1,
L2, L3, LA) odgrywa istotng role w nadawaniu biatku aktywnosci proteolitycznej. Triada
katalityczna HDS jest zlokalizowana w szczelinie pomiedzy B-beczkami. Z kolei na
domene PDZ sktadajg sie: B-kanapka obejmujgca siedem B-nici oflankowanych przez
a-helisy H3 i H4 oraz dwa motywy (IC1 i IC2) odgrywajgce istotng role
w heksameryzacji monomerow AtDegl (Rysunek 17). Domena PDZ zawiera miejsce
wigzgce substrat. Struktura heksameryczna AtDegl jest aktywng proteolitycznie forma
AtDegl i powstaje przez dimeryzacje dwoch trimerdw, ktore zamykajg miejsca
aktywne katalitycznie wewnatrz struktury heksamerycznej ,klatki”. Struktura ta jest
stabilizowana przez liczne oddziatywania pomiedzy domenami proteazowymi (petla
LA) oraz domenami PDZ (motywy IC1 i IC2) pochodzgce od kazdego z trimerdw i jest
znacznie bardziej zwarta niz heksamer bakteryjnego DegP.

Do przejscia z nieaktywnej formy monomerycznej do trimerycznej, a nastepnie do
aktywnej proteolitycznie formy heksamerycznej dochodzi in vitro w sytuacji, gdy pH
Srodowiska osigga wartos¢ 6,0. Takie warunki mogg pojawiac sie w ciggu dnia in vivo,
gdy dochodzi do zakwaszenia $wiatta tylakoidu i uszkodzenia biatek fotosyntetycznych
(Kley i wsp., 2011). Sugeruje sie, ze w warunkach ekspozycji roslin na Swiatfo

o wysokim natezeniu heksamer AtDegl i heterokompleks FtsH wspdlnie katalizujg
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AtDegl 111-333 (223 aa) 334-436 (103 aa)
1-44 (44 aa) 45-105 (60 aa) DOMENA PROTEAZOWA DOMENA PDZ  437-439 (3 aa)
e e oo
N i
—
TRANZ EKSP DOJRZALE BIALKO

TRANZ - chloroplastowy peptyd tranzytowy
EKSP - tylakoidowy peptyd eksportowy

Rysunek 16. Rozktad domen w strukturze pierwszorzedowej prekursora biatka
AtDegl. Na podstawie Kley i wsp., 2011 oraz Grabsztunowicz i wsp. 2011.

7 LD (237-245)
L1 (278-281)
‘ L2 (298-312)

L3 (256-270) IC1 (343-350)

LA (142-149) IC2 (375-384)

domena domena
proteazowa PDZ

Rysunek 17. Struktura monomeru biatka AtDegl. Strukture trzeciorzedowg AtDegl
przedstawiono w formie modelu wstegowego, a triade katalityczng w formie modelu
pretowego. Na podstawie Kley i wsp., 2011.
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hydrolize biatka PsbA (D1), ktére ulegto fotouszkodzeniu, a degradacja uszkodzonego
PsbA stanowi element cyklu naprawczego PSIlI (Kato i Sakomoto, 2018; Knopf i Adam,
2018). AtDegl uczestniczy takze w degradacji innych biatek btony tylakoidowej
uszkodzonych dziataniem swiatta o wysokim natezeniu, a mianowicie PsbD (D2), PsbS,
Lhcb4-6, Ptacl6 i cytochrom b6 (Zienkiewicz i wsp., 2012). Rekombinowana wersja
AtDegl posiada poza aktywnosciag proteolityczng takze aktywnosc¢ foldazy; sadzi sie, ze
in vitro AtDegl uczestniczy poprzez swojg aktywnos¢ foldazy w biogenezie PSII
(Sun i wsp., 2010). Proteaza/foldaza AtDegl odgrywa bardzo istotng role w zyciu
ro$liny zaréwno w warunkach komfortowych, jak i w warunkach ekspozycji roslin na

Swiatto o wysokim natezeniu (Kapri-Pardes i wsp., 2007; Butenko i wsp., 2018).

3.3.7.4 ATDEG2

Proteaza AtDeg2 w genomie Arabidopsis kodowana jest przez jedng kopie genu.
Zgodnie z bazg danych NCBI gen AtDEG2 zlokalizowany jest na koricu chromosomu 2
w pozycji pomiedzy 19617986 a 19622301 pz i tak jak w przypadku AtDEGI1 jego
ekspresja zachodzi w przeciwnym kierunku (19622301->19617986). Gen AtDEG2
obejmuje 4316 pz, sktada sie z 19 egzondéw rozdzielonych 18 intronami i jest
przepisywany na transkrypt (NM_130361.5) o dtugosci 2347 pz, ktéry koduje
pre-AtDeg2 sktadajacy sie z 607 aminokwaséw (NP_566115.1). Wystepuje takze
wariant splicingowy mRNA (NM_001125072.1) genu AtDEG2 o dtugosci 2294 pz
kodujacy pre- AtDeg2 skfadajgcy sie z 606 aminokwaséw. Wariant ten pozbawiony jest
reszty lizyny w pozycji 62 w obrebie chloroplastowego peptydu tranzytowego (pozycje
1-69), ktéry jest odcinany po wprowadzeniu pre-AtDeg2 do chloroplastu. Dojrzata
forma proteazy AtDeg2 stanowi 538 aminokwaséw (pozycje 70-607), ma mase 60 kDa
i zlokalizowana jest od strony stromy na powierzchni niezespolonych obszaréw btony
tylakoidu tj. w 80-90% na powierzchni btony tylakoidéw stromy i w 10-20% na btonach
brzegowych i koricowych tylakoidéw zespolonych w grana (Haussuhl i wsp., 2001).

W strukturze pierwszorzedowej AtDeg2 w pozycji 110-313 jest zlokalizowana
domena proteazowa wraz z triadg katalityczng HDS (H159, D190, S268) w pozycji
314-422 domena PDZ1, a w pozycji 423-577 domena PDZ2 (Rysunek 18). Strukture
trzeciorzedowg AtDeg2 poznano dzieki analizom rentgenostrukturalnym krysztatéw

rekombinowanego biatka (Sun i wsp., 2012). Ustalono, ze domena proteazowa,
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podobnie jak w przypadku AtDegl, sktada sie z dwéch B-beczek z N- i C-terminalnymi
a-helisami oA i aD. Indywidualne B-nici B-beczek sg rozdzielone petlami Q, piec
sposréd ktérych (LD, L1, L2, L3, LA) odgrywa istotng role w nadawaniu biatku
aktywnosci proteolitycznej. Triada katalityczna HDS jest zlokalizowana w szczelinie

pomiedzy dwoma [-beczkami (Rysunek 19A i B). Domena PDZ1 jest zbudowana

AtDeg2
110-313 (204 aa) 314-422 (109 aa) 423-577 (155 aa)
1-69 (69 aa) 70109 (402a) _ DOMENA PROTEAZOWA DOMENA PDZ1 DOMENA PDZ2  578-607 (30 aa)
mN e [ T ]-cooH
TRANZ DOJRZALE BIALKO

TRANZ - chloroplastowy peptyd tranzytowy

Rysunek 18. Rozktad domen w strukturze pierwszorzedowej prekursora biatka
AtDeg2. Na podstawie Sun i wsp., 2012 oraz Grabsztunowicz i wsp. 2011.

DOMENA
PROTEAZOWA

Rysunek 19. Struktura monomeru biatka AtDeg2 (PDB ID: 4FLN). Struktura
trzeciorzedowa AtDeg2 (A), jego triady katalitycznej (B) oraz wewnetrznego ligandu
domeny PDZ2 - B-nici 21 (C). Strukture trzeciorzedowg AtDeg2 przedstawiono
w formie modelu wstegowego, a triade katalityczng i reszty aminokwasowe
uczestniczagce w wigzaniu B21 w formie modelu pretowego. Domene proteazowg,
PDZ1 i PDZ2 zaznaczono, odpowiednio, kolorem zielonym, niebieskim i fioletowym.
Na podstawie Jagodzik i wsp., 2014.
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podobnie jak domena PDZ AtDegl i zawiera miejsce wigzania substratu. Domena PDZ2
u AtDeg2 ma dos¢ nietypowq strukture trzeciorzedowg w poréwnaniu z domenami
PDZ wystepujacymi u innych proteaz Deg. Najbardziej interesujgcg sposréd trzech
nietypowych cech domeny PDZ2 jest obecnos¢ B-nici P21 (w pozycji 441-443)
funkcjonujgcej jako wewnetrzny ligand okupujacy drugie (pierwsze jest zlokalizowane
w obrebie domeny PDZ1) miejsce wigzania substratu (B-ni¢ f22). Domena PDZ2 jest
potagczona z domenag proteazowg poprzez petle LA tego samego monomeru
(Rysunek 19C), czynigc w ten sposéb monomer sztywnym modutem. B-ni¢ f21 PDZ2
odpowiedzialna jest za oddziatywanie z petla LA domeny proteazowej. W procesie
heksameryzacji pojedynczy monomer fgczy sie z dwoma innymi poprzez oddziatywanie
pomiedzy domenami proteazowymi, tworzac trimer, ktory przez dimeryzacje z drugim
trimerem tworzy zwartg strukture heksamerycznej ,klatki”, w ktérej dostep do miejsca
katalitycznego umozliwia szes¢ niewielkich otworéw zlokalizowanych pomiedzy
domenami PDZ. Dimeryzacja pomiedzy trimerami zachodzi poprzez dwa interfejsy
oddziatywan formowanych przez kazdy monomer. Interfejs | tworzy domena
proteazowa wraz z domeng PDZ2, natomiast interfejs Il jest tworzony przez domene
PDZ1 i PDZ2. Poprzez interfejs | monomer oddziatuje z sgsiednim monomerem
drugiego trimeru, a poprzez interfejs Il oddziatuje z kolejnym monomerem drugiego
trimeru. Interakcje w interfejsie | wystepujg tylko pomiedzy domenami proteazowa
a PDZ2* (gwiazdka wskazuje na udziat domeny z sgsiedniego monomeru), natomiast
w interfejsie Il zZrédta oddziatywan sg pomiedzy domenami PDZ2-PDZ1* i PDZ2-PDZ2*
(Rysunek 20) (Suni wsp., 2012).

W trakcie inkubacji AtDeg2 z B-kazeing in vitro obserwowano stopniowy wzrost
poziomu wyzszych niz heksamer form oligomerycznych AtDeg2 (12-mer?, 24-mer?)
skorelowany z pojawianiem sie produktéw degradacji B-kazeiny, co moze sugerowac,
ze heksamer jest formg nieaktywng proteolitycznie, aktywne zas sg wyzszego rzedu
oligomery AtDeg2. Przypuszcza sie, ze B-ni¢ 21 moze petnié kluczowg role w przejsciu
z nieaktywnej formy heksamerycznej do aktywnej wyzszej formy oligomerycznej
AtDeg2. Obecnosc¢ substratu, ktdry bedzie konkurowac z B-nicig 21 o miejsce wigzania
substratu, moze prowadzi¢ do oddysocjowania wewnetrznego ligandu domeny PDZ2
Z miejsca wigzania substratu, a wiec tez do zerwania wigzania pomiedzy petlg LA

domeny proteazowe] a nicig B21 domeny PDZ2. Efektem jest rozluznienie struktury
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monomerycznej, odsuniecie sie domen PDZ2 od domen proteazowych w obrebie
trimeru, zwiekszenie powierzchni interfejséw oddziatywania pomiedzy trimerami oraz
przekonstruowanie sie heksameru w oligomer wyzszego rzedu obejmujgcy cztery,

osiem badz jeszcze wiekszg liczbe trimeréw (Rysunek 21) (Sun i wsp., 2012).

DOMENA

PROTEAZOWA

<

& N2
& » DOIVIHEN
TN .
.i?;’g“;)‘.,; PDZe
W, Ve
omENAT!

Sieiels

Rysunek 20. Model czaszowy struktury krystalicznej formy heksamerycznej AtDeg2
(PDB ID: 4FLN). Widok z boku (A) oraz widok z géry (B). Domena proteazowa, PDZ1
i PDZ2 oraz zwigzany peptyd zostaty wyrdznione kolorem, odpowiednio, zielonym,
niebieskim, fioletowym i biatym. Trimery rozdzielone sg biatg linia, a monomery
trimerdw czarng linig. Na podstawie Jagodzik i wsp., 2014.
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Rysunek 21. Schemat konwersji formy heksamerycznej AtDeg2 w formie
dodekameryczng. Widok z boku i z géry form oligomerycznych AtDeg2 z wyrdéznionymi
domenami jednego z trimerow (domena proteazowa — kolor zielony, domena PDZ1 —
kolor niebieski, domena PDZ2 — kolor fioletowy). W procesie otwierania struktury
trimeru oddziatywanie pomiedzy petl3 LA domen proteazowych a wewnetrznym
ligandem domen PDZ2 zostaje zerwane, czego efektem jest odsuniecie sie domen
PDZ2 od domen proteazowych. ,Otwarte” trimery oddziatujg ze sobg, tworzgc
oligomer wyzszego rzedu np. przedstawiony na schemacie 12-mer. Na podstawie
Suniwsp., 2012.
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Aktywnos¢ proteolityczna AtDeg2 in vitro badana wobec sztucznych substratéw
jest zalezna zaréwno od pH, jak i od warunkéw oksydacyjnych. Warunki oksydacyjne
sprzyjajag aktywnosci proteolitycznej AtDeg2 wobec fluorescencyjnie znakowanej
kazeiny zwiekszajac ja do poziomiu 126% wartosci kontrolnej, co moze by¢ zwigzane
z obecnoscig az 11 reszt cysteinowych w strukturze AtDeg2, podczas gdy wrazliwy na
warunki oksydacyjne AtDegl posiada tylko jedng (Stroher i Dietz, 2008). Pdzniejsze
badania pokazaty, ze optymalnym poziomem pH roztworu dla aktywnosci
proteolitycznej AtDeg2 wobec B-kazeiny in vitro jest pH 7,5 (Sun i wsp., 2012).
Wczesniej, badania aktywnosci proteolitycznej AtDeg2 z uzyciem zelatyny wskazywaty
jednak na pH alkaliczne jako optymalne dla tej aktywnosci AtDeg2, co bardziej koreluje
z poziomem pH panujgcym w stromie chloroplastu, ktére jest stabo alkaliczne
(Hausslihl i wsp., 2001).

Wiedza na temat natywnych substratdw aktywnosci proteolitycznej AtDeg2 jest
bardzo skromna. Wykazano, ze AtDeg2 degraduje in vitro biatko PsbA uszkodzone
Swiattem o wysokim natezeniu, czemu towarzyszy produkcja N-koricowego fragmentu
o masie 23 kDa (Haussuhl i wsp., 2001). Jednak rola AtDeg2 w degradacji PsbA in vivo
pozostaje dyskusyjna, poniewaz pdzniejsze badania pokazaty, ze degradacja PsbA
uszkodzonego swiattem o wysokim natezeniu zachodzi réwniez w mutantach
insercyjnych deg2-1 (insercja T-DNA w 5 egzonie AtDEG2) i deg2-2 (insercja
tandemowego powtdrzenia T-DNA w 19 egzonie AtDEG2), czyli roslin A. thaliana
catkowicie pozbawionych AtDeg2 (Huesgen i wsp., 2006). Na korzys¢ tezy o udziale
AtDeg2 w degradacji PsbA in vivo dziatajg wyniki pdziniejszych badan, w ktérych
wykazano udziat AtDeg2 w ochronie rosliny przed fotoinhibicjg (Lucinski i wsp., 2011).
Innym substratem AtDeg2 jest apobiatko Lhcb6, ktérego degradacje obserwowano
w lisciach eksponowanych przez krétki okres czasu na swiatto o wysokim natezeniu,
wysoky temperature, wysokie stezenie soli oraz poddawanych zranieniu (Lucinski
i wsp., 2011).

Bardzo mato wiadomo na temat udziatu AtDeg2 w ontogenezie rosliny
w warunkach bezstresowych. Ustalono jedynie, ze AtDeg2 zaangazowany jest
w regulacje cyklu zyciowego chloroplastdw oraz morfologii lisSci mtodocianych (Lucinski
i wsp., 2011). W promotorze genu AtDEG2 wykryto obecnos¢ zakonserwowanych

sekwencji regulatorowych rozpoznawanych przez czynniki transkrypcyjne ARR1 i ARR2
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(z rodziny ARR-B), GATA-1 i ZML2 (z rodziny GATA), CAMTA3 (z rodziny CAMTA), LFY,
NAP (z rodziny NAC) i RAP2.2 (z rodziny AP2/EREBP). Czynniki transkrypcyjne ARR1
i ARR2 aktywujg Sciezki sygnalizacji zwigzane z cytokininami. GATA-1 jest
zaangazowany w regulowang Swiattem ekspresje gendw jadrowych, a ZML2
w odpowiedZ na wysokie natezenie swiatta. CAMTA3 uczestniczy w odpowiedzi na
stresy biotycznie, w tolerancji na niskg temperature i zamrazanie, jak réwniez
w regulacje starzenia indukowanego etylenem. LFY petni istotng role w sciezkach
regulacji ekspresji gendw zwigzanych z fotoperiodem. NAP petni kluczowa role
w starzeniu lisci przez udziat w Sciezkach regulacji, ktére kontrolujg ruchy szparkowe
i utrate wody podczas starzenia lisci. RAP2.2 zaangazowany jest zas w karotenogeneze
(Jagodzik i wsp., 2014).

Analizy in vitro wykazaty, ze aktywnosci proteolitycznej AtDeg2 towarzyszy
aktywnos¢ opiekunicza, podobnie jak w przypadku DegP, DegQ i AtDegl.
Doswiadczenie z uzyciem lizozymu zdenaturowanego obecnoscig DTT pokazato, ze
AtDeg2 dysponuje aktywnoscig typu holdazy. Aktywnos¢ ta okazata sie by¢ na tyle
silna, ze w obecnosci rekombinowanego AtDeg?2 agregacja zdenaturowanego lizozymu
byta catkowicie zahamowana juz od samego poczatku trwania inkubacji (Sun i wsp.,
2012). Na temat aktywnosci opiekunczej AtDeg2 wiadomo jeszcze mniej niz
w przypadku AtDegl, gdyz brak informacji, ktéra domena w strukturze AtDeg2
odpowiedzialna jest za wyksztatcenie sie tej aktywnosci, ani czy aktywnosci holdazy
towarzyszy aktywnos¢ foldazy i/lub dezagregazy. Nie wykazano takze dotad, czy, a jesli
tak to, w jaki sposdb aktywnosé holdazowa AtDeg2 ujawnia sie in vivo w komfortowych
i stresowych warunkach srodowiskowych oraz jakie mogg by¢ substraty dla tego typu

aktywnosci AtDeg2.

3.3.7.5 CHLOROPLASTOWE BIALKA POMOCNICE

Chrloroplastowym biatkom opiekunczym oprécz wspdtdziatajgcych biatek
opiekunczych (np. GroES) towarzyszg czesto takze tzw. biatka pomocnicze (okreslane
rowniez jako dodatkowe czynniki pomocnicze). W grupie biatek pomocniczych znajduje
sie ogromna populacja biatek chloroplastowych, ktére uczestniczg w rozmaity sposéb
w ksztattowaniu struktury czwartorzedowej biatek, montazu wielosktadnikowych

komplekséw oraz w sortowaniu biatek wewnatrz chloroplastu. Biatka te, mimo ze biorg
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udziat w wyzej wymienionych procesach, nie nalezg do zadnej z rodzin Hsp, dlatego nie
sq traktowane jako typowe biatka opiekuicze (ani jako wspdtdziatajgce biatka
opiekuncze). W ksztattowaniu struktury czwartorzedowej Rubisco biatkom
Cpn60/Cpn20 oraz BSD2 (Hsp40) towarzysza takie biatka pomocnicze jak: Rafl i Raf2.
Z kolei w montazu PSIl u A. thaliana uczestniczy az 28 biatek — nalezg do nich: Alb3,
AtPDI6, CTPA, CYP38/TLP40, FKBP20-2, HCF136/YCF48, HCF243, HHL1, LPA1/REP27,
LPA2, LPA3, LQY1, LTO1, MET1, PAM68/SII0933, Pitt, PPL1, PratA, PsbN, Psb27/LPA19,
Psb28, Psb29/Thfl, Psb33, ROC4/CYP20-3, SCPs/LHC-like, SIr1768, TERC,
TLP18.3/Psb32 (Ruhle i Leister, 2016). W montazu PSI A. thaliana uczestniczg zas takie
biatka pomocnicze jak: Alb3, VIPP1, Ycf3, Ycf4, Ycf37/Pyg7, Y3IP1, PPD1, Psa2, Hcf101
oraz CnfU (Yang i wsp., 2015). W sortowaniu biatek wewnatrz chloroplastu uczestniczy
zas heterodimer cpSRP bedacy kompleksem biatek cpSRP43 i cpSRP54. Kompleks
cpSRP43/cpSRP54 uczestniczy w biogenezie gtdwnego kompleksu zbierajgcego energie
Swietlng (LHClHl) w taki sposdb, ze w charakterze holdazy wigze w stromie
niesfatdowane biatka Lhcb1, Lhcb2 i Lhcb3 (kolektywnie nazywane LHCPII) i w sposdb
GTP-zalezny przeprowadza je do btony tylakoidowej, gdzie w obecnosci biatek Alb3
i Alb4 dochodzi do potaczenia Lhcb1-3 z barwnikami fotosyntetycznymi i lipidami
i ostatecznego przyjecia przez Lhcb1-3 struktury trzeciorzedowej (Dall'Osto i wsp.,
2015).

Jeden z komponentéw kompleksu cpSRP, cpSRP43 jest szczegdlnie ciekawym
biatkiem pomocniczym, gdyz jest pierwszym chloroplastowym biatkiem niezaleznym od
ATP, dla ktérego udowodniono obecnos¢ aktywnosci dezagregazy. Wykazano bowiem,
ze cpSRP43 posiada zdolnos¢ do aktywnego rozbijania agregatow biatek LHCPII in vitro
— na indywidualne czasteczki i przeksztatcania ich w rozpuszczalne kompleksy
cpSRP43/LHCPII niezaleznie od ATP oraz bez udziatu innych biatek (Jaru-Ampornpan
i wsp., 2010). Zaktada sie, ze energia potrzebna do rozbicia agregatéw biatkowych
pochodzi z energii wigzania cpSRP43 z LHCPII, ktére jest na tyle wysoce specyficzne
i rozlegte, ze prowadzi do konformacyjnych zmian w strukturze agregatu LHCPII, przez
co kolejna czasteczka cpSRP43 wigze sie jeszcze silniej. Ostatecznie dochodzi do
zaburzenia oddziatywania pomiedzy sktadnikami agregatu i uwolnienia pojedynczych
polipeptydédw w formie rozpuszczalnych komplekséw (Rysunek 22) (Jaru-Ampornpan

i wsp., 2010). W ten sposdb w przeciwienstwie do zaleznej od ATP dezagregazy
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Hsp100, ktora dziata lokalnie, uwalniajgc pojedyncze biatka bez wiekszego zaktécania
struktury agregatu biatkowego, cpSRP43 dziata bardziej globalnie na agregat biatkowy.
Czynnikiem ograniczajgcym szybkos¢ dziatania cpSRP43 wymagajgcym wspotpracy
wielu czgsteczek cpSRP43 jest tworzenie pdznego produktu przejsciowego, w ktdérym
zaburzenia oddziatywania pomiedzy skfadnikami agregatu sg na tyle rozlegte, ze
prowadzg do destabilizacji catego agregatu. cpSRP43 stanowi kolejny przyktad nowej
klasy biatek — niezaleznych od ATP biatek o aktywnosci dezagregazy (zidentyfikowanych

réwniez u nicieni i ssakéw — Jaru-Ampornpan i wsp., 2013).

cpSRP43
L18
RS
A2, T D
" -~
S~ e s
agregat LHCPII kompleks forma kompleks
(LHCPI) 5, n(cpSRP43)/(LHCPII),g, przejSciowa cpSRP43/LHCPII

Rysunek 22. Schemat reakcji dezagregacji agregatu LHCPIl przez cpSRP43.
W pierwszym etapie (A) czasteczki cpSRP43 (wyrdznione kolorem rézowym) wigzg sie
do agregatu LHCPII (wyrdznionego kolorem zielonym) poprzez motyw L18 (kolor
czerwony), przez co w drugim etapie (B) dochodzi do zaburzenia oddziatywania
pomiedzy sktadnikami agregatu, a to prowadzi ostatecznie do uwolnienia pojedynczych
polipeptydéw LHCPIl w formie rozpuszczalnych komplekséw cpSRP43/LHCPII (C).
Na podstawie Jaru-Ampornpan i wsp., 2013.

3.4 PRZEBIEG ONTOGENEZY A. THALIANA

Ontogeneze roslin nasiennych tradycyjnie dzieli sie na kietkowanie nasion,
embriogeneze, rozwdj wegetatywny, rozwdj generatywny i starzenie. Przebieg
ontogenezy od dawna szczegdétowo monitorowano u roslin uprawnych w celach
komercyjnych, a dokonywano tego na poziomie catej rosliny za pomocg wizualnie

rozpoznawalnych  konkretnych cech  morfologicznych  stanowigcych  punkty
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orientacyjne w ontogenezie. W efekcie istnieje wiele danych literaturowych
szczegdtowo opisujgcych fazy ontogenezy dla poszczegdlnych gatunkéw roslin badz
grup gatunkéw blisko spokrewnionych. Przyktadem jest skala opracowana przez
Zadoksa i wsp. (1974), ktéra zostata sporzadzona dla roslin zbozowych z mysla
o wykorzystaniu jej gtéwnie przez agronoméw, hodowcdw rosin i fitopatologdéw.
Elastycznos¢ tej skali pozwolita na rozszerzenie jej na inne rosliny uprawne i na jej
podstawie zostat opracowany ujednolicony kod zwany skalg BBCH (Lancashire i wsp.,
1991). Skala BBCH stosuje system kodu dziesietnego, ktéry wyrdzinia zasadnicze
i drugorzadne fazy ontogenezy. Kod dziesietny wyrazony jest dwoma cyframi
rozdzielonymi kropka. Cyfra przed kropkag stanowi numer fazy ontogenezy, a cyfra po
kropce numer podfazy osiggnietej przez rosline (np. zapis 3.5 oznacza podfaze 3.5
fazy 3). Skala BBCH jest dos¢ ogdlna i sprawdza sie w odniesieniu do wielu gatunkow
rodlin uprawnych (Pujar i wsp., 2006). A. thaliana nie zostat uwzgledniony w skali
BBCH, ale z czasem na jej podstawie opisano fazy i podfazy ontogenezy takze dla tego
gatunku (Boyes i wsp., 2001).

Zgodnie ze skalg BBCH dostosowang do A. thaliana ontogeneze tego gatunku dzieli
sie na nastepujace fazy: kietkowanie nasion (faza 0), pojawianie sie lisci (faza 1), wzrost
rozetki lisciowe] (faza 3), pojawienie sie kwiatostanu (faza 5), kwitnienie (faza 6),
dojrzewanie owocéw (faza 8) i starzenie (faza 9). Faza 0 ontogenezy A. thaliana
obejmuje podfazy 0.1 (pecznienie nasion), 0.5 (pojawienie sie korzenia zarodkowego)
i 0.7 (pojawienie sie hipokotyla i liscieni). Faza 1 ontogenezy A. thaliana obejmuje
podfazy 1.0 (rozprostowanie sie liscieni), 1.2 (jednoczesne pojawienie sie lisci 1 i 2)
i 1.3-1.9 (pojawienie sie lisci 3-9). Faza 3 ontogenezy A. thaliana obejmuje podfazy 3.2,
3.5, 3.7 i 3.9 (uzyskanie przez rozetke odpowiednio 20%, 50%, 70% i 100% swojej
koricowej wielkosci). Faza 5 ontogenezy A. thaliana jest reprezentowana przez podfaze
5.1 (pojawienie sie pierwszego paka kwiatowego). Faza 6 ontogenezy A. thaliana
(kwitnienie) obejmuje podfazy 6.0 (otwarcie pierwszego kwiatu), 6.1, 6.5 i 6.9
(otwarcie sie odpowiednio 10%, 50% i 100% kwiatow). Faza 8 ontogenezy A. thaliana
(kwitnienie) obejmuje podfazy 8.0 (otwarcie pierwszej tuszczynki), 8.1, 8.5 i 8.9
(otwarcie sie odpowiednio 10%, 50% i 100% tuszczynek). Faza 9 ontogenezy A. thaliana
(starzenie) obejmuje tylko podfaze 9.7 (zakoriczenie proceséw starzeniowych).

Porownawcze analizy fenotypowe uwzgledniajgce przebieg wyzej wymienionych faz
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i podfaz ontogenezy A. thaliana stanowig skuteczny sposéb na zidentyfikowanie rdznic
fenotypowych wynikajgcych ze zmiennosci genetycznej i/lub stresu srodowiskowego
analizowanych roslin (Boyes i wsp., 2001).

Morfologia i koicowy rozmiar liscia A. thaliana zalezy od szybkosci i czasu trwania
proliferacji komoérek, a takze stopnia zachodzacego potem wzrostu wydtuzeniowego
komorek, ktéry zaczyna sie od wierzchotka liscia. Prolilferacja i wzrost wydtuzeniowy
komorek liscia jest kontrolowany przez szereg czynnikdw transkrypcyjnych takich jak:
NGA, SPT, GRF oraz GIF. W procesach tych zaangazowane sg tez takie biatka jak: ROT4,
SWP, ARL, cytochrom CYP78A7, kinaza biatkowa TOR oraz biatko adoptorowe RAPTOR
(Czesnik i Lenhard, 2015). Powszechnie uwaza sie, ze gtéwnymi czynnikami
kontrolujgcymi — w toku ontogenezy A. thaliana — przejscie od rozwoju
wegetatywnego do generatywnego sg miR156 i miR172 (Shrestha i wsp., 2014).
miR156 opdznia indukcje rozwoju generatywnego, ograniczajgc akumulacje czynnika
transkrypcyjnego SPL, ktéry promuje zakwitanie (Wu i Poethig, 2006), podczas gdy
miR172 przyspiesza indukcje rozwoju generatywnego miedzy innymi przez obnizanie
poziomu mRNA kodujgcego represory kwitnienia, wsrdd nich czynniki transkrypcyjne
z grupy AP2 (Aukerman i Sakai, 2003). Dojrzewanie owocow (= pekanie tuszczynek)
A. thaliana pozostaje pod kontrolg genéw kodujgcych czynniki transkrypcyjne SHP1/2,
IND oraz ALC (Liljegren i wsp., 2000; Rajani i Sundaresan, 2001; Liljegren i wsp., 2004).
Funkcje SHP1/2 reguluje z kolei czynnik transkrypcyjny FUL (Ferrandiz i wsp., 2000).

W rozdziale 3.3 podano liczne przyktady potwierdzajgce istotng role
chloroplastowych biatek opiekunczych w regulacji ontogenezy A. thaliana zaréwno na
poziomie komdrkowym, jak i w skali catego organizmu roslinnego. Jednak wiedza ta
jest bardzo skromna w odniesieniu do proteazy/holdazy AtDeg2, ktdra stanowi
przedmiot szczegdlnego zainteresowania naszego zespotu badawczego. Jak
wspomniano, jedyne dane sg rezultatem badan naszego zespotu, odnoszg sie jednak
wyltgcznie do aktywnosci proteolitycznej AtDeg2, nie dysponujemy natomiast zadng
wiedzg o tym, w regulacji jakich procesdw zwigzanych z przebiegiem ontogenezy
A. thaliana moze by¢ zaangazowane biatko AtDeg2 poprzez swojg aktywnos$é

opiekuncza.
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4 CELPRACY

4.1 CEL STRATEGICZNY

Zwazywszy na bardzo ograniczony stan wiedzy w zakresie funkcji fizjologicznych
chloroplastowego biatka AtDeg2, zwtaszcza za$ w zakresie funkcji, jakie petni to biatko
poprzez swojg aktywnos¢ opiekunczag, celem strategicznym mojej pracy doktorskiej

stato sie znaczne rozszerzenie wiedzy na temat aktywnosci opiekunczej AtDeg2.

4.2 ZADANIA BADAWCZE

Zadania badawcze, jakie postanowitem zrealizowaé w ramach badan, ktérych

wyniki maja sie ztozy¢ na mojg rozprawe doktorska zostaty sformutowane nastepujaco:

1. Ustalenie, ktéra domena w strukturze pierwszorzedowej AtDeg? jest

odpowiedzialna za aktywnos¢ opiekuriczg tego biatka in vitro. Wykonanie tego

zadania pozwolito na uzyskanie informacji, w jaki sposéb struktura
pierwszorzedowa AtDeg2 determinuje podwdjng, opiekuriczo-proteolityczng
aktywnos¢ tego biatka. Zadanie to zostato wykonane przez pordwnanie
aktywnosci opiekuniczej in vitro szesciu wersji rekombinowanych biatka AtDeg2
(Rysunek 23), a mianowicie:

o AtDeg2 — wersja dzika AtDeg?2,

o AtDeg2 S268G — AtDeg2 z mutacjg punktowg prowadzacg do zamiany

reszty seryny na reszte glicyny w miejscu katalitycznym biatka,

e AtDeg2 AP — AtDeg? z delecjg domeny proteazowej,

o AtDeg2 APDZ1 — AtDeg2 z delecjg domeny PDZ1,

o AtDeg2 APDZ2 — AtDeg2 z delecjg domeny PDZ2,

e AtDeg2 A(PDZ1+PDZ2) — AtDeg?2 z delecjg obu domen PDZ.
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AtDeg2
DOMENA PROTEAZOWA DOMENA PDZ1 DOMENA PDZ2
extiis- T I ] CO0H
H159 D190 5268
AtDeg2 S268G
DOMENA PROTEAZOWA DOMENA PDZ1 DOMENA PDZ2
xhis- [ [ Y| -COOH
H159 D190 52686
AtDeg2 AP

DOMENA PDZ1 DOMENA PDZ2
6xHIS-[ [ I |-COOH

AtDeg2 APDZ1
DOMENA PROTEAZOWA DOMENA PDZ2

extiis [ T T oo
H159 D190 5268

AtDeg2 APDZ2
DOMENA PROTEAZOWA DOMENA PDZ1

extiis- [ I ] coo
H159 D190 5268

AtDeg2 A(PDZ1+PDZ2)

DOMENA PROTEAZOWA

xtis- [ TSI —]-coon
H159 D190 5268

Rysunek 23. Rozktad domen w strukturze pierwszorzedowej wersji

rekombinowanych AtDeg2 pozyskanych i uzywanych w ramach niniejszej pracy
doktorskiej

2. ldentyfikacja fizjologicznych substratéw dla aktywnosci opiekunczej AtDeg?

in vivo u roslin hodowanych w warunkach ekspozycji na Swiatto o wysokim

natezeniu. Zadanie to zostato wykonane przez analize poréwnawczg rozdziatéw
elektroforetycznych uzyskanych drogg elektroforezy diagonalnej biatek
chloroplastowych wyizolowanych z lisci roslin A. thaliana hodowanych
w warunkach ekspozycji na swiatto o wysokim natezeniu i reprezentujgcych
nastepujace genotypy:

o rosliny WT,

e transformanty posiadajgce biatko AtDeg2 dysponujgce samg tylko

aktywnoscig opiekunicza.

Poszukiwano substratow holdazowej aktywnosci opiekuniczej AtDeg2
wyrazajgcej sie niedopuszczaniem do powstawania agregatéw

miedzybiatkowych utrzymywanych wigzaniami dwusiarczkowymi.
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3. Utworzenie katalogu cech fenotypowych A. thaliana, w ktorych regulacji

ksztattowania sie uczestniczy AtDeg2 in vivo poprzez swojg aktywnosé

opiekuncza lub opiekuncza i proteolityczng jednoczesnie. Zadanie to zostato

zrealizowane przez wykonanie pordwnawczej analizy fenotypowe] roslin

reprezentujgcych cztery genotypy (Rysunek 24), a mianowicie:

1)
2)
3)

4)

ro$liny WT (obecne obie aktywnosci AtDeg?2),

mutanty deg2-3 (brak obu aktywnosci AtDeg2),

transformanty posiadajgce biatko AtDeg2 dysponujgce samg tylko
aktywnoscig opiekuncza,

transformanty posiadajgce biatko AtDeg2 dysponujgce samg tylko

aktywnoscig proteolityczng,

W pierwszej kolejnosci wykonano wstepng analize fenotypowag obejmujaca

ro$liny WT i mutanty deg2-3, ktorej celem byto stworzenie

katalogu cech fenotypowych, w ktérych regulacji ksztattowania sie
uczestniczy AtDeg2 poprzez swojg aktywnos¢ opiekuncza,
proteolityczng lub obie aktywnosci jednoczesnie — sg to cechy, ktérymi

réznig sie w sposoéb istotny statystycznie rosliny WT i mutanty deg2-3.

Nastepnie, uwzgledniajac tylko cechy zidentyfikowane podczas wstepnej

analizy fenotypowej, wykonano obejmujgcg wszystkie cztery genotypy analize

fenotypowa, ktdrej celem byto stworzenie:

podkatalogu cech fenotypowych, w ktérych regulacji ksztattowania sie
uczestniczy AtDeg2 poprzez swojg aktywno$é opiekunczg — sg to cechy,
ktdrych wartos¢ rézni sie w sposéb istotny statystycznie w obrebie pary
1/4 oraz pary 3/4, ale nie w obrebie pary 1/3 (patrz Rysunek 24),

podkatalogu cech fenotypowych, w ktérych regulacji ksztattowania sie
uczestniczy AtDeg2 poprzez swoja aktywnos¢ proteolityczng
i opiekuncza jednoczesnie — sg to cechy, ktérych wartos¢ rézni sie
W sposob istotny statystycznie w obrebie pary 1/3 oraz pary 1/4, ale nie

w obrebie pary 3/4.

Katalog badanych cech obejmowat:

chronologie przebiegu faz i podfaz ontogenezy A. thaliana,

a mianowicie:
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o fazy 1 (pojawianie sie lisci) i jej podfaz,
o fazy 3 (wzrost rozetki lisciowej) i jej podfaz,
o fazy 5 (pojawianie sie kwiatostanu),
o fazy 6 (kwitnienie) i jej podfaz,
o fazy 8 (dojrzewanie owocdéw) i jej podfaz,
e morfologie dsmego liscia w momencie, w ktérym osiggnat on swoja
koricowa wielkos¢,
o aktywno$¢ fotosyntetyczng dsmego lisScia w momencie, w ktorym
osiggnat on swojg koricowg wielkos¢,
e morfologie organéw generatywnych roslin, ktére osiggnety podfaze 8.9

oraz morfologie dojrzatych nasion.

1. 2. 3. 4,
+ proteolityczna - pro_teolityczna — proteolityczna + proteolityczna

Aktywnos¢ AtDeg2: A o N A
+ opiekuncza — opiekuricza + opiekuncza — opiekuncza

Rysunek 24. Rosliny wykorzystane do analizy fenotypowej w ramach realizacji
trzeciego zadania badawczego
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5 MATERIALY I METODY

5.1 MATERIAL ROSLINNY I WARUNKI HODOWLI ROSLIN

5.1.1 MATERIAL ROSLINNY

Doswiadczenia wykonywano z wykorzystaniem roslin rzodkiewnika pospolitego
Arabidopis thaliana (L.) linii Columbia (Col-0) reprezentowanych przez nastepujgce
genotypy:

e  WT (ang. wild type) — rosliny dzikie.

e deg2-3 (SALK 118424) — mutanty A. thaliana uzyskane na drodze mutagenezy
insercyjnej roslin WT przez wprowadzenie transformujgcego DNA (T-DNA) do
19-stego egzonu genu AtDEG2 (AT2G47940), czego efektem jest catkowity brak
biatka AtDeg2 w proteomie chloroplastowym (Luciiski i wsp., 2011). Nasiona
otrzymano z NASC (Nottingham Arabidopsis Stock Centre, Wielka Brytania).

o 35S:AtDEG2°*°®°-GFP, linia 3.313 — transformanty A. thaliana uzyskane na
drodze transformacji mutanta deg2-3 z uzyciem klonu ekspresyjnego (patrz
podrozdziat 5.7.5), w obrebie ktorego znajdowat sie odpowiednio
zmodyfikowany region kodujacy (ang. coding DNA sequence, CDS) genu AtDEG2
okreélony jako AtDEG2*?°®°. Modyfikacja polegata na wprowadzeniu mutagji
w sekwencji nukleotydowej w kodonie AGT przez substytucje adeniny (A) na
guanine (G), prowadzac do zamiany seryny (S) na glicyne (G) w miejscu 268
biatka AtDeg2. AtDEG2>%%5¢ ulega ekspresji w fuzji ze znacznikiem
histydynowym i fluorescencyjnym na C-koricu — pod kontrolg promotora wirusa
mozaiki kalafiora (ang. cauliflower mosaic virus, CaMV) 35S. Rosliny uzyskano
w trakcie realizacji niniejszej pracy doktorskiej.

o 35S:AtDEG2*"P*’-GFP, linie 4.23 oraz 4.31 — transformanty A. thaliana uzyskane
na drodze transformacji mutanta deg2-3 z uzyciem klonu ekspresyjnego,
w obrebie ktérego znajdowat sie odpowiednio zmieniony region CDS genu
AtDEG2, a mianowicie AtDEG2*"P*!, Zmiana polegata na delecji fragmentu DNA
kodujacego domene PDZ1 biatka AtDeg2. AtDEG2*"?*! ulega ekspresji w fuzji ze

znacznikiem histydynowym i fluorescencyjnym na C-koncu — pod kontrolg
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promotora CaMV 35S. Rosliny uzyskano w trakcie realizacji niniejszej pracy

doktorskiej.

5.1.2 HODOWLA ROSLIN W ZIEMI

Nasiona A. thaliana wysiewano do doniczek torfowych typu Jiffy o Srednicy 42
mm, pH 6,0 (AgroWit, Polska) i poddawano 3-dniowe] stratyfikacji w ciemnosci
w temperaturze 4°C. Hodowle roslin prowadzono w pokoju hodowlanym (NEMA,
Niemcy) w warunkach ekspozycji na swiatto o umiarkowanym bgdz wysokim natezeniu

(Tabela 2).

Tabela 2. Warunki hodowli roslin A. thaliana

Parametry Swiatlo o umiarkowanym Swiatlo o wysokim
natezeniu natezeniu
Natezenie Swiatta 110 pmoli kwantéw 400 umoli kwantow
Swiatta m2s-1 Swiatltam2s1
Fotoperiod 16 h $wiatta i 8 h ciemnosci
Temperatura 21°C
Wilgotnos$¢ powietrza 70%

5.1.3 HODOWLA ROSLIN NA PODLOZU MS

Nasiona roslin A. thaliana przeznaczonych do hodowli in vitro poddawano
sterylizacji powierzchniowej w oparach 3% (v/v) HCl i 5,2% (v/v) wybielacza ACE przez
4,5 h.

Hodowle in vitro prowadzano na pozywce statej MS (Murashige i Skoog, 1962)
o sktadzie: 4,4 g/L gotowej pozywki MS z witaminami (Sigma-Aldrich, USA), 8 g/L agaru
do roslin (BIOCORP, Polska). W celu wyselekcjonowania transformantéw roslinnych do
pozywki MS dodawano réowniez herbicyd glufosynat amonu (Sigma-Aldrich, USA)
o stezeniu 10 mg/L.

W celu wyselekcjonowania transformantéw roslinnych nasiona wysiewano na
szalki z pozywka MS z dodatkiem herbicydu, po czym prowadzono 3-dniowa

stratyfikacje w ciemnosci w 4°C. Nastepnie szalki wstawiano do pokoju hodowlanego
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(NEMA, Niemcy) i hodowano w warunkach ekspozycji na swiatto o umiarkowanym

natezeniu (Tabela 2).

5.2 IZOLACJA PROTOPLASTOW ORAZ IZOLACJA, LIZA
I FRAKCJONOWANIE CHLOROPLASTOW

5.2.1 1ZOLACJA PROTOPLASTOW Z KOMOREK MIEKISZOWYCH LISCIA A. THALIANA

Izolacje protoplastéw z komodrek miekiszowych liscia A. thaliana wykonano
w oparciu o protokot opisany przez Wu i wsp., (2009). Do indywidualnych izolacji
wykorzystywano po 4-6 lisci rozetkowych 3-4 tygodniowych mutantéw deg2-3,
z ktérych zdjeto epiderme za pomocg biurowej bezbarwnej tasmy samoprzylepnej
przez utworzenie ,kanapki” tasma-lis¢-tasma i oderwaniu tasmy od spodniej strony
liscia wraz z przyklejong do niej epiderma. Nastepnie lisScie umieszczono na
powierzchni buforu enzymatycznego zawierajgcego 1,2% (w/v) celulaze 'Onozuka' R10
(Serva, Niemcy), 0.4% (w/v) macerozym 'Onozuka' R10 (Serva, Niemcy), 0,4 M
mannitol, 10 mM CaCl,, 20 mM KCl oraz 20 mM MES pH 5,7 na szalkach Petriego w taki
sposodb, aby tkanka miekiszowa zanurzona byta w roztworze i wytrzgsano (55 rpm, 1 h,
30°C). Po inkubacji uwolnione do buforu protoplasty wirowano (150 x g, 3 min, 4°C,
wirdwka Sorvall ST16R, Thermo Scientific™, USA), trzykrotnie przeptukano buforem
W5 (154 mM NaCl, 125 mM CaCl,, 5 mM KCl i 2 mM MES pH 5,7) i zawieszono
w buforze MMg (0,4 M mannitol, 15 mM MgCl,, 4 mM MES pH 5,7) w takiej objetosci,
aby docelowe stezenie protoplastéw wynosito ok. 2 x 10* komérek na 100 pl roztworu.
Protoplasty zliczano z uzyciem komory Biirkera i mikroskopu swietlnego. Nastepnie

protoplasty poddawano procedurze transfekcji (patrz podrozdziat 5.8.4).

5.2.2 1ZOLACJA, LIZA 1 FRAKCJONOWANIE CHLOROPLASTOW Z LISCI A. THALIANA

Do izolacji chloroplastéw wykorzystywano liscie rozetkowe roslin A. thaliana,
ktore osiggnety podfaze 6.0 ontogenezy (otwarcie sie pierwszego kwiatu, patrz
podrozdziat 5.16.1) rosngcych w warunkach ekspozycji na swiatto o umiarkowanym
badz wysokim natezeniu (Tabela 2). lzolacje chloroplastow przeprowadzono

z wykorzystaniem elementéw zestawu Chloroplast Isolation Kit (Sigma-Aldrich, USA).
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Ok. 10 g lisci zanurzono w 25 ml buforu do izolacji chloroplastéw o sktadzie:
50 mM trycyna-NaOH pH 7,8, 400 mM sacharoza, 5 mM MgCl,, 10 mM NaCl, 0,2%
(w/v) BSA, 10mM jodoacetamid i przeprowadzono homogenizacje za pomoca
homogenizatora ostrzowego MPW 302 (Mechanika Precyzyjna, Polska) w dwdch
cyklach po 5 s. Homogenat przefiltrowano przez filtr Mesh 100 z zestawu Chloroplast
Isolation Kit i wirowano (1000 x g, 7 min, 4°C, wiréwka 3K30, Sigma-Aldrich, Niemcy).
Supernatant odrzucono, a osad zawieszono w 25 ml buforu do izolacji chloroplastéw
i ponownie zwirowano jw.

Lize osmotyczng chloroplastéw wykonano przez zawieszenie osadu chloroplastow
w buforze lizujgcym (50 mM HEPES-KOH pH 7,8, 10mM MgCl,, 10 mM jodoacetamid)
i kilkuminutowag inkubacje w lodzie. Uzyskany lizat chloroplastowy wykorzystywano do
frakcjonowania lub mrozono i przechowywano w -20°C po uprzednim dodaniu
glicerolu do stezenia koricowego 10% (v/v).

Frakcjonowanie chloroplastéw wykonano przez wirowanie lizatu
chloroplastowego (12 250 x g, 10 min, 4°C, wiréwka 3K30, Sigma-Aldrich, Niemcy),
zebranie supernatantu do Swiezej probéwki i kolejne wirowanie (60 000 x g, 20 min,
4°C). Nowy supernatant (stroma + otoczki chloroplastowe) przeniesiono do $wiezej
probowki, a osady (tylakoidy) pochodzgce z obydwu wirowan potgczono, zawieszono
w buforze lizujgcym z 10% (v/v) glicerolem, mrozono i przechowywano w -20°C. Nowy
supernatant ultrawirowano (300000 x g, 2 min, 4°C, ultrawiréwka L7-55, Beckman
Coulter, USA). Supernatant po ultrawirowaniu (stroma chloroplastowa) przeniesiono
do sSwiezej probowki, dodano glicerolu do koricowego stezenia 10% (v/v), mrozono

i przechowywano w -20°C.

5.3 MATERIAL BAKTERYJNY | WARUNKI HODOWLI BAKTERII

5.3.1 SzczePYE. coLI

W celu uzyskania klonéw wejsciowych i ekspresyjnych (patrz podrozdziat 5.7.4
i 5.7.5), zastosowano szczep bakteryjny One Shot® OmniMAX™ 2 T1R E. coli
(Invitrogen™, USA). Szczep charakteryzuje sie opornoscig na infekcje fagiem T1 i T5

(tonA).
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Do nadekspresji biatek rekombinowanych z uzyskanych klonédw ekspresyjnych
wykorzystano szczep bakteryjny BL21-CodonPlus(DE3)-RIL, ktéry posiada dodatkowe
rzadkie u E. coli kopie genow tRNA takie jak: argU (AGA, AGG), ileY (AUA) i leuW (CUA),
dzieki czemu ekspresja biatek niebakteryjnych jest zdecydowanie bardziej wydajna.

Szczep posiada gen opornosci na chloramfenikol i tetracykline.

5.3.2 SZCZEP A. TUMEFACIENS

Do uzyskania roslin transgenicznych wykorzystano szczep bakteryjny
Agrobacterium tumefaciens LBA4404 zawierajacy plazmid indukujacy guza (ang. tumor
inducing, Ti) pAL4404 oraz chromosom TiAch5 z genem opornosci na antybiotyk

rifampicyne.

5.3.3 PozywkA LB DO HODOWLI BAKTERII

Hodowle bakteryjng prowadzono w:
e pozywce ptynnej LB (ang. lysogeny broth) o sktadzie: 0,5% (w/v) ekstrakt
(lizat) z drozdzy (BIOCORP, Polska) 1% (w/v) trypton (BIOCORP, Polska)
i 1% (w/v) NaCl (Avantor Performance Materials Poland S.A., Polska)
z dodatkiem antybiotyku o odpowiednim stezeniu;
e pozywce statej LB o sktadzie: 0,5% (w/v) ekstrakt z drozdzy, 1% (w/v)
trypton, 1% (w/v) NacCl, 1,5% (w/v) agar bakteriologiczny (BIOCORP, Polska)

z dodatkiem antybiotyku o odpowiednim stezeniu.

5.3.4 ANTYBIOTYKI

Do hodowli E. coli szczepu BL21-CodonPlus(DE3)-RIL stosowano antybiotyk
chloramfenikol (ROTH Industries GmbH i Co, Niemcy) o stezeniu 36 mg/L oraz
antybiotyk tetracykline (ROTH Industries GmbH i Co, Niemcy) o stezeniu 12,5 mg/L.

Do hodowli A. tumefaciens stosowano antybiotyk rifampicyne (ROTH Industries
GmbH i Co, Niemcy) o stezeniu 30 mg/L.

Dodatkowo jako czynniki selekcyjne transformantéow bakteryjnych stosowano

nastepujace antybiotyki:
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e karbenicyna (ROTH Industries GmbH i Co, Niemcy) o stezeniu 50 mg/L,
e kanamycyna (ROTH Industries GmbH i Co, Niemcy) o stezeniu 50 mg/L.

5.3.5 HobpowLA E. coLi

Hodowle E. coli prowadzono na pozywce statej lub ptynnej LB zawierajgcej
odpowiedni antybiotyk w temperaturze 37°C. Bakterie na pozywce statej hodowano
przez ok. 16 h. Hodowle ptynng prowadzono z wytrzgsaniem (180 rpm), monitorujgc
gestosé optyczng hodowli — ktérej miarg jest poziom absorpcji $wiatta przy dtugosci fali
600 nm tzw. ODgoy (ang. optical density) — az do osiggniecia wczesnej fazy

logarytmicznego wzrostu (ODggo = 0,4-0,5) lub fazy stacjonarnej (ODggo = 2,0-2,5).

5.3.6  HODOWLA A. TUMEFACIENS

Hodowle A. tumefaciens prowadzono na pozywce statej lub ptynnej LB
zawierajgcej rifampicyne i odpowiedni antybiotyk selekcyjny w temperaturze 28°C.
Bakterie na pozywce statej hodowano przez dwa dni, a hodowle ptynng prowadzono
z wytrzgsaniem (180 rpm), monitorujgc gestos¢ optyczng hodowli az do osiggniecia
poznej fazy logarytmicznego wzrostu (ODggo = 0,5-1,0) lub wczesnej fazy stacjonarnej

(ODGOO = 1,0-2,0).

5.4 1zoLAcjARNA1DNA

5.4.1 1zoLACJA RNA CALKOWITEGO Z ROSLIN

Izolacje RNA catkowitego z roslin WT A. thaliana wykonano z uzyciem TRI
Reagent® (Sigma-Aldrich, USA) zgodnie z procedurg zalecang przez producenta. Do

indywidualnych izolacji uzywano 100 mg lisci 3-4 tygodniowych roslin A. thaliana.

5.4.2 1zoLAcjJA DNA GENOMOWEGO Z ROSLIN

DNA genomowe izolowano z ok. 40 mg lisci 3-4 tygodniowych roslin A. thaliana,
ktore najpierw rozdrobniono koncéwka do mikropipety w probéwce typu Eppendorf

i zawieszono w 0,5 ml buforu do izolacji DNA o skfadzie: 250 mM NaCl, 25mM EDTA
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i 1% (w/v) SDS i 200 mM Tris-HCl pH 7,5. Preparat inkubowano 30 min w temperaturze
32°C z wytrzasaniem (300 rpm), po czym dodano 200 pl fenolu (Sigma-Aldrich, USA)
i wymieszano. Nastepnie dodano 200 pl chloroformu (Avantor Performance Materials
Poland S.A., Polska) zmieszanego z alkoholem izoamylowym (Avantor Performance
Materials Poland S.A., Polska) w stosunku 2:1 i energicznie wstrzgsnieto. Prébe
wirowano (10 000 x g, 12 min, temperatura pokojowa, wiréwka Minispin, Eppendorf,
Niemcy) i ostroznie zebrano gérng warstwe do swiezej probéwki. Do préby dodano
400 pl chloroformu zmieszanego z alkoholem izoamylowym w stosunku 2:1
i energicznie wstrzgsnieto. Prébe wirowano (10 000 x g, 12 min, temperatura
pokojowa) i ponownie zebrano gérng warstwe do sSwiezej probowki. Z tak
przygotowanego preparatu wytrgcono DNA genomowe przez zmieszanie
z izopropanolem (objetoscig odpowiadajacg 0,6 objetosci préby) i inkubacje 10 min
w temperaturze pokojowej. Prébe nastepnie zwirowano (10 000 x g, 12 min,
temperatura pokojowa), usunieto supernatant, a osad suszono przez pozostawienie
otwartej probdédwki do czasu catkowitego odparowania resztek izopropanolu.

Wysuszony osad DNA genomowego rozpuszczono w 100 ul sterylnej wody.

5.4.3 IzoLAcjA DNA WEKTOROW
5.4.3.1 IzoLAcJA DNA WEKTOROW PRZEZ ZAGOTOWANIE

Pojedynczg kolonie bakteryjng zawieszano w 50 pl H,O i inkubowano 10 min
w temperaturze 95°C, po czym schtodzono w lodzie i wirowano (12 000 x g, 15 s,
temperatura pokojowa, wiréwka Minispin, Eppendorf, Niemcy). Supernatant
zawierajgcy DNA okre$lonego wektora wykorzystywano jako matryce do reakcji PCR
(patrz podrozdziat 5.6.2) w celu identyfikacji kolonii bakteryjnych, ktére pomysinie

przeszty procedure transformaciji.

5.4.3.2 1zoLAcJA DNA WEKTOROW Z UZYCIEM ZESTAWU DO IZOLAC]I

Izolacje DNA wektoréw wykonano z uzyciem zestawu odczynnikéw GenelET
Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific™, USA) zgodnie z procedurg zalecang przez
producenta. Do indywidualnych izolacji wykorzystywano 9 ml catonocnej hodowli

bakteryjnej (w fazie stacjonarnej).
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5.4.4 [ZOLACJA FRAGMENTOW DNA Z ZELU AGAROZOWEGO

Izolacje fragmentéw DNA z zelu agarozowego przeprowadzono z uzyciem zestawu
odczynnikdw QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Niemcy) zgodnie z procedurg

zalecang przez producenta.

5.5 ELEKTROFOREZA RNA1DNA

Preparaty kwasow nukleinowych mieszano z sze$ciokrotnie stezonym buforem
obcigzajgcym DNA Gel Loading Dye (Thermo Scientific™, USA) zawierajagcym bfekit
bromofenolowy (BBF), umieszczano w kieszonkach uformowanych w zelu agarozowym
o grubosci 6 mm o stezeniu 1,2% (w/v) z dodatkiem barwnika DNA Midori Green DNA
Stain (Nippon Genetic, Niemcy) w stezeniu 5 ul/100 ml roztworu agarozy i rozdzielano
elektoforetycznie wzgledem markerdow dtugosci DNA w zakresie od 250 do 10 000 pz
(GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Thermo Scientific™, USA) lub w zakresie od 100 do 3 000
pz (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Thermo Scientific™, USA). Elektroforeze
prowadzono w buforze do elektroforezy TAE (ang. Tris-acetate-EDTA) o sktadzie:
40 mM Tris, 20 mM kwas octowy i 1 mM EDTA pH 8,0 przy statym napieciu 100 V az do
momentu osiggniecia przez BBF granicy zelu. Zel agarozowy otrzymywano przez

rozpuszczenie agarozy w buforze TAE.

5.6 SYNTEZA I MODYFIKACJA DNA

5.6.1 STARTERY

Startery wykorzystywane do syntezy i modyfikacji DNA zaprojektowano w oparciu
o sekwencje nukleotydowg mRNA AtDeg2 (NM_130361, Rysunek 25), a ich jakos¢
oceniono za pomoca programu OligoAnalyzer 1.0.2.

Startery stosowane do amplifikacji regionu CDS genu AtDEG2 przeznaczonego do
ekspresji AtDeg2 ze znacznikiem histydynowym i fluorescencyjnym na C-koricu biatka
w komodrkach roslinnych zostaty zaprojektowane w taki sposéb, aby amplifikowany

fragment DNA zawierat sekwencje kodujgcy peptyd tranzytowy AtDeg2 oraz kodon
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START (ATG), a byt pozbawiony kodonu STOP (TAA). Dodatkowo starter przedni
(ang. forward) wprowadzat do amplifikowanego DNA motyw CACC rozpoznawany
przez topoizomeraze | zwigzang z wektorem wejsciowym (patrz podrozdziat 5.7.1).
Sekwencje startera przedniego i wstecznego (ang. reverse) zostaty przedstawione
w Tabeli 3 pod nazwami: odpowiednio D2CtagF (ang. Deg2 C-tag forward) i D2CtagR
(ang. Deg2 C-tag reverse).

Startery stosowane do amplifikacji regionu CDS DNA kodujacego AtDeg2
wykorzystanego dalej do nadekspresji rekombinowanych wersji AtDeg2 ze znacznikiem
histydynowym na N-korcu biatka w komodrkach bakteryjnych byty zaprojektowane
w taki sposéb, aby amplifikowany fragment DNA zawierat kodon STOP (TAA), a byt
pozbawiony kodonu START (ATG) oraz sekwencji kodujacej peptyd tranzytowy.
Dodatkowo starter przedni wprowadzat do amplifikowanego DNA motyw CACC
rozpoznawany przez topoizomeraze | zwigzang z wektorem wejsciowym. Sekwencje
startera przedniego i wstecznego zostaty przedstawione w Tabeli 3 pod nazwami
Deg2MNtagF (ang. Deg2 mature N-taq forward) i D2NtagR (ang. Deg2 N-tag reverse).

Startery stosowane do mutagenezy ukierunkowanej regionu CDS kodujgcego
AtDeg2, ktérego ekspresja miata prowadzi¢ do powstania biatka AtDeg2 z mutacja
punktowg S268G, zostaly zaprojektowane w taki sposdb, aby wprowadzaty do
amplifikowanego DNA kodon GGT kodujgcy nieaktywng katalitycznie reszte glicyny
w miejsce kodonu AGT kodujgcego katalitycznie aktywng reszte seryny w miejscu 268
przez zamiane A na G. Sekwencje startera przedniego i wstecznego zostaty
przedstawione w Tabeli 3 pod nazwami Deg2S268GF (ang. Deg2 S268G forward)
i D2S268GR (ang. Deg2 S268G reverse).

Startery stosowane do identyfikacji roslin zawierajacych transgen zostaty
zaprojektowane w taki sposéb, aby amplifikowaty fragment DNA kodujgcy biatko GFP
stanowigce znacznik fluorescencyjny wprowadzonego transgenu. Sekwencje startera
przedniego i wstecznego zostaty przedstawione w Tabeli 3 po nazwami GFPF
(ang. green fluorescent protein forward) i GFPR (ang. green fluorescent protein
reverse).

Synteze starterow zlecono Pracowni Sekwencjonowania DNA i Syntezy

Oligonukleotyddw Instytutu Biochemi i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie.
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ATGGCCGCCTCCGTAGCAAACTGCTGCTTCTCCGTCCTCAATGCCTCCGTTAAAATTC 195
TA TCGTTTGACGACH AGGAGTTACGGAGGCAATTTTAAG
[ARRRRRRRRRRNNAN

D2CtagF 5’-CCACATGGCCGCCTCCGTAG-3 —

AATCTTCGTCCATCTCCTCACCGTGGTGTTTCGTGTCCGCATCGTCGTTGACTCCCCGAGCTTCCTCC AAATCGTCGAGGTCTGATTCACCATCTCC 'CCAGAGAAGA 324
TTAGAAGC) ACCACAAAGCACAGGCGTAGCAGCAAC TCGAA TATAATTCTCCTTTAGCAGCTCCAGACTAAGTGGTAGAGGATATAA T TCTTCT
P\ w0 Teelel Yeley ). Te) Teh yiele \GATGAAAGTTCCAATCCTCCTCAAARAATGGCTTTCAAGGCTTTTGGGTCACCCAAAAAGGAGAAAAAAGAGTCTCTTTCTGATTTTAGT CGAGACCAACAGACTGATC] 453

p e clepielor ol fer ¥ e ot o CTACTT TCAAGG TTAGGAGGAGTTT TTTACCGAAAGTTCCGAAAACCCAGTGGGTTTTTCCTCT TTTTTCTCAGAGARAGAC TAAAATCAGCTCTGGTTGTCTGACTAG
FEEREEERRRErerrrentl
D2MNtagF 5’ -CACCGATGAARGTTCCAATCCTCCTC-3' —_—>

TGCCAAGATTCACGATGCATCCTTTCTCAACGCTGTTGTCAAGGTTTATTGCACTCATACTGCTCCTGATTACTCCCTCCCATGGCAGAAGCAAAGGCAATTTACTAGTACTGGAAGTGCTTTTATGA 582
ICGGTTCTAAGTGCTACGTAGGAAAGAGTTGCGACAACAGTTCCAAATAACGTGAGTATGACGAGGACTAATGAGGGAGGGTACCGTCTTCGTTTCCGTTARATGATCATGACCTTCACGAAAATACT)
ITTGGAGATGGCAAGCTCTTGACCAATGCCCAT TGTGTCGAACACGATACACAGGT TAAAGTTAAGAGAAGGGGAGATGATCGAAAGTATGTGGCTAAGGTTT TAGTTAGGGGTGTGGACTGTGACATT! 711
AACCTCTACCGTTCGAGAACTGGTTACGGGTAACACAGCTTGTGCTATGTGTCCAATTTCAATTCTCTTCCCCTCTACTAGCTTTCATACACCGATTCCAAAATCAATCCCCACACCTGACACTGTAAC)
TTTGCTTTCCGTAGAAAGCGAGGATTTCTGGAAAGGAGCTGAACCACTACGGCTGGGCCATTTACCCCGCCTTCAGGATTCAGTTACTGTCGTGGGATATCCTCTTGGAGGAGATACAATCTCTGTTA 840
ARACGAAAGGCATCTTTCGCTCCTAAAGACCTTTCCTCGACTTGGTGATGCCGACCCGEGTAAATGGGGCGGAAGTCCTAAGT CAATGACAGCACCCTATAGGAGAACCTCCTCTATGT TAGAGACAAT]
+— 3 -GGTCCCTTACCACCACCGGGA-5 D2S268GR
CEERRRErr perennrnnn

AARAGGGGTTGTATCACGTATAGAGGTAACATCTTACGCTCATGGATCATCCGACTTGCTTGGARTTCAAATCGACGCTGCTATARATCCAGGGAATAGTGGTGGCCCTGCATTCARCGACCAGGGG! 969
TTTTCCCCAACATAGTGCATATCTCCATTGTAGAATGCGAGTACCTAGTAGGCTGAACGAACCTTAAGTTTAGCTGCGACGATATTTAGGTCCCTTATCACCACCGGGACGTAAGTTGCTGGTCCCCC)
FELRREREE rereereeen
D. 68GF 5’ -CC el CCT-3" ~ >
AATGTATTGGAGTAGCATTCCAGGTT TACAGATCCGAAGAAACTGAAAATATTGGATATGTGATTCCAACAACCGTTGT TTCTCACTTT TTGACTGATTATGAGAGGAACGGAAAGTACACTGGTTACC) 1098

[TTACATAACCTCATCGTAAGGTCCAAATGTCTAGGCTTCTTTGACTTTTATAACCTATACACTAAGGTTGTTGGCAACAAAGAGTGAAAAACTGACTAATACTCTCCTTGCCTTTCATGTGACCAATGC)

CTTGCCTTGGAGTATTGCTGCAGAAAT TAGARAATCCAGCTCTGCGGGAGTGCCTCARAGTTCCTACARATGAGGGGGT TCTGGTGCGAAGAGTTGAACCTACATCTGATGCAAGTARAGTCCTGAAA! 1227
[GAACGGAACCTCATAACGACGTCTTTAATCT TTTAGGTCGAGACGCCCTCACGGAGTTTCAAGGATGTTTACTCCCCCAAGACCACGCTTCTCAACT TGGATGTAGACTACGTTCATTTCAGGACT TTC)

AGGGAGATGTGATTGTAAGTTTTGATGATCTACATGTGGGATGTGAAGGAACTGTACCCTTCCGATCTAGTGAACGCATTGCATTCCGT TATCTCATCAGTCAAAAATTTGCAGGTGATATCGCTGAGA 1356
[TCCCTCTACACTAACATTCAARACTACTAGATGTACACCCTACACTTCCTTGACATGGGAAGGCTAGATCACTTGCGTAACCTAAGGCAATAGAGTAGTCAGTTTTTAAACGTCCACTATAGCGACTCT]

[TTGGTATCATTAGAGCAGGAGAACATAAGAAAGTTCAAGTAGTTCTAAGGCCACGAGTGCACCTGGTACCGTACCATAT TGATGGAGGTCAGCCATCATACATTATAGTTGCTGGTTTGGTGTTTACTC 1485
AACCATAGTAATCTCGTCCTCTTGTATTCTTTCAAGT TCATCAAGATTCCGETGCTCACGTGGACCATGGCATGGTATAACTACCTCCAGTCGGTAGTATGTAATATCAACGACCAAACCACAAATGA
'GCTCTCAGAACCCCTGATAGAGGAGGAGTGTGAGGATACCATAGGCTTGAAATTGTTAACAAAGGCACGCTACTCTGTGGCAAGGTTCAGAGGAGAACAAATCGTCATCCTATCACAGGTATTGGCAA 1614
'GAGAGTCTTGGGGACTATCTCCTCCTCACACTCCTATGGTATCCGAACTTTAACAATTGTTTCCGTGCGATGAGACACCGTTCCAAGTCTCCTCTTGTTTAGCAGTAGGATAGTGTCCATAACCGTT)
ATGAAGTARACATCGGCTATGAGGACATGAATAACCAGCAGGTCCTGAAGTTCAATGGAATTCCAATARGAAACATCCATCACTTGGCACATCTCATTGATATGTGCAAAGATARGTATCTAGTTTTT! 1743
ITACTTCATTTGTAGCCGATACTCCTGTACTTATTGGTCGTCCAGGACTTCAAGTTACCTTAAGGTTATTCTTTGTAGGTAGTGAACCGTGTAGAGTAACTATACACGTTTCTATTCATAGATCAARAAC)

AGTTCGAAGACAACTATGTTGCTGTGTTGGAGAGGGAAGCTTCAAATTCTGCTTCCTTGTGCATCCTCAAAGATTATGGAATTCCCTCGGAAAGATCCGCTGATCTGCTCGAGCCATATGTTGATCCAA 1872
[TCAAGCTTCTGTTGATACAACGACACAACCTCTCCCTTCGAAGTTTAAGACGAAGGAACACGTAGGAGTTTCTAATACCTTAAGGGAGCCTTTCTAGGCGACTAGACGAGCTCGGTATACAACTAGET!

94— 3’ -CGAAACTACCTGACCACACCCGTATT-5' D2NtagR
LEERRLRRER et
"AGATGACACCCAAGCGCTTGACCAAGGTATTGGAGACAGCCCTGTGTCARATCTGGAAATCGGCTTTGATGGACTGGTGT! 'TAR. 2001

FEEELEEEREE e
<4——— 3’ -CGAAACTACCTGACCACACCCGT-5' D2CtagR

ATCTACTGTGGGTTCGCGAACTGGTTCCATAACCTCTGTCGGGACACAGT TTAGACCTTTAGCCGAAACTACCTGACCACACCCGT wy

2130

2259

2347

Rysunek 25. Komplementarnos$¢ sekwencji starterow do sekwencji nukleotydowej
AtDeg2 (NM_130361). Sekwencje nukleotydowe AtDeg2 zostaty zaprezentowane
w postaci dwdéch komplementarnych nici ograniczonych krawedzig gérng i dolna.
Sekwencje nukleotydowe AtDeg2 wykraczajgce poza otwarta ramke odczytu
(ang. open reading frome, ORF) wyrdzniono szarym kolorem czcionki. Sekwencja ORF
AtDeg?2 zostata przedstawiona za pomocg czarnego (kodujgca chlroplastowy peptyd
tranzytowy) i biatego koloru czcionki. Kodony START i STOP zaréwno sekwencji AtDeg2,
jak i sekwencji starterow wyrdznione zostaty czerwonym kolorem czcionki. Sekwencje
nukleotydowe AtDeg2 kodujgce domeny: proteazowg, PDZ1 i PDZ2 zostaty
umieszczone w blokach w kolorze odpowiednio zielonym, niebieskim i fioletowym.
Sekwencje umieszczone w blokach szarych stanowig sekwencje kodujgce
N- i C-koricowe fragmenty biatka niestanowigce zadnej z domen. Tréjki nukleotydowe
umieszczone w blokach czarnych stanowig sekwencje kodujgce reszty aminokwasowe
aktywne katalitycznie. Obok nazw starterdw zostaty umieszczone sekwencje starteréw,
ktérych komplementarno$é do sekwencji AtDeg2 zostata oznaczona kreskg pionowa
»|”. Za pomocg podkreslenia wyrdzniono motyw rozpoznawany przez topoizomeraze |.
Niebieskim kolorem czcionki wyrdzniono kodon kodujacy glicyne, w ktérego obrebie
podkresleniem wyrdzniono miejsce wprowadzanej mutacji punktowej.
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Tabela 3. Sekwencje starterow stosowanych w reakcjach PCR. T, — temperatura
hybrydyzacji stosowana w reakcji PCR dla danej pary starteréw. Kodony START i STOP
zostaty wyrdznione czerwonym kolorem. Niebieskim kolorem wyrézniono kodon
kodujacy glicyne, w ktérego obrebie podkresleniem wyrdzniono miejsce wprowadzanej
mutacji punktowej.

Nazwa Sekwencja Th
D2CtagF 5’- CACCATGGCCGCCTCCGTAG

D2CtagR 5’-TGCCCACACCAGTCCATCAAAGC 60°C
D2MNtagF 5’-CACCGATGAAAGTTCCAATCCTCCTC

D2NtagR 5’-TTATGCCCACACCAGTCCATCAAAGC 60°C
D2S268GF 5’-CCAGGGAATGGTGGTGGCCCT

D2S268GR 5’-AGGGCCACCACCATTCCCTGG S7°C
GFPF 5’- CGACGGGAACTACAAGACAC

GFPR 5’- GCTGTTACAAACTCAAGAAGG >5C

5.6.2 AMPLIFIKACJA FRAGMENTOW DNA METODA PCR

Reakcje faricuchowag polimerazy (ang. polymerase chain reaction, PCR)
wykonywano z wykorzystaniem termocyklera T100™ (Bio-Rad, USA) do celéw oceny
jakosciowej transformantdw za pomocg polimerazy DreamTaq Hot Start z uzyciem
zestawu odczynnikdw DreamTaq Green DNA Polymerase (Thermo Scientific™, USA) lub
do syntezy fragmentdw DNA przeznaczonych do klonowania za pomocg polimerazy
o wysokiej wiernosci Phusion® High-Fidelity (HF) z uzyciem zestawu odczynnikdw
Phusion® HF DNA Polymerase (Thermo Scientific™, USA). Do reakcji PCR
wykorzystywano réwniez mieszanine nukleotydéw 10mM dNTP Mix firmy Thermo
Scientific™ (USA).

Reakcje amplifikacji z uzyciem polimerazy DreamTaq prowadzono w objetosci 10
ul, a reakcje amplifikacji z uzyciem polimerazy Phusion® HF w objetosci 50 ul. Sktad
mieszaniny reakcyjnej oraz warunki reakcji zostaty przedstawione odpowiednio

w Tabeli 4 i Tabeli 5.
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Tabela 4. Sktad mieszanin reakcyjnych stosowanych w reakcjach PCR

Skladniki Reakcja PCR z polimeraza Reakcja PCR z polimeraza
reakgcji DreamTaq Hot Start Phusion® HF
Bufor bufor barwiony DreamTaq bufor Phusion® HF zawierajacy
zawierajacy 2mM MgCl, 1,5mM MgCl,
dNTP 0,2 mM 0,2 mM
Starter 0,25 uM 0,25 uM
przedni
Starter 0,25 uM 0,25 uM
wsteczny
Polimeraza 0,25 u polimerazy DNA DreamTaq | 0,5 u polimerazy DNA Phusion® HF
DNA Hot Start
Matryca DNA 0,2 pg - 0,2 ng DNA wektora, 1 pg - 10 ng DNA wektora,
20 pg - 0,2 pg genomowego DNA 1 pg - 10 ng produktu syntezy
(gDNA) chemicznej DNA,
5 pl produktu reakcji RT-PCR
(cDNA)

Tabela 5. Warunki temperaturowo-czasowe stosowane w reakcjach PCR

Reakcja PCR z Reakcja PCR z Liczba
polimeraza DreamTaq | polimeraza Phusion® cykli
Etap Hot Start HF

Temp. Czas Temp. Czas
1) Denaturacja wstepna 95°C 5 min 95°C 5 min 1
- 2) Denaturacja 95°C 30s 95°C 30s
4
% 3) Hybrydyzacja 55-60°C 30s 60°C 30s 30
3 starteréw
5 4) Polimeryzacja 72°C 1 min 72°C 5 min
5) Polimeryzacja 72°C 5 min 72°C 10 min 1

koncowa

5.6.3 REAKCJA ODWROTNE] TRANSKRYPCJI (RT-PCR)

W celu uzyskania komplementarnego DNA (ang. complementary DNA, cDNA)

wymaganego do syntezy fragmentéw DNA do klonowania wykonano reakcje PCR

z odwrotng transkryptazg (ang. reverse transcriptase PCR, RT-PCR) za pomocg zestawu

odczynnikéw RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific™,

USA) zgodnie z procedurg zalecang przez producenta i z zastosowaniem dotgczonych
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do zestawu starteréw Oligo(dT);s. Do reakcji jako matrycy uzyto 3 ug RNA catkowitego

wyizolowanego z roslin WT A. thaliana.

5.6.4 SYNTEZA CHEMICZNA FRAGMENTOW DNA

Synteze chemiczng fragmentéw DNA kodujgcych warianty delecyjne AtDeg?2

zlecono firmie Thermo Scientific™ (USA).

5.6.5 MUTAGENEZA UKIERUNKOWANA

Mutageneze ukierunkowang przeprowadzono za pomocg zestawu odczynnikow
QuikChange Il XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies, USA) zgodnie
z procedurg zalecang przez producenta.

Mutageneze ukierunkowang przeprowadzano w trzech etapach (Rysunek 26).
W pierwszej kolejnosci wykonano reakcje PCR w objetosci 25 pl, w ktdrej jako matrycy
uzyto wyizolowany z bakterii klon wejsciowy kodujacy wersje dzikg AtDeg2 (AtDEG2
PENTR™/SD/D-TOPQ). Mutacje punktowg wprowadzano poprzez uzycie specyficznych
starteréw tj. D2S268GF i D2S268GR (Tabela 3, s. 68), a reakcje prowadzono z uzyciem
polimerazy o bardzo wysokiej wiarygodnosci replikacji PfuUltra HF. Sktad mieszaniny
reakcyjnej przedstawiono w Tabeli 6, podczas gdy warunki temperaturowo-czasowe
zaprezentowano w Tabeli 7. Po zakonczonej reakcji PCR mieszanine reakcyjng poddano
trawieniu restrykcyjnemu przez 1,5 h w temperaturze 37°C poprzez dodanie do
mieszaniny 10 u enzymu restrykcyjnego Dpnl, ktéry rozpoznaje i tnie miejsca metylac;ji.
Jako ze w mieszaninie reakcyjnej tylko klony wejsciowe z wprowadzong mutacja
powielone byty na skutek reakcji PCR (a wiec nie byly poddane procesowi metylacji)
efektem trawienia byto pofragmentowanie tylko niezmutowanych czgsteczek klonu
wejsciowego izolowanych z bakterii, a wiec poddanych poreplikacyjnemu procesowi
metylacji. Ostatnim etapem mutagenezy ukierunkowanej byto wykonanie
transformacji bakterii E. coli szczepu One Shot® OmniMAX™ 2 T1R z uzyciem 1 pl
otrzymanej mieszaniny reakcyjnej. Uzyskany produkt mutagenezy wyizolowano

z bakterii i sprawdzono poprzez analize wyniku sekwencjonowania DNA.
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CH: startery wprowadzajgce

klon wejsciowy mutacje punktowa

bez mutagji

£t wstawka bez mutacji

miejsca metylacji

zamplifikowane klony wejsciowe

1) Reakcja PCR @ z wprowadzong mutacja

CH: wstawka

z mutacja

CH:

2) Trawienie enzymem Dpnl

produkt trawienia klonu O O O

wejsciowego bez mutacji
enzymem Dpnl

. \ 1 kolonie transformantow
3) Transformacja E. coli @ E. coli

e e I S——-

m-
e === T2 5

pozywka LB zawierajgca
odpowiedni antybiotyk selekcyjny

Rysunek 26. Etapy mutagenezy ukierunkowanej

Tabela 6. Skfad mieszaniny reakcyjnej wykorzystywanej w reakcji PCR podczas

wykonywania mutagenezy ukierunkowanej

Skladniki reakcji Reakcja PCR z polimeraza PfuUltra HF
Bufor bufor PfuUltra HF zawierajacy 2ZmM MgCl,
dNTP 0,2 mM

Starter przedni 0,25 uM

Starter wsteczny 0,25 uM

Polimeraza DNA 2,5 u polimerazy DNA PfuUltra HF
Matryca DNA 10 ng DNA wektora (AtDEG2 pENTR™/SD/D-TOPO)
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Tabela 7. Warunki temperaturowo-czasowe stosowane w reakcji PCR podczas
wykonywania mutagenezy ukierunkowanej

Reakcja PCR z polimeraza Liczba
Etap PfuUltra HF cykli
Temp. Czas

1) Denaturacja wstepna 95°C 2 min 1
< 2) Denaturacja 95°C 30s

Z

E, 3) Hybrydyzacja 57°C 1 min

N ; 30
k) starterow

v§; 4) Polimeryzacja 68°C 5 min
5) Polimeryzacja koncowa 68°C 5 min 1

5.7 KLONOWANIE DNA

W procesie klonowania (uzyskiwania klonéw wejsciowych i ekspresyjnych)
zastosowano wektory  wykorzystujgce technologie  Gateway® takie jak:

pPENTR™/SD/D-TOPO™, Champion™ pET300/NT-DEST oraz pEarleyGate103.

5.7.1 'WEKTORPENTR™/SD/D-TOPO™

Jako wektor wejsciowy do systemu klonowania Gateway® zastosowano wektor
PENTR™/SD/D-TOPO™, ktory dzieki zwigzanej z wektorem topoizomerazie | z wirusa
Vaccinia pozwala na bezposrednig ligacje z produktami reakcji PCR. Wektor posiada
miejsca rekombinacji attlL1 i attL2 rozpoznawane przez klonaze LR (patrz podrozdziat

5.7.5), umozliwiajgc przeniesienie klonowanego fragmentu DNA do wektoréw

docelowych systemu Gateway® (Rysunek 27).
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(20) Hinfl Hinfl (95)
Hinfl (160)
Miul (230)

(2225) Hinfl

e

§ pENTR™/SD/D-TOPO®
N 2601 bp

(1899) Miul e

Hinfl (851)

(1650) Hinfl
(1644) Hinfl

(1559) HinfI Rrul (1077)

(1387) Hinfl Hinfl (1331)

Rysunek 27. Wektor pENTR™/SD/D-TOPO™. attlL1, attL2 — miejsca rekombinacji; KanR
— gen opornosci na kanamycyne; ori — miejsce inicjacji replikacji; Hinfl, Rrul, Mlul —
miejsca restrykcyjne dla enzyméw Hinfl, Rrul, Mlul. Rysunek wykonano
z wykorzystaniem programu SnapGene®.

5.7.2 'WEKTOR CHAMPION™ PET300/NT-DEST

Wektor Champion™ pET300/NT-DEST to wektor docelowy systemu klonowania
Gateway®, jaki wykorzystano do indukowanej za pomocg izopropylotiogalaktozydu
(IPTG) nadekspresji biatek rekombinowanych w komodrkach prokariotycznych pod
kontrolg silnego promotora polimerazy RNA bakteriofaga T7 (Rysunek 28). Podczas
nadekspresji do biatka dotgczany jest znacznik histydynowy (sze$¢ reszt

histydynowych) umozliwiajacy oczyszczanie biatka za pomocg ztoza niklowego.
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(26) Hinfl /lacOi
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(7033) Hinfl |
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MIul (999)
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(5680) Hinfl —

pET300/NT-DEST
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(4503) Hinfl
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Rysunek 28. Wektor Champion™ pET300/NT-DEST. T7 — promotor polimerazy RNA
bakteriofaga T7; lacO — operator laktozowy; attR1, attR2 — miejsca rekombinacji; ccdB
— gen kodujacy toksyne bakteryjng (usuwany z wektora podczas reakcji rekombinacji),
ktéra hamuje aktywnos¢ gyrazy (enzymu naprawczego DNA), uniemozliwiajgc wzrost
bakterii zawierajgcych ,pusty” wektor (bez wstawki), czyli taki, ktéry nie przeszedt
pomyslnie reakcji rekombinacji; 6xHis — sekwencja kodujgca znacznik histydynowy;
AmpR — gen opornosci na ampicyline i karbenicyline; ori — miejsce inicjacji replikacji;
lacl — gen kodujacy represor laktozowy; Hinfl, Mlul — miejsca restrykcyjne dla enzyméw
Hinfl, Mlul. Rysunek wykonano z wykorzystaniem programu SnapGene®.

5.7.3 WEKTOR PEARLEYGATE 103

Do uzyskania stabilnych roslin transgenicznych wykorzystano binarny wektor
docelowy pEarleyGate103 (pEG103) kompatybilny z systemem Gateway®, ktdry mozna
powiela¢ zarowno w komérkach E. coli, jak i A. tumefaciens (tzw. wektor wahadtowy).
T-DNA ulegajacy integracji z genomem rosliny stanowi fragment wektora pomiedzy
sekwencjami powtdérzonymi RB T-DNA (ang. right border T-DNA) i LB T-DNA (ang. left

border T-DNA) i zawiera miejsca rekombinacji attR1 i attR2 umozliwiajgce
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wprowadzenie klonowanego fragmentu DNA za pomocg klonazy LR (Rysunek 29).
Ekspresja biatka zachodzi w fuzji ze znacznikiem fluorescencyjnym mGFP5 [wariant
biatka zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent protein, GFP) z Aequorea victoria
o zwiekszonej stabilnosci w komdrkach roslinnych] i histydynowym pod kontrolg
silnego promotora CaMV 35S. Gen opornosci na kanamycyne pozwala na selekcje
transformantéw A. thumefaciens, podczas gdy gen opornosci na herbicyd glufosynat

amonu umozliwia selekcje transformantéw A. thaliana.

(355) Hinfl Hinfl (363)

/ Hinfl (659)
YA
/ // "Hinfl (926)

Hinfl (1269)
HIinfl (1373)
MIuI (1536)

Hinfl (1962)
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|| Hinfl (2082)
,r'f_/ Hinfl (2108)
~/Z_Hinfl (2127)
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/\\Hian (2192)

~ Hinfl (2203)

Hinfl (2347)

(10 828) Hinfl

(10 432) Hinfl _
(10 357) HinfI \_:\
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(8677) Hinfl —__
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(8641) Hinfl -
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" Mlul (3556)
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Hinfl (4766)

(7565) Hinfl 6000

\\\ Iy
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Rysunek 29. Wektor pEarleyGate103. CaMV 35S — promotor 35S RNA z wirusa mozaiki
kalafiora; attR1, attR2 — miejsca rekombinacji; ccdB — gen kodujacy toksyne bakteryjng
(usuwany z wektora podczas reakcji rekombinacji), ktéra hamuje aktywnos¢ gyrazy
(enzymu naprawczego DNA), uniemozliwiajgc wzrost bakterii zawierajgcych ,pusty”
wektor (bez wstawki), czyli taki, ktéry nie przeszedt pomysinie reakcji rekombinacji;
mgfp5 — gen kodujacy znacznik fluorescencyjny mGFP5; 6xHis — sekwencja kodujaca
znacznik histydynowy; RB T-DNA, LB T-DNA — odpowiednio prawa i lewa granica
T-DNA; ori — miejsce inicjacji replikacji; KanR — gen opornosci na kanamycyne; BlpR —
gen opornosci na glufosynat amonu; Hinfl, Mlul — miejsca restrykcyjne dla enzymow
Hinfl, Mlul. Rysunek wykonano z wykorzystaniem programu SnapGene®.
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5.7.4 KLONOWANIE DO WEKTORA WEJSCIOWEGO

Zsyntezowane metoda PCR (z uzyciem polimerazy Phusion® HF, patrz podrozdziat
5.6.2) fragmenty DNA kodujgce odpowiednie wersje AtDeg2 stanowigce wstawke
rozdzielono elektroforetycznie, wyizolowano z Zzelu i wprowadzono do wektora
wejsciowego pENTR™/SD/D-TOPO z uzyciem zestawu odczynnikéw do klonowania
PENTR™/SD/D-TOPO™ Cloning Kit, with One Shot™ TOP10 Chemically Competent
E. coli (Invitrogen™, USA). Reakcje klonowania wykonano przez inkubacje 100-150 ng
DNA wstawki z 3-5 ng DNA wektora pENTR™/SD/D-TOPO w roztworze 200 mM NaCl
i 10mM MgCl, przez noc w temperaturze pokojowej Produkt reakcji klonowania tzw.
klon wejsciowy wprowadzono do komodrek bakteryjnych E. coli szczepu One Shot®
OmniMAX™ 2 T1R drogg transformacji. Nastepnie przeprowadzono selekcje
transformantéw bakteryjnych przez hodowle na pozywce statej LB z kanamycyna.
Namnozony w komdrkach bakteryjnych klon wejsciowy wyizolowano z bakterii
i sprawdzono przez analize rozdziatu elektroforetycznego produktu trawienia
restrykcyjnego uzyskanego klonu wejsciowego enzymem MlIul oraz poprzez analize

wyniku sekwencjonowania DNA.

5.7.5 KLONOWANIE DO WEKTORA DOCELOWEGO

Klonowanie do wektora docelowego wykonano z uzyciem zestawu odczynnikow
Gateway® LR Clonase® Il Enzyme mix (Thermo Scientific™, USA), w ktérego sktad
wchodzi mieszanina enzymatyczna zawierajgca integraze (Int) i rekombinaze Xis
bakteriofaga lambda oraz czynnik integracyjny gospodarza (ang. integration host
factor, IHF) E. coli. Powyzsza mieszanina jest okreslana mianem klonazy LR, poniewaz
katalizuje rekombinacje miedzy miejscami rekombinacji attL klonu wejsciowego, czyli
wektora zawierajgcego wstawke a miejscami rekombinacji attR , pustego” wektora
docelowego, prowadzac do przeniesienia wstawki z klonu wejsciowego do wektora
docelowego w miejsce genu ccdB, czego efektem jest utworzenie tzw. klonu
ekspresyjnego oraz zamiana sekwencji attR i attL na attB i attP (Rysunek 30).

Do wektora pET300/NT-DEST wprowadzano wstawki z klondw wejsciowych kodujgce

wersje AtDeg2 przeznaczone do nadekspresji w komodrkach bakteryjnych
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Rysunek 30. Rekacja rekombinacji z uzyciem mieszaniny enzymatycznej okreslanej
jako klonaza LR na przyktadzie wektoréw pENTR™/SD/D-TOPO i pET300/NT-DEST.
Fragment DNA ulegajgcy reakcji rekombinacji zostat wyrdzniony przez umieszczenie go
wewnatrz ramki. Sekwencje pochodzgce od miejsc attR zostaty umieszczone w blokach
w kolorze zielonym natomiast sekwencje pochodzgce od miejsc attlL zostaty
umieszczone w blokach w kolorze niebieskim.

z uzyciem zestawu do klonowania DNA Champion™ pET300/NT-DEST and
pET301/CT-DEST Gateway® Vector Kit (Invitrogen™, USA). Reakcje rekombinacji
wykonano przez inkubacje przez noc w temperaturze pokojowej 8 pl mieszaniny
reakcyjnej o nastepujgcym sktadzie:

e 100-150 ng DNA klonu wejsciowego,

e 15 ng DNA wektora pET300/NT-DEST,

e bufor TE pH 8,0 (10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA).
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Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej wprowadzono 0,5 pl proteinazy K i inkubowano
5 min w 37°C. Po inkubacji mieszanine reakcyjng wprowadzono do komoérek
bakteryjnych E. coli szczepu One Shot® OmniMAX™, ktére nastepnie hodowano na
pozywce statej LB z karbenicyng. Klon ekspresyjny wyizolowano z bakterii i sprawdzono
przez analize rozdziatu elektroforetycznego produktu trawienia restrykcyjnego
uzyskanego klonu ekspresyjnego enzymem Hinfl oraz poprzez analize wyniku
sekwencjonowania DNA. Sprawdzony klon ekspresyjny wprowadzono do komorek
E.coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL i przeprowadzono nadekspresje odpowiedniego biatka
rekombinowanego.
Wstawki z klonow wejsciowych kodujgce wersje AtDeg2 przeznaczone do ekspresji

w komorkach roslinnych wprowadzano do wektora pEarleyGatel03. Jako ze klon
wejsciowy i wektor pEarleyGate103 zawierajg gen opornosci na ten sam antybiotyk, co
utrudnia przeprowadzenie prawidtowej selekcji transformantdéw, przed przystgpieniem
do reakcji rekombinacji pozbawiono klon wejsciowy miejsca inicjacji replikacji
(ang. origin, ori) oraz genu opornosci na kanamycyne. W tym celu wykonano trawienie
restrykcyjne klonu wejsciowego enzymami Mlul i Rrul (Rysunek 27), a nastepnie
rozdziat elektroforetyczny produktu trawienia. Fragment DNA o wiasciwej wielkosci
izolowano z zelu i tak przygotowany preparat przeznaczono do klonowania. Reakcje
rekombinacji wykonano przez inkubacje przez noc w temperaturze pokojowej 8 pl
mieszaniny reakcyjnej o nastepujacym sktadzie:

e 100-150 ng DNA klonu wejsciowego (wektora ze wstawky) pozbawionego

miejsca ori i genu opornosci na kanamycyne,

e 15 ng DNA wektora pEarleyGate103,

e bufor TE pH 8,0.
Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej wprowadzono 0,5 ul proteinazy K i inkubowano
5 min w 37°C. Po inkubacji mieszanine reakcyjng wprowadzono do komorek
bakteryjnych E. coli szczepu One Shot® OmniMAX™, ktére nastepnie hodowano na
pozywce statej LB z kanamycyng, a uzyskany klon ekspresyjny wyizolowano z bakterii.
Jego prawidtowos¢ sprawdzono przez trawienie enzymem Hinfl i analize rozdziatu
elektroforetycznego  produktéw  trawienia oraz poprzez analize  wyniku
sekwencjonowania DNA. Sprawdzony klon ekspresyjny wprowadzono do komodrek

A. tumefaciens, ktére przeznaczono dalej do transformacji A. thaliana.
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5.7.6 'TRAWIENIE RESTRYKCYJNE

Trawienie restrykcyjne wykonano z uzyciem enzymow FastDigest Mlul, FastDigest
Rrul oraz FastDigest Hinfl firmy Thermo Scientific (USA) zgodnie z procedurg zalecang
przez producenta. Reakcje trawienia prowadzono w objetosci 20 pl przez inkubacje
500 ng DNA okreslonego wektora (badz klonu wejsciowego/ekspresyjnego)
w obecnosci 1ul odpowiedniego enzymu restrykcyjnego (lub enzyméw restrykcyjnych)

w buforze FastDigest przez 1 h w temperaturze 37°C.

5.7.7 SEKWENCJONOWANIE DNA

Wykonanie sekwencjonowania DNA uzyskanych klonéw wejsciowych
i ekspresyjnych zlecono Pracowni Technik Molekularnych Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu. Analize wynikéw wykonano z uzyciem programu SnapGene®

oraz narzedzia bioinformatycznego BLAST.

5.8 TRANSFORMACJA I TRANSFEKCJA MATERIALU BIOLOGICZNEGO

5.8.1 TRANSFORMACJA E. cOLI

Komérki chemikompentne E. coli, tzn. zdolne do transformacji chemicznej
(wigzania i pobierania obcego DNA bezposrednio z roztworu) przygotowano z uzyciem
CaCl; zgodnie z protokotem opisanym przez Seidman i wsp. (2001).

Zawiesine komadrek chemikompetentnych E. coli w objetosci 100 pl rozmrozono
w lodzie i dodano do niej 10 ng DNA wektora badz ok. 5 ul produktu reakcji
klonowania, wymieszano i inkubowano w lodzie przez 1 h. Nastepnie przeprowadzono
szok cieplny przez umieszczenie zawiesiny bakteryjnej na 1 min w 42°C i przeniesienie
ponownie do lodu. Aby zwiekszyé wydajnos¢ transformacji bakterie hodowano
z wytrzasaniem (200 rpm, 1 h, 37°C) w 1 ml pozywki ptynnej LB. Bakterie zwirowano
(12 000 x g, 15 s, temperatura pokojowa, wiréwka Minispin, Eppendorf, Niemcy),
zawieszono w ok. 50 pl pozywki LB i wysiano na szalki Petriego z pozywkga statg LB
zawierajgcg odpowiednie antybiotyki (w tym odpowiedni antybiotyk selekcyjny)

i hodowano przez noc w 37°C. Otrzymane kolonie przesiano pojedynczo na pola
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o wielkosci ok. 1 cm? na pozywce statej LB z odpowiednimi antybiotykami i hodowano
przez noc w 37°C. Obecnos$¢ wprowadzonego wektora w poszczegdlnych koloniach

bakteryjnych sprawdzano metoda PCR.

5.8.2 TRANSFORMACJA A. TUMEFACIENS

Bakterie A. tumefaciens hodowano w pozywce ptynnej LB z rifampicyng w 27°C
z wytrzgsaniem (180 rpm) az do osiggniecia fazy logarytmicznego wzrostu (patrz
podrozdziat 5.3.6). Hodowle schtodzono i wirowano (3 000 rpm, 6 min, 4°C, wiréwka
3K30, Sigma-Aldrich, Niemcy), a otrzymany osad bakteryjny zawieszono w 0,25 ml
20 mM CaCl,. Uzyskane komodrki chemikompetentne A. tumefaciens wykorzystano
w procedurze transformacji.

W celu wykonania transformacji do 100 pl zawiesiny komodrek
chemikompetentnych A. tumefaciens dodano 50 ng DNA klonu ekspresyjnego,
wymieszano i zamrozono w ciektym azocie. Nastepnie zamrozong zawiesine bakteryjna
umieszczono w 37°C na 5 min, dodano 1 ml pozywki ptynnej LB i hodowano
z wytrzgsaniem w 27°C przez 3,5 h. Bakterie zwirowano (12 000 x g, 15 s, temperatura
pokojowa, wiréwka Minispin, Eppendorf, Niemcy), zawieszono w ok. 50 pl pozywki LB
i wysiano na szalki Petriego z pozywka statg LB zawierajgcg rifampicyne i odpowiedni
antybiotyk selekcyjny i hodowano przez dwa dni w 27°C. Otrzymane kolonie przesiano
pojedynczo na pola o wielkoéci ok. 1 cm’ na poiywce statej LB z rifampicyna
i odpowiednim antybiotykiem selekcyjnym i hodowano przez dwa dni w 27°C.
Obecnos¢ wprowadzanego klonu ekspresyjnego w poszczegdlnych koloniach

bakteryjnych sprawdzano metoda PCR.

5.8.3 TRANSFORMACJA A. THALIANA PRZEZ AGROINFILTRACJE

Transformacje A. thaliana przez agroinfiltracje wykonano zgodnie z protokotem
opisanym przez Clough i Bent (1998). Do transformacji wykorzystano 4-5 tygodniowe
mutanty deg2-3 A. thaliana, u ktérych przed przystgpieniem do agroinfiltracji usunieto
otwarte kwiaty. Do agroinfiltracji wykorzystano bakterie A. tumefaciens

transformowane wczesniej odpowiednim klonem ekspresyjnym (Rysunek 31A).
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Rysunek 31. Etapy uzyskania roslin transgenicznych metodgq agroinfiltracji

Bakterie hodowano w pozywce ptynnej LB z rifampicyng i odpowiednim antybiotykiem
selekcyjnym w 27°C az do osiggniecia pdinej fazy logarytmicznego wzrostu lub
wczesnej fazy stacjonarnej (patrz podrozdziat 5.3.6). Bakterie zwirowano (10 000 rpm,
20 min, 4°C, wiréwka 3K30, Sigma-Aldrich, Niemcy), zawieszono w roztworze 5% (w/v)
sacharozy, ponownie zwirowano jak wyzej i zawieszono do stezenia ODsso = 0,8
w roztworze infiltracyjnym sktadajgcym sie z 5% (w/v) sacharozy i 0,03% (v/v) Sliwet
Gold (Arysta LifeScience Polska) — detergentu utatwiajgcego wnikniecie T-DNA
Agrobacterium do komorek roslinnych. W uzyskanej zawiesinie bakteryjnej zanurzano

w pozycji lezacej i dodatkowo nakrapiano roztworem infiltracyjnym widoczne paki
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kwiatowe, po czym szczelnie zamknieto folig w celu zapewnienia warunkdw wysokiej
wilgotnosci i pozostawiono w ciemnosci do nastepnego dnia. Po inkubacji w ciemnosci
rodliny umieszczano w ostonkach foliowych typu Arasystem, w celu unikniecia
przekrzyzowan i hodowano w warunkach umiarkowanego natezenia $wiatta
(Tabela 2, s. 59) w pokoju hodowlanym az do momentu uzyskania dojrzatych nasion
(Rysunek 31B). Selekcje transformantéw roslinnych prowadzono na szalkach Petriego
z pozywka statg MS z dodatkiem herbicydu przez ok. 2 tygodnie w pokoju hodowlanym
w warunkach umiarkowanego natezenia $wiatta, po czym siewki przenoszono na
doniczki torfowe, umieszczano w ostonkach foliowych i hodowano az do momentu
uzyskania dojrzatych nasion (Rysunek 31C). Catg procedure selekcji powtdrzono w celu

uzyskania linii homozygotycznych roslin transgenicznych (Rysunek 31D).

5.8.4 TRANSFEKCJA PROTOPLASTOW KOMOREK MIEKISZOWYCH LISCIA
A. THALIANA

Transfekcje protoplastéow komodrek miekiszowych liscia A. thaliana wykonano
w oparciu o protokét opisany przez Wu i wsp. (2009). Okoto 2 x 10* protoplastéw
zawieszonych w 100 ul roztworu MMg (patrz podrozdziat 5.2.1) ostroznie wymieszano
z 5 pg klonu ekspresyjnego, po czym dodano 110 pl 40% (v/v) glikolu polietylenowego
(PEG), wymieszano i inkubowano 15 min w temperaturze pokojowej. Po inkubacji
protoplasty zwirowano (300 x g, 3 min, temperatura pokojowa, wirowka Minispin,
Eppendorf, Niemcy) zawieszono w 300 ul roztworu W1 o skfadzie: 0,5 M mannitol,
20 mM KCl, 4 mM MES pH 5,7 i inkubowano w ciemnosci od 16 do 24 h. Efektywnos¢
transfekcji oceniano za pomocg mikroskopii konfokalnej dzieki zastosowaniu znacznika

fluorescencyjnego ulegajgcego ekspresji w fuzji z odpowiednig wersjg AtDeg?2.

5.9 IZOLACJA10CZYSZCZANIE BIALEK REKOMBINOWANYCH

5.9.1 NADEKSPRESJA BIALEK REKOMBINOWANYCH W KOMORKACH E. COLI

Nadekspresje biatek rekombinowanych prowadzono z uzyciem szczepu
bakteryjnego E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL. W pierwszej kolejnosci komaorki E. coli

BL21-CodonPlus(DE3)-RIL transformowano klonem ekspresyjnym z wstawka kodujgca
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odpowiedni wariant AtDeg2 i hodowano na szalkach Petriego ze stata pozywka LB
z chloramfenikolem, tetracykling i antybiotykiem selekcyjnym — karbenicyng. Obecnos¢
odpowiednich klonéw ekspresyjnych w otrzymanych koloniach bakteryjnych
sprawdzano metodg PCR. Kolonie, ktdra pozytywnie przeszta procedure transformacji
zaszczepiano do pozywki ptynnej LB z chloramfenikolem, tetracykling i karbenicyng
i hodowano przez noc w 37°C z wytrzgsaniem (180 rpm). Bakterie z catonocnej hodowli
zaszczepiono do Swiezej i zawierajacej wyzej wymienione antybiotyki pozywki ptynnej
LB w stosunku 1:100 (1 ml hodowli na 100 ml pozywki) i hodowano w 37°C
z wytrzgsaniem (180 rpm). Hodowle prowadzono do uzyskania wczesnej fazy
logarytmicznego wzrostu (patrz podrozdziat 5.3.5), po czym indukowano nadekspresje
przez dodanie IPTG (ROTH Industries GmbH i Co, Niemcy) do stezenia koncowego
1 mM i kontynuowano hodowle w tych samych warunkach przez kolejne 3 h.
Nastepnie bakterie zwirowano (10 000 rpm, 20 min, 4°C, wiréwka 3K30, Sigma-Aldrich,
Niemcy), zamrozono i przechowywano w -20°C lub od razu wykorzystano do lizy

i izolacji biatek rekombinowanych.

5.9.2 DEZINTEGRACJA KOMOREK BAKTERYJNYCH E. COLI

Osad bakteryjny uzyskany z hodowli o objetosci 100 ml, w ktérej indukowano
nadekspresje odpowiedniego biatka rekombinowanego zawieszono w 30 ml buforu
denaturujgcego pH 8,0 o sktadzie: 8 M mocznik, 100 mM fosforan sodu, 10 mM
Tris-HCI pH 8,0 i wykonano wstepng lize bakteryjng przez trzykrotne zamrazanie
i rozmrazanie zawiesiny bakteryjnej. Wtasciwg dezintegracje komodrek bakteryjnych
wykonano z uzyciem ultradzwiekdw za pomocg sonikatora Virtsonic 60 firmy VirTis
(USA). W tym celu préobe poddano trzem cyklom sonikacji po 60 s z przerwg 90 s, po
czym wirowano (10 000 rpm, 20 min, 4°C, wiréwka 3K30, Sigma-Aldrich, Niemcy),
a supernatant przeniesiono do Swiezej probowki. Uzyskany lizat bakteryjny
wykorzystano dalej do oczyszczania biatek rekombinowanych z uzyciem ztoza

niklowego.
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5.9.3 OCZYSZCZANIE BIALEK REKOMBINOWANYCH Z UZYCIEM ZL0ZA NIKLOWEGO

Lizat bakteryjny zawierajacy odpowiednie biatko rekombinowane dodano
w stosunku 5:1 do przeptukanego buforem denaturujgcym pH 8,0 ztoza niklowego
cOmplete™ His-Tag Purification Resin (Roche Holding AG, Szwajcaria) i inkubowano
przez 30 min z niewielkim wytrzgsaniem w temperaturze pokojowe]. Ztoze ze
zwigzanym biatkiem rekombinowanym nastepnie dwukrotnie przeptukano buforem
denaturujgcym pH 8,0 (objetoscig trzykrotnie wiekszg niz objetos¢ uzytego ztoza),
dwukrotnie buforem denaturujgcym pH 6,3 (objetoscig trzykrotnie wiekszg niz
objetos¢ uzytego ztoza) o sktadzie: 8 M mocznik, 100 mM fosforan sodu, 10 mM
Tris-HCl pH 6,3 oraz 10 mM imidazolem w buforze denaturujgcym pH 6,3. Elucje biatka
rekombinowanego ze ztoza wykonywano za pomocg 100 mM imidazolu w buforze

denaturujgcym pH 6,3. Eluat zamrozono i przechowywano w -80°C.

5.9.4 [ZOLACJA BIALEK REKOMBINOWANYCH Z ZELU POLIAKRYLAMIDOWEGO
5.9.4.1 ELEKTROFOREZA PREPARATYWNA

Eluaty biatek rekombinowanych z pominieciem etapu termicznej denaturacji
rozdzielono za pomocg SDS-PAGE (patrz podrozdziat 5.10.1) w obecnosci barwnych
markeréw masy czgsteczkowej w zakresie od 10 do 170 kDa (PageRuler Prestained
Protein Ladder, Thermo Scientific™, USA) w Zzelu poliakrylamidowym o grubosci
1,5 mm. Zel nastepnie barwiono przejéciowo z uzyciem KCI (patrz podrozdziat 5.10.3.4)
i wycieto waski pasek zelu zawierajacy prazek na odpowiedniej wysokosci
reprezentujacy okreslone biatko rekombinowane. Wyciety pasek zelu odbarwiono

i rozdrobniono przeciskajgc przez strzykawke z igtg o srednicy 0,7 mm.

5.9.4.2 ELEKTROELUCJA Z ZELU POLIAKRYLAMIDOWEGO

Rozdrobniony  pasek zelu zawierajgcy odpowiedni  wariant  biatka
rekombinowanego naktadano na spiek w aparacie do elektroelucji (Model 422
Electro-Eluter, Bio-Rad, USA) i prowadzono elektroelucje w zmodyfikowanym buforze
do elektroforezy Leammli (1970) o sktadzie: 0,025 M Tris, 0,192 M glicyna, 0,05% (w/v)

SDS przy statym natezeniu 10mA/spiek przez 4 h w temperaturze 4°C. Elektroeluat
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zbierano zgodnie z procedurg zalecang przez producenta, zamrozono i przechowywano

w -20°C lub od razu wykorzystano do wymiany buforu przez ultrafiltracje.

5.9.4.3 ULTRAFILTRACJA

Elektroeluaty biatek rekombinowanych (ok. 4 ml) zageszczono metoda ultrafiltracji
za pomocg kolumienek Amicon® Ultra o objetosci 0,5 ml (Amicon® Ultra-0.5 3K
device, Merck, Niemcy) do objetosci ok. 50 ul zgodnie z procedura zalecang przez
producenta. Nastepnie usuwano czynnik denaturujgcy (SDS) z jednoczesng zmiang
buforu na bufor natywny o sktadzie: 50mM Tris-HCl pH 7,6, 20 mM NaH,PO, za
pomocg koncentratorow Amicon® Ultra o objetosci 15ml (Amicon® Ultra-15 10K
device, Merck, Niemcy). W tym celu wykonano 4 cykle rozcieiczania preparatu
Swiezym buforem natywnym do objetosci 15 ml i ok. 30-krotnego zatezania. Préby
dodatkowo zatezono za pomocy kolumienek Amicon® Ultra (Amicon® Ultra-0.5 3K
device, Merck, Niemcy) do objetosci ok. 50 pul, rozporcjowano, zamrozono w ciektym
azocie i przechowywano w -80°C. Stezenie biatka w prébkach okreslono poprzez
rozdziat elektroforetyczny SDS-PAGE, wizualizacje biatek metodg Blue Silver i ilosciowg
analize densytometryczng biatek w zelach poliakrylamidowych w oparciu o krzywa
wzorcowg wykonang dla znanych stezen albuminy surowicy wotowej (ang. bovine

serum albumin, BSA).

5.10 ELEKTROFOREZA BIALEK

5.10.1 JEDNOKIERUNKOWA ELEKTROFOREZA BIALEK W WARUNKACH
DENATURUJACYCH (SDS-PAGE)

Elektroforeze biatek w zelu poliakrylamidowym w obecnosci dodecylosiarczanu
sodu (ang. sodium dodecy! sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE)
prowadzono z wykorzystaniem systemu Mini-PROTEAN® (Bio-Rad, USA). Standardowo
preparaty biatkowe mieszano z czterokrotnie stezonym buforem prébkowym Leammli
(1970) o sktadzie: 250 mM Tris-HCI pH 6,8, 6% (w/v) SDS, 40% (w/v) sacharoza, 0,04%
(w/v) BBF oraz 20% (v/v) B-merkaptoetanol o wiasciwosciach redukujacych
i denaturowano termicznie w 95°C przez 3 min. Nastepnie préby schtodzono w lodzie,

zwirowano (14 500 rpm, 15 s, temperatura pokojowa, wirowka Minispin, Eppendorf,
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Niemcy) i naktadano na kieszonki uformowane w 10% lub 12% zelu poliakrylamidowym
o grubosci 1 mm sktadajgcym sie z zelu zageszczajacego o sktadzie:

e 5% (w/v) akrylamid,

e 0,01% (w/v) bisakrylamid,

e 0,125 M Tris-HCl pH 6,8,

e 0,1% (w/v) SDS,

e 0,04% (w/v) nadsiarczan amonu,

e i0,1% (v/v) TEMED (N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina),
w ktérym podczas elektroforezy proby ulegajg zageszczeniu oraz z zelu rozdzielajgcego
o skfadzie:

e 10-12% (w/v) akrylamid,

e 0,04% (w/v) bisakrylamid,

e 0,375 M Tris-HCl pH 8,8,

e 0,1% (w/v) SDS,

e 0,02% (w/v) nadsiarczan amonu,

e oraz 0,08% (v/v) TEMED.
Rozdziat elektroforetyczny prowadzono w buforze do elektroforezy Leammli o sktadzie:
0,5 M Tris-HCI pH 8,5, 0,192 M glicyna i 0,1% (w/v) SDS przy statym natezeniu
25 mA/zel az do momentu osiggniecia przez BBF dolnej granicy zelu. Standardowo
rozdziat preparatéw biatkowych prowadzono wzgledem niewybarwionych markeréw
masy czasteczkowej w zakresie od 10 do 200 kDa (PageRuler Unstained Protein Ladder,

Thermo Scientific™, USA).

5.10.2 DWUKIERUNKOWA DIAGONALNA ELEKTROFOREZA BIALEK
(D2D SDS-PAGE)

Dwukierunkowg diagonalng elektroforeze SDS-PAGE (ang. diagonal 2-dimensional
SDS-PAGE, D2D SDS-PAGE) wykonano z wykorzystaniem systemu Mini-PROTEAN®
(Bio-Rad, USA). Rozdziat w pierwszym kierunku prowadzono w warunkach
nieredukujgcych przez zmieszanie proby biatkowej z buforem prébkowym Leammli
pozbawionym czynnika redukujacego (B-merkaptoetanolu), denaturacje termiczng

w 95°C przez 3 min, schiodzenie w lodzie i elektroforeze w 12% zelu
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poliakrylamidowym o grubosci 1 mm w buforze do elektroforezy Leammli przy statym
natezeniu 25 mA/zel az do momentu osiggniecia przez BBF dolnej granicy zelu.
Nastepnie $ciezke zelu z rozdzielong elektroforetycznie prébg biatkowa wycinano
i inkubowano w buforze redukujagcym o sktadzie: 0,375 M Tris-HCl pH 8,8,
6 M mocznik, 2% (w/v) SDS, 20% (v/v) glicerol, 2% (v/v) B-merkaptoetanol przez 20 min
w temperaturze pokojowej. Po przeprowadzonej redukcji wycietg S$ciezke zelu
przeptukano buforem o sktadzie: 0,375 M Tris-HCI pH 8,8, 6 M mocznik, 2% (w/v) SDS,
20% (v/v) glicerol i utrwalono przez inkubacje w tym samym buforze z dodatkiem
2,5% (w/v) IAA, ktéry alkiluje grupy sulfhydrylowe reszt cysteinowych, uniemozliwiajac
ich reoksydacje w trakcie elektroforezy SDS-PAGE w drugim kierunku. Rozdziat
elektroforetyczny w drugim kierunku wykonano przez umieszczenie $ciezki zelu na
gornej krawedzi 12% zelu poliakrylamidowego o grubosci 1,5 mm, zatopienie jej w zelu
agarozowym o stezeniu 0,5% (w/v) z dodatkiem 0,02% (w/v) BBF i elektroforeze
w buforze do elektroforezy Leammli przy statym natezeniu 25 mA/zel az do momentu
osiggniecia przez BBF dolnej granicy zelu. Réwnolegle rozdzielano mieszanine
niewybarwionych markeréw masy czasteczkowej w zakresie od 10 do 200 kDa
(PageRuler Unstained Protein Ladder, Thermo Scientific™, USA). Wizualizacje biatek
wykonano metodg Blue Silver i przeprowadzono poréwnawczg analize

densytometryczng (patrz podrozdziat 5.10.5).

5.10.3 TECHNIKI WIZUALIZACJI BIALEK W ZELACH POLIAKRYLAMIDOWYCH
5.10.3.1 BARWIENIE BLEKITEM BRYLANTOWYM COOMASSIE (CBB R-250)

Po zakonczone] elektroforezie zel poliakrylamidowy umieszczano w roztworze
zawierajgcym 10% (v/v) kwas octowy, 25% (v/v) metanol i 0,25% (w/v) btekit
brylantowy Coomassie R-250 (ang. Coomassie Brillant Blue R-250, CBB R-250) (Serva,
Niemcy) i inkubowano z wytrzgsaniem (30 rpm) przez noc. Nastepnie zel odbarwiono
przez inkubacje w roztworze odbarwiajgcym o sktadzie: 10% (v/v) kwas octowy

i 40% (v/v) metanol przez 2 h.
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5.10.3.2 BARWIENIE Z UZYCIEM ROZTWORU KOLOIDALNEGO CBB G-250 - BLUE SILVER

Barwienie metoda Blue Silver o czutosci poréwnywalnej do konwencjonalnej
metody barwienia srebrem (wizualizacja nawet 1 ng biatka w Zzelu) wykonano
w oparciu o protokét opisany przez Candiano i wsp. (2004), ktéry jest zmodyfikowang
wersjg procedury barwienia z uzyciem roztworu koloidalnego CBB G-250 opisanej
przez Neuhoff i wsp. (1988). W tym celu po zakonczonej elektroforezie zel
poliakrylamidowy umieszczano w roztworze zawierajgcym 10% (v/v) kwas fosforowy,
10% (w/v) siarczan amonu, 20% (v/v) metanol i 0,12% (w/v) CBB G-250 (Serva, Niemcy)
i inkubowano z wytrzgsaniem (30 rpm) przez noc. Nastepnie zel odbarwiono przez

inkubacje w H,0.

5.10.3.3 BARWIENIE SREBREM

Barwienie srebrem wykonano zgodnie z procedurg opisang przez Ansorge (1985).

5.10.3.4 PRZEJSCIOWE BARWIENIE Z UZYCIEM KCL

Po zakonczonej elektroforezie preparatywnej zel poliakrylamidowy umieszczano
w roztworze 1 M KCl i inkubowano az do pojawienia sie prazkédw reprezentujgcych
rozdzielone elektroforetycznie biatka (30-90 s). Wyciety waski pasek zelu zawierajgcy
prazek na odpowiedniej wysokosci reprezentujgcy okreslone biatko rekombinowane

odbarwiono przez inkubacje w 10% (v/v) kwasie octowym przez 30 min.

5.10.4 ANALIZA ZELI PO SDS-PAGE wYBARWIONYCH CBB R-250

Zele po SDS-PAGE wybarwione CBB R-250 analizowano densytometrycznie
z wykorzystaniem systemu do obrazowania zeli ChemiDoc MP (Bio-Rad, USA) oraz

oprogramowania Gelix One (Biostep, Niemcy).

5.10.5 ANALIZA ZELI PO D2D SDS-PAGE WYBARWIONYCH METODA BLUE SILVER

Zele po D2D SDS-PAGE wybarwione metodg Blue Silver analizowano
densytometrycznie z wykorzystaniem systemu do obrazowania zeli ChemiDoc MP

(Bio-Rad, USA) oraz oprogramowania PDQuest 2-D (Bio-Rad, USA) .
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5.11 TECHNIKA IMMUNOBLOT

5.11.1 EKTROTRANSFER BIALEK NA BLONE PVDF

Biatka rozdzielone za pomocg SDS-PAGE w obecnosci barwnych markeréw masy
czasteczkowej w zakresie od 10 do 170 kDa (PageRuler Prestained Protein Ladder,
Thermo Scientific™, USA) przeniesiono z zelu poliakrylamidowego na btone PVDF firmy
Roche Holding AG (Szwajcaria) za pomocg elektrotransferu mokrego. W tym celu btone
PVDF poddano aktywacji przez inkubacje w metanolu przez 30 s, ptukano w H,0 przez
60 s i umieszczono na minimum 5 min w buforze transferowym o sktadzie: 25 mM
Tris-HCI pH 8,3, 192 mM glicyna, 0,1% (w/v) SDS, 20% (v/v) metanol. Nastepnie
sktadano ,kanapke” z namoczonych w buforze transferowym elementéw
w nastepujgcej kolejnosci: gabka, bibuta chromatograficzna Whatman, zel
poliakrylamidowy, bftona PVDF, bibuta chromatograficzna Whatman, gabka.
Elektrotransfer prowadzono w buforze transferowym w aparacie Trans-Blot® Plus Cell

(Bio-Rad, USA) przy statym napieciu 30V przez 16 h w 4°C.

5.11.2 IMMUNODETEKCJA BIALEK

Btone PVDF, na powierzchnie ktérej przeniesiono biatka z zelu
poliakrylamidowego, przeptukano buforem TBST o sktadzie: 20 mM Tris-HCI pH 7,6,
150 mM NacCl, 0,05% Tween 20 i blokowano w buforze TBST zawierajgcym 3% (w/v)
BSA przez 1 h. Nastepnie btone PVDF przeptukano dwukrotnie buforem TBST
i inkubowano przez 1,5 h z odpowiednim przeciwciatem pierwszorzedowym
zawieszonym w buforze TBST zawierajagcym 1% (w/v) BSA. Po zwigzaniu przeciwciat
pierwszorzedowych btone PVDF przeptukano czterokrotnie buforem TBST, inkubowano
przez 1 h z odpowiednim przeciwciatem drugorzedowym sprzezonym z peroksydazg
chrzanowa (ang. horseradish peroxidase, HRP) zawieszonym w buforze TBST z 1% (w/v)
BSA i przeptukano dwukrotnie buforem TBST. Biatka znakowane przeciwciatami
pierwszo- i drugorzedowymi wizualizowano przez inkubacje przez 5 min btony PVDF
z substratem HRP (Lumi-Light Western Blotting Substrate, Roche Holding AG,
Szwajcaria), ktory po utlenieniu przez peroksydaze sprzezong z przeciwciatem

drugorzedowym wykazuje zdolno$¢ do chemiluminescencji. Detekcje sygnatu

89



MATERIALY | METODY

chemiluminescencji wykonywano za pomocg kliszy RTG, ktérg umieszczono wraz
z btong PVDF w kasecie do klisz RTG z ekranem wzmacniajgcym i prowadzono
ekspozycje w roznych okresach czasowych, po czym klisze RTG wywotywano za
pomocg automatycznej wywotywarki do klisz OptimaX (Protec Processor Technology,

Niemcy).

5.11.3 PRZECIWCIALA

Do doswiadczen immunoblot wykorzystano nastepujace, przeciwciata:
o |-rzedowe:

o anty-Deg2 (GenScript, USA) — poliklonalne przeciwciato krélicze
skierowane przeciw syntetycznemu peptydowi o sekwengji
aminokwasowej TQALDQGIGDSPVS, ktéry odpowiada sekwencji
pre-AtDeg2 obejmujgcej reszty 582-595 (Rysunek 32); stosowane
w rozcienczeniu 1 : 1000;

o anty-Deg2 (Agrisera, Szwecja) — poliklonalne przeciwciato krélicze
skierowane przeciw syntetycznemu peptydowi o sekwencji
aminokwasowej RDESSNPPQKMAFKA, ktéry odpowiada sekwencji
pre-AtDeg2 obejmujgcej reszty 69-83 (Rysunek 32); stosowane
w rozcieniczeniu 1 : 1000;

o anty-Hiss (GE Healthcare Life Sciences, Wielka Brytania) -
monoklonalne przeciwciato mysie skierowane przeciwko szesciu
resztom histydynowym (HHHHHH); stosowane w rozcienczeniu
1:2500;

o anty-GFP (Agrisera, Szwecja) — poliklonalne przeciwciato krélicze
skierowane przeciwko biatku GFP z Aequorea victoria; stosowane
do detekcji biatek ze znacznikiem GFP w rozcieniczeniu 1 : 2500;

e |l-rzedowe:

o kozie przeciwciato poliklonalne skoniugowane z HRP skierowane

przeciwko I-rzedowym przeciwciatom kréliczym (Agrisera, Szwecja);

stosowane w rozcienczeniu 1 : 10 000;
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o kozie przeciwciato poliklonalne skoniugowane z HRP skierowane
przeciwko I-rzedowym przeciwciatom mysim (Agrisera, Szwecja);

stosowane w rozcienczeniu 1 : 10 000.

1 maasvanccfsvlnasvkigsssisspwcfvsassltprassnikrkssrsdspspilnp

Anty-Deg2 (Agrisera)

61 eknypgrv%oessnpqumafkafgspkkekkeslsdfsrdqqtdpakihdasflnavvk
IVAlvycthtapdyslpwgkgqrgftstgsafmigdgklltnahcvehdtgvkvkrrgddrkyva

Rk v1vrgvdcdiallsvesedfwkgaeplrlghlprlgdsvtvvgyplggdtisvtkgvvs

rYNrievtsyahgssdllgigidaainpgnsggpafndqgecigvafqvyrseetenigyvip

KR ttvvshfl tdyerngkytgypclgvllgklenpalreclkvptnegvlvrrveptsdask

KIYWv1kegdvivsfddlhvgcegtvpfrsseriafrylisgkfagdiaeigiiragehkkvg

LVAv] rprvhlvpyhidgggpsyiivaglvftplseplieeecedtiglklltkarysvarfr,

LY gegivilsgvlanevnigyedmnnggvlkfngipirnihhlahlidmckdkylvfefedn
Anty-Deg2 (GeneScript)

LLYWlvvavlereasnsaslcilkdygipsersadllepyvdpiddtgaldggigdspvsnleig
N fdglvwa

Rysunek 32: Sekwencja aminokwasowa pre-AtDeg2 (NP_566115) z wyrdznionymi
sekwencjami rozpoznawanymi przez przeciwciato Anty-Deg2 (Agrisera) i Anty-Deg2
(GeneScript). Sekwencja aminokwasowa AtDeg2 zostata przedstawiona za pomocg
czarnego (peptyd tranzytowy) i biatego koloru czcionki. Sekwencje aminokwasowe
AtDeg?2 stanowigce domeny: proteazowgq, PDZ1 i PDZ2 zostaty umieszczone w blokach
w kolorze odpowiednio zielonym, niebieskim i fioletowym. Sekwencje umieszczone
w blokach szarych stanowig sekwencje kodujgce N- i C-koncowe fragmenty biatka
niestanowigce zadnej z domen. Reszty aminokwasowe umieszczone w blokach
czarnych stanowig reszty aktywne katalitycznie.
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5.11.4 ANALIZA BL.ON PVDF PO ZASTOSOWANIU TECHNIKI IMMUNOBLOT

Btony PVDF po  zastosowaniu techniki  immunoblot analizowano
densytometrycznie z wykorzystaniem systemu ChemiDoc MP (Bio-Rad, USA) oraz

oprogramowania Gelix One (Biostep, Niemcy).

5.12 OZNACZANIE ILOSCIOWE RNA, DNA 1 BIALEK

5.12.1 ILOSCIOWE OZNACZANIE STEZENIA RNA 1 DNA METODA
SPEKTROFOTOMETRYCZNA

Stezenie kwasow nukleinowych metoda spektrofotometryczng oznaczano za
pomocg urzadzenia Nanodrop ND-1000 (Nanodrop Technologies, USA) przez pomiar

absorpcji Swiatta o dtugosciach fali 230 nm, 260 nm i 280 nm.

5.12.2 ILOSCIOWE OZNACZANIE STEZENIA BIALKA METODA BRADFORD

Stezenie biatka metodq Bradford oznaczano za pomocg odczynnika Bradford Quick
Start™ Bradford 1x Dye Reagent (Bio-Rad, USA) zgodnie z procedurg zalecang przez
producenta. W kuwecie spektrofotometrycznej zmieszano 20 ul preparatu biatkowego
z 1 ml odczynnika Bradford, odczekano 5 min i zmierzono absorpcje przy dtugosci fali
595 nm za pomocg spektrofotometru Ultraspec 4000 (Pharmacia Biotech, Szwecja).
Stezenie préby oszacowano w oparciu o krzywa wzorcowg wykonang dla znanych

stezen BSA.

5.13 OZNACZANIE AKTYWNOSCI OPIEKUNCZE] BIALEK
REKOMBINOWANYCH

Aktywnos¢ opiekunicza biatek rekombinowanych polegajgca na powstrzymywaniu
powstawania agregatéw (aktywnos¢ holdazowa) lub uptynnianiu juz powstatych
agregatéw (aktywnos¢ dezagregazy) byta analizowana in vitro z uzyciem lizozymu
ulegajgcego agregacji w obecnosci ditiotreitolu (DTT), a poziom powstajgcych
agregatoéw mierzony byt przez absorpcje przy diugosci 360 nm z uzyciem

spektrofotometru Synergy H1 (BioTek Instruments, Inc., USA).
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Analize aktywnosci holdazowej wykonano prowadzac inkubacje w 28°C przez
220 min mieszaniny reakcyjnej o objetosci 200 ul zawierajgcej: 40 ug lizozymu, 0, 3 lub
6 pg BSA lub odpowiedniej wersji biatka AtDeg2 w buforze reakcyjnym zawierajgcym
50 mM buforowang fosforanem sél fizjologiczng (ang. phosphate buffered saline, PBS),
3 mM NaH,P0Oq4, 7,5 mM Tris-HCl pH 7,6 i 20 mM DTT.

Analize aktywnosci dezagregazy analizowano, prowadzac inkubacje mieszaniny
reakcyjnej zawierajgcej 40 ug lizozymu w buforze reakcyjnym o takim samym sktadzie
w 28°C przez 220 min, czyli do momentu, w ktérym poziom agregatow lizozymu osiggat
stan wysycenia, po czym dodawano 0, 3 lub 6 ug BSA lub odpowiedniej wersji biatka

AtDeg?2 i prowadzono inkubacje przez kolejne 220 min.

5.14 OZNACZANIE AKTYWNOSCI PROTEOLITYCZNE] BIALEK
REKOMBINOWANYCH

Analize aktywnosci proteolitycznej biatek rekombinowanych wykonano z uzyciem
B-kazeiny jako substratu. W tym celu zmieszano ze sobg 0,5 pug BSA lub odpowiedniej
wersji AtDeg2 z 1 pg B-kazeiny i inkubowano w buforze reakcyjnym zawierajgcym
20 mM NaH,PO4 i 50 mM Tris-HCl pH 7,6 w temperaturze 37°C. Aby oceni¢ czy doszto
do degradacji B-kazeiny mieszanine reakcyjng po czasie inkubacji 0, 6 i 12 h rozdzielono

za pomocg SDS-PAGE, a zele wybarwiono metodg srebrows.

5.15 OZNACZANIE AKTYWNOSCI REDUKTAZY DWUSIARCZKOWE]
Z UZYCIEM INSULINY

Aktywnos¢ reduktazy dwusiarczkowe] analizowano jako stymulacje agregacji
taricuchéw B insuliny zgodnie z procedurg opisang przez Holmgrena (1979). Do
agregacji tacuchéw B dochodzi w wyniku stymulowanej przez DTT redukcji mostkow
dwusiarczkowych tgczacych tancuchy A i B insuliny. Analize aktywnosci reduktazy
dwusiarczkowej w preparatach stromy chloroplastéw roslin A. thaliana wykonano
przez zmieszanie 5 pg biatek stromy i 0,13 mM insuliny wotowej (Sigma-Aldrich, USA)
i inkubacje w 100 mM roztworu buforowego fosforanu sodu (ang. sodium phosphate

buffer) pH 7,0 w obecnosci 1ImM DTT przez 30 min, w temperaturze 30°C. Poziom
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powstajgcych agregatdw monitorowano, mierzgc absorpcje prébek przy dtugosci

650 nm za pomocg spektrofotometru Ultraspec 4000 (Pharmacia Biotech, Szwecja).

5.16 ANALIZY FENOTYPOWE

5.16.1 ANALIZA CHRONOLOGII PRZEBIEGU FAZ I PODFAZ ONTOGENEZY A. THALIANA

Analize chronologii przebiegu faz i podfaz ontogenezy roslin wykonano w oparciu
o skale BBCH (niem. Biologische Bundesanstalt, Bundessortenamt und Chemische
Industrie) — wykorzystywang do identyfikacji fitofenologicznych faz roslin uprawnych —
dostosowang do roslin A. thaliana przez Boyes i wsp. (2001). Moment osiggniecia
poszczegdlnych faz i podfaz ontogenezy A. thaliana okreslano w liczbie dni, traktujac
dzien wstawienia hodowli do pokoju hodowlanego jako dzier pierwszy. Analizowano
fazy: pojawiania sie lisci, wzrostu rozetki liSciowej, pojawienia sie pierwszego pagka
kwiatowego, przebiegu kwitnienia i dojrzewania owocéw.

Chronologie przebiegu fazy pojawiania sie lisci (faza 1 ontogenezy A. thaliana) i jej
podfaz (1.0 i 1.2-1.9 — stanowigcych czas wymagany do rozprostowania sie liscieni
i pojawiania sie kolejnych lisci) analizowano przez obserwacje siewek i roslin dwa razy
dziennie.

Chronologie przebiegu fazy 3 ontogenezy A. thaliana (wzrostu rozetki lisciowej)
i jej podfaz (3.2, 3.5, 3.7 i 3.9 — stanowigcych czas wymagany do osiggniecia przez
rozetke lisSciowg 20%, 50%, 70% i 100% swojego koricowego rozmiaru) analizowano
przez fotografowanie roslin dwa razy dziennie i analize zdjeé¢ z uzyciem programu
Imagel.

Chronologie przebiegu fazy pojawiania sie kwiatostanu (faza 5 ontogenezy
A. thaliana) i jej podfazy 5.0, ktéra stanowi czas wymagany do pojawienia sie
pierwszego pgka kwiatowego analizowano przez obserwacje roslin dwa razy dziennie.

Chronologie fazy kwitnienia (faza 6 ontogenezy A. thaliana) i jej podfaz 6.0, 6.1,
6.5 i 6.9, ktore stanowig czas wymagany do otwarcia sie pierwszego kwiatu oraz 10%,
50% i 100% kwiatow, analizowano przez obserwacje roslin dwa razy dziennie.

Chronologie przebiegu fazy dojrzewania owocéw (faza 8 ontogenezy A. thaliana)

i jej podfaz (8.1, 8.5 i 8.9 — stanowigcych czas wymagany do pekniecia pierwszej
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tuszczynki oraz 10%, 50% i 100% tuszczynek) analizowano przez obserwacje roslin dwa

razy dziennie.

5.16.2 ANALIZY MORFOLOGICZNE LISCI

Analize morfologiczng lisci wykonano z wykorzystaniem &ésmego liscia roslin
A. thaliana w dniu, w ktdrym lis¢ ten osiggnat swojg koricowa dtugosé.

Analize morfologiczng lisci wykonano za pomocg skanera Epson Perfection
Photoscanner V700 (Epson, Indonesia) oraz programu WinFOLIA 2012a (Regent
Instruments Inc., Kanada) uwzgledniajac takie parametry blaszki lisSciowej, jak dtugosé¢,
szerokos¢, pole powierzchni oraz obwdd. Ponadto okreslono wspétczynnik ksztattu

blaszki lisSciowej za pomocg wzoru opisanego przez Kincaid i Schneider (1983).

5.16.3 ANALIZY MORFOLOGICZNE ORGANOW GENERATYWNYCH

Analize morfologiczng organdéw generatywnych wykonano z wykorzystaniem roslin
A. thaliana, ktére osiggnety podfaze 8.9. Podczas analizy uwzgledniono
takie parametry, jak liczba weztéw na pedzie kwiatostanowym i jego
rozgatezieniach, wysokos¢ rosliny oraz liczba nasion przypadajacych na rosline
(= liczba tuszczynek x liczba nasion na tuszczynke). Ponadto za pomoca skaningowego

mikroskopu elektronowego (SEM) okreslono dtugosé i szerokos¢ nasion.

5.16.4 ANALIZY WYMIANY GAZOWE]

Pomiary wymiany gazowej przeprowadzono z uzyciem urzgdzenia Li-6400XT
(Li-Cor Inc., USA) wyposazonego w komore o powierzchni 6 cm? i w zrodto $wiatta
czerwonego i niebieskiego typu LED. Pojedynczy lis¢ (lis¢ 6smy w momencie osiggniecia
swojej koncowej dtugosci) umieszczono w komorze urzgdzenia Li-6400XT, ktora
dodatkowo uszczelniono przy pomocy tasmy. Po aklimatyzacji liscia w komorze,
zalezno$¢ intensywnosci fotosyntezy od natezenia $wiatta byta okreslana poprzez
ekspozycje na swiatto o zmieniajgcym sie natezeniu, w nastepujacej kolejnosci: 1200,
1000, 800, 600, 500, 400, 300, 250, 200, 150, 100, 75, 50, 25 i O pumol kwantéw

$wiatta m? s, utrzymujac jednoczeénie w komorze state stezenie CO, na poziomie
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400 pmol mol™. Nastepnie przywrécono natezenie $wiatta do poziomu 1200 umol
kwantéw $wiatta m? s i gdy intensywnoé¢ fotosyntezy wyrazona poziomem asymilacji
CO, (ang. assimilation, A) wrdcita do stanu poczatkowego, wyznaczono krzywg
zaleznosci intensywnosci fotosyntezy od stezenia CO, wewnatrz liscia (ang. CO,
internal leaf concentration, C) czyli krzywa A/C; poprzez wykonanie pomiaréw
wymiany gazowej liScia eksponowanego na zmieniajgce sie stezenie CO, w komorze,
w nastepujacej kolejnosci: 400, 300, 200, 150, 100, 75, 50, ponownie 400 i dalej 500,
600, 750, 1000, 1400, 1800 umol mol™.

Powierzchnie liscia okreslano za pomocg skanera Epson Perfection Photoscanner
V700 (Epson, Indonezja) oraz programu WinFOLIA 2012a (Regent Instruments Inc.,
Kanada). Wartosci A oraz C; zostaly wyliczone automatycznie za pomocay
wbudowanego programu urzgdzenia Li-6400XT.

Za pomocg programu SigmaPlotll (Systat Software, USA) dopasowywano
nieprostokatng funkcje hiperboliczng opisujacg krzywa swietlng fotosyntezy (Lobo
i wsp., 2013) do wyznaczonych eksperymentalnie wartosci A jako funkcji natezenia
Swiatta i estymowano nastepujgce parametry krzywej sSwietlnej: maksymalna
intensywnos¢ fotosyntezy (Amax), intensywnos$¢ oddychania ciemnosciowego (Ry),
wypuktosé krzywej Swietlnej (©) i kwantowa wydajnos¢ fotosyntetycznego wigzania
CO, (®). Nastepnie za pomocg programu SigmaPlotll dopasowywano model
dwufazowy opisujgcy krzywg A/C; (Farquhar i wsp., 1980) do wyznaczonych
eksperymentalnie wartosci A jako funkcji Ci, przyjmujac, ze wartosci A uzyskane dla G
ponizej 400 umol mol™ okreslajg intensywno$é fotosyntezy ograniczong iloscig,
aktywnoscia badZz kinetyka Rubisco, natomiast wartosci uzyskane dla G
przekraczajacych poziom 400 pmol mol™ okreélajg intensywnos$¢ fotosyntezy
ograniczonym tempem transportu elektrondw wykorzystywanego do regeneracji
rybulozo-1,5-bisfosforanu (ang. ribulose-1,5-bisphosphate, RuBP). Uzyto parametréw
kinetycznych Rubisco wedtug Long i Bernacchi (2003) i estymowano nastepujace
parametry krzywej A/Ci: maksymalna intensywno$¢ karboksylacji RuBP limitowana
przez wtasciwosci Rubisco (V¢max) Oraz maksymalna szybkos¢ transportu elektronéw
wykorzystywana do regeneracji RUBP (Jmax): Ve max | Jmax nNormalizowano do
temperatury 25°C, wykorzystujgc arkusz kalkulacyjny opracowany przez Sharkeya

(2016).
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5.17 TECHNIKI MIKROSKOPOWE

5.17.1 SKANINGOWA MIKROSKOPIA ELEKTRONOWA (SEM)

Analize dfugosci i szerokos$ci nasion A. thaliana przeprowadzono za pomocg
skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM) zgodnie z procedurg opisang przez
Western i wsp. (2000). Nasiona ogladano przy 40-krotnym powiekszeniu z uzyciem

mikroskopu EVO 40 (Carl Zeiss, Niemcy).

5.17.2 MIKROSKOPIA KONFOKALNA

Mikroskopie konfokalng wykorzystywano do obserwacji protoplastéw poddanych
procedurze transfekcji. Obserwacje wykonywano za pomocg mikroskopu konfokalnego
Eclipse Ti (Nikon, Japonia) z obiektywem Plan Apo VC 20x/0.75 DIC N2. Sygnat
znacznika fluorescencyjnego GFP uzyskano dla dtugosci fali wzbudzenia/emisji —
470/510 nm, natomiast sygnat autofluorescencji chloroplastéw otrzymano dla dtugosci

fali wzbudzenia/emisji — 561/700 nm.

5.18 ANALIZY STATYSTYCZNE

Wyniki  testow aktywnosci holdazowej, dezagregacyjnej i reduktazy
dwusiarczkowej in vitro byly porownywane pomiedzy mieszaninami reakcyjnymi za
pomocg testu t-Studenta na poziomie p < 0,01 z uzyciem programu Origin 2018. Przed
wykonaniem testu t-Studenta, normalnos¢ rozktadu analizowanych danych oceniono
przy pomocy testu W (Shapiro-Wilka), natomiast jednorodnos¢ wariancji przy pomocy
testu F (Fishera).

Istotnos¢ statystyczng analizowanych réznic fenotypowych pomiedzy genotypami
wykonano za pomoca testu t-Studenta na poziomie p < 0,05 z uzyciem programu
Origin 2018. Przed wykonaniem testu t-Studenta, normalnos¢ rozktadu analizowanych
danych oceniono przy pomocy testu W (Shapiro-Wilka), natomiast jednorodnosc
wariancji przy pomocy testu F (Fishera).

Wyniki uzyskane podczas analizy krzywej Swietlnej oraz krzywej A/C;

(,dwutlenkowej”) byly poréwnywane pomiedzy genotypami za pomocg testu
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t-Studenta dla nieréwnych wariancji z uzyciem pakietu JMP 8.0.2 (SAS Institute Inc.,

USA).

5.19 ODCZYNNIKI

5.19.1 ENZYMY I ZESTAWY ODCZYNNIKOW DO REAKCJI ENZYMATYCZNYCH
5.19.1.1 ENZYMY RESTRYKCYJNE

Do przygotowania klondw wejsciowych i ekspresyjnych podczas klonowania
zastosowano nastepujace enzymy restrykcyjne:

e FastDigest Rrul (Thermo Scientific™, USA) rozpoznajacy sekwencje
TCGACGA (gdzie ™ oznacza miejsce hydrolizy przez enzym wigzan
fosfodiestrowych miedzy nukleotydami),

e FastDigest Mlul (Thermo Scientific™, USA) rozpoznajgcy sekwencje
ANCGCGT,

e FastDigest Hinfl (Thermo Scientific™, USA) rozpoznajgcy sekwencje

GMANTC (gdzie N oznacza dowolny nukleotyd).

5.19.1.2 ENZYMY I ZESTAWY ODCZYNNIKOW DO SYNTEZY I MODYFIKACJI DNA

e RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific™,
USA),

e DreamTaq Green DNA Polymerase (Thermo Scientific™, USA),
e Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific™, USA),

e QuikChange Il XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies,
USA),

e 10mM dNTP Mix (Thermo Scientific™, USA).

5.19.1.3 POZOSTALE ENZYMY

e Celulaza 'Onozuka' R10 (Serva, Niemcy),

e Macerozym 'Onozuka' R10 (Serva, Niemcy).
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5.19.2 ZESTAWY ODCZYNNIKOW DO IZOLAC]JI 1 0CZYSZCZANIA RNA LUB DNA 0RrRAZ
ZESTAWY DO KLONOWANIA

TRI Reagent® (Sigma-Aldrich, USA),

QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Niemcy),

GenelET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific™, USA),

Gateway® LR Clonase® Il Enzyme mix (Thermo Scientific™, USA),
pPENTR™/SD/D-TOPO™ Cloning Kit, with One Shot™ TOP10 Chemically
Competent E. coli (Invitrogen™, USA),

Champion™ pET300/NT-DEST and pET301/CT-DEST Gateway® Vector Kit
(Invitrogen™, USA).

5.19.3 POZOSTALE ODCZYNNIKI I ZESTAWY

IPTG (ROTH Industries GmbH i Co, Niemcy),

cOmplete™ His-Tag Purification Resin (Roche Holding AG, Szwajcaria),
Chloroplast Isolation Kit (Sigma-Aldrich, USA),

Midori Green DNA Stain (Nippon Genetic, Niemcy),

GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific™, USA),

GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific™, USA),
PageRuler Unstained Protein Ladder (Thermo Scientific™, USA),
PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific™, USA),
Coomassie Brillant Blue R-250 (Serva, Niemcy),

Coomassie Brillant Blue G-250 (Serva, Niemcy),

Lumi-Light Western Blotting Substrate (Roche Holding AG, Szwajcaria),
Quick Start™ Bradford 1x Dye Reagent (Bio-Rad, USA).
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6 WYNIKI

6.1 USTALENIE, KTORA DOMENA W STRUKTURZE PIERWSZORZEDOWE]
ATDEG2 JEST ODPOWIEDZIALNA ZA AKTYWNOSC OPIEKUNCZA
TEGO BIALKA

6.1.1 UZYSKANIE ROZNYCH WERS]JI REKOMBINOWANYCH ATDEG2

W celu ustalenia, ktéra domena w strukturze pierwszorzedowej AtDeg2 jest
odpowiedzialna za aktywno$é opiekunczg (holdazowg) tego biatka, w pierwszej
kolejnosci uzyskano szes¢ wersji rekombinowanego biatka AtDeg2, tj. wersje dzikg,
wersje z mutacjg punktowg w miejscu katalitycznym biatka i cztery wersje delecyjne,
czyli pozbawione co najmniej jednej domeny biatkowej (Rysunek 23, s. 55). Oto lista
uzyskanych wersji rekombinowanego AtDeg?2:

1) AtDeg2 — wersja dzika AtDeg2,

2) AtDeg2 S268G — AtDeg2 z mutacjg punktowa prowadzacg do zamiany

reszty seryny na reszte glicyny w miejscu katalitycznym biatka,

3) AtDeg2 AP — AtDeg? z delecjg domeny proteazowej,

4) AtDeg2 APDZ1 — AtDeg? z delecjg domeny PDZ1,

5) AtDeg2 APDZ2 — AtDeg2 z delecjg domeny PDZ2,

6) AtDeg2 A(PDZ1+PDZ2)— AtDeg?2 z delecjg obu domen PDZ.
Ponadto, kazda z wersji zawierata na N-koncu znacznik Hisg (sze$¢ reszt
histydynowych), ktéry byt niezbedny w procesie oczyszczania biatek
rekombinowanych. Biatka rekombinowane otrzymano w trzech etapach: klonowanie,
nadekspresja i oczyszczanie.

Klonowanie DNA to metoda stosowana w biologii molekularnej, za pomocg ktoérej
odpowiedni fragment DNA (wstawka) jest przenoszony do organizmu biorcy w celu
jego powielenia (sklonowania). Zastosowana w niniejszej pracy technologia Gateway®
(patrz podrozdziat 5.7, s. 72) obejmuje trzy gtéwne etapy:

1) uzyskanie wstawki i klonu wejsciowego,
2) uzyskanie klonu ekspresyjnego,

3) wprowadzenie klonu ekspresyjnego do organizmu biorcy.
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Rysunek 33. Schemat postepowania prowadzgcego do uzyskania klonow
wejsciowych kodujacych pre-AtDeg2 oraz pre-AtDeg2 S268G

6.1.1.1  UZYSKANIE KLONOW WEJSCIOWYCH PRE-ATDEGZ PENTR ORAZ PRE-ATDEGZ2
S268G PENTR

Uzyskanie klonéw wejsciowych kodujgcych pre-AtDeg2 oraz pre-AtDeg2 S268G
rozpoczeto od skonstruowania wstawki kodujgcej pre-AtDeg2 (Rysunek 33). W tym
celu z lisci 4-tygodniowych roslin WT A. thaliana hodowanych w warunkach kontaktu
ze Swiattem o umiarkowanym natezeniu (Tabela 2, s. 59) izolowano RNA, ktore
wykorzystano jako matryce w reakcji RT-PCR z uzyciem zestawu starteréw Oligo(dT)1s.
Otrzymane cDNA postuzyto do uzyskania wstawki pre-AtDEG2 poprzez reakcje PCR
z uzyciem starteréw D2CtagF i D2CtagR (Rysunek 25, s. 67 i Tabela 3, s. 68). Otrzymany
produkt PCR w przyblizeniu odpowiadat oczekiwanej wielkosci 1824 pz (Rysunek 34A).
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Rysunek 34. Analiza elektroforetyczna wstawki pre-AtDEG2 (A) oraz produktow
trawienia enzymem restrykcyjnym Mlul wektora wejsciowego pENTR oraz klonu
wejsciowego pre-AtDEG2 pENTR (B). M — markery masy czasteczkowej; pz — pary
zasad.

Produkt PCR wyizolowano z zelu i wprowadzono do wektora wejsciowego pENTR
(Rysunek 27, s. 73). Uzyskanie klonu wejsciowego potwierdzono poprzez trawienie
enzymem restrykcyjnym Mlul i elektroforetyczny rozdziat produktu trawienia (Rysunek
34B). Jako produkt trawienia klonu wejsciowego pre-AtDEG2 pENTR otrzymano dwa
fragmenty o wielkosciach w przyblizeniu odpowiadajgcym wielko$ciom oczekiwanym,
tj. 3493 pz i 932 pz. Oba te fragmenty skfadajg sie na klon wejsciowy o wielkosci
4425 pz. Jako kontrole negatywng wykorzystano produkt trawienia enzymem Miul
wektora wejsciowego pENTR (pozbawionego wstawki), ktdry stanowig fragmenty
o wielkosci 1669 pz i 932 pz (= 2601 pz). Prawidtowos¢ uzyskania klonu wejsciowego
dodatkowo potwierdzono poprzez sekwencjonowanie.

W celu skonstruowania klonu wejsciowego pre-AtDEG2 S268G pENTR
zaprojektowano specyficzne startery wprowadzajgce mutacje punktowg w centrum
katalitycznym proteazy: D2S268GF i D2S268GR (Rysunek 25, s. 67 i Tabela 3, s. 68).
Zaprojektowane  startery  wykorzystano w  mutagenezie  ukierunkowanej

(Rysunek 26, s. 71) uzyskanego wczesniej klonu wejsciowego pre-AtDEG2 pENTR,

102



WYNIKI

Pz
10000 >
6000

4000
3000

2000
1500

1000

Rysunek 35. Analiza elektroforetyczna produktow trawienia enzymem restrykcyjnym
Mlul wektora wejsciowego pENTR oraz klonu wejsciowego pre-AtDEG2 $S268G pENTR
uzyskanego za pomocg ukierunkowanej mutagenezy. M - markery masy
czagsteczkowej; pz — pary zasad.

a produkt mutagenezy poddano trawieniu enzymem restrykcyjnym Mlul i rozdzielono
elektroforetycznie (Rysunek 35). Jako produkt trawienia klonu wejsciowego
pre-AtDEG2 S268G pENTR otrzymano dwa fragmenty o wielkosciach w przyblizeniu
odpowiadajgcym wielkosciom oczekiwanym, tj. 3493 pz i 932 pz. Oba te fragmenty
sktadaja sie na klon wejsciowy o wielkosci 4425 pz. Jako kontrole negatywng
wykorzystano produkt trawienia enzymem MIlul wektora wejsciowego pENTR, ktory
stanowig fragmenty o wielkosci 1669 pz i 932 pz (= 2601 pz). W celu potwierdzenia
obecnosci mutacji punktowej w sekwencji uzyskanego klonu wejsciowego
pre-AtDEG2 S268G pENTR produkt mutagenezy poddano sekwencjonowaniu.
Porownanie wyniku sekwencjonowania z sekwencjg nukleotydowg AtDeg2
potwierdzito obecnos¢ substytucji jednego nukleotydu prowadzgcej do zamiany seryny

na glicyne w miejscu 268 sekwencji aminokwasowej AtDeg2 (Rysunek 36).
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Query 315  CCTCTTGGAGGAGATACAATCTCTGTTACAAAAGGGGTTGTATCACGTATAGAGGTAACA 374
- ) CELEELLEEEETEE T e e e b e e e e ey
Query - wynik Sbjct 744  CCTCTTGGAGGAGATACAATCTCTGTTACAAAAGGGGTTGTATCACGTATAGAGGTAACA 803
sekwencjonowania Query 375 TCTTACGCTCATGGATCATCCGACTTGCTTGGAATTCAAATCGACGCTGCTATAAATCCA 434
) |||||||||[l|||||||||||||H||||Hl[IIIIIIIIIIIIIHIIIIII\||||
produktu sbjct 804 TCATGGATCATCCGACTTGCTTGGAATTCAAATCGACGCTGCTATAAATCCA 863
— B el it Bnmnhinininntinge
Shjct—sekwencja || SISt 864 GGGAATAGTGGTGGCCCTGCATTCAACGACCAGGEGGAATGTATTGGAGTAGCATTCCAG 923
mMRNA AtDeg2 | Query 495 ACAGATCCGAAGAAACTGAAAATATTGGATATGTGATTCCAACAACCGTTGTTTCT 554
) ||||||||I[l||||||||||||| CELUELRRETEEEEE LR T EErrnrr |
(NM_130361.5) ’ Shjct 924 AAAATATTGGATATGTGATTCCAACAACCGTTGTTTCT 983
| Query 555  CACTTTTTGACTGATTATGAGAGGAACGGAAAGTACACTGGTTACCCTTGCCTTGGAGTA 614
| CELECTTEEEETEEE TP E e TN L EE TRy
’ Sbjct 984  CACTTTTTGACTGATTATGAGAGGAACGGAAAGTACACTGGTTACCCTTGCCTTGGAGTA 1043
| Gly-268
1
Query 435 GGTIGGTGGCCCTGCA
Sbj ct 864 AGTIGGTGGCCCTGCA

Ser-268

Rysunek 36. Potwierdzenie prawidtowosci sekwencji klonu wejsciowego pre-AtDEG2
5268G pENTR uzyskanego za pomocg ukierunkowanej mutagenezy. Na rysunku
zaprezentowano odpowiedni fragment wyniku pordéwnania sekwencji produktu
mutagenezy — pre-AtDEG2 S268G pENTR z sekwencjg nukleotydowga mRNA AtDeg2
pozyskang z bazy danych NCBI. Poréwnanie sekwencji wykonano za pomocg narzedzia
bioinformatycznego BLAST.

6.1.1.2  UZYSKANIE KLONOW EKSPRESYJNYCH KODUJACYCH ATDEG2, ATDEG2 S268G,
ATDEG2 AP, ATDEG2 APDZ1, ATDEG2 APDZ2 1 ATDEG2 A(PDZ1+PDZ2)

Wstawki kodujgce dojrzate wersje biatka AtDeg2 i AtDeg2 S268G uzyskano za
pomocg starteréw D2MNtagF i D2NtagR (Rysunek 25, s. 67 i Tabela 3, s. 68), stosujac
jako matryce uzyskane wczesniej klony wejsciowe: odpowiednio pre-AtDEG2 pENTR
i pre-AtDEG2 5268G pENTR (Rysunek 37). W ten sposdb otrzymano produkty
o wielkosci w przyblizeniu odpowiadajgce oczekiwanej wielkosci 1617 pz, co
potwierdzono przez rozdziat elektroforetyczny (Rysunek 38).

Wstawki kodujgce wersje delecyjne AtDeg2 réwniez uzyskano za pomocga
starteréw D2MNtagF i D2NtagR, ale tym razem jako matryce zastosowano fragmenty
DNA odpowiednio zaprojektowane i uzyskane drogg syntezy chemicznej (Rysunek 37).
Otrzymane produkty PCR w przyblizeniu odpowiadaty oczekiwanej wielkosci 1005 pz
dla AtDEG2 AP, 1290 pz dla AtDEG2 APDZ1, 1152 pz dla AtDEG2 APDZ2 oraz 825 pz dla
AtDEG2 A(PDZ1+PDZ2) (Rysunek 38).
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Rysunek 38. Analiza elektroforetyczna wstawek kodujacych poszczegdlne wersje
rekombinowane AtDeg2: AtDeg2, AtDeg2 S268G, AtDeg2 AP, AtDeg2 APDZ1,
AtDeg2 APDZ2 i AtDeg2 A(PDZ1+PDZ2). M — markery masy czasteczkowej; pz — pary
zasad.

Kolejnym etapem byto uzyskanie klonédw wejsciowych z wykorzystaniem
wszystkich szesciu wstawek, po czym obecnos¢ wstawki w klonie wejsciowym
potwierdzono poprzez przeprowadzenie reakcji trawienia enzymem Mlul i rozdziat
elektroforetyczny produktéw trawienia (Rysunek 39). Dla kazdego z klonéw
wejsciowych jako produkt trawienia otrzymano dwa fragmenty o wielkosciach
w przyblizeniu odpowiadajgcym oczekiwanym wielkosciom, tj. 3286 pz i 932 pz dla
AtDEG2 pENTR i AtDEG2 S268G pENTR, 2674 pz i 932 pz dla AtDEG2 AP pENTR, 2959 pz
i 932 pz dla AtDEG2 APDZ1 pENTR, 2821 pz i 932 pz dla AtDEG2 APDZ2 pENTR, 2494 pz
i 932 pz dla AtDEG2 A(PDZ1+PDZ2) pENTR. Prawidtowos¢ sekwencji uzyskanych klonow
wejsciowych dodatkowo potwierdzono poprzez sekwencjonowanie.

Klony ekspresyjne zostaty uzyskane przez przeniesienie wstawek kodujgcych kazda
z wersji rekombinowanych AtDeg2 z klonu wejsciowego do wektora docelowego
poprzez reakcje klonowania. Uzyskanie klondow ekspresyjnych zostato potwierdzone
przez przeprowadzenie reakcji trawienia enzymem Hinfl i rozdziat elektroforetyczny
produktéw trawienia (Rysunek 40). ,Pusty” wektor docelowy (taki, w ktorym
wprowadzenie wstawki zakonczyto sie niepowodzeniem) od klondw ekpsresyjnych

(zawierajacych wstawke) rézni sie miejscami ciecia rozpoznawanym przez enzym Hinfl
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pomiedzy miejscami rekombinacji attR1 i attR2 (Rysunek 28, s. 74), dajac po reakcji
trawienia tym enzymem dwa unikatowe fragmenty DNA o wielkos$ci 2270 pz i 876 pz
(wsrod fragmentédw o wielkosci powyzej 500 pz), podczas gdy w przypadku klondw
ekspresyjnych tylko jeden — obejmujacy wstawke (wsréd fragmentéow o wielkosci
powyzej 500 pz). Po reakcji klonowania fragment DNA zawierajgcy takie miejsce ciecia
jest zastepowany przez odpowiednig wstawke zawierajacg inaczej rozmieszczone
miejsca ciecia rozpoznawane przez Hinfl. To pozwala odrdzni¢ wektory, w ktérych
doszto do wprowadzenia wstawki od tych, gdzie klonowanie zakonczyto sie
niepowodzeniem. Jak w przypadku klonéw wejsciowych, takze i w tym przypadku
prawidtowos¢ sekwencji uzyskanych klondéw ekspresyjnycych potwierdzono poprzez

sekwencjonowanie. Potwierdzone klony ekspresyjne wprowadzono do bakterii E. coli

BL21 CodonPlus w celu przeprowadzenia nadekspresji.

Rysunek 39. Analiza elektroforetyczna produktéw trawienia enzymem restrykcyjnym
Miul klonéw wejsciowych kodujacych poszczegdlne wersje rekombinowane AtDeg2:
AtDeg2, AtDeg2 S268G, AtDeg2 AP, AtDeg2 APDZ1, AtDeg2 APDZ2
i AtDeg2 A(PDZ1+PDZ2) oraz wektora wejSciowego pENTR. M — markery masy
czasteczkowej; pz — pary zasad.
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Rysunek 40. Analiza elektroforetyczna produktéw trawienia enzymem restrykcyjnym
Hinfl klonéw ekspresyjnych kodujacych poszczegélne wersje rekombinowane
AtDeg2: AtDeg2, AtDeg2 S268G, AtDeg2 AP, AtDeg2 APDZ1, AtDeg2 APDZ2
i AtDeg2 A(PDZ1+PDZ2) oraz wektora docelowego pET300/NT-DEST oraz prezentacja
graficzna klonéw ekspresyjnych kodujacych powyisze wersje rekombinowane
AtDeg2 oraz wektora pET300/NT-DEST ze wskazanymi unikatowymi fragmentami
DNA (oznaczone numerami 1-8) powstajagcymi w wyniku trawienia restrykcyjnego
enzymem Hinfl. M — markery masy czasteczkowej; pz — pary zasad; T7 — promotor
polimerazy RNA bakteriofaga T7; lacO — operator laktozowy; attR1, attR2, attBl, attB2
— miejsca rekombinacji; ccdB — gen kodujacy toksyne bakteryjng, ktéra hamuje
aktywnos¢ gyrazy; 6xHis — sekwencja kodujgca znacznik histydynowy; AmpR — gen
opornosci na ampicyline i karbenicyline; ori — miejsce inicjacji replikacji; lacl — gen
kodujacy represor laktozowy; Hinfl- miejsca restrykcyjne dla enzymu Hinfl. Rysunki
wykonano z wykorzystaniem programu SnapGene®.
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6.1.1.3 NADEKSPRESJA I OCZYSZCZANIE WERSJI REKOMBINOWANYCH ATDEG2

Nadekspresje poszczegélnych wersji rekombinowanych AtDeg2 indukowano za
pomocg IPTG (patrz podrozdziat 5.9.1, s. 82). Po rozdziale elektroforetycznym lizatéw
z bakterii, w ktérych indukowano nadekpsresje — na Zzelu poliakrylamidowym poza
prazkami odpowiadajgcymi biatkom bakteryjnym wyraznie widoczne byty prazki
o masie odpowiadajgcej w przyblizeniu masie poszczegélnych wersji rekombinowanych
AtDeg2 (Rysunek 41). Z wykorzystaniem narzedzia bioinformtycznego Compute pl/Mw
(Gasteiger i wsp., 2003) wyliczono, ze masa poszczegdlnych wersji rekombinowanych
powinna wynosic:

e 62,9 kDa dla AtDeg?2 (568 aa),

e 62,9 kDa dla AtDeg2 S268G (568 aa),

e 40,7 kDa dla ADeg AtDeg2 AP (364 aa),

e 50,9 kDa dla AtDeg2 APDZ1 (459 aa),

e 45,3 kDa dla AtDeg2 APDZ2 (413 aa),

e 33,4 kDa dla AtDeg2 A(PDZ1+PDZ2) (304 aa).
W wyniku analizy probek lizatéw bakteryjnych rozdzielonych za pomocg SDS-PAGE dla
poszczegdlnych wersji rekombinowanych AtDeg2 ustalono nastepujgce masy
czasteczkowe:

e 71,54+1,3 kDa dla AtDeg?2,

e 70,5%2,0 kDa dla AtDeg2 S268G,

e 44,7 £1,0 kDa dla ADeg AtDeg2 AP,

e 49,9 41,2 kDa dla AtDeg2 APDZ1,

e 47,0+1,0 kDa dla AtDeg2 APDZ2,

e 33,0%0,7 kDa dla AtDeg2 A(PDZ1+PDZ2).

Po dezintegracji komodrek bakteryjnych wykonanej w warunkach denaturujgcych
(patrz podrozdziat 5.9.2, s. 83) wykonano oczyszczanie biatek rekombinowanych, ktére
obejmowato dwa gtéwne etapy. Pierwszym etapem byto wykonanie chromatografii
powinowactwa z uzyciem ztoza niklowego, ktére wigze biatka rekombinowane poprzez

znacznik Hisg (patrz podrozdziat 5.9.3, s. 84). W efekcie otrzymano wstepnie
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Rysunek 41. Analiza elektroforetyczna lizatow z bakterii nietransformowanych
(kontrola) oraz bakterii, w ktorych indukowano nadekspresje poszczegélnych wersji
rekombinowanych AtDeg2: AtDeg2, AtDeg2 S268G, AtDeg2 AP, AtDeg2 APDZ1,
AtDeg2 APDZ2 i AtDeg2 A(PDZ1+PDZ2). Prébki lizatéw rozdzielono za pomoca
SDS-PAGE i wybarwiono z uzyciem CBB R-250. M — markery masy czgsteczkowej;
kDa — kilodaltony.

oczyszczone preparaty biatkowe. Drugim etapem byto wykonanie elektroforezy
preparatywnej i elektroelucji biatka z wycietego fragmentu Zzelu poliakrylamidowego,
a uzyskane preparaty poddano procedurze wymiany buforu przez ultrafiltracje.
Czystos¢ uzyskanych preparatéw biatkowych zostata potwierdzona poprzez rozdziat
elektroforetyczny i barwienie srebrem, a za pomocg techniki immunoblot
z wykorzystaniem przeciwciat anty-Deg2 i anty-Hisg potwierdzono tozsamos$é biatek

rekombinowanych (Rysunek 42).
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Rysunek 42. Analiza czystosci i identyfikacja poszczegdlnych  wersji

rekombinowanych AtDeg2: AtDeg2, AtDeg2 S268G, AtDeg2 AP, AtDeg2 APDZ1,
AtDeg2 APDZ2 i AtDeg2 A(PDZ1 + PDZ2). Probki poszczegdlnych wersji AtDeg2
rozdzielano elektroforetycznie za pomocg SDS-PAGE, a nastepnie zele wybarwiano
metodg srebrowg lub biatka znajdujgce sie w zelu przenoszono na btone PVDF
i identyfikowano za pomocg przeciwciat anty-Deg2 i anty-Hise. M — markery masy
czgsteczkowej; kDa — kilodaltony.

6.1.2 ANALIZA AKTYWNOSCI OPIEKUNCZE] WERS]I REKOMBINOWANYCH ATDEG?2
6.1.2.1 TEST NA AKTYWNOSC HOLDAZY

Holdazowa aktywnosc¢ opiekuricza AtDeg2 polegajgca na hamowaniu powstawania
agregatéw byfa analizowana in vitro z uzyciem lizozymu ulegajacego denaturacji
i agregacji w obecnosci DTT. Lizozym posiada w swojej strukturze
wewnatrzczgsteczkowe mostki dwusiarczkowe, ktére utrzymujg lizozym we witasciwej
konformacji, a obecnosé¢ DTT sprawia, ze mostki te ulegajg redukcji, czego efektem jest
denaturacja i nastepujgca po niej agregacja zdenaturowanych czasteczek lizozymu. Do
pomiaru stopnia agregacji wykorzystano fakt, ze pojawianie sie agregatéw biatkowych
objawia sie zwiekszaniem stopnia zmetnienia roztworu, ktérego poziom moze by¢
oznaczony przez pomiar absorpcji przechodzacej przez ten roztwdr wigzki Swiatta
o dtugosci 360 nm.

W badaniach wstepnych ustalono, ze podczas inkubacji lizozymu w obecnosci DTT

poziom agregatow osigga stan wysycenia w 220 min doswiadczenia. Mozliwos¢
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niespecyficznego hamowania agregacji lizozymu przez dowolne biatko wykluczono
poprez inkubacje zdenaturowanego lizozymu z BSA. W obecnosci BSA zaobserwowano
nawet stymulacje agregacji zdenaturowanego lizozymu (Rysunek 43A). Zgodnie
z wynikami wczesniejszego doniesienia (Sun i wsp., 2012) wersja dzika AtDeg2
wykazywata aktywnos¢ opiekuniczg typu holdazy polegajgca na istotnym statystycznie
hamowaniu postawania agregatéow lizozymu od poczatku trwania doswiadczenia.
W obecnosci rekombinowanego AtDeg2 obserwowano 3,6-krotnie (dla dawki 3 pg)
i 9,9-krotnie (dla dawki 6 pg) nizszy poziom agregatéw w stosunku do poziomu
agregatéw w stanie wysycenia (obserwowanego w prébie kontrolnej w 220 min
doswiadczenia). Wczesdniej wykazano, ze zamiana katalitycznie aktywnej reszty seryny
na katalitycznie nieaktywng reszte glicyny (Zienkiewicz i wsp., 2012) badz alaniny
(Skorko-Glonek i wsp., 2007; Sun i wsp., 2010; Malet i wsp., 2012) prowadzi do
pozbawienia proteaz z grupy Deg aktywnosci proteolitycznej. W zwigzku z tym nalezato
oczekiwa¢, ze AtDeg2 S268G bedzie nieaktywng proteolitycznie wersjg AtDeg2
(to oczekiwanie zostato potwierdzone eksperymentalnie — patrz Rysunek 45, s. 118).
Ustalono, ze w obecnosci AtDeg2 S268G zahamowanie powstawania agregatéw
zdenaturowanego lizozymu byto réwnie efektywne jak w przypadku AtDeg2
(Rysunek 43B), nie mozna zatem ttumaczy¢ tego zahamowania hydrolizg powstajacych
agregatow katalizowang przez AtDeg2/AtDeg2 S268G, lecz aktywnoscig holdazowa
tych wersji rekombinowanego AtDeg2. AtDeg2 AP hamowat agregacje istotnie
statystycznie stabiej niz AtDeg2, ale dopiero delecja PDZ1, PDZ2 lub obu domen PDZ
prowadzita do catkowitej utraty przez AtDeg2 holdazowej aktywnosci opiekunczej
(Rysunek 43B). Rdéinice w stopniu rozproszenia Swiatta pomiedzy zastosowanymi

dawkami kazdej z wersji rekombinowanych AtDeg2 nie sg istotne statystycznie.

6.1.2.2  TEST NA AKTYWNOSC DEZAGREGAZY

W celu zbadania, czy AtDeg2 wykazuje aktywnos¢ dezagregazy, wykorzystano typ
doswiadczenia opisany w sekcji 6.1.2.1 z tg rdznicg, ze rekombinowane wersje AtDeg2
wprowadzano do mieszaniny reakcyjnej zawierajacej juz zagregowany lizozym. W ten
sposdb  wifasciwe doswiadczenie obejmujgce  wszystkie sktadniki  reakcji,
tj. zdenaturowany przez DTT i zagregowany lizozym oraz odpowiednie wersje

rekombinowane AtDeg2 lub BSA rozpoczynato sie w momencie, w ktérym poziom
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agregatéw lizozymu osiggat stan wysycenia (220 min), a ktory dla analizy aktywnosci
dezagregazy oznaczono jako czas O min. Inkubacje agregatéw lizozymu z biatkami
rekombinowanymi lub z BSA prowadzono przez kolejne 220 min. Poziom Aszgo
zidentyfikowany w poszczegdlnych mieszaninach reakcyjnych w czasie 0 min
oznaczono jako 100% poziomu rozproszenia S$wiatta. Mozliwo$é niespecyficznej
dezagregacji agregatow lizozymu przez dowolne biatko wykluczono poprez inkubacje
zagregowanego lizozymu z BSA. W tym przypadku réwniez zaobserwowano stymulacje
agregacji, ktéra dochodzita do poziomu 130-150% wartosci poczgtkowej, podczas gdy
poziom agregatéw w probie kontrolnej (zawierajgcej sam lizozym) utrzymywat sie w na
poziomie ok. 100%.

W ciggu 220 min inkubacji zagregowanego lizozymu z AtDeg2 poziom rozproszenia
Swiatta obnizat sie do 58% (3 ug AtDeg2) i 46% (6 pg AtDeg2) wartosci poczatkowej
(Rysunek 44A). W 220 min inkbuacji zagregowanego lizozymu z AtDeg2 S268G
zaobserwowano podobne obnizenie wartosci Azg. W obecnosci AtDeg2 AP wydajnosc
dezagregacji zdenaturowanego lizozymu byfa istotnie statystycznie nizsza od
wydajnosci dezagregacji obserwowanej w obecnosci AtDeg2, ale dopiero delecja PDZ1,
PDZ2 lub obu domen PDZ prowadzita do catkowitej utraty dezagregazowej aktywnosci
opiekunczej AtDeg2 (Rysunek 44B). Rdznice w stopniu rozproszenia swiatta pomiedzy
zastosowanymi dawkami kazdej z wersji rekombinowanych AtDeg2 nie s3 istotne
statystycznie.

A zatem wyniki opisane powyzej wskazujg, ze:

e AtDeg2 dysponuje (co najmniej) dwoma typami aktywnosci opiekuricze;j:
holdazy (co stanowi potwierdzenie wynikéw pojedynczego doniesienia
Suniwsp., 2012) i dezagregazy (wykrytej po raz pierwszy);

e reszta seryny w miejscu katalitycznym AtDeg2 nie jest istotna ani dla
aktywnosci holdazowej, ani dla aktywnosci dezagregacyjnej AtDeg?2;

e pewng role w ksztattowaniu sie obu typow aktywnosci opiekuriczej AtDeg?2
odgrywa domena proteazowa;

e obie domeny PDZ s3g niezbedne zaréwno dla aktywnosci holdazowej, jak

i aktywnosci dezagregazowej AtDeg2 (Tabela 8).
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Rysunek 43. Udziat poszczegélnych domen AtDeg2 w hamowaniu powstawania
agregatow lizozymu zdenaturowanego przez DTT. Kinetyka agregacji (0-220 min)
40 pg lizozymu zdenaturowanego przez DTT monitorowana w obecnosci 0, 3 lub 6 ug
BSA lub AtDeg2 (A) oraz agregacja 40 pg lizozymu zdenaturowanego przez DTT
zarejestrowana w 220 min inkubacji w obecnosci 0, 3 lub 6 pug AtDeg2, AtDeg2 S268G,
AtDeg2 AP, AtDeg2 APDZ1, AtDeg2 APDZ2 lub AtDeg2 A(PDZ1+PDZ2) (B). Agregacje
rejestrowano w formie zmian absorpcji Swiatta o diugosci 360 nm (Asg0)
spowodowanej rozpraszaniem Swiatta przez agregaty biatkowe powstajgce
w mieszaninie inkubacyjnej. Poziom Asg zidentyfikowany w mieszaninie zawierajgcej
sam lizozym w momencie wysycenia ustalono jako 100% poziomu rozproszenia
Swiatta. Przedstawione wartosci stanowig Srednig spos$rod minimum trzech
wykonanych doswiadczen dla kazdej z wersji rekombinowanych AtDeg2. Gwiazdki
oznaczajg, ze poziom agregatow obserwowany w mieszaninie zawierajgcej okreslong
wersje rekombinowanego AtDeg2 rdzni sie w sposdb istotny statystycznie od poziomu
agregatow obserwowanego w mieszaninie zawierajacej sam lizozym (p < 0,01).
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Gwiazdki umieszczone nad klamrami oznaczjg, ze poziom agregatdw rdzni sie w sposéb
istotny statystycznie w mieszaninach zawierajgcych objete klamrami wersje
rekombinowanego AtDeg2 (p < 0,01).
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Rysunek 44. Udziat poszczegdlnych domen AtDeg2 w dezagregacji agregatow
lizozymu zdenaturowanego przez DTT. Kinetyka dezagregacji (0-220 min) agregatéw
40 pg lizozymu zdenaturowanego przez DTT badana w obecnosci 0, 3 lub 6 pug BSA lub
AtDeg?2 (A) oraz dezagregacja agregatow 40 pg lizozymu zdenaturowanego przez DTT
zarejestrowana w 220 min inkubacji w obecnosci 0, 3 lub 6 pug AtDeg2, AtDeg2 S268G,
AtDeg2 AP, AtDeg2 APDZ1, AtDeg2 APDZ2 lub AtDeg2 A(PDZ1+PDZ2) (B). Dezagregacje
rejestrowano w formie zmian absorpcji Swiatta o dlugosci 360 nm (Asgo)
spowodowanej rozpraszaniem Swiatta przez agregaty biatkowe obecne w mieszaninie
inkubacyjnej. Poziom Asg zidentyfikowany w poszczegdlnych mieszaninach
reakcyjnych w czasie 0 min ustalono jako 100% poziomu rozproszenia Swiatta.
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Przedstawione wartosci stanowig s$rednig spos$réd minimum trzech wykonanych
doswiadczen dla kazdej z wersji rekombinowanych AtDeg2. Gwiazdki oznaczajg, ze
poziom agregatéw obserwowany w mieszaninie zawierajacej okreslong wersje
rekombinowanego AtDeg2 rézini sie w sposdb istotny statystycznie od poziomu
agregatow obserwowanego w mieszaninie zawierajacej sam lizozym (p < 0,01).
Gwiazdki umieszczone nad klamrami oznaczajg, ze poziom agregatéw rdini sie
w sposob istotny statystycznie w mieszaninach zawierajgcych objete klamrami wersje
rekombinowanego AtDeg2 (p < 0,01).

Tabela 8. Aktywnos$¢ holdazy i dezagregazy in vitro poszczegdlnych wersji
rekombinowanych AtDeg2: AtDeg2, AtDeg2 S268G, AtDeg2 AP, AtDeg2 APDZ1,
AtDeg2 APDZ2 i AtDeg2 A(PDZ1+PDZ2). ,++"” — aktywnos$¢ nie réini sie w sposéb
istotny statystycznie od aktywnosci wersji dzikiej AtDeg2; ,+” aktywnos¢ rézni sie
W sposob istotny statystycznie od aktywnosci wersji dzikiej AtDeg2 (jest nizsza);
— — brak aktywnosci.

WERSJA REKOMBINOWANEGO ATDEG2 AKTYWNOSC AKTYWNOSC
HOLDAZY DEZAGREGAZY
AtDeg2
DOMENA PROTEAZOWA DOMENA PDZ1 DOMENA PDZ2 ++ ++

s —————— ] <001

H159 D130

AtDeg2 S268G
DOMENA PROTEAZOWA DOMENA PDZ1 DOMENA PDZ2
- —— EEl +t +
1159 D130 5268G

AtDeg2 AP

DOMENA PDZ1 DOMENA PDZ2 + +
oxtits- T | co0r

AtDeg2 APDZ1
DOMENA PROTEAZOWA DOMENA PDZ2 _ _

6xHIS- -COOH
H159 D190 5268

AtDeg2 APDZ2
DOMENA PROTEAZOWA DOMENA PDZ1 —
oxtiis- I | cook
1159 D130 5268

AtDeg2 A(PDZ1+PDZ2)
DOMENA PROTEAZOWA
oxvis- [ I -coox

H159 D18C
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6.2 POSZUKIWANIE FIZJOLOGICZNYCH SUBSTRATOW DLA HOLDAZOWE]
AKTYWNOSCI OPIEKUNCZE] ATDEG2

Drugie zadanie badawcze polegato na identyfikacji fizjologicznych substratéw dla
aktywnosci holdazowej AtDeg2 u roslin hodowanych w warunkach ekspozycji na
Swiatto o wysokim natezeniu. Do realizacji tego zadania badawczego wymagane byto
dysponowanie dwoma genotypami roslin A. thaliana:

e roslinami WT,
e transformantami posiadajgcymi biatko AtDeg2 pozbawione aktywnosci
holdazowej, z nienaruszong aktywnoscig proteolityczna.

Do uzyskania transformantéw zawierajgcych biatko AtDeg2 dysponujgce sama
tylko aktywnoscig proteolityczng wymagane byto odnalezienie mutacji w strukturze
pierwszorzedowej AtDeg2, ktéra pozbawi AtDeg2 jego aktywnosci opiekuniczej
z jednoczesnym zachowaniem jego aktywnosci proteolitycznej. Mutacje prowadzace
do pozbawienia AtDeg2 jego aktywnosci opiekunczej zostaty zidentyfikowane poprzez
poréwnawczg analize aktywnosci opiekuiczej rdéinych wersji rekombinowanych
AtDeg2 wykonang w ramach realizacji pierwszego zadania badawczego (patrz
Tabela 8). W zwigzu z tym te same wersje rekombinowane AtDeg2 przeanalizowano

takze pod wzgledem aktywnosci proteolityczne;.

6.2.1 ANALIZA AKTYWNOSCI PROTEOLITYCZNE] WERSJI REKOMBINOWANYCH
ATDEG2

Analize aktywnosci proteolitycznej indywidualnych wersji rekombinowanych
AtDeg2 wykonano z uzyciem B-kazeiny jako modelowego substratu. W badaniach
wstepnych udowodniono, ze B-kazeina nie ulega autohydrolizie w czasie inkubacji
in vitro oraz, ze nie ulega niespecyficznej hydrolizie w obecnosci dowolnego biatka
(reprezentowanego przez BSA) (Rysunek 45). Wiekszo$¢ B-kazeiny ulegta hydrolizie
w ciggu 12 h inkubacji w obecnosci dzikiej wersji AtDeg2 (od poczatku inkubacji
obserwowano obecny w preparacie B-kazeiny produkt jej degradacji o masie

czasteczkowej 27 kDa, na ktory przypada ok. 4% masy B-kazeiny). Mutacja w miejscu
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katalitycznym (S268G) oraz delecja domeny proteazowej prowadzity do pozbawienia

AtDeg2 aktywnosci proteolitycznej ujawniajacej sie niezdolnoscia do hydrolizy

B-kazeiny. Na zdolnos¢ do hydrolizy B-kazeiny nie miata wptywu delecja domeny PDZ1

(AtDeg2 APDZ1), natomiast wersje AtDeg2APDZ2 i AtDeg2A(PDZ1+PDZ2) byty

pozbawione tej aktywnosci in vitro (Rysunek 45).
Zestawiajac wyniki analizy aktywnosci proteolitycznej z wynikami uzyskanymi
przez analize aktywnosci holdazowej wersji rekombinowanych AtDeg?2, stwierdzono, ze

poszukiwang mutacje pozbawiajgcg AtDeg2 jego aktywnosci holdazowej

z jednoczesnym zachowaniem aktywnosci proteolitycznej stanowi delecja domeny

PDZ1 (Tabela 9).

Tabela 9. Aktywnos¢ holdazy i aktywnos¢ proteolityczna in vitro poszczegdélnych
wersji rekombinowanych AtDeg2: AtDeg2, AtDeg2 S268G, AtDeg2 AP, AtDeg2 APDZ1,
AtDeg2 APDZ2 i AtDeg2 A(PDZ1+PDZ2). Poszukiwana wersja AtDeg2 pozbawiona
aktywnosci holdazowej, z nienaruszong aktywnoscig proteolityczng zostata wyrdzniona
kolorem zielonym. ,++” — aktywnos¢ nie rdézni sie w sposéb istotny statystycznie od
aktywnosci wersji dzikiej AtDeg2; ,+” aktywnos¢ rdzini sie w sposob istotny
statystycznie od aktywnosci wersji dzikiej AtDeg?2 (jest nizsza); ,—" — brak aktywnosci.

WERSJA REKOMBINOWANEGO ATDEG2 AKTYWNOSC AKTYWNOSC
HOLDAZY PROTEOLITYCZNA
AtDeg2
DOMENA PROTEAZOWA DOMENA PDZ1 DOMENA PDZ2
6xHIS- -COOH ++ ++
H159 D190
AtDeg2 5268G
DOMENA PROTEAZOWA DOMENA PDZ1 DOMENA PDZ2 ++ -
BxHIS-| -COOH
1159 D190 5268G
AtDeg2 AP
DOMENA PDZ1 DOMENA PDZ2 + —
6xHIS- -COOH
AtDeg2 APDZ1
DOMENA PROTEAZOWA DOMENA PDZ2 — ++
6xHIS- -COOH
H159 D190 5268
AtDeg2 APDZ2
DOMENA PROTEAZOWA DOMENA PDZ1 _ —
6xHIS- -COOH
AtDeg2 A(PDZ1+PDZ2)
DOMENA PROTEAZOWA
BXHIS-| -COOH - _
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6.2.2 UZYSKANIE TRANSFORMANTOW 35S:ATDEGZ24PPZ1-GFP

W celu identyfikacji biatek, ktére w warunkach ekspozycji roslin na sSwiatto
o wyskim natezeniu sg substratami dla aktywnosci holdazowej AtDeg2 — polegajacej na
hamowaniu agregacji biatek/substratéow w efekcie powstawania
miedzyczasteczkowych wigzan dwusiarczkowych — skonstruowano transformanty
ekspresjonujgce (w tle genetycznym deg2-3 tj. mutanta inercyjnego catkowicie
pozbawionego AtDeg2) biatko fuzyjne AtDeg2 APDZ1-GFP po kontrolg promotora
CaMV 35S (Rysunek 46).

A

AtDeg2 APDZ1-GFP-HIS
DOMENA PROTEAZOWA DOMENA PDZ2

HN- e ——— |  |-GFP-6xHis
H159 D190 5268
B
klon \
ekspresyjny +
pre-AtDEG2 APDZ1 dZ /T
pEG103
GENOTYP: deg2-3 35S:AtDEG2°PP?1.GFP
Poziom biatkowy: - AtDeg2 APDZ1-GFP-HIS
. — proteolityczna + proteolityczna
Aktywnos¢ AtDeg2: Pro
¥ B —holdazowa —holdazowa
—dezagregacyjna —dezagregacyjna

Rysunek 46. Rozktad domen w strukturze pierwszorzedowej pre-AtDeg2 APDZ1-GFP
(A) oraz schemat postepowania prowadzacego do uzyskania transformanta
355:AtDEG2°""**-GFP (B)
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Pierwszym etapem uzyskania klonu ekspresyjnego kodujgcego
pre-AtDeg2 APDZ1-GFP byto uzyskanie wstawki (Rysunek 47). Wstawke otrzymano za
pomocg starteréw D2CtagF i D2CtagR (Rysunek 25, s. 67 i Tabela 3, s. 68) na matrycy
stanowigcej odpowiednio zaprojektowany fragment DNA uzyskany drogg syntezy
chemicznej. Otrzymany produkt PCR w przyblizeniu odpowiadat oczekiwanej wielkosci
1496 pz (Rysunek 48A). Wstawke nastepnie wprowadzono do wektora wejsciowego,
po czym obecno$¢ wstawki w klonie wejsciowym potwierdzono poprzez
przeprowadzenie reakcji trawienia enzymem MlIul i rozdziat elektroforetyczny
produktéw trawienia (Rysunek 48B). Prawidtowos¢ sekwencji uzyskanego klonu
wejsciowego dodatkowo potwierdzono poprzez sekwencjonowanie. Wstawke z klonu
wejsciowego wprowadzono nastepnie do wektora docelowego jakim byt pEG103
(Rysunek 29, s. 75) w obrebie T-DNA ulegajgcego integracji z genomem rosliny.
Uzyskanie klonu ekspresyjnego zostato potwierdzone przez przeprowadzenie reakcji
trawienia enzymem Hinfl i rozdziat elektroforetyczny produktéw trawienia
(Rysunek 48C). Podobnie jak w przypadku wektora docelowego stosowanego do
uzyskania wersji rekombinowanych AtDeg2 , pusty” wektor docelowy pEG103 od klonu
ekpsresyjnego rézni sie miejscami ciecia rozpoznawanymi przez enzym Hinfl pomiedzy
miejscami rekombinacji (attR1 i attR2 lub attB1 i attB2), dajac po reakcji trawienia tym
enzymem dwa unikatowe fragmenty DNA o wielkosci 1112 pz i 1307 pz (wsrdd
fragmentow DNA o wielkosci powyzej 500 pz). Unikatowym fragmentem DNA po
reakcji trawienia enzymem Hinfl klonu ekspresyjnego pre-AtDEG2 APDZ1 pEG103 jest
natomiast fragment o wielkosci 1040 pz (ws$réd fragmentéw DNA o wielkosci powyzej
500 pz) (Rysunek 48C i D). To pozwala odrdini¢ wektory, w ktéorych doszto do
wprowadzenia wstawki od tych, gdzie klonowanie zakonczyto sie niepowodzeniem. Jak
w przypadku klonu wejsciowego, takze i w tym przypadku prawidtowosé sekwencji
potwierdzono poprzez sekwencjonowanie.

Przed transformacjg roslin A. thaliana uzyskanym klonem ekspresyjnym
sprawdzono, czy klon ten ulega ekspresji w komadrkach roslinnych, a jego produkt jest
kierowany do chloroplastow. W tym celu klon ekspresyjny pre-AtDEG2 APDZ1 pEG103
wprowadzono do protoplastéw komérek miekiszowych lisci mutantow deg2-3 drogag
transfekcji, ktore nastepnie obserwowano pod mikroskopem konfokalnym. Na

podstawie obrazow z mikroskopu konfokalnego (Rysunek 49) potwierdzono, ze klon
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ekspresyjny ulega ekspresji w protoplastach i ze produkt ekspresji kierowany jest do
chloroplastéw, na co wskazuje obecnos$¢ z6ttych plamek bedaca efektem natozenia sie

zielonej fluorescencji GFP i czerwonej autofluorescencji chloroplastéw (Rysunek 49D).

Fragment DNA uzyskany
droga syntezy chemicznej

|
wstawka
pre-AtDEG2 APDZ1

wektor Klonowanie
wejsciowy do wektora
PENTR wejsciowego

klon wejsciowy

pre-AtDEG2 APDZ1

PENTR
wektor Klonowanie
docelowy \{ do wektora
pEG103 docelowego

N\

klon ekspresyjny

pre-AtDEG2 APDZ1 Jalg g5 I

pEG103

Rysunek 47. Schemat postepowania prowadzgcego do uzyskania klonu
ekspresyjnego kodujgcego pre-AtDeg2 APDZ1-GFP

Klon ekspresyjny pre-AtDEG2 APDZ1 pEG103 wprowadzono do bakterii
Agrobacterium, ktdre nastepnie wykorzystano do transformacji mutantéw deg2-3
metodga agroinfiltracji (Rysunek 31, s. 81). Poprzez selekcje siewek transformantéw
z pokolenia Ty, a nastepnie T; na pozywce z herbicydem — na ktoérej utrzymywaty sie
tylko te rodliny, w ktérych nastgpita integracja T-DNA (zawierajgcego wstawke) klonu
ekspresyjnego z genomem (Rysunek 50) — wyprowadzono linie homozygotyczne

transformantow (pokolenie T,).
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Rysunek 48. Analiza elektroforetyczna wstawki pre-AtDEG2 APDZ1 (A) produktow
trawienia enzymem Mlul klonu wejsciowego pre-AtDEG2 APDZ1 pENTR i wektora
PENTR (B), produktow trawienia enzymem Hinfl klonu ekspresyjnego
pre-AtDEG2 APDZ1 pEG103 i wektora pEG103 ze wskazanymi fragmentami DNA
unikatowymi dla kazdego konstruktu (oznaczone numerami 1-3) (C) oraz prezentacja
graficzna klonu ekspresyjnego pre-AtDEG2 APDZ1 pEG103 oraz wektora pEG103 ze
wskazanymi unikatowymi fragmentami DNA (oznaczone numerami 1-3)
powstajacymi w wyniku trawienia restrykcyjnego enzymem Hinfl (D). M — markery
masy czgsteczkowej; pz — pary zasad, CaMV 35S — promotor 35S RNA z wirusa mozaiki
kalafiora; attR1, attR2, attBl, attB2 — miejsca rekombinacji; ccdB — gen kodujgcy
toksyne bakteryjng, ktéra hamuje aktywnos¢ gyrazy; mgfp5 — gen kodujgcy znacznik
fluorescencyjny mGFP5; 6xHis — sekwencja kodujgca znacznik histydynowy; RB T-DNA,
LB T-DNA — odpowiednio prawa i lewa granica T-DNA; ori — miejsce inicjacji replikacji;
KanR — gen opornosci na kanamycyne; BIpR — gen opornosci na glufosynat amonu;
RBS — miejsce wigzania rybosomu; Hinfl- miejsca restrykcyjne dla enzymu Hinfl.
Rysunki wykonano z wykorzystaniem programu SnapGene®.
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Rysunek 49. Detekcja sygnatu fluorescencji biatka GFP w protoplastach komérek
miekiszowych liscia deg2-3 A. thaliana transfekowanych klonem ekspresyjnym
kodujagcym pre-AtDeg2 APDZ1-GFP. Obrazy z mikroskopu swietlnego (A),
autofluorescencji chlorofilu (B) i fluorescencji biatka GFP (C) oraz efekt natozonia na
siebie obrazow mikroskopu S$wietlnego, autofluorescencji chlorofilu i fluorescencji
biatka GFP (D). Strzatkami wskazano plamki w kolorze zéttym, ktéry jest efektem
natozenia sie zielonej fluorescencji GFP i czerwonej autofluorescenc;ji chlorofilu.

Rysunek 50. Siewka transformantéw 35S:AtDEG2°"***-GFP (z pokolenia To)
utrzymujaca sie na pozywce z herbicydem. Rosliny nie bedace transformantami
zaprzestaty wzrostu i utracity swoj intensywny zielony kolor.
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kba  WT deg2-3 R
130 -

o —AtDeg2 APDZ1-GFP

72—
AtDeg2 —

100 0 110

Rysunek 51. Okreslenie poziomu biatka AtDeg2 oraz AtDeg2 APDZ1-GFP u roslin WT,
mutantéw deg2-3 oraz u transformantéw 35S:AtDEG2*"°“-GFP 4.23. Chloroplasty
wyizolowane z lisci roslin, ktéore hodowano w warunkach ekspozycji na $wiatto
o wysokim natezeniu do momentu otwarcia sie pierwszego kwiatu (podfaza 6.0),
poddano lizie osmotycznej, a probki lizatébw rozdzielono za pomocg SDS-PAGE,
przenoszono na bftone PVDF i wykonano immunodetekcje za pomocy techniki
immunoblot z uzyciem przeciwciat anty-Deg2. llos¢ preparatéow lizatow
wprowadzonych do kieszonek normalizowano w oparciu o takg samg ilos¢ biatka.
»olmmunobloty” analizowano densytometrycznie, a intensywnos¢ indywidualnych
sygnatéw okreslono wzgledem sygnatu zidentyfikowanego dla lizatu chloroplastéw
ro$lin WT (100%). kDa — kilodaltony.

Uzyskane linie homozygotyczne transformantéw 35S:AtDEG2*"P“1-GFP hodowano
w warunkach ekspozycji na swiatto o wysokim natezeniu do momentu otwarcia sie
pierwszego kwiatu (podfaza 6.0), z lisci tych roslin izolowano chloroplasty, ktére
nastepnie poddano lizie i analizie immunoblot z uzyciem przeciwciata anty-Deg2.
Wynikiem tej analizy byt wybér linii 4.23 (sposréd innych linii transformantéw
35S:AtDEG2*""“1-GFP), u ktérej poziom biatka fuzyjnego byt najbardziej zblizony do
ilosci biatka AtDeg2 u rosliny WT (Rysunek 51).
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6.2.3 IDENTYFIKACJA FIZJOLOGICZNYCH SUBSTRATOW DLA HOLDAZOWE]
AKTYWNOSCI OPIEKUNCZE] ATDEG2

Poszukiwanie fizjologicznych substratdw dla holdazowe] aktywnosci opiekunczej
AtDeg2 wykonano za pomocg podejscia eksperymentalnego w oparciu o elektroforeze
diagonalng, tj. rodzaj analizy dwukierunkowej uzytecznej dla badania sktadu
podjednostek wielosktadnikowych biatek zawierajgcych miedzybiatkowe wigzania
dwusiarczkowe. Biatka, ktére s3 potgczone miedzyczasteczkowymi mostkami
dwusiarczkowymi migrujg w drugim kierunku ponizej przekatnej zelu. Zastosowanie
elektroforezy diagonalnej w poszukiwaniu fizjologicznych substratéw biatkowych dla
aktywnosci opiekunczej AtDeg? jest oparte na zatozeniu, ze:

e AtDeg2 poprzez swojg aktywnos¢ holdazowg moze uczestniczyé — u roslin
WT poddanych dziataniu stresu wysokiego natezenia Swiatta —
w hamowaniu agregacji biatko-biatko poprzez mostki dwusiarczkowe
(przyktadem potwierdzajgcym, ze biatka chloroplastowe moga ulegac
w warunkach stresu agregacji poprzez mostki dwusiarczkowe jest
homogagregacja LS Rubisco zachodzaca u zielenic Chlamydomonas
poddanych dziataniu nadtlenku wodoru — Esquivel i wsp., 2006 — oraz
u roslin A. thaliana podddanych dziataniu stresu zmiany natezenia Swiatfa
z umiarkowanego na niskie — Grabsztunowicz i wsp., 2015),
e AtDeg2 pozbawione aktywnosci holdazowej — w roélinach 35S:AtDEG2°PP%-
GFP 4.23 poddanych dziataniu stresu wysokiego natezenia swiatta — moze
by¢ catkowicie lub czesciowo niezdolne do hamowania agregacji
biatko-biatko poprzez mostki dwusiarczkowe.
Opierajgc sie na powyzszych zatozeniach, fizjologiczne substraty dla aktywnosci
opiekunczej identyfikowano jako biatka wyizolowane z chloroplastéow lisci
transformantéw 35S:AtDEG2*""“1-GFP 4.23 rosnacych w warunkach ekspozycji na
Swiatto o wysokim natezeniu, ktére:
e migrujg ponizej przekatnej zelu po elektroforezie diagonalnej biatek
wyizolowanych z chloroplastéw liéci transformantéw 35S:AtDEG2*""“1-GFp
4.23 rosngcych w warunkach ekspozycji na Swiatto o wysokim natezeniu,

e wystepujg znacznie bardziej obficie niz w chloroplastach roslin WT.
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Zgodnie z powyzszym lizaty chloroplastow z lisci roslin obu genotypéw w podfazie 6.0
rozdzielono za pomocy elektroforezy diagonalnej i przez poréwnawcza analize zeli
wykryto biatko reprezentowane przez plamke, ktdra:
1) znajdowata sie ponizej przekatnej zelu i
2) bytfa prawie trzykrotnie intensywniejsza na zelach z rozdzielonymi lizatami
chloroplastowymi transformantéw 35S:AtDEG2*""“1-GFP 4.23 niz na zelach,
w ktérych rozdzielono lizaty z roslin WT (Rysunek 52).
Biatko to zidentyfikowano za pomoca spektrometrii mas jako podjednostke vy,
kompleksu F; syntazy ATP (Tabela 10 i Rysunek 53A), ktéra tak jak AtDeg2 znajduje sie
na powierzchni btony tylakoidowej od strony stromy, a w swojej strukturze posiada
3 reszty cysteinowe (Rysunek 53B), z ktorych czes¢ mogta uczestniczy¢ w procesie
tworzenia homoagregatdw podjednostki y; syntazy ATP.

Uzyskany wynik wskazuje, ze podjednostka y; kompleksu F; syntazy ATP jest
substratem aktywnosci holdazowej AtDeg2, tzn., ze AtDeg2 moze hamowac¢ agregacje
za posrednictwem mostkéw dwusiarczkowych podjednostek y; syntazy ATP, do jakiej
moze dochodzi¢ w warunkach ekspozycji roslin na swiatto o wysokim natezeniu.
Istnieje jednak alternatywna mozliwos¢ wyttumaczenia akumulacji w chloroplastach
transformantéw 35S:AtDEG2"P“’-GFP 4.23 znacznych ilosci podjednostki y; syntazy
ATP, wiekszych niz w przypadku chloroplastéw roslin WT, mianowicie nizsza aktywnos¢
reduktazy dwusiarczkowej w chloroplastach transformantéw. Do biatek o aktywnosci
reduktazy dwusiarczkowej nalezg tioredoksyny oraz glutaredoksyny, ktdre poprzez t3
aktywnos$¢ dziatajg antyoksydacyjnie, redukujgc drogg tzw. wymiany tiolowo-
dwusiarczkowej mostki dwusiarczkowe powstajgce wewnatrz biatek lub pomiedzy
biatkami chloroplastowymi w wyniku stresu oksydacyjnego (Rouhier, 2010). Nizsza
aktywnos¢ reduktazy dwusiarczkowej w chloroplastach transformantéw prowadzitaby
do mniej efektywnego — w pordéwnaniu z roslinami WT — usuwania powstajgcych
agregatéw podjednostki y; syntazy ATP, co z kolei prowadzitoby do wyzszego poziomu

agregatéw tego biatka u transformantéw (w porédwnaniu z roslinami WT).
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Tabela 10. Wynik spektrometrii mas wykrytej plamki
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Biatko Wartos¢ | Pokrycie | Masa Lokalizacja

score sekwencji | biatka | wewnatrzchloroplastowa
ATPC1 | ATPaza, 1660 41% 41kDa Stroma
kompleks Fy,
podjednostka y:

1
61
121
181
241
301
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Rysunek 53. Struktura krystaliczna kompleksu Fo i F; chloroplastowej syntazy ATP
ze Spinacia oleracea (PDB ID: 6FKH) z wyrdzniona kolorem niebieskim podjednostka
v1 (z prawej strony) (A) oraz sekwencja aminokwasowa podjednostki y; (At4G04640,
na podstawie Hisabori i wsp., 2013) chloroplastowej syntazy ATP A. thaliana
z wyréznionymi kolorem zéttym resztami cysteinowymi (B). Wizualizacje struktury
krystalicznej otrzymano z bazy danych PDBe (http://www.ebi.ac.uk/pdbe/node/1).
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Test na aktywnos$¢ reduktazy dwusiarczkowej wykonano z wykorzystaniem
insuliny, ktéra w obecnosci DTT ulega spontanicznej agregacji. Wynika to z faktu, ze
taricuchy A i B w strukturze insuliny potgczone sg mostkami dwusiarczkowymi, ktdrych
redukcja prowadzi do denaturacji i agregacji wolnych taricuchéw B. Reakcja ta moze
by¢ katalizowana przez biatka o aktywnos$ci reduktazy dwusiarczkowej, prowadzac do
zwiekszenia stopnia agregacji insuliny. Poziom powstajacych agregatéw moze by¢
oznaczony przez pomiar absorpcji $wiatta o dtugosci 650 nm spowodowanej
rozproszeniem Swiatfa przez powstajgce w mieszaninie inkubacyjnej agregaty biatkowe
(Holmgren, 1979). W badaniach wstepnych wykazano, ze do spontanicznej agregacji
dochodzi po 25-30 minutach inkubacji insuliny w obecnosci DTT. Rozproszenie Swiatta
obserwowane w 30 minucie inkubacji uznano za 100%.

Do analizy aktywnosci reduktazy dwusiarczkowej wykorzystano strome
chloroplastowa uzyskang z liéci rolin WT i transformantéw 35S:AtDEG2*"P“-GFP 4.23
(hodowanych w warunkach ekspozycji na swiatto o wysokim natezeniu w momencie
otwarcia sie pierwszego kwiatu), gdyz chloroplastowe biatka o aktywnosci reduktazy
dwusiarczkowej tj. tioredoksyny i glutaredoksyny sg biatkami zlokalizowanymi
w stromie (Rouhier, 2010; Nikkanen i Rintamaki, 2014). Obecnos¢ biatek o aktywnosci
reduktazy dwusiarczkowej zgodnie z oczekiwaniem doprowadzita po 30 minutach do
wzrostu rozproszenia Swiatta przez mieszanine inkubacyjng do poziomu wyzszego niz
obserwowany w obecnosci tylko insuliny i DTT. Poziom agregatdw insuliny
W mieszaninie zawierajgcej strome roslin WT nie rdznit sie w sposob istotny
statystycznie od poziomu agregatdbw w mieszaninie zawierajacej strome

transformantéw 35S:AtDEG2°7P#

-GFP 4.23. Oznacza to, ze zwiekszony poziom
homoagregatu podjednostek y; syntazy ATP u transformantéw 35S:AtDEG2*"P*1-GFp
4.23 nie jest efektem obnizonej aktywnosci reduktazy dwusiarczkowej.
A zatem wyniki opisane powyzej wskazujg, ze:
e wersja rekombinowana AtDeg2 APDZ1 nie posiada aktywnosci holdazowej,
ale jest aktywna proteolitycznie,
e w warunkach ekspozycji na $wiatto o wysokim natezeniu w chloroplastach

transformantéw 35S:AtDEG2""P“1-GFP 4.23, zagregowane za

posrednictwem mostkow dwusiarczkowych podjednostki y; syntazy ATP
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gromadzg sie na trzykrotnie wyzszym poziomie niz w chloroplastach roslin
WT,

o efekt ten nie jest wynikiem nizszej aktywnosci reduktazy dwusiarczkowej
w chloroplastach transformantéw 35S:AtDEG2°"P“-GFP 4.23, lecz
najprawdopodobniej nieefektywnego hamowania powstawania agregatéw

wynikajgcego z posiadania AtDeg2 pozbawionego aktywnosci holdazy.

160%

140%
"2
< 120%
®
2 100%
0
3
2 80%
= +insulina
o
2 60%
a N .
5 20% #insulina + biatka
c ° stromy roslin WT
o
§ 20% *insulina + biatka

stromy transformantow
0% l-‘éﬁ —— 35S:AtDEG2 4PPZ1.GFP 4.23
0 5 10 15
Czas (min)

Rysunek 54. Aktywno$¢ reduktazy dwusiarczkowej w chloroplastach roslin WT oraz
35S:AtDEG2°""2.GFP  4.23.  Chloroplasty  (wyizlowowane z  rodlin  WT
i 35S:AtDEG2°""“-GFP 4.23, ktére hodowano w warunkach ekspozycji na $wiatto
o wysokim natezeniu do momentu otwarcia sie pierwszego kwiatu — podfaza 6.0)
poddano lizie osmotycznej, a lizaty frakcjonowano. Aktywnos¢ reduktazy
dwusiarczkowej analizowano, inkubujgc przez 0-30 min mieszanine zawierajgcy
insuline wotowg, DTT i strome chloroplastowg. Poziom powstajgcych agregatow
taricuchéw B insuliny rejestrowano, mierzac zmiany absorpcji Swiatta mieszanin
inkubacyjnych przy 650 nm, do jakich dochodzi na skutek rozproszenia Swiatta przez
powstajgce agregaty. Gwiazdki oznaczajg istotnos$¢ rdznicy poziomu agregatéw
pomiedzy mieszaninami zawierajgcymi preparaty stromy, insuliny i DTT a mieszaning
zawierajgcq tylko insuline i DTT (p < 0,01).
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6.3 UTWORZENIE KATALOGU CECH FENOTYPOWYCH A. THALIANA,
W KTORYCH REGULACJI KSZTALTOWANIA SIE UCZESTNICZY
ATDEG2 IN VIVO POPRZEZ SWOJA AKTYWNOSC OPIEKUNCZA LUB
OPIEKUNCZA I PROTEOLITYCZNA JEDNOCZESNIE

W celu zbadania udziatu aktywnosci opiekunczej AtDeg2 w ksztattowaniu sie cech
fenotypowych rodlin A. thaliana w warunkach bezstresowych wymagane byto
dysponowanie roslinami reprezentujgcymi cztery genotypy (patrz Rysunek 24, s. 57),
ktore na podstawie wynikéw analizy aktywnosci opiekunczej i proteolitycznej réznych
wersji rekombinowanych AtDeg?2 (Tabela 9, s. 119) okreslono nastepujgco:

1) rosliny WT,

2) mutanty deg2-3,

3) 35S:AtDEG2°?°%°-GFP — transformanty posiadajace biatko AtDeg2 S268G-
GFP dysponujgce samg tylko aktywnoscig opiekunczy,

4) 35S:AtDEG2°"P“-GFP — transformanty posiadajace biatko AtDeg2 APDZ1-

GFP dysponujgce samg tylko aktywonscg proteolityczna.

6.3.1 UZYSKANIE TRANSFORMANTOW 35S:ATDEG25268G-GFP

Transformanty 35S:AtDEG2°?°®°-GFP uzyskano przez wprowadzenie do mutantéw
deg2-3 klonu ekspresyjnego, ktéry pod kontrolg promotora CaMV 35S umozliwia
ekspresje pre-AtDeg2 S268G w fuzji ze znacznikiem histydynowym i fluorescencyjnym
(Rysunek 55).

Do uzyskania klonu ekspresyjnego kodujgcego pre-AtDeg2 S268G-GFP
wykorzystano klon wejsciowy pre-AtDEG2 S268G pENTR uzyskany w ramach realizacji
pierwszego zadania badawczego (Rysunek 33, s. 101). Wstawke z klonu wejsciowego
wprowadzono do wektora docelowego jakim byt pEG103 (Rysunek 29, s. 75) w obrebie
T-DNA ulegajgcego integracji z genomem rosliny (Rysunek 56). Uzyskanie klonu
ekspresyjnego zostato potwierdzone przez przeprowadzenie reakcji trawienia
enzymem Hinfl i rozdziat elektroforetyczny produktdw trawienia (Rysunek 57A). Jak juz

wspomniano, ,pusty” wektor docelowy pEG103 od klonu ekpsresyjnego rdzini sie
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A

AtDeg2 S268G-GFP-HIS

DOMENA PROTEAZOWA DOMENA PDZ1 DOMENA PDZ2

H2N-

| |-GFP-6xHis

\

klon
ekspresyjny +
| pre-AtDEG25268G Jad I
pEG103
GENOTYP: deg2-3 35S:AtDEG25%6%G_-GFP
Poziom biatkowy: - AtDeg2 S268G-GFP-HIS
Aktywnosé AtDeg2: — proteolityczna — proteolityczna
—holdazowa +holdazowa

—dezagregacyjna  +dezagregacyjna

Rysunek 55. Rozktad domen w strukturze pierwszorzedowej pre-AtDeg2 $S268G-GFP
(A) oraz schemat postepowania prowadzacego do uzyskania transformanta
35S:AtDEG2°?°*°-GFP (B)

wstawka
/2 mutacja
/' punktowg

klon wejsciowy

pENTR
wektor Klonowanie
docelowy w do wektora
pEG103 docelowego

\

klon ekspresyjny
(L I AV ) -GFP-6xHis
pEG103

Rysunek 56. Schemat postepowania prowadzgcego do uzyskania klonu
ekspresyjnego kodujgcego pre-AtDeg2 S268G-GFP
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Rysunek 57. Analiza elektroforetyczna produktéw trawienia enzymem Hinfl klonu
ekspresyjnego pre-AtDEG2 5S268G pEG103 i wektora pEG103 ze wskazanymi
fragmentami DNA unikatowymi dla kazdego konstruktu (oznaczone numerami 1-3)
(A) oraz prezentacja graficzna klonu ekspresyjnego pre-AtDEG2 S268G pEG103 oraz
wektora pEG103 ze wskazanymi unikatowymi fragmentami DNA (oznaczone
numerami 1-3) powstajacymi w wyniku trawienia restrykcyjnego enzymem Hinfl (B).
M — markery masy czasteczkowej; pz — pary zasad. CaMV 35S — promotor 35S RNA
z wirusa mozaiki kalafiora; attR1, attR2, attBl, attB2 — miejsca rekombinacji;
ccdB — gen kodujacy toksyne bakteryjng (usuwany z wektora podczas reakcji
rekombinacji), ktéra hamuje aktywnos$é gyrazy (enzymu naprawczego DNA),
uniemozliwiajgc wzrost bakterii zawierajgcych ,pusty” wektor (bez wstawki), czyli taki,
ktéry nie przeszedt pomysinie reakcji rekombinacji; mgfp5 — gen kodujgcy znacznik
fluorescencyjny mGFP5; 6xHis — sekwencja kodujgca znacznik histydynowy; RB T-DNA,
LB T-DNA — odpowiednio prawa i lewa granica T-DNA; ori — miejsce inicjacji replikacji;
KanR — gen opornosci na kanamycyne; BlpR — gen opornosci na glufosynat amonu; RBS
— miejsce wigzania rybosomu; Hinfl- miejsca restrykcyjne dla enzymu Hinfl. Rysunek
wykonano z wykorzystaniem programu SnapGene®.
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miejscami ciecia rozpoznawanymi przez enzym Hinfl pomiedzy miejscami
rekombinacji, dajgc po reakcji trawienia tym enzymem dwa unikatowe fragmenty DNA
o wielkosci 1112 pz i 1307 pz (wsréd fragmentéw DNA o wielkosci powyzej 500 pz).
Unikatowym fragmentem DNA po reakcji trawienia enzymem Hinfl klonu
ekspresyjnego pre-AtDEG2 S268G pEG103 jest fragment o wielkosci 1367 pz (wsrdd
fragmentéw DNA o wielkosci powyzej 500 pz) (Rysunek 57). Prawidtowos$é sekwencji
klonu ekspresyjnego potwierdzono poprzez sekwencjonowanie.

Przed transformacjg roslin A. thaliana klonem ekspresyjnym pre-AtDEG2 5268G
pPEG103 sprawdzono, czy klon ten ulega ekspresji w komdrkach roslinnych, a jego
produkt jest kierowany do chloroplastow. W tym celu klon ekspresyjny wprowadzono
do protoplastéw komdrek miekiszowych lisci mutantéw deg2-3 drogg transfekc;ji, ktore
nastepnie obserwowano pod mikroskopem konfokalnym. Na podstawie obrazéw
z mikroskopu konfokalnego (Rysunek 58) potwierdzono, ze klon ekspresyjny ulega
ekspresji w protoplastach i ze produkt ekspresji kierowany jest do chloroplastéw, na co
wskazuje obecnos¢ z6ttych plamek bedgca efektem natozenia sie zielonej fluorescencji
GFP i czerwonej autofluorescencji chloroplastéw (Rysunek 58D).

Klon ekspresyjny pre-AtDEG2 S268G pEG103 wprowadzono do bakterii
Agrobacterium, ktdére nastepnie wykorzystano do transformacji mutantéw deg2-3
metodg agroinfiltracji (Rysunek 31, s. 81). Poprzez selekcje siewek transformantow
z pokolenia Ty, a nastepnie T; na pozywce z herbicydem wyprowadzono linie
homozygotyczne transformantéw (pokolenie T,).

5268G1

Uzyskane linie homozygotyczne transformantéw 35S:AtDEG2 -GFP oraz linie

APPZL_GFP hodowano w warunkach

homozygotyczne transformantow 35S:AtDEG2
ekspozycji na swiatto o umiarkowanym natezeniu (Tabela 2, s. 59) do momentu
otwarcia sie pierwszego kwiatu (podfaza 6.0), po czym izolowano chloroplasty, ktére
nastepnie poddano lizie i analizie immunoblot z uzyciem przeciwciata anty-Deg2.
Wynikiem tej analizy byt wybor linii 355:AtDEG2°?%%°-GFP 3.313 i 35S:AtDEG2""“-GFP
4.31, u ktérych poziom biatka fuzyjnego byt najbardziej zblizony do ilosci biatka AtDeg2

u rosliny WT (Rysunek 59).
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Rysunek 58. Detekcja sygnatu fluorescencji biatka GFP w protoplastach mezofilu
liscia deg2-3 A. thaliana transfekowanych klonem ekspresyjnym kodujacym
pre-AtDeg2 S268G-GFP. Obrazy z: mikroskopu Swietlnego (A), autofluorescencji
chloroplofilu (B) i fluorescencji biatka GFP (C) oraz efekt natozenia na siebie obrazéw
mikroskopu Swietlnego, autofluorescencji chlorofilu i fluorescencji biatka GFP (D).
Strzatkami wskazano plamki w kolorze zéttym, ktéry jest efektem natozenia sie zielonej
fluorescencji GFP i czerwonej autofluorescencji chlorofilu.
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Rysunek 59. Okreslenie poziomu biatka AtDeg2, AtDeg2 S$268G-GFP oraz
AtDeg2 APDZ1-GFP u roslin WT, mutantéw deg2-3 oraz u transformantéw
35S:AtDEG2°*%%°-GFP 3.313 i 35S:AtDEG2*""*-GFP 4.31. Chloroplasty wyizolowane
z lisci roslin, ktére hodowano w warunkach ekspozycji na swiatto o umiarkowanym
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natezeniu do momentu otwarcia sie pierwszego kwiatu (podfaza 6.0), poddano lizie
osmotycznej, a probki lizatéw rozdzielono za pomocg SDS-PAGE, przenoszono na bfone
PVDF i wykonano immunodetekcje za pomoca techniki immunoblot z uzyciem
przeciwciat anty-Deg2. llo$¢ preparatow lizatow wprowadzonych do kieszonek
normalizowano w oparciu o taka samg ilo$¢ biatka. ,Immunobloty” analizowano
densytometrycznie, a intensywnos¢ indywidualnych sygnatéw okreslono wzgledem
sygnatu zidentyfikowanego dla lizatu chloroplastow roslin  WT  (100%).
kDa — kilodaltony.

6.3.2 POROWNAWCZA ANALIZA FENOTYPOWA ROSLIN A. THALIANA

W celu zbadania roli aktywnosci opiekurniczej AtDeg2 w regulacji przebiegu faz
i podfaz ontogenezy oraz ksztattowania sie wybranych cech fenotypowych rosliny
A. thaliana wszystkie cztery genotypy roslin hodowano w warunkach kontaktu ze
Swiattem o umiarkowanym natezeniu (Tabela 2, s. 59) i poddano analizie fenotypowej.
W pierwszym etapie wykonano analize obejmujacg rosliny WT i mutanty deg2-3, ktérej
celem byto stworzenie katalogu cech fenotypowych, w regulacji ksztattowania sie
ktorych uczestniczy AtDeg2. W celu ustalenia indywidualnej roli aktywnosci
opiekunczej i proteolitycznej AtDeg2 w ksztattowaniu sie cech fenotypowych
zidentyfikowanych w pierwszym etapie, do analiz fenotypowych wigczono
transformanty 35S:AtDEG2°?°%°-GFP 3.313 i 35S:AtDEG2°"P“-GFP 4.31 (drugi etap).
W ten sposdb w ramach katalogu cech fenotypowych regulowanych przez AtDeg2
wyrdzniono:
1) cechy fenotypowe, w ktérych regulacji ksztattowania sie uczestniczy
AtDeg? przez swojg aktywnos$¢é opiekunczy,
2) cechy fenotypowe, w ktérych regulacji ksztattowania sie uczestniczy
AtDeg? przez swojg aktywnos¢ proteolityczng,
3) cechy fenotypowe, w ktérych regulacji ksztattowania sie uczestniczy

AtDeg? przez swojg aktywnos¢ opiekunczg i proteolityczng.

6.3.2.1 ANALIZA POROWNAWCZA CHRONOLOGII PRZEBIEGU FAZ I PODFAZ ONTOGENEZY
A. THALIANA

Do okreslenia roli, jaka AtDeg2 odgrywa w regulacji przebiegu faz i podfaz

ontogenezy, przeanalizowano chronologie przebiegu poszczegdlnych faz i podfaz
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ontogenezy roslin WT i mutantéw deg2-3 od momentu rozprostowania sie liscieni az
do otwarcia sie wszystkich tuszczynek. Istotne statystycznie réznice zaobserwowano
jedynie w odniesieniu do czasu niezbednego do osiggniecia podfazy 1.0 i 6.1,
a mianowicie brak AtDeg2 powodowat opdznienie wejscia w podfaze 1.0z 2,5 do 3 dni
oraz przyspieszenie wejscia w podfaze 6.1 z 30 dni do 26 dni (Rysunek 60).

Analiza podfazy 1.0 z uwzglednieniem transformantéw wykazata, ze czas
wymagany do rozprostowania sie liscieni u obu transformantéw byt — podobnie jak
u mutantow deg2-3 — dtuzszy w poréwnaniu z roslinami WT (Rysunek 61). Brak réznic
istotnych statystycznie pomiedzy mutantami deg2-3 i transformantami oraz pomiedzy
transformantami dowodzi, ze ani sama aktywnos¢ opiekuricza (u 35S:AtDEG2°*%%°-GFP
3.313) ani sama aktywno$¢ proteolityczna AtDeg2 (u 35S:AtDEG2°P"“-GFP 4.31) nie
byta wystarczajgca do rozprostowania sie liscieni w odpowiednim czasie, wskazujac na
udziat obu aktywnosci AtDeg2 w regulacji ksztattowania sie tej cechy.

Transformanty 35S:AtDEG2°*°%°-GFP 3.313 nie roznity sie pod wzgledem momentu
osiggniecia podfazy 6.1 od mutantéw deg2-3, a transformaty 35S:AtDEG2*""“L-GFP
4.31 od roslin WT (Rysunek 61). Wyniki te wskazujg, ze sama aktywnos¢ proteolityczna

APDZ1

AtDeg?2 (obecna u transformantdw 35S:AtDEG2 -GFP 4.31) jest wystarczajaca do

osiggniecia przez rosline podfazy 6.1 w odpowiednim czasie.

6.3.2.2  ANALIZA POROWNAWCZA CECH ORGANOW GENERATYWNYCH ROSLIN, KTORE
ZAKONCZYLY PODFAZE 8.9

Jako ze AtDeg?2 petni — przynajmniej przejSciowo — role w rozwoju generatywnym
rosliny (podfaza 6.1), zbadano tez, czy AtDeg2 jest zaangazowany w rozwdj cech
morfologicznych roslin, u ktérych rozwdéj generatywny dobiegt konca (podfaza 8.9).
Podczas analizy uwzgledniono takie parametry jak wysoko$¢ rosliny, liczbe nasion
przypadajgcych na rosline oraz liczbe weztéw na pedzie kwiatostanowym i jego
rozgatezieniach. Ponadto wykonano pomiary dtugosci i szerokosci wyprodukowanych

nasion.
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Rozprostowanie sie liscieni Otwarcie sie 10% kwiatow

35

Czas (dni)
Czas (dni)

Rysunek 61. Analiza chronologii przebiegu podfazy 1.0 (rozprostowanie sie liscieni)
i podfazy 6.1 (otwarcie sie 10% kwiatow) ontogenezy roslin WT i mutantow deg2-3
oraz transformantéw 35S:AtDEG2°°°*°-GFP 3.313 i 35S:AtDEG2*"°*-GFP 4.31.
Wartosci sq $rednimi +SD uzyskanymi po przeanalizowaniu 40 roslin dla kazdego
genotypu, reprezentujacych dwa doswiadczenia biologiczne. Gwiazdki oznaczajg
istotno$¢ statystyczng réznic deg2-3/WT, 35S:AtDEG2°?°*°-GFP 3.313 / WT oraz
35S:AtDEG2*""-GFP 4.31 / WT (p < 0,05). Klamry + gwiazdki oznaczaja istotnos¢
statystyczna réznic deg2-3 / 355:AtDEG2*"P“-GFP 4.31 oraz 355:AtDEG2°*°*°-GFP 3.313
/ 355:AtDEG2*""“1-GFP 4.31 (p < 0,05).
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Wyniki tych analiz dowiodty, ze AtDeg2 uczestniczy w regulacji rozgateziania sie
pedu kwiatostanowego oraz dtugosci i szerokosci nasion, poniewaz brak biatka AtDeg2
(mutanty deg2-3) prowadzit do obnizenia liczby weztéw na pedzie kwiatostanowym
i jego rozgatezieniach z 6,5 do 5, a takie do wyprodukowania wiekszych nasion
(tzn. szerszych i dtuzszych) (Rysunek 62 i Rysunek 63). Obnizong liczbe weztéw
zaobserwowano takze u obu transformantéw, ktére pod tym wzgledem nie réznity sie
od mutantéw deg2-3. Oznacza to, ze obie aktywnosci AtDeg2 s3g niezbedne do
wilasciwego rozgateziania sie pedu kwiatostanowego. Brak rdznic pomiedzy
transformantami i mutantami deg2-3 zaobserwowano réwniez w odniesieniu do
dtugosci nasion, co wskazuje na udziat obu aktywnosci AtDeg2 w uzyskaniu przez
nasiona wfasciwej dtugosci. Wyniki analizy szerokosci nasion dowiodty natomiast, ze
sama aktywno$¢ opiekuricza AtDeg2 u transformantdw 355:AtDEG2°?°%°-GFP 3.313 jest
wystarczajgca do tego, aby nasiona uzyskaty wtasciwg szerokosé — czyli taka, jaka

zaobserwowano u roslin WT.

6.3.2.3  ANALIZA POROWNAWCZA MORFOLOGII LISCI

Wczesniejsze doniesienia wskazujg, ze AtDeg2 u 4-tygodniowych roslin uczestniczy
w regulacji powierzchni rosngcych lisci mtodocianych (liscie 3 i 4), ale nie ma wptywu
na powierzchnie rosngcych lisci dojrzatych (liscie 7 i 8) (Lucinski i wsp., 2011). Chcac
okresli¢ udziat AtDeg2 w regulacji cech morfologicznych dojrzatych lisci, w niniejszej
pracy poddano analizie lis¢ 6smy w momencie, w ktérym osiggnat on swojg koricowa
dtugosé. Ustalono, ze nastepuje to u roslin WT w 30 dniu, a u mutantéw deg2-3 w 29
dniu, a wiec blisko momentu, w ktédrym rosliny tych genotypdw osiggajg podfaze 6.1.
Z kolei nie zidentyfikowano rdznic istotnych statystycznie pomiedzy roslinami WT
i mutantami deg2-3 w odniesieniu do zadnego z badanych parametréw (Rysunek 64),
co oznacza, ze AtDeg2 nie jest zaangazowany w regulacje cech morfologicznych

dojrzatych lisci w momencie osiggniecia przez nie swoich koncowych rozmiaréw.
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Rysunek 62. Analiza cech organéw generatywnych roslin, ktére osiggnety podfaze
8.9. Analiza wysokosci roslin oraz liczby nasion roslin WT i deg2-3, ktore osiggnety
podfaze 8.9 oraz liczby weztdw na pedzie kwiatostanowym i jego rozgatezieniach
u rodlin WT, deg2-3, 35S:AtDEG2°**°-GFP 3.313 i 35S:AtDEG2*""“'-GFP 4.31, ktére
osiggnety podfaze 8.9. Wartosci sg srednimi £SD uzyskanymi po przeanalizowaniu
40 roslin dla kazdego genotypu, reprezentujagcych dwa doswiadczenia biologiczne.
Gwiazdki oznaczaja istotno$¢ statystyczng réznic deg2-3/WT, 35S:AtDEG2°%°*°-GFp
3.313 / WT oraz 35S:AtDEG2*""“1-GFP 4.31 /| WT (p < 0,05).



WYNIKI

100 pym 100 ym
e

35S:AtDEG25%%%6.GFP 3.313 |35S:AtDEG24FP?1-GFP 4.31

Dtugos¢ nasion Szerokos¢ nasion

700 350

300

2

@
o

2

o
S

dtugosc (um)
szerokos¢ (um)

150

1

o
S

0

Rysunek 63. Analiza budowy nasion roslin WT, deg2-3, 355:AtDEG2°*°*°-GFP 3.313
i 355:AtDEG2°""“'-GFP 4.31 w momencie, w ktérym osiagnely podfaze 8.9. Zdjecia
wykonano za pomocg skaningowego mikroskopu elektronowego (A) i analizowano
z uzyciem programu do cyfrowe] obrébki obrazéw (B). Wartosci sg $rednimi +SD
uzyskanymi po przeanalizowaniu 300 nasion ros$lin kazdego genotypu,
reprezentujgcych dwa doswiadczenia biologiczne. Gwiazdki oznaczajg istotnos¢
statystyczng  réznic  deg2-3/WT, 35S:AtDEG2°*°*°-GFP 3.313 |/ WT oraz
35S:AtDEG2*""-GFP 4.31 / WT (p < 0,05). Klamry + gwiazdki oznaczaja istotnosé
statystyczng réznic deg2-3 / 35S:AtDEG2°?®*°-GFP 3.313 oraz 35S:AtDEG2°*®*°-GFp
3.313 / 355:AtDEG2*""**-GFP 4.31 (p < 0,05).
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Rysunek 64. Analiza morfologii 6smego liscia roslin WT i mutantéw deg2-3
w momencie, w ktérym osiggnat on swojg koricowg dtugosé. Liscie nr 8 odcinano,
skanowano (A) i analizowano z uzyciem programu do cyfrowej obrébki obrazéw (B).
Wartosci sg $rednimi +SD uzyskanymi po przeanalizowaniu 40 lisci roslin kazdego
genotypu, reprezentujgcych dwa doswiadczenia biologiczne (p < 0,05).
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6.3.2.4  ANALIZA AKTYWNOSCI FOTOSYNTETYCZNE] LISCI

Niektére dane literaturowe wskazujg, ze proteazy chloroplastowe, w tym te
nalezgce do grupy Deg, wplywajg na wydajno$é aparatu fotosyntetycznego liscia
(Sjogren i wsp., 2006, Lucinski i wsp., 2011, Kim i wsp., 2013). Aby sprawdzi¢, jaka role
odgrywa aktywno$é opiekuncza AtDeg2 w aktywnosci fotosyntetycznej rosliny,
sporzadzono krzywe odpowiedzi A/C; przy wysycajagcym natezeniu Swiatta dla liscia
6smego w momencie, w ktérym osiggnat on swojg koricowag dtugosé. Analizy te
pozwolity oszacowa¢ maksymalne tempo karboksylacji limitowanej przez ilos¢,
kinetyke i aktywnos¢ Rubisco (Vcmax) i maksymalne tempo karboksylacji limitowanej
przez transport elektronéw wykorzystywany do regeneracji RuBP (Jna). Nie
zaobserwowano jednak istotnych rdéznic miedzy lisémi nr 8 roslin WT i deg2-3
w wartosciach V¢ max ani Jmax (Rysunek 65).

Sprawdzono takze czy rosliny WT i deg2-3 rdznig sie wartosciami parametrow
opisujgcych intensywnosc¢ fotosyntezy, ktére oszacowano przez sporzadzenie krzywych
Swietlnych dla liscia 6smego w momencie, w ktérym osiggnat on swojg koricowg
dtugos¢. Na podstawie danych pozyskanych z krzywej Swietlnej obliczono wartosci
maksymalnej intensywnosci fotosyntezy (Amax), Wypuktosci krzywej Swietlnej (),
kwantowe] wydajnosci fotosyntetycznego wigzania CO, (®) oraz intensywnosci
oddychania ciemnosciowego (Ry), i nie zaobserwowano istotnych réznic miedzy lis¢mi
nr 8 roslin WT i deg2-3 (Rysunek 66).

A zatem wyniki opisane powyzej wskazujg, ze AtDeg?2 przez aktywnos¢ opiekuriczg
i proteolityczng jednoczesnie uczestniczy w regulacji momentu rozprostowania sie
liscieni, liczby weztéw na pedzie kwiatostanowym i jego rozgatezieniach oraz
w regulacji dtugosci nasion; przez swojg aktywno$é proteolityczng uczestniczy
w regulacji momentu otwarcia sie 10% kwiatéw, a przez swojg aktywnos¢ opiekuncza
bierze udziat w regulacji szerokosci nasion (Tabela 11). Rosliny WT i deg2-3 nie rdznig
sie pod wzgledem innych badanych cech, co wskazuje, ze AtDeg2 nie uczestniczy ani
w regulacji chronologii przebiegu wiekszosci faz (i ich podfaz) ontogenezy A. thaliana,
ani w regulacji wielkosci rosliny czy liczby nasion przypadajacych na rosling, ani tez
w regulacji morfologii i aktywnosci fotosyntetycznej ésmego liScia w momencie

osiggniecia przez niego swoich koicowych rozmiaréw.
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Rysunek 65. Krzywe zaleznosci intensywnosci fotosyntezy od stezenia CO, wewnatrz
6smego liscia roslin WT (N = 6) i deg2-3 (N = 12) w momencie, gdy liS¢ osiggnat swoja
koncowy dtugosé. Punkty stanowig wartosci srednie (+SE) i zostaty wyznaczone
eksperymentalnie, a krzywe s3 wynikiem dopasowania modelu dwufazowego
opisujgcego krzywa A/C; (Farquhar i wsp., 1980) do wyznaczonych eksperymentalnie
wartoéci A jako funkcji C. Wartosci A uzyskane dla C; < 400 pmol mol™ okreslaja
intensywnos¢ fotosyntezy limitowang wtasciwosciami Rubisco (niebieska krzywa
oznaczona jako ,V.”), natomiast wartosci A uzyskane dla C; > 400 umol mol™ okreslaja
intensywnos¢ fotosyntezy ograniczong szybkoscig regeneracji RuBP (czerwona krzywa
oznaczona jako ,J”). Estymowane parametry (#SD) krzywej A/C;, tj. maksymalna
intensywnos$¢ karboksylacji RuBP limitowana przez wifasciwosci Rubisco (V¢max) Oraz
maksymalna szybkos¢ transportu elektrondw wykorzystywana do regeneracji RuBP
(Jmax) zostaty przedstawione w odpowiednich panelach.
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Rysunek 66. Krzywe zaleznosci intensywnosci fotosyntezy (A) od natezenia swiatta
(PPFD) 6smego liscia roslin WT (N = 7) i deg2-3 (N = 11) w momencie, gdy lis¢
osiggnat swojg koncowa dtugosé. Punkty stanowig wartosci Srednie (+SE) i zostaty
wyznaczone eksperymentalnie, a krzywe sg wynikiem dopasowania nieprostokatnej
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funkcji hiperbolicznej opisujgcej krzywa swietlng fotosyntezy (Lobo i wsp., 2013) do
wyznaczonych eksperymentalnie wartosci A jako funkcji natezenia $wiatfa.
Estymowane parametry (#SD) krzywej S$wietlnej, tj. maksymalna intensywnosc¢
fotosyntezy (Amax), intensywnosé oddychania ciemnosciowego (Rg), wypuktosé krzywej
Swietlnej (©) i kwantowa wydajnos¢ fotosyntetycznego wigzania CO, (®) zostaty
przedstawione w odpowiednich panelach.

Tabela 11. Cechy fenotypowe, w ktorych regulacji ksztattowania sie uczestniczy
AtDeg2 poprzez swojg aktywnosc¢ opiekuniczg (holdazowq i dezagregacyjng) lub
proteolityczna.

CECHY FENOTYPOWE, UDZIAL AKTYWNOSCI UDZIAL AKTYWNOSCI

W KTORYCH REGULAC]I OPIEKUNCZE] PROTEOLITYCZNE]
KSZTALTOWANIA SIE W REGULAC]I W REGULAC]I
UCZESTNICZY ATDEG2 KSZTALTOWANIA SIE CECHY KSZTALTOWANIA SIE CECHY
Rozprostowanie sie liScieni + +

(podfaza 1.0)

Otwarcie sie 10% kwiatow _ +
(podfaza 6.1)

Liczba weztow na pedzie + +
kwiatostanowym i jego

rozgalezieniach

Dtugo$¢ nasion + +

Szeroko$¢ nasion +
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7 DYSKUSJA

Celem strategicznym niniejszej rozprawy doktorskiej byto znaczne rozszerzenie
wiedzy na temat aktywnosci opiekunczej chloroplastowej proteazy AtDeg2. Aby
zrealizowad ten cel w pierwszej kolejnosci analizowano, ktéra domena w strukturze
pierwszorzedowej AtDeg2 odpowiedzialna jest za wyksztatcenie sie aktywnosci
opiekunczej (holdazowej) in vitro. Nastepnie poszukiwano substratow dla tej
aktywnosci w warunkach ekspozycji na $wiatto o wysokim natezeniu, a w ostatnim
etapie prac badano udziat AtDeg2 w regulacji ksztattowania sie cech fenotypowych
A. thaliana poprzez aktywnos$¢ opiekunczg lub opiekunczg i proteolityczng
jednoczesnie. Zatem wyniki uzyskane w ramach niniejszej pracy doktorskiej nie tylko
rozszerzajg wiedze na temat proteazy AtDeg?2 jako biatka opiekuriczego in vitro, ale tez
po raz pierwszy dostarczajg danych ma temat udziatu aktywnosci opiekuriczej AtDeg2
in vivo.

W pierwszej serii eksperymentéw potwierdzono — zgodnie z wynikami zawartymi
w publikacji Sun i wsp. (2012) — ze rekombinowany AtDeg2 wykazuje aktywnosc
holdazy ujawniajgcy sie zdolnoscig do hamowania indukowanej przez DTT agregacji
biatek (lizozymu) in vitro (Rysunek 43, s. 114). Agregacja w obecnosci
rekombinowanego AtDeg2 nie zostata catkowicie zahamowana, jak to obserwowano
w przypadku poprzedniego doniesienia (Sun i wsp., 2012), lecz nieznacznie wzrastata
w ciggu 220 min inkubacji do poziomu 10-28% wartosci charakterystycznej dla
inkubacji samego zdenaturowanego lizozymu. Mozliwg przyczyng takiej sytuacji jest
réznica miedzy proporcjami AtDeg2:lizozym; w doswiadczeniach Suna i wsp. (2012) ta
proporcja wyniosta 1:1, podczas gdy w naszych doswiadczeniach wynosita 1:6,7
(w przypadku wyzszej dawki AtDeg2) lub 1:13,3 (w przypadku nizszej dawki AtDeg2).
Okreslona wydajnos¢ nadekspresji i oczyszczania rekombinowanego AtDeg2
spowodowata, ze nie uzywali$my w doswiadczeniach nad jego aktywnoscig holdazowg
rownie wysokich dawek jak te, ktére opisali Sun i wsp. (2012). Poza potwierdzeniem, ze
AtDeg?2 jest in vitro holdazg, w niniejszej pracy po raz pierwszy pokazano, ze AtDeg2
dysponuje takze aktywnoscig opiekuniczg dezagregazy wyrazajgcag sie zdolnoscig do
dezagregacji in vitro agregatéw zdenaturowanego lizozymu (Rysunek 44, s. 115). To

odkrycie rzuca zupetnie nowe swiatto na funkcjonowanie AtDeg2, poniewaz jak dotad
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tylko dla jednego biatka chloroplastowego dziatajgcego niezaleznie od ATP, mianowicie
biatka pomocniczego cpSRP43, udowodniono, ze dysponuje aktywnoscig dezagregazy
in vitro. Biatko pomocnicze cpSRP43 wigze sie do motywu L18 zdenaturowanych
i zagregowanych czgsteczek LHCPII i niezaleznie od ATP, oraz bez udziatu innych biatek
(réwniez bez udziatu cpSRP54, z ktérym tworzy heterokompleks in vivo) wykazuje
zdolnos$¢ do dezagregacji zdenaturowanego LHCPII in vitro (Jaru-Ampornpan i wsp.,
2010). Jak wykazano w niniejszej rozprawie doktorskiej, dziatajgca niezaleznie od ATP
chloroplastowa proteaza AtDeg2 (rowniez bez udziatu innych biatek) wykazuje taka
samg zdolnos¢, ale w stosunku do zagregowanego lizozymu. Wyniki doswiadczen
Jaru-Ampornpan i wsp. (2010, 2013) sugeruja, ze cpSRP43 doprowadza do dezagregacji
LHCPIl wedfug tzw. modelu aktywnego, tzn. ze cpSRP43 aktywnie remodeluje agregaty
LHCPIl, uwalniajagc z nich indywidualne czasteczki LHCPIl i przeksztatcajgc je
w rozpuszczalne kompleksy LHCPIl/cpSRP43 (Rysunek 22, s. 51). Energia potrzebna do
rozbicia agregatow LHCPII pochodzi z energii wigzania indywidualnych czasteczek
cpSRP43 z LHCPII, ktére jest na tyle specyficzne i rozlegte, ze prowadzi do zmian
w strukturze agregatu LHCPII. Alternatywny model dezagregacji LHCPIl z udziatem
cpSRP43 (tzw. model pasywny) Jaru-Ampornpan i wsp. uwazajg za bardzo mato
prawdopodobny. W mysl tego modelu pojedyncze czgsteczki LHCPII, ktére
spontanicznie oddysocjowaly od agregatu, mogg zosta¢ zwigzane przez cpSRP43
w formie rozpuszczalnych kompleksdw, a to zapobiega ponownemu wigczaniu sie
LHCPII do agregatéw. Rozrdznienie miedzy modelem aktywnym i pasywnym wymaga
wykonania bardzo precyzyjnych analiz kinetyki procesu dezagregacji w obecnosci wielu
dawek biatka o aktywnos$ci dezagregazy i ustalenia, czy stata szybkosci reakcji
dezagregacji zalezy od dawki biatka dezagregujacego czy nie (istnienie takiej zaleznosci
wspiera model aktywny - Jaru-Ampornpan i wsp., 2010). Ze wzgledu na okreslony
poziom wydajnosci nadekspresji i oczyszczania AtDeg2 nie wykonalismy takich
doswiadczen, dlatego mechanizm dezagregujgcego dziatania AtDeg2 wobec
zdenaturowanego lizozymu pozostaje niewyjasniony. Wyniki moich badan
z wykorzystaniem zmutowanych wersji rekombinowanego AtDeg2 pokazaty, ze reszta
seryny w miejscu katalitycznym AtDeg2 (S268) nie jest istotna dla aktywnosci
holdazowej AtDeg2 in vitro (Rysunek 44, s. 115). Podobny efekt zaobserwowano

w odniesieniu do bakteryjnego DegP i DegQ (Skorko-Glonek i wsp., 2007; Bai i wsp.,
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2011). Analiza wariantéw delecyjnych rekombinowanego AtDeg2 wykazata z kolei, ze
domena proteazowa jako catosé (z wytaczeniem S268) odgrywa pewng role
w ksztattowaniu aktywnosci holdazowej AtDeg2, natomiast kazda z dwdch domen PDZ
jest absolutnie niezbedna dla podtrzymania przez AtDeg2 aktywnosci holdazowej
in vitro. ldentyczne wyniki przyniosty analizy aktywnosci dezagregacyjnej in vitro
zmutowanych wersji rekombinowanego AtDeg2. Wszystko to oznacza, ze obie domeny
PDZ i, w pewnym stopniu, domena proteazowa (z wytgczeniem S268 w miejscu
katalitycznym) sg wymagane, aby biatko AtDeg2 dysponowato aktywnoscig opiekuricza
holdazy i dezagregazy. Literatura swiatowa nie zawiera zadnych danych odnoszgcych
sie do istotnosci domen PDZ dla aktywnosci holdazowej bakteryjnych biatek Deg.
Niezbednosé¢ obu domen PDZ dla obu typow aktywnosci opiekuniczej AtDeg2 in vitro
oraz pewna rola domeny proteazowej moze wynika¢ z faktu, ze prawdopodobnie
wszystkie te domeny uczestniczg w oddziatywaniach trimerdéw, ktére prowadza do
powstawania 12- i /lub 24-merdéw AtDeg2, co do ktdrych sadzi sie, ze sg formg aktywng
nie tylko proteolitycznie, ale takze opiekuniczo (holdazowo — Sun i wsp., 2012). Reszty
aminokwasowe zaangazowane w tworzenie tych oddziatywan mogg by¢ tymi samymi,
ktdre sg odpowiedzialne za heksameryzacje AtDeg2, tj.: Q139 i K168 domeny
proteazowej, E331, N332 i Q328 domeny PDZ1 oraz A492, Y561, E500, V542 i 1497
domeny PDZ2 (Sun i wsp., 2012). S268 w miejscu katalitycznym biatka nie uczestniczy
w procesie heksameryzacji (Sun i wsp., 2012) i prawdopodobnie takze w tworzeniu
12- czy 24-merdw, dlatego jej substytucja na nieaktywng katalitycznie reszte G268 nie
ma wptywu na zadng z dwdch aktywnosci opiekuriczych AtDeg2.

Kolejnym zadaniem badawczym, jaki postanowiono wykonaé¢ w ramach niniejszej
pracy doktorskiej, byta identyfikacja fizjologicznych substratéw dla aktywnosci
opiekunczej AtDeg2. Zdecydowano, ze poszukiwane bedg biatka chloroplastowe,
wobec ktorych AtDeg2 spetnia funkcje holdazowa, tzn. po denaturacji tych biatek
(bedacej konsekwencjg dziatania na rosline stresu abiotycznego) AtDeg2 chroni je
przed spontaniczng agregacjg, umozliwiajagc ponowne sfatdowanie z pomocy foldaz.
Zdecydowana wiekszos¢ danych eksperymentalnych odnoszgcych sie do aktywnosci
biatek opiekunczych (w tym takze biatek roslinnych) pochodzi z doswiadczen
wykonywanych in vitro z wykorzystaniem niefizjologicznych, modelowych substratow.

| tak, dysponowanie aktywnoscig foldazowg przypisuje sie biatkom, ktére w testach
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in vitro przywracajg zdenaturowanym biatkom ich natywng strukture trzeciorzedowa
oraz aktywno$¢ enzymatyczng (o ile zdenaturowanym biatkiem jest enzym).
W badaniach nad foldazami najczesciej wykorzystywanymi biatkami modelowymi s3:
biatko MalS zdenaturowane dziataniem wysokich stezen mocznika (np. Sun i wsp.,
2010) oraz [-galaktozydaza zdenaturowana dziataniem wysokich stezen
chlorowodorku guanidyny (Freeman i Morimoto, 1996). Z kolei dysponowanie
aktywnoscig holdazowa przypisuje sie biatkom, ktére w testach in vitro nie dopuszczaja
do agregacji zdenaturowanych biatek modelowych, najczesciej zdenaturowanej
termicznie dehydrogenazy jabtaczanowej (np. Lee i wsp., 2009) lub lizozymu
zdenaturowanego dziataniem DTT (np. Sun i wsp., 2012). Aktywnos¢ dezagregazy
oceniana jest natomiast na podstawie zdolnosci badanych biatek do uptynniania
agregatow utworzonych przez zdenaturowane biatka modelowe, najczesciej lizozym
(Skérko-Glonek i wsp., 2007) lub lucyferaze (Nillegoda i wsp., 2015). Wiedza na temat
fizjologicznych, tzn. rzeczywistych substratéw biatek opiekuriczych jest raczej skromna
(w przypadku biatek roslinnych bardzo skromna), a jedng z przyczyn tego stanu rzeczy
sg trudnosci metodyczne (np. znaczny stopie skomplikowania stosowanych metod)
towarzyszace identyfikacji biatek-substratéow. Jeden z przyktadéw préb identyfikacji
fizjologicznych substratow ludzkich holdaz z rodziny sHSP znajdziemy w publikacji
Mymrikova i wsp. (2017) — biatka ochraniane przez sHSP przed agregacja
w podwyzszonych temperaturach znajdowano jako te (sposrdd biatek lizatow komérek
Hela), ktére w warunkach szoku termicznego pozostawaty rozpuszczalne w obecnosci
indywidualnych sHSP, a ponadto wchodzity w interakcje z sHSP w testach
immunoprecypitacyjnych i w warunkach doswiadczen typu pull-down. Co sie tyczy
chloroplastowych holdaz A. thaliana to w Swiatowej literaturze znajdziemy bardzo
mato przyktadow préb identyfikacji fizjologicznych substratéw dla tej grupy biatek
opiekunczych, z wyjatkiem badan nad udziatem biatek opiekuiczych w biogenezie
Rubisco (Vitlin Gruber i Feiz, 2018), w zakresie ktorych nasz zespd6t nie ma zadnego
doswiadczenia. Dlatego podjelismy decyzje, by do identyfikacji chloroplastowych biatek
A. thaliana bedacych substratami dla AtDeg2 jako holdazy wykorzystaé elektroforeze
diagonalng — podejscie metodyczne wczesniej w badaniach holdaz nie stosowane,
a z sukcesem wykorzystywane przez nasz zespét do innych celéw badawczych

(Grabsztunowicz i wsp., 2015).
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Od dawna wiadomo, ze ekspozycja roslin na rézne stresy abiotyczne prowadzi do
akumulacji reaktywnych form tlenu (np. chtéd — Wise i Naylor, 1987a,b; wysokie
natezenie Swiatta — Asada 1999; zranienie — Orozco-Cardenas i Ryan, 1999; niskie
natezenie $wiatta — Grabsztunowicz i wsp., 2015), ktére z wysoka efektywnoscig
indukujg oksydacyjne modyfikacje reszt aminokwasowych, co moze prowadzi¢ do
roznego typu uszkodzen biatek (Gill i Tuteja, 2010). Szczegdlnie podatne na
modyfikacje oksydacyjne sg reszty aminokwasdw zawierajgcych w swojej strukturze
atom siarki, tzn. reszta cysteiny i metioniny; jedng z modyfikacji oksydacyjnych reszty
cysteiny jest formowanie wewnatrz- lub miedzybiatkowych mostkéw dwusiarczkowych
(Davies 2005). Stresozalezna agregacja biatek chloroplastowych (LS Rubisco) poprzez
mostki dwusiarczkowe zostata opisana w odniesieniu do komorek zielenic
Chlamydomonas poddanych in vivo dziataniu nadtlenku wodoru (Esquivel i wsp., 2006)
oraz roslin A. thaliana eksponowanych na swiatto o niskim natezeniu (Grabsztunowicz
i wsp., 2015). PrzyjeliSmy zatozenie, ze ekspozycja roslin A. thaliana na S$wiatto
o wysokim natezeniu takze moze prowadzi¢ do miedzyczgsteczkowej agregacji biatek
chloroplastowych poprzez mostki dwusiarczkowe, a AtDeg2, dziatajac jako holdaza,
moze czesSciowo zapobiegac agregacji owych biatek-substratow.

Dla identyfikacji biatek-substratow niezbedne byto dysponowanie (poza roslinami
WT) transformantami ekspresjonujgcymi AtDeg2 pozbawione aktywnosci opiekuniczej,
z nienaruszong aktywnoscig proteolityczng. Testy in vitro dowiodty, ze wtasciwosciami
takimi dysponuje AtDeg2 APDZ1 (Rysunek 45, s. 118), zatem do identyfikacji
biatek-substratéw dla aktywnosci holdazowej AtDeg2 uzyto transformantéw
35S:AtDEG2*""“1-GFP 4.23. Fakt, ze delecja domeny PDZ1 nie ma wptywu na aktywnosé
proteolityczng AtDeg2 — podczas gdy delecja PDZ2 lub obu domen PDZ powodowata
catkowitg utrate tej aktywnosci — wydaje sie dos$¢ zaskakujgcy w Swietle wynikéw
zawartych w pracy Sun i wsp. (2012). Wedtug tych autoréw obie domeny PDZ wydajg
sie by¢ zaangazowane w tworzenie interfejséw uczestniczagcych w formowaniu
aktywnych proteolitycznie 12- i/lub 24-meréw AtDeg2. Analiza struktury krystalicznej
AtDeg2 (Sun i wsp., 2012) pozwala sadzi¢, ze w tworzenie trimeréw AtDeg2 s3
zaangazowane tylko domeny proteazowe poszczegdlnych monomeréw, dlatego
AtDeg2 APDZ1 powinien mie¢ organizacje trimeryczng, a mimo to moze zachowywac

aktywnos¢ proteolityczng, podobnie jak to ma miejsce w przypadku DegP APDZ2
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(Spiess i wsp., 1999; Jiang i wsp., 2008). Miejsce wigzania substratéw w domenie PDZ2
AtDeg2 (wneka miedzy a-helisg al a B-niciag B22) moze zatem by¢ wystarczajace do
zachowania aktywnosci proteolitycznej tego biatka. Miejsce wigzania substratu obecne
w domenie PDZ1 (wneka pomiedzy a-helisa aF a B-nicig f13) moze zas$ nie by¢
wystarczajgce do wigzania substratow, co ttumaczytoby dlaczego AtDeg2 APDZ2 oraz
AtDeg2 A(PDZ1 + PDZ2) sg trimerami nieaktywnymi proteolitycznie, podobnie jak
w przypadku DegP A(PDZ1+PDZ2) i DegP APDZ1 (Spiess i wsp., 1999).

Analiza porodwnawcza zeli po elektroforezie diagonalnej lizatéw chloroplastowych
uzyskanych z roslin WT i transformantéw 35S:AtDEG2*""“1-GFP 4.23 hodowanych
w warunkach ekspozycji na $wiatto o wysokim natezeniu umozliwita wykrycie
pojedynczego biatka reprezentowanego przez plamke, ktéra znajdowata sie ponizej
przekatnej zelu i byfa trzykrotnie intensywniejsza na zelach z rozdzielonymi biatkami
lizatu chloroplastowego transformantéw niz na zelach z rozdzielonymi biatkami lizatu
chloroplastowego roslin WT (Rysunek 52, s. 128). Biatko to spefniato zatem kryteria
czynigce je potencjalnym substratem dla poszukiwanego typu aktywnosci holdazowej
AtDeg2. Jednoczes$nie test na aktywnos$¢ reduktazy dwusiarczkowej wykonany dla

roélin WT i transformantéw 35S:AtDEG2*"P4

-GFP 4.23 pokazat, ze preparaty stromy
obu genotypéw wykazywaty podobng aktywnos¢ reduktazy dwusiarczkowej (Rysunek
54, s. 131). Oznacza to, ze wykryte biatko — podjednostka y; kompleksu F;
chloroplastowej syntazy ATP (Rysunek 53 i Tabela 10, s. 129) — nie jest substratem
reduktazy dwusiarczkowej uptynniajgcej powstate agregaty przez redukcje mostkow
dwusiarczkowych, lecz substratem dla aktywnosci holdazowej AtDeg2,
niedopuszczajgcej do stresozaleznej homoagregacji czgsteczek tego biatka.
Chloroplastowa syntaza ATP (okres$lana jako CF.F;) jest enzymem katalizujgcym
synteze ATP z ADP i Pi przez przeksztatcenie gradientu potencjatu elektrochemicznego
protondéw i potencjatu elektrycznego zwigzanego z rozdziatem tadunku w energie
wigzan chemicznych w czgsteczce ATP. Syntaza ATP jest jednym z enzyméw
chloroplastowych regulowanych przez swiatto - aktywowanym w Swietle
i dezaktywowanym w ciemnosci. Zanurzony w btonie tylakoidowej kompleks Fq syntazy
ATP jest odpowiedzialny za transport protondw przez btone tylakoidowg i zbudowany

jest z trzech typow podjednostek w stosunku stechiometrycznym aib,ci0.15 (jedna

podjednostka a na dwie podjednostki b i 10-15 podjednostek c¢), natomiast
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zlokalizowany w stromie kompleks F; stanowi czes¢ katalityczng i sktada sie z pieciu
typéw podjednostek w stosunku stechiometrycznym asBsy10:€;. Podjednostka y wraz
z podjednostka € tworzy ramie centralne tgczace rdzen katalityczny asps z pierscieniem
C10.15. Przeptyw protondw przez kanat protonowy znajdujacy sie pomiedzy pierscieniem
Ci0.15 a podjednostkg a wprawia w ruch zestaw podjednostek c¢. Ruch obrotowy
pierscienia cjo15 jest przekazywany przez podjednostke y do wnetrza rdzenia
katalitycznego asfs unieruchomionego przez ramie zewnetrzne b,8;, dostarczajac
w ten sposdb energii potrzebnej do syntezy ATP (Hisabori i wsp., 2013; Colina-Tenorio
i wsp., 2018).

W genomie jadrowym A. thaliana zlokalizowane sg dwa geny kodujgce plastydowa
podjednostke y syntazy ATP: atpCl (At4G04640) i atpC2 (At1G15700). lzoformy
molekularne podjednostki y kodowane przez te geny sg okreslane, odpowiednio, jako
V1 i v2. Ekspresja genu atpC2 ma miejsce gtownie w plastydach komédrek korzenia,
w mniejszym stopniu w plastydach innych tkanek niefotosyntetycznych. Sadzi sie, ze
y2 moze wchodzi¢ w sktad pomp protonowych niezielonych plastydéw. Z kolei
podjednostka y; wchodzi w sktad chloroplastowej syntazy ATP (Kohzuma i wsp., 2012).
W strukturze pierwszorzedowej podjednostkiy; syntazy ATP znaleziono trzy reszty
cysteinowe (C89, C199 i C205), z ktdérych dwie (C199 i C205) petnig istotng role
w regulacji aktywnosci tego enzymu w odpowiedzi na zmiany stanu redoks.
W przypadku utlenionej wersji podjednostki y; (taka forma akumuluje sie w ciemnosci
i jest nieaktywna katalitycznie) reszty cysteiny tworzg mostek dwusiarczkowy. Mostek
ten jest redukowany na swietle przez zredukowang tioredoksyne f; jej redukcja zas$ jest
konsekwencja fotosyntetycznego transportu elektronéw. Swiattozalezna redukcja
mostka dwusiarczkowego C199-C205 powoduje zmiany struktury trzeciorzedowej
podjednostki yi, co prowadzi do aktywacji chloroplastowej syntazy ATP. Wykazano
takze, ze redukcja podjednostki y; zwieksza stopien dysocjacji podjednostki e,
dziatajgcej hamujgco na aktywnos¢ syntazy ATP (Hisabori i wsp., 2013). Rola AtDeg2
moze polegac na zapobieganiu powstawania nienatywnych mostkédw dwusiarczkowych
miedzy czgsteczkami podjednostki y; zarowno w dzien jak i w nocy. ,,Nocny scenariusz”
polegatby na zapobieganiu powstawania nienatywnych mostkoéw
miedzyczasteczkowych z udziatem C89, ,dzienny” za$ na zapobieganiu powstawania

nienatywnych mostkéw pomiedzy dowolnymi parami reszt C. Alternatywnie, AtDeg2
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moze zapobiegaé¢ oksydacyjnym modyfikacjom i homoagregacji podjednostek y; na
etapie ich fatdowania, zanim dojdzie do oddziatywania podjednostek y; z heksamerem
o3B3 i zmontowania natywnego kompleksu F; (Rihle i Leister, 2015).

Nie mozna wykluczy¢, iz AtDeg2 wykazuje aktywnos$¢ holdazowg w warunkach
ekspozycji roslin na $wiatto o wysokim natezeniu takze wobec innych biatek
chloroplastowych, jednak musiatyby to by¢ biatka, ktére w wyniku modyfikacji
oksydacyjnych (indukowanych stresem wysokiego natezenia Swiatta) mogg agregowad
z wykorzystaniem oddziatywan innych niz wigzania dwusiarczkowe. Tak powstatych
agregatéw nie mozna wykryé za pomocg elektroforezy diagonalne;j.

Jeszcze jednym zadaniem badawczym, jakie zamierzono wykonaé w ramach
niniejszej pracy doktorskiej, byto rozpoznanie roli AtDeg2 jako biatka opiekurnczego
w ksztattowaniu sie wybranych cech fenotypowych roslin A. thaliana. Dla wykonania
tego zadania niezbedne byto dysponowanie (poza roslinami WT i mutantami deg2-3)
dwoma typami transformantow, a mianowicie:

1) takimi, ktore ekspresjonujg biatko AtDeg2 dysponujgce tylko aktywnoscia
opiekunczg; byty nimi transformanty 35S:AtDEG2°%%C-GFP (linia 3.313);

2) takimi, ktore ekspresjonujg biatko AtDeg2 dysponujgce tylko aktywnoscia
proteolityczna; byty nimi transformanty 35S:AtDEG2*"P“-GFP (linia 4.31).

Cechy fenotypowe roslin A. thaliana, w regulacji ktdrych uczestniczy AtDeg2
poprzez swojg aktywnos$¢ opiekuniczg badz opiekurniczg i proteolityczng jednoczesnie,
zidentyfikowano poprzez dwuetapowg poréwnawczg analize fenotypowa obejmujgca
rodliny WT i mutanty deg2-3 (pierwszy etap), a w przypadku wykrycia istotnych
statystycznie réznic WT/deg2-3 takze transformanty 35S:AtDEG2°*°*°-GFP 3.313
i 35S:AtDEG2°""-GFP 4.31. W pierwszej kolejnosci analizowano chronologie przebiegu
wybranych faz ontogenezy roslin WT i deg2-3 (1, 3, 5, 6 i 8) i ich podfaz. Wyniki
uzyskane dla roslin WT w zdecydowanej wiekszosci przypadkdéw pozostajg w dobrej
zgodnosci z danymi literaturowymi odnoszgcymi sie do roslin A. thaliana tego samego
ekotypu (Columbia), hodowanych w bardzo podobnych warunkach oswietleniowych
i temperaturowych (Boyes i wsp., 2001). Szczegdlnie znaczgce podobienstwo pomiedzy
naszymi wynikami i wynikami zawartymi w pracy Boyesa i wsp. (2001) odnotowalismy
w odniesieniu do momentu osiggania przez rosliny WT fazy 3 i jej podfaz oraz podfazy

5.1 (jedynej podfazy wyrdznianej w obrebie fazy 5) (Rysunek 60, s. 139). Nieco wieksze
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rozbieznosci zaobserowano w odniesieniu do momentu osiggniecia fazy 1 i jej podfaz
oraz podfaz 6.0, 6.1 i 6.5 (Rysunek 60, s. 139), mimo to wyniki te sg nadal bardzo
podobne. Nasze wyniki réznig sie natomiast znaczgco od danych Boyesa i wsp. (2001)
w odniesieniu do momentu osiggniecia podfazy 6.9, ktéra w naszych warunkach
hodowlanych osiggana jest przez rosliny WT 25,6 dni pdzniej (Rysunek 60, s. 139),
w zgodnosci z wynikami wczesniejszych analiz fenotypowych roslin WT wykonywanych
W naszym zespole (Baranek i wsp., 2015). Wskazane wyzej réznice — miedzy naszymi
wynikami i wynikami opisanymi w pracy Boyesa i wsp. (2001) — odnoszgce sie do
chronologii przebiegu niektérych faz ontogenezy wynikaja najprawdopodobniej
z drobnych réznic w warunkach hodowli, np. Boyes i wsp. hodowali rosliny
w temperaturze zmiennej: 22°C (dzierd) / 20°C (noc), podczas gdy rosliny opisane
w niniejszej pracy byty hodowane przy statej temperaturze (21°C).

Wyniki analizy obejmujacej cztery genotypy A. thaliana w odniesieniu do
chronologii przebiegu faz i podfaz onotegenezy wskazujg na udziat obu aktywnosci
AtDeg2 w regulacji czasu wymaganego do catkowitego rozprostowania sie liscieni
(Rysunek 61, s. 140). W indukowanym czerwonym Swiattem otwieraniu sie liscieni
uczestniczg kinazy biatkowe aktywowane mitogenami (MAPKs, ang. mitogen-actovated
protein kinases), ktére porzez kaskade MAPKKK-MKK10-MPK6 doprowadzajg do
fosforylacji czynnika transkrypcyjnego PIF3, przyspieszajac jego degradacje. W ten
sposdb umozliwiajg ekspresje gendw hamowanych przez PIF3, promujgc otwieranie sie
liscieni (Xin i wsp., 2018). Jak wskazujg wyniki uzyskane za pomocg narzedzia
Arabidopsis eFP Browser 2.0 poziom ekspresji genu AtDEG2 w catkowicie otwartych
liscieniach jest dos¢ wysoki (Winter i wsp., 2007). Nasze wyniki wskazujg zatem na
istnienie powigzania pomiedzy sciezkami sygnalizacyjnymi wtgczonymi w otwieranie
sie liscieni i Sciezkami, w regulacji ktérych uczestniczy AtDeg2 poprzez obie swoje
aktywnosci: proteazy i biatka opiekunczego (Rysunek 61, s. 140).

Wyniki analizy morfologii organéw generatywnych roslin WT, ktdre osiggnety
podfaze 8.9, obejmujgce wysokos$¢ rosliny, liczbe weztdw na pedzie kwiatostanowym
i jego rozgatezieniach (Rysunek 62, s. 142), dtugos¢ i szerokos¢ wyprodukowanych
nasion oraz liczbe nasion przypadajacych na rosline (Rysunek 63, s. 143) byty réwniez
w zdecydowanej wiekszosci przypadkdw podobne do wynikéw uzyskanych przez

Boyesa i wsp. (2001) (réznice na poziomie 9-22%). Jedynie w odniesieniu do liczby
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nasion przypadajgcych na rosline (Rysunek 62, s. 142) réznica ta byta powazniejsza, co
takze nalezy przypisa¢ drobnym réznicom w warunkach hodowli roslin uzywanych
w naszych doswiadczeniach oraz w doswiadczeniach Boyesa i wsp. (2001). Wyniki
analizy obejmujacej cztery genotypy A. thaliana w odniesieniu do morfologii organéw
generatywnych roslin, ktére osiggnety podfaze 8.9 wskazujg na udziat obu aktywnosci
AtDeg2 w regulacji wtasciwego rozgateziania sie pedu kwiatostanowego (Rysunek 62,
s. 142) i osiggniecia wtasciwej dtugosci wyprodukowanych nasion (Rysunek 63, s. 143);
udziat samej aktywnosci opiekuriczej AtDeg2 zaobserwowano zas w odniesieniu do
regulacji szerokosci wyprodukowanych nasion (Rysunek 63, s. 143).

Rozgatezianie sie pedu kwiatostanowego u A. thaliana jest regulowane przez
cytokininy, czynniki transkrypcyjne AP1, LFY oraz czynniki transkrypcyjne z kasetg
MADS (Liu i wsp., 2013; Han i wsp., 2014). W regulacji rozmiaru nasiona uczestnicza
natomiast Sciezki sygnalizacyjne obejmujgce udziat genéw /KU1, IKU2, SHB1 i MINI3,
jak réwniez szlak ubikwityna-proteasom 26S, szlaki sygnalizacyjne przebiegajgce
z udziatem biatek G oraz sciezki MAPK (Li i Li, 2016). Nasze wyniki sugerujg istnienie
powigzan pomiedzy sciezkami sygnalizacyjnymi wigczonymi w rozgatezianie sie pedu
kwiatostanowego oraz ksztattowanie sie koncowej dtugosci nasion ze sciezkami,
w regulacji ktérych AtDeg2 uczestniczy jako proteaza i holdaza/dezagregaza
(Rysunek 62, s. 142 i Rysunek 63, s. 143). Sugerujemy takze istnienie powigzania
pomiedzy sciezkami regulowanymi przez AtDeg2 jako holdaze/dezagregaze i sciezkami
sygnalizacyjnymi uczestniczgcymi w regulacji szerokosci nasion (Rysunek 63, s. 143).

Nasze wyniki sg zatem pierwszymi w historii badan nad AtDeg2 wskazujgcymi, ze
poprzez swojg aktywnos¢ holdazy/dezagregazy (w potaczeniu z funkcja proteazowg lub
niezaleznie od niej) biatko to jest niezbedne dla prawidtowego przebiegu ontogenezy
A. thaliana — zaréwno rozwoju wegetatywnego jak i generatywnego (Tabela 11,
s. 147). Liczba cech fenotypowych roslin A. thaliana regulowanych przez aktywnosc
opiekunczg AtDeg2 lub opiekuriczg i proteolityczng jednoczesnie jest jednak niewielka,
co znajduje potwierdzenie w obserwacji, ze AtDeg2 nie ma wptywu na wartos¢
przystosowawczg roslin rozumiang jako ich zdolno$¢ reprodukcyjna (Rysunek 62,
s. 142). Mozna zatem sugerowac, ze AtDeg2 poprzez swojg aktywnos¢ opiekuriczg

(a konkretnie holdazowg) spetnia zadania gtéwnie w warunkach stresowych, czego
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przyktadem jest zapobieganie homoagregacji podjednostek y; chloroplastowej syntazy
ATP w warunkach ekspozycji roslin na wysokie natezenie swiatta.

Wyniki analizy powierzchni dsmego liscia roslin WT w momencie osiggniecia jego
koricowej dtugosci réznity sie od wynikéw, jakie mozna znalezé w literaturze Swiatowej
w odniesieniu do roslin ekotypu Columbia hodowanych w poréwnywalnych
warunkach. Otéz lis¢ ésmy roslin WT osiggat w naszych warunkach korncowa
powierzchnie réwna 421 mm? (Rysunek 64, s. 144), podczas gdy w innych laboratoriach
zarejestrowano ok. 250 mm? (Cookson i wsp., 2007) lub ok. 170 mm? (Massonnet
i wsp., 2010). Rdinice te wynikaja najprawdopodobniej z niewielkich rdznic
w warunkach hodowli, np. Cookson i wsp. 2007 uzywali swiatta o natezeniu 134 umoli
kwantéw m™? s, a wilgotno$¢ wzgledna atmosfery w komorze fitotronowej wynosita
81%, podczas gdy nasze parametry osiagaty wartoéci 110 pmoli kwantéw m™2s*i 70%,
odpowiednio. Niezaleznie od tego, wyniki badan Massonnet i wsp. (2010) wskazujg na
istnienie roznic miedzylaboratoryjnych w zakresie cech fenotypowych roslin WT
A. thaliana, nawet jesli poréwnuje sie rosliny hodowane w warunkach praktycznie
identycznych.

Wyniki poréwnania WT/deg2-3 wskazujg na brak istotnych statystycznie rdznic
w odniesieniu do wszystkich badanych cech morfologii smego liscia, ktory zakorczyt
wzrost. W pochodzgcej z naszego zespotu pracy Lucifskiego i wsp. (2011) opisano
wyniki wskazujgce, ze AtDeg2 uczestniczy w regulacji powierzchni rosngcych lisci
mtodocianych (liscie 3 i 4) ale nie ma wptywu na powierzchnie rosngcych lisci
dojrzatych (liscie 7 i 8). Wyniki uzyskane w ramach niniejszej pracy pokazujg zatem, ze
AtDeg?2 ani przez swojg aktywnos$¢ opiekunczg, ani proteolityczng nie odgrywa zadnej
roli w regulacji powierzchni lisci dojrzatych, ani w okresie kiedy pozostajg one w fazie
wzrostu, ani po osiggnieciu korncowej dtugosci. Pondato, w zwigzku z brakiem réznic
w rozwoju lisci (tj. chronologii pojawiania sie kolejnych lisci) pomiedzy roslinami WT
i mutantami deg2-3 (Rysunek 60, s. 139) mozna sadzi¢, ze opisany w pacy Lucinskiego
i wsp. (2011) udziat AtDeg2 w regulacji powierzchni rosngcych lisci mtodocianych (3 i 4)
polega raczej na regulacji szybkosci i czasu trwania proliferacji i nastepujacego po niej
wzrostu wydtuzeniowego komodrek lisci mtodocianych, a nie regulacji chronologii

pojawiania sie lisci mtodocianych.
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Parametry oszacowane w oparciu o analize krzywej A/C; wyznaczonej dla 6smego
liscia rodlin WT w momencie, gdy osigga koncowg dtugos¢ (Rysunek 65,
s. 146), a mianowicie maksymalna intensywnos¢ karboksylacji RuBP limitowane;j
przez witasciwosci Rubisco (Vemax = 29,85 pmol CO; m s'l) oraz maksymalna
szybkos¢  transportu  elektrondw  wykorzystywana do regeneracji RuBP
(Jmax = 66,22 pmol e m? s byty niemal identyczne z danymi literaturowymi
odnoszacymi sie do siddmego liscia tego samego ekotypu roslin WT A. thaliana
hodowanych w podobnych warunkach, tzn. z wartosciami, odpowiednio,
30 umol CO, m? st oraz 64,5 pmol e m? st (Atkinson i wsp., 2016). Parametry
oszacowane w oparciu o analize krzywej Swietlnej smego liscia roslin WT (Rysunek 66,
s. 146) tj. maksymalna intensywno$¢ fotosyntezy (Amax = 7,71 pmol CO; m™ s™),
kwantowa wydajno$¢ fotosyntetycznego wigzania CO, (O = 0,059), wypuktos¢ krzywej
Swietlnej (© = 0,829) oraz intensywno$¢ oddychania ciemnosciowego (Rq = 0,55 umol
CO, m?%s?), réwniez byly bardzo zblizone do danych literaturowych, opisanych w pracy
Retkute i wsp. (2015) (hodowla roslin w warunkach podobnych do tych jakie
zastosowano w niniejszej pracy): Amax = 8,3 umol CO, m™ s'l, ® =0,96, ® = 0,055 oraz
Rg = ok. 1,9 umol CO, m™ s (Retkute i wsp., 2015). To poréwnanie nalezy jednak
traktowac z duzg ostroznoscig, poniewaz Retkute i wsp. (2015) nie informujg, ktéry lisé
byt poddany analizom fotosyntetycznym.

Wyniki poréwnania WT/deg2-3 dowodzg braku istotnych statystycznie roznic
w odniesieniu do wszystkich analizowanych parametréw aktywnosci fotosyntetycznej
6smego lisScia w momencie osiggniecia jego koncowej dtugosci. Miedzy wartosciami
maksymalnej intensywnosci fotosyntezy Amax a iloscig Rubisco w lisciu obserwuje sie
wysoky korelacje (Hubbart i wsp., 2007). Mozna zatem sugerowac, ze brak rdznic
istotnych statystycznie pomiedzy wartosciami Anax uzyskanymi dla roslin WT i deg2-3
(Rysunek 66, s. 146) wskazuje na to, ze AtDeg2 nie uczestniczy w regulacji ilosci
Rubisco. Wysokie podobienstwo wartosci V¢ max lisci roslin WT i deg2-3 dodatkowo
wzmacnia powyzszg teze (Rysunek 65, s. 146).

Obserwowana w przypadku d&smego liscia rodlin WT wartos¢ kwantowej
wydajnosci fotosyntetycznego wigzania CO;, (®) wynoszaca 0,059 (Rysunek 66, s. 146)
jest znacznie nizsza od teoretycznej wartosci maksymalnej (0,125 - Singsaas i wsp.,

2001). Takiej wartosci @ nie obserwowano jednak nigdy, co ttumaczy sie aktywnoscig
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cyklu fotorespiracyjnego, cyklicznym transportem elektronéw oraz (w specyficznych
warunkach) fotoinhibicja. Wykonane przez Skillmana (2008) zestawienie 61
indywidualnych wynikdw analiz wykonanych na lisciach roslin typu rosdlin C3
(do ktoérych nalezy A. thaliana) w komorze z atmosferycznym stezeniem O, dato 0,052
jako wartos¢ srednig. Jest to przede wszystkim skutek znaczacej aktywnosci cyklu
fotorespiracyjnego w komodrkach badanych lisci, gdyz wykonywanie pomiaréw O
w komorach z wysokim stezeniem CO, (obnizenie efektywnosci cyklu
fotorespiracyjnego) pozwalato na uzyskiwanie wartosci @ réwnych 0,10-0,12, a wiec
duzo bardziej zblizonych do teoretycznej wartosci maksymalnej (Skillman, 2008). Brak
roznic pomiedzy wartosciami @ lisci roslin WT i deg2-3 (Rysunek 66, s. 146) sugeruje,
ze cykl fotorespiracyjny zachodzi u roslin obydwu genotypéw z takg samg
intensywnoscig, a to oznacza, iz AtDeg2 ani poprzez aktywnos¢ opiekunczg, ani
proteazowg nie reguluje intensywnosci tego cyklu.

Na wartos¢ wypuktosci krzywej swietlnej 8 ma wptyw wiele czynnikdéw takich jak
kompozycja aparatu fotosyntetycznego, grubos$é¢ liscia, jego stan fizjologiczny
i absorpcja $wiatta przez caty lis¢ (Ogren i Evans, 1993, Ogren, 1993) a takze rozkfad
pionowy chlorofilu i liczba chloroplastow (Xiao i wsp., 2016). Na wartos¢ 6 ma tez
wpltyw stezenie CO, w otaczajgcej atmosferze podczas wykonywania pomiaréw
(Akhkha i wsp., 2001). Brak réznic miedzy wartosciami 0 lisci roslin WT i deg2-3
hodowanych w identycznych warunkach s$wietlnych wskazuje, ze AtDeg2 nie ma
wptywu na globalng charakterystyke aktywnosci fotosyntetycznej dojrzatych lisci,

reprezentowanych przez lis¢ 6smy.
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8 PODSUMOWANIE WYNIKOW

1)

2)

3)

4)

5)

6)

AtDeg2 dysponuje aktywnoscig polegajgca na hamowaniu powstawania
agregatow zdenaturowanego lizozymu oraz uptynniania juz istniejgcych
agregatéw zdenaturowanego lizozymu in vitro.

Usuniecie pojedynczej lub obydwu domen PDZ powoduje catkowitg
niezdolno$¢ AtDeg2 do hamowania powstawania  agregatow
zdenaturowanego lizozymu oraz uptynniania juz istniejgcych agregatow
zdenaturowanego lizozymu in vitro. Usuniecie catej domeny proteazowej
powoduje czesciowg utrate tych aktywnosci, ale zamiana katalitycznie
aktywnej reszty seryny na nieakatywng katalitycznie reszte glicyny nie ma
wptywu na te aktywnosci.

Usuniecie domeny PDZ1 nie prowadzi do uszkodzenia aktywnosci
proteolitycznej AtDeg2 in vitro.

W warunkach ekspozycji na $wiatto o wysokim natezeniu w chloroplastach
linii 4.23 transformanta 355:DEG2*""“L-GFP, zagregowana podjednostka y;
syntazy ATP gromadzi sie na 3-krotnie wyzszym poziomie niz
w chloroplastach roslin szczepu dzikiego.

Podczas hodowli w warunkach bezstresowych mutanty deg2-3
i transformanty 355:DEG2°?°°-GFP linii 3.313 oraz 355:DEG2“""“1-GFP linii
4.31 rdznig sie od roslin WT (ale nie miedzy sobg) momentem osiggniecia
podfazy 1.0 (rozprostowanie sie liscieni), liczbg weztéw na pedzie
kwiatostanowym i jego rozgatezieniach oraz dfugoscig nasion.

Podczas hodowli w warunkach bezstresowych mutanty deg2-3
i transformanty DEG2*"P“-GFP linii 4.31 rdinia sie od roslin WT

i transformantéw 355:DEG2°?%¢-GFP linii 3.313 szerokoscia nasion.
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1)

2)

3)

4)

AtDeg2 dysponuje (co najmniej) dwoma typami aktywnosci opiekunczej
in vitro: holdazy oraz dezagregazy.

Za aktywnos$¢ opiekunczg AtDeg2 typu zaréwno holdazy, jak i dezagregazy
in vitro odpowiedzialne sg obie domeny PDZ oraz w pewnym stopniu
domena proteazowa, natomiast katalitycznie aktywna reszta seryny nie
odgrywa istotnej roli w ksztattowaniu sie tych aktywnosci in vitro.

AtDeg2 dysponuje aktywnoscig opiekunczg holdazy in vivo w warunkach
ekspozycji rosdlin na swiatto o wysokim natezeniu, dla ktorej substratem
jest podjednostka y; syntazy ATP. Aktywnos$¢ ta wyraza sie zahamowaniem
agregacji zmienionych oksydacyjnie czasteczek podjednostki y; syntazy ATP
poprzez niedopuszczanie do powstawania mostkow dwusiarczkowych
miedzy tymi czgsteczkami.

Podczas hodowli w warunkach bezstresowych AtDeg2 przez swoja
aktywnos¢ opiekuniczg bierze udziat w regulacji szerokosci nasion, a przez
swojg aktywnos¢ opiekuncza i proteolityczng jednoczesnie uczestniczy
w regulacji momentu rozprostowania sie liscieni, liczby weztdw na pedzie

kwiatostanowym i jego rozgatezieniach oraz w regulacji dfugosci nasion.
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