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1. WSTEP

1.1. Wprowadzenie

Jednym z najistotniejszych mechanizméw pozwalajgcych organizmom opanowac
Srodowisko lgdowe jest zdolnos¢ ochrony przed wysychaniem i odwodnieniem.
Komorki sktadajg sie w okoto 70% z wody, a przebiegajagce w nich reakcje
metaboliczne uzaleznione sg od jej obecnosci. Zatem woda jest sktadnikiem
niezbednym do prawidtowego funkcjonowania komérek i w konsekwencji
gwarantujgcym homeostaze catego organizmu (Schmidt-Nielsen 2008). Istotnym
elementem biorgcym udziat w zachowaniu tego stanu sg akwaporyny, czyli biatka
budujgce kanaty wodne, majgce zdolnos¢ dwukierunkowego transportu wody zgodnie
z gradientem stezen (Agre i in. 1993). Ich odkrycie w 1992 roku przez Petera Agre
zmienito definicje transportu wody przez btony biologiczne z procesu biernego
i niepodlegajgcego kontroli na scisle regulowany transport, uzalezniony od struktury
kanatu (Preston i in. 1992). Wystepowanie akwaporyn zostalo udokumentowane
u organizmoéw prokariotycznych i eukariotycznych, a ich znaczenie dla prawidtowego
przebiegu proceséw fizjologicznych organizméw wielokomérkowych obecnie juz nie
budzi watpliwosci (Hohmann i in. 2000; Kitchen i in. 2015; Maurel i in. 2015; Sabir i in.
2016; Von Bulow i Beitz 2015). Miedzy wieloma istotnymi funkcjami fizjologicznymi
petnionymi przez akwaporyny warto wspomnie¢ o istotnej roli, jakg petnig w procesie
estywacji, stanowigcym odpowiedz zwierzat bezkregowych na stres zwigzany

z ograniczeniem dostepu do wody, badz jej brakiem (Suzuki i in. 2007; Verkman 2011).

1.2.Struktura akwaporyn
Akwaporyny nalezg do grupy biatek MIP (ang. Major Intrinsic Proteins) i sg

jednymi z najlepiej scharakteryzowanych biatek btonowych (Verma i in. 2015).
Funkcjonujg one w btonach biologicznych jako tetrametry, w obrebie ktoérych kazdy
monomer tworzy pojedynczy por dla wody (Ryc. 1A). Kazdy monomer to fancuch
polipeptydowy o dtugosci okoto 280 aminokwaséw i masie zblizonej do 30 kDa.
W dwuwarstwie lipidowej tworzy on sze$¢ domen transbtonowych o strukturze helisy a
(I-VI) i pie¢ petli (dwie wewnagtrzkomérkowe — B i D oraz trzy zewnatrzkomodrkowe
— A, CiE), ajego koniec aminowy (-N) i karboksylowy (-C) zlokalizowane sg po stronie
cytoplazmatycznej (Kreida i Tornroth-Horsefield 2015). Dodatkowo w obrebie petli B i E
formujg sie kroétkie helisy a, ktére zlozone razem tworzg siodmg pseudo-domene

transbtonowg (Ryc. 1B). W aminokwasowej sekwencji obu tych helis znajdujg sie dwa




konserwatywne motywy NPA (asparagina-prolina-alanina), ktore tgczg sie ze sobg
dzieki oddziatywaniom Van der Waalsa, tworzg pierscien w centralnej czesci poru. Jest
to jeden z elementoéw struktury odpowiedzialny za selektywno$¢ transportu (Sui i in.
2001). Drugim elementem jest region ar/R zwany réwniez filtrem selektywnosci,
zbudowany z czterech aminokwaséw, z ktorych przynajmniej jeden jest dowolnym
aminokwasem aromatycznym, a jeden jest argining. Dwa z budujgcych go
aminokwasow znajdujg sie w domenach H2 i H5, a kolejne dwa zlokalizowane sa
w petli E. Ich fancuchy boczne, zlokalizowane powyzej pierscienia uformowanego
przez motywy NPA, skierowane sg do wnetrza poru i tworzg jego najwezsze miejsce
(Ryc. 2). Jednakze tancuchy boczne, ktére ograniczajg srednice poru, nie sg jedynym

czynnikiem decydujgcych o selektywnosci transportu. Drugg wazng cechg jest

polarno$¢ aminokwasoéw budujgcych region ar/R (Hub i de Groot 2008).

Ryc. 1. (A) Kanat wodny zbudowany z czterech monomeréw (zaznaczone kolorem
zielonym, zo6ttym, niebieskim i czerwonym), z ktoérych kazdy zawiera pojedynczy por dla
wody (woda przedstawiona, jako granatowy element graficzny); (B) Schemat budowy
monomeru z zaznaczonymi domenami transbtonowymi (I-VI) oraz petlami (A-E). Krotkie

helisy, tworzace siodma pseudodomene, zaznaczono kolorem czerwonym

1.3.Selektywnosé akwaporyn

Jak wspomniano powyzej, kluczowg role w determinacji selektywnosci akwaporyn
odgrywajg motywy NPA i region ar/R. Wsrdd dotychczas zidentyfikowanych akwaporyn

najbardziej konserwatywne sg obie asparaginy w kazdym z dwdch motywow NPA.




W pozycji drugiej zidentyfikowano podstawienia, ale sg one tak czeste jak zmiennos¢
ostatniego aminokwasu. W miejscu alaniny moze wystepowaé seryna, walina czy
izoleucyna (Wree i in. 2010).

Obecnie wyréznia sie dwa podstawowe rodzaje regionu ar/R, ktére decydujgc
0 Srednicy najwezszego miejsca kanatu w istotny sposéb przyczyniajg sie do
obserwowanej selektywnosci akwaporyn (Wang i in. 2005). Zwigzany z tym jest podziat
tych biatek na dwie podrodziny - ortodoksyjne akwaporyny, budujgce kanaty wodne
wysoce selektywne w stosunku do wody, i akwagliceroporyny, kiére poza wodg
transportujg rowniez wieksze czgsteczki, takie jak glicerol (Hub i de Groot 2008).

W przypadku ortodoksyjnych akwaporyn, najlepiej zbadang jest Iudzka
akwaporyna 1 (hAQP1), ktorej region ar/R zbudowany jest z fenyloalaniny, histydyny,
argininy oraz cysteiny (Ryc. 2). W miejscu tym por ma s$rednice 3 A , podczas gdy
czgsteczka wody ma 2.8 A. Tym samym $rednica poru wymusza transport wody
w postaci pojedynczych czgsteczek (Sui i in. 2001). Poza tym histydyna, arginina oraz
cysteina zapewniajg powstanie hydrofilowej powierzchni, naprzeciwko ktérej wystepuje
hydrofobowa fenyloalanina. Takie $rodowisko wspomaga transport czgsteczki
o dipolowym charakterze, takiej jak czgsteczka wody (Kosinska-Eriksson i in. 2013).

Z kolei najlepiej zbadanym biatkiem reprezentujgcym akwagliceroporyny jest GlpF
zidentyfikowana u Escherichia coli, ktérego region ar/R zbudowany jest z tryptofanu,
glicyny, alaniny i argininy (Hénin i in. 2008). Podstawienie glicyng typowej dla
ortodoksyjnych akwaporyn histydyny, oraz wystepowanie matego aminokwasu tj.
alaniny, zwieksza $rednice poru do 3.3 A. Umozliwia to transport glicerolu nie tylko ze
wzgledu na poszerzong $rednice, ale takze na skutek zmiany polarno$ci aminokwasow
w kierunku reszt o bardziej hydrofobowym charakterze (Lee i in. 2004). Co istotne,
pomimo wiekszej Srednicy poru, akwagliceroporyny transportujg wode znacznie wolniej
i mniej wydajniej, niz ortodoksyjne akwaporyny (Jensen i in. 2001).

Wymienione dwa rodzaje regiondw ar/R nie s3g jedynymi, jakie mozna
zidentyfikowa¢ wéréd akwaporyn (Verma i in. 2015). Pomimo, ze nazwa tego regionu
zwigzana jest z wystepowaniem aminokwasu aromatycznego, to istniejg akwaporyny,
ktére nie posiadajg go w tym regionie (Verma i in. 2015). W biatkach tych w miejscu
reszty aromatycznej wystepujg aminokwasy takie, jak alanina, walina, leucyna oraz
izoleucyna. Najlepiej przebadang grupg akwaporyn, w ktoérej nie zawsze wystepuje
aminokwas aromatyczny w regionie ar/R sg roslinne biatka NIP. Budowane przez nie
kanaty wodne cechuje mozliwos¢ transportowania wielu réznych substancji, takich jak
glicerol, arsen, mocznik oraz nadtlenek wodoru czesto z ograniczonym lub nawet
wykluczonym transportem wody (Mitani-Ueno i in. 2011). Niestety, brak jest danych

krystalograficznych, ktére moglyby odpowiedzie¢ na pytanie, jaki mechanizm
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selektywnosci wystepuje w tych biatkach. Co ciekawe, region ar/R o takim samym lub
bardzo podobnym sktadzie aminokwasowym zidentyfikowano u nowo poznanej grupy
akwaporyn Agqp14 (Finniin 2014). Biatka te wystepujg u kregoustych, ryb, ptazéw oraz
torbaczy. Brak jest informacji na temat substancji, jakie transportujg, natomiast analiza
filogenetyczna sugeruje, ze biatka te nalezg do grupy ortodoksyjnych akwaporyn,
transportujgcych gtéwnie wode. Tym samym, znajomos$¢ sktadu aminokwasowego
regionu ar/R nie zawsze umozliwia odpowiedz na pytanie, jakie substancje moze
transportowac¢ dane biatko (Finn i in 2014).

Jak wspomniano wczesniej, podstawowy podziat akwaporyn oparty jest na ich
zdolnosci transportu wody i glicerolu, przy czym nie wyklucza to mozliwosci transportu
innych substancji. Zaréwno wsréd akwaporyn ortodoksyjnych, jak i akwagliceroporyn
wystepujg biatka transportujgce na przyktad mocznik, nadtlenek wodoru, zwigzki azotu
czy dwutlenek wegla (Assentoft i in. 2016; Bienert i Chaumont 2014; Endeward i in.
2006; Li i Wang 2014). W przeciwienstwie jednak do wody i glicerolu, nie jest znany
dokfadny mechanizm selektywnosci transportu tych substancji. W przypadku dwutlenku
wegla do tej pory nie udato sie nawet ustali¢ czy transport ten przebiega wewnatrz poru
wodnego, czy tez poprzez o$ tetrameru utworzong pomiedzy potgczonymi czterema
monomerami (Herrera i Garvin 2011). Takze w przypadku nadtlenku wodoru sugeruje
sie mechanizm transportu niezwigzany ze strukturg regionu ar/R (Bienert i Chaumont
2014).

Ryc. 2. Schemat transportu wody przez por (A) Przekréj podtuzny przez kanat ukazujacy
dwa regiony istotne dla selektywnosci transportu — region ar/R (kolor pomaranczowy)
oraz asparaginy z motywow NPA (kolor czerwony); (B) Przekrdj poprzeczny przez kanat
z zaznaczonymi aminokwasami budujgcymi najwezsze miejsce poru, czyli region ar/R

(F —fenyloalanina, H — histydyna, C — cysteina, R — arginina)




1.4. Klasyfikacja akwaporyn
Od momentu identyfikacji ludzkiej akwaporyny-1 (AQP1), zidentyfikowano

tysigce innych biatek nalezgcych do rodziny MIP u organizméw reprezentujgcych rézne
grupy taksonomiczne (Ishibashi i in. 2017). Ponadto, w jednym organizmie moze
wystepowac od kilku do kilkudziesieciu ortologéw tych biatek (Dong i in. 2016). Na
przyktad, u cztowieka zidentyfikowano 13 akwaporyn, ktére oznaczono AQPO-AQP12
(Takata i in. 2004). Wsrod bezkregowcdw najlepiej przebadane pod katem akwaporyn
sg stawonogi (wsrod nich gtownie owady), nicienie oraz niesporczaki (Benoit i in. 2014,
Grohme in. 2013; Huang i in. 2007). Jednak dostepne dane dotyczg najczesciej tylko
pojedynczych biatek z danego organizmu (Ball i in. 2009; Spring i in. 2007; Wallace in.
2012). Doktadniejsze opracowania dotyczgce kilku akwaporyn jednego gatunku zostaty
dotychczas przeprowadzone tylko dla kilku przedstawicieli owadéw: komara Aedes
aegypti (Drake i in. 2010), miodéwki Bactericera cockerelli (Ibanez i in. 2014), wszy
Lepeophtheirus salmonis (Stavang i in. 2015), pluskwiaka Lygus hesperus (Fabrick
i in. 2014), maczlika Bemisia tabaci (Van Ekert i in. 2016) oraz muszki Drosophila
melanogaster (Kaufmann i in. 2005).

Poczatkowo akwaporyny podzielono na dwie podrodziny — akwaporyny
ortodoksyjne i akwagliceroporyny (Verkman i Mitra 2000). Podziat ten zdawat sie by¢
trafny, bo nawet u bakterii u bakterii E. coli zidentyfikowano dwa biatka
o takich wiasnie aktywnosciach, tj. AqgpZ, ktore odpowiada akwaporynom
ortodoksyjnym oraz GlpF, ktére transportuje wode i glicerol (Calamita i in. 1995; Maurel
i in. 1994). W toku dalszych badan okazato sie jednak, ze taki podziat jest niepeiny.
W miare identyfikacji coraz wiekszej liczby sekwencji kodujgcych akwaporyny,
pochodzacych z sekwencjonowania genoméw i transkryptoméw najrézniejszych
organizméw okazato sie, ze czes¢ kodowanych biatek nie miesci sie w takigj
klasyfikacji. W zwigzku z tym zaproponowano wyrdéznienie nowej grupy akwaporyn.
Jako pierwszg wyodrebniono grupe nazywang superakwaporynami (Ishibashi 2006).
Ich cechg charakterystyczng jest duza zmiennos¢ w obrebie motywow NPA oraz niskie
podobienstwo sekwencji aminokwasowej do innych akwaporyn (identycznos¢ <15%).
Przedstawiciele tej grupy nie wystepuja u bakteri oraz jednokomdrkowych
eukariontéw, co sugeruje, ze jest to grupa ewolucyjnie mtodsza od grupy akwaporyn
ortodoksyjnych i akwagliceroporyn. Cze$¢ badaczy wyrdznia tylko te trzy grupy
akwaporyn (Benga 2012; Ishibashi i in. 2017), podczas gdy inni wyrdzniajg cztery
grupy: akwaporyny ortodoksyjne nazywane typem AQP1, akwagliceroporyny
nazywane typem AQP3, superakwaporyny oznaczone jako typ AQP11 oraz wyrdzniajg
dodatkowg grupe - typ AQP8 (Finn i Cerda 2015a; Soto i in. 2012) (Ryc. 3). Biatka
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zaliczane do ostatniej grupy posiadajg charakterystyczny sktad regionu ar/R,
z histydyng w pierwszej pozycji, wykazujg lokalizacje wewnatrzkomorkowg oraz
dodatkowo transportujg amoniak (Abascal i in. 2014; Molinas i in. 2012). Ponadto,
sekwencje aminokwasowe akwaporyn grupy typu AQP8 sg na tyle odmienne od
pozostatych, ze na drzewie filogenetycznym tworzg osobng grupe (Abascal i in 2014).
Grupa ta, podobnie jak grupa typu AQP11 nie ma swojego odpowiednika u bakterii, co
moze sugerowac jej pézniejsze pojawienie sie w toku ewolucji (Ryc. 3).

W wyniku wielokrotnej poliploidyzacji genomu, u roslin wystepuje duza
réznorodnos¢ akwaporyn (Azad i in. 2016). U ros$lin wyzszych liczba rodzajéw biatek
budujgcych kanaly wodne przekracza 30, a moze nawet osiggacé liczbe 66, jak u soi
Glycine clandestina, czy 71 u bawetny Gossypium hirsutum (Maurel i in. 2015).

Klasyfikacja akwaporyn ros$linnych oparta jest na podobienstwie sekwenciji
aminokwasowej oraz lokalizacji w komérce. W konsekwencji dzieli sie je na siedem
grup: PIP (z ang. Plasma Membrane Intrinsic Proteins), TIP (z ang. Tonoplast Intrinsic
Proteins), NIP (z ang. Nodulin 26-Like Intrinsic Proteins), SIP (z ang. Small Basic
Intrinsic Proteins), XIP (z ang. X Intrinsic Proteins), HIP (z ang. Hybrid Intrinsic
Proteins) oraz GIP (z ang. GlpF-like Intrinsic Proteins) (Azad i in. 2016). Pierwsze
cztery grupy, odpowiadajg grupom wyrdéznionym dla kregowcédw (Perez Di Giorgio i in.
2014), natomiast trzy pozostate nie majgce swoich odpowiednikéw u kregowcow,
obejmujg biatka zidentyfikowane tylko u mszakoéw i roslin zarodnikowych (Danielson
i Johanson 2008) (Ryc. 4).

BIALKA MIP

Akwaporyny

ortodoksyjne Akwagliceroporyny | | Superakwaporyny

N

Typ AQP1 ‘ Typ AQP8 Typ AQP3 Typ AQP11

Ryc. 3. Podziatl akwaporyn na trzy grupy - akwaporyny ortodoksyjne, akwagliceroporyny
i superakwaporyny (Benga 2012; Ishibashi i in. 2017) oraz odpowiadajace im cztery typy
- AQP1, 8, 3i 11 (Finn i Cerda 2015a; Soto i in. 2012)
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1.2.1. Akwaporyny typu AQP1

Do grupy obejmujgcej akwaporyny typu AQP1 nalezg tzw. ortodoksyjne
akwaporyny. W przypadku cztowieka, sg to AQPO, AQP1, AQP2, AQP4, AQP5 i AQP6
(Day i in. 2014). Geny kodujgce te biatka, podobnie jak wszystkie pozostate geny
akwaporynowe, charakteryzujg sie tkankowo-specyficzng ekspresjg, ktora moze byé
zawezona tylko do jednej tkanki lub tez ulegac ekspresji w wielu tkankach i organach
(Li i Wang 2017). Cechg charakterystycznej biatek typu AQP1 jest ich powszechne
wystepowanie. Zlokalizowane sg w btonach komoérek uktadu wydalniczego,
oddechowego, nerwowego, pokarmowego, krwionodnego oraz rozrodczego. Ich
wspdélng cechg jest szybki transport wody, w poréwnaniu do akwaporyn z pozostatych
grup (Day i in. 2014). Dodatkowo, niektére posiadajg zdolnos¢ transportu innych
substanciji, takich jak dwutlenek wegla, czy nadtlenek wodoru (Herrera i Garvin 2011)
(Tab.1). Wyjatek stanowi AQPO, zlokalizowana tylko w komodrkach widknistych
soczewki, gdzie odpowiada za tworzenie potgczen miedzykomdrkowych (Kumari i in.
2013). Wszystkie akwaporyny nalezgce do typu AQP1 zlokalizowane sg jedynie
w btonie komoérkowej i nie tworzg funkcjonalnych kanatéw wodnych w btonach
przedziatdw wewngtrzkomérkowych (Day i in. 2014).

Do tej grupy zalicza sie rowniez akwaporyny bezkregowcéw, w tym akwaporyny
owadow, ktére dotychczas najlepiej poznano (Benoit i in. 2014). W obrebie typu AQP1
akwaporyny owadow dzielone sg na trzy podgrupy: DRIP (ang. Drosophila integral
protein), PRIP (ang. Pyrocoelia rufa integral protein) oraz BIB (ang. Big Brain)
(Campbell I in. 2008) (Ryc. 4). Podobnie, jak u cztowieka, akwaporyny DRIP i PRIP
owadoéw nalezgce do typu AQP1 majg zdolnos¢ do szybkiego transportu wody oraz
zlokalizowane sg w wielu tkankach i organach (Nagae i in. 2013). Biatka nalezgce do
grupy BIB, podobnie jak AQPO, nie transportujg wody, lecz sg odpowiedzialne za
adhezje komérek (Tatsumi i in. 2009).

Na podstawie podobienstwa sekwencji, lokalizacji w komérce oraz
transportowanych substancji przyjmuje sie, ze akwaporyny roslinne z grupy PIP sa
odpowiednikami zwierzecych biatek nalezacych do typu AQP1 (Perez Di Giorgio i in.
2014). Majg one zdolnos¢ transportu wody oraz dwutlenku wegla i nadtlenku wodoru

(Katsuhara i Hanba 2008), a ich wystepowanie w roslinach jest bardzo powszechne.

1.2.2. Akwaporyny typu AQPS8

Biatka nalezgce do typu AQPS8, zwane réwniez akwaamoniaporynami, posiadajg
zdolnos¢ transportu nie tylko wody, ale réwniez amoniaku (Finn i Cerda 2015a).

U czlowieka przedstawicielem tej grupy kanatdw wodnych jest tylko biatko AQPS8
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(Molinas i in. 2012). Podobnie, jak akwaporyny typu AQP1, ludzka AQP8 jest szeroko
rozpowszechniona i wystepuje w komodrkach ukfadu pokarmowego, oddechowego,
wydalniczego oraz rozrodczego (Li i Wang 2017). Co istotne, w przeciwienstwie do
akwaporyn z grupy typu AQP1, AQPS8 zlokalizowana jest wewnatrzkomoérkowo,
w btonie wewnetrznej mitochondridow (Calamita i in. 2005). Biatka nalezace do tej grupy
posiadajg rowniez zdolnos¢ transportu nadtlenku wodoru (Tab.1). Dzieki lokalizacji
w wewnetrznej btonie mitochondrialnej oraz przepuszczalnosci dla H,O, akwaporyny te
petnig bardzo istotng role w zachowaniu potencjatu btony wewnetrznej oraz w syntezie
ATP (Chauvigné i in. 2015).

Przeprowadzone dotychczas badania wskazujg, ze biatka typu AQP8 nie
wystepujg powszechnie u bezkregowcéw (Finn i in. 2015b). Do tej pory ich obecnos¢
zostata potwierdzona jedynie u nicieni i niesporczakéw (Grohme in. 2013; Huang i in.
2007).

Pierwszg akwaporyng zidentyfikowang u roslin byto biatko TIP1;1 z Arabidopsis
thaliana (Jauh i in. 1998). Zlokalizowane jest ono w tonoplascie, czyli btonie
otaczajgcej wakuole podobnie, jak wszystkie biatka nalezgce do typu TIP. Biatka TIP
transportujg wode, mocznik oraz amoniak, nie sg jednak przepuszczalne dla glicerolu
(Maurel i in. 2015). Lokalizacja wewnagtrzkomorkowa oraz specyficzno$¢ transportu
sugerujg, ze biatka TIP sg roslinnymi odpowiednikami zwierzecych akwaporyn typu
AQP8 (Perez Di Giorgio i in. 2014).

1.2.3. Akwaporyny typu AQP3
Do biatek typu AQP3 nalezg tzw. akwagliceroporyny (Finn i Cerda 2015a). Jak

wskazuje ich nazwa, majg one zdolno$¢ transportu wody oraz glicerolu. Ponadto,
biatka nalezgce do tej grupy moga réowniez transportowac zwigzki metali, zwtaszcza
arsenu, kwas borowy oraz mocznik (Finn i Cerda 2015a).

U cziowieka do grupy tej naleza AQP3, AQP7, AQP9 oraz AQP10 (Li i Wang
2017). Stanowig one droge pobierania glicerolu w jelitach oraz umozliwiajg jego
magazynowanie bgdz uwalnianie z adipocytéw, w zaleznosci od stanu metabolicznego
organizmu. Ich obecnos¢ w sercu i miesniach szkieletowych umozliwia wykorzystanie
glicerolu jako substratu w reakcjach energetycznych, a w watrobie umozliwiaja
transport glicerolu do hepatocytéw i wykorzystanie go podczas glukoneogenezy
(Laforenza i in. 2016a) (Tab.l1). Zatem, jesli biatka typu AQP1 utrzymujg homeostaze
wodng organizmu, to biatka typu AQP3 uczestniczg gtdwnie w akumulacji ttuszczow

I w zwigzanych z nimi zmianach metabolicznych (da Silva i Soveral 2017).
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Biatka nalezgce do typu AQP3 zostaly opisane rowniez u bezkregowcow.
Zidentyfikowano je u nicieni, niesporczakow oraz stawonogdw (Benoit i in. 2014;
Grohme in. 2013; Huang i in. 2007). W przypadku tych ostatnich warto jednak zwrdécic
uwage, ze wsrod owadow holometabolicznych biatka te nie zostaty dotychczas
zidentyfikowane (Finn i in. 2015b) (Ryc. 4).

U roslin natomiast akwaporynami transportujgcymi wode i glicerol sg biatka NIP.
Podobnie, jak akwaporyny zwierzece typu AQP3 dodatkowo majg one zdolnos¢
transportu arsenu, kwasu borowego oraz mocznika (Maurel i in. 2015). Tym samym
sugeruje sie, ze biatka NIP oraz przedstawiciele typu AQP3 sg homologami (Perez Di
Giorgio i in. 2014).

1.2.4. Akwaporyny typu AQP11

Biatka nalezgce do typu AQP11 nazwane sg rowniez akwaporynami
nieortodoksyjnymi lub superakwaporynami ze wzgledu na niskie podobienstwo
sekwencji do innych akwaporyn (Ishibashi 2006). Ponadto, sg to jedyne akwaporyny
cztowieka, u ktérych wystepuje zmiana aminokwasu w motywie NPA. Co wiecej, ich
koniec N jest znacznie krétszy i charakterystyczny dla biatek kierowanych do
przedziatbw wewngtrzkomaorkowych (Ishibashi i in. 2014).

Dotychczas uzyskano niewiele danych dotyczgcych funkcjonowania tych biatek
oraz transportowanych przez nie substancji. Wiadomo, ze ludzka AQP11 ulega
ekspresji w siateczce srodplazmatycznej komérek jader. Potwierdzono, ze transportuje
ona wode, natomiast nie udato sie zweryfikowa¢ mozliwosci transportu glicerolu. Drugg
ludzkg akwaporyng nalezgcg do tej grupy jest AQP12. W przypadku tego biatka nie
udato sie dotychczas nawet potwierdzic mozliwosci transportu wody (Tab. 1).
Udowodniono jedynie, ze podobnie jak AQP11, zlokalizowana jest ona w bfonie
siateczki srédplazmatycznej (Ishibashi i in. 2014).

Biatka nalezace do typu AQP11 zlokalizowano réwniez u owadow, przy czym,
zmiana motywu NPA w tych biatkach jest znacznie czestsza (Fabrick i in. 2014).
W ludzkich AQP11 i AQP12 w pierwszym motywie NPA dochodzi tylko do
podstawienia alaniny cysteing, natomiast u owadéw motyw NPA zastgpiony jest
motywem CPY (cysteina-prolina-tyrozyna). Brak jest jednak informacji, czy biatka te
transportujg wode (Fabrick i in. 2014).

Biatka SIP sg roslinnymi odpowiednikami akwaporyn zaliczanych do typu
AQP11. Charakteryzujg sie zmienionym pierwszym motywem NPA oraz lokalizacjg
wewnatrzkomorkowg (Maurel i in. 2015). Podobnie, jak biatka typu AQP11,
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akwaporyny z grupy SIP wykazujg niskie podobienstwo sekwenciji

z pozostatych grup (Perez Di Giorgio i in. 2014).

do biatek

Tab. 1. Akwaporyny czlowieka — podzial, transportowane substancje i lokalizacja

Transportowane

Grupa Akwaporyna substancie Lokalizacja
AQPO woda, CO, oko
ukt. pokarmowy,
oddechowy, krwionosny,
AQP1 woda, CO, NO, H0,, nerwowy, wydalniczy,
NHs; miesniowy,
rozrodczy
ukt. wydalniczy, nerwowy,
Typ AQP1 ukt. pokarmowy,
oddechowy, krwionosny,
AQP4 woda, CO, nerwowy, wydalniczy,
miesniowy, rozrodczy
ukt. pokarmowy,
AQP5 woda, CO, oddechowy, nerwowy,
wydalniczy, rozrodczy
AQP6 woda, CO,, NHs ukt. wydalniczy, nerwowy
ukt. pokarmowy,
) oddechowy, krwionosny,
Typ AQP8 AQPS8 woda, NHs, mocznik, H202  perwowy, wydalniczy,
miesniowy, rozrodczy
skora, ukt. wydalniczy,
AQP3 woda, glicerol, mocznik krwionosny, pokarmowy,
oddechowy, miesniowy
skora, tkanka ttuszczowa,
Typ AQP3  AQP7 woda, glicerol, mocznik ki wydalniczy
AQP9 woda, glicerol, mocznik watroba, ukt. rozrodczy
AQP10 woda, glicerol, mocznik ukt. pokarmowy
ukt. rozrodcz
Typ AQP11 AQP11 woda y
AQ12 woda trzustka

1.2.5. Akwaporyny nieklasyfikujace si¢ do czterech gtéwnych typow

Wiekszos¢ dotychczas zidentyfikowanych akwaporyn mozna przypisa¢ do

jednego z czterech zwierzecych typéw akwaporyn: AQP1, AQP8, AQP3 oraz AQP11

(Abascal i in. 2014). Warto jednak zwrdci¢ uwage, ze nie wszystkie wpisujg sie w ten

schemat podziatu. Jednym z przykfadow sg entomogliceroporyny (Eglp) czyli biatka
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wystepujace u Endopterygota - owaddéw uskrzydlonych (Finn i in. 2015b). Cechag
charakterystyczng tych biatek jest mozliwosc¢ transportu wody oraz glicerolu, jednakze
filtr selektywnosci odbiega strukturg od flitdw biatek nalezgcych do typu AQPS3,
a bardziej przypomina filtr biatek nalezgcych do typu AQP1. Co ciekawe, wykazano, ze
zmiana dwoch aminokwaséw w regionie ar/R wystarczy, zeby biatko typu AQP1 mogto
transportowac glicerol (Beitz i in. 2006). Stad przypuszczenie, ze geny kodujgce biatka
Eglp ewolucyjnie pochodzg od biatek nalezgcych do typu AQP1, a nie AQP3 (Finnii in.
2015b) (Ryc. 4).

Kolejng grupg charakterystyczng tylko dla jednego taksonu, tworzgcg osobng
gataz na drzewie filogenetycznym jest tzw. grupa specyficzna dla roztoczy (Benoit i in.
2014). Do tej pory nie przeprowadzono badan wskazujgcych, jakie substancje
transportujg te bialka. Filtr selektywnosci oraz umiejscowienie na drzewie
filogenetycznym wskazujg na mozliwos¢é transportu glicerolu, jednak to
przypuszczenie, jak rowniez okreslenie czy biatka te wystepujg tylko u roztoczy czy tez
u catej grupy pajeczakdéw wymagajg dalszych badan.

Wsréd roslin ¢ rowniez  wystepujg akwaporyny, ktére nie majg obecnie
wyznaczonych odpowiednikéw wérdod zwierzecych akwaporyn (Bienert in. 2011). Grupy
NIP, TIP, PIP i SIP sg odpowiednikami typow AQP1, AQP3, AQP8 i AQP11, natomiast
akwaporyny identyfikowane u roslin nizszych, nalezgce do XIP, HIP i GIP tworzg swoje
wiasne, odrebne grupy (Perez Di Giorgio i in. 2014). By¢ moze, homologéw akwaporyn
nalezgcych do tych ostatnich grup nalezy szukaé wsrdd akwaporyn bezkregowcow,

ktére réwniez nie wykazujg podobienstwa do zadnego z czterech typow AQP.
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Ryc. 4. Analiza filogenetyczna biatek nalezacych do rodziny MIP. Drzewo zbudowane
metoda Neighbor-Joining na podstawie sekwencji zdeponowanych w GenBanku
(Aa - Aedes aegypti; Am - Apis mellifera; At - Arabidopsis thaliana; Bm - Bombyx mori;
Dm - Drosophila melanogaster; Hb - Herea brasiliensis; Hs - Homo sapiens; Li - Lotus
japonicus; Mm - Mus musculus; Mt - Milnesium tardigradum; Ph - Pediculus humanus;

Pp - Physcomitrella patens; Zm - Zea mays)

1.5. Akwaporyny mieczakéow

Wiedza dotyczgca akwaporyn mieczakdéw jest bardzo uboga. Dotychczas
opublikowano tylko kilka artykutéw dotyczacych kanatéw wodnych u tej grupy zwierzat
(Colgan i Santos 2018; Meng i in. 2013; Pienkowska i in. 2014). Jest to zaskakujagce,

poniewaz Typ Mollusca obejmuje ok 130 tys. gatunkéw zyjacych w najrézniejszych
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Srodowiskach (Btaszak 2009), a co za tym idzie, mogacych znaczaco rézni¢ sie
repertuarem akwaporyn. W bazie danych Protein Database, bedgcej elementem
National Center for Biotechnology Information (NCBI), do tej pory zamieszczono
sekwencje aminokwasowe tylko 18 akwaporyn mieczakéw. Wigkszos¢ sekwenciji
dotyczy mieczakéw wodnych, przy czym funkcjonalnos¢ tych biatek potwierdzono tylko
dla trzech sekwencji otrzymanych dla btotniarek Lymnaea stagnalis, Ladislavella
terebra oraz Stagnicola palustris (Pienkowska i in. 2014). Akwaporyny te nalezg do
typu AQP1. Potwierdzono, ze transportujg one wode, brak jest natomiast informacji na
temat mozliwosci transportu nadtlenku wodoru, czy dwutlenku wegla. Podobnie, jak
inne biatka  typu AQP1, akwaporyny te charakteryzujga sie powszechnoscig
wystepowania i zlokalizowane sg w komoérkach zwojéw modzgowych, nerki, stopy,
uktadu rozrodczego i pokarmowego.

Projekty sekwencjonowania genomu dotyczg obecnie 10 gatunkéw mieczakow:
osmiornicy Octopus bimaculoides, matzy morskich Mytilus galloprovincialis
i Crassostrea gigas, maizy stodkowodnych Corbicula fluminea
i Dreissena polymorpha, slimakéw morskich Lottia gigantea, Conus tribblei i Aplysia
californica oraz $limakéw stodkowodnych L. stagnalis i Biomphalaria glabrata.
Przeszukiwanie baz danych opartych na tych projektach pozwala odszukaé wiecej
sekwencji kodujgcych domniemane akwaporyny. Podobnie, jak w przypadku innych
bezkregowcow, u tych zwierzat wystepujg akwaporyny, ktére nalezg do kazdego
z czterech typow akwaporyn (typ AQP1, AQP8, AQP3 oraz AQP11) oraz takie, ktore
nie grupujg sie z zadng z nich na drzewie filogenetycznym. Nie ma jednak Zzadnych

informacji dotyczacych ich funkcjonalnosci i specyficznosci transportowe;.

1.6. Akwaporyny jako element odpowiedzi na stres srodowiskowy

Warunki klimatyczne sg czynnikami $rodowiska, ktére najsilniej wptywajg na
systemy biologiczne. Czynnikami wywierajgcymi najwiekszy wplyw sg temperatura
oraz dostep do wody (Schmidt-Nielsen 2008). Istotne zmiany w zakresie tych dwdch
czynnikdbw mogg prowadzi¢ do powstania warunkéw stresu. Oba te typy czynnikéw
stresowych sScisle wigzg sie z problemem utrzymania homeostazy wodnej organizmu
czyli miedzy innymi przeciwdziataniem tworzeniu sie w obrebie komoérek krysztatow
lodu i utracie wody (Schmidt-Nielsen 2008). W obu przypadkach transport wody,
wynikajgcy z funkcjonowania akwaporyn, ma wiec prawdopodobnie istotne znaczenie.
Ich udziat w adaptacji do warunkéw stresu zostat potwierdzony dla kilku gatunkow
owadow: Eurosta solidaginis (Philip i in. 2011; Philip i Lee 2010), Belgica antarctica
(Goto i in. 2011 i 2015) oraz Polypedilum vanderplanki (Kikawada i in. 2008).
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E. solidaginis jest owadem nalezgcym do rzedu blonkoskrzydtych wystepujgcym
w strefie umiarkowanej potkuli pétnocnej na terenach, gdzie temperatura w czasie zimy
moze spada¢ do -40°C (Philip i Lee 2010). Tym samym owady te muszg posiadac
mechanizmy chronigce je przed zamarzaniem. Jednym z podstawowych rozwigzan jest
akumulacja glicerolu w okresie poprzedzajgcym mrozy. W momencie pojawienia sie
zimna i wywotanych nim zmian w tkankach, dochodzi do szybkiej redystrybuciji glicerolu
oraz wody. Polega ona na usunieciu wody z komoérkek oraz transporcie do nich
glicerolu, petnigcego role krioprotektanta. Poniewaz oba te zwigzki mogg byé¢
transportowane przez akwaporyny, biatka te odgrywajg podstawowg role w ochronie
organizmu przed zimnem. Wykazano, ze w warunkach stresu zimna co najmnigj
dwukrotnie wzrasta zawartos¢ akwaporyny EsSAQP1 w bfonie komorkowej we
wszystkich badanych tkankach, a zastosowanie inhibitora tych biatek (Hg®")
uniemozliwito osobnikom E. solidaginis przezycie w tych warunkach. Tym samym
potwierdzono istotng role, jakg petnig akwaporyny w adaptacji do stresu zimna (Philip
i in. 2011; Philip i Lee 2010).

B. antarctica to gatunek muchdéwki zyjgcy na Antarktydzie. W przeciwienstwie do
E. solidaginis ging one w temperaturze ponizej -15°C, potrafi jednak przetrwa¢ dtugie
miesigce w temperaturze oscylujgcej wokot -5°C (Goto i in. 2011). Réwniez
w przypadku tej muchdwki akwaporyny biorg udziat w przeciwdziataniu skutkom
dziatania niskiej temperatury. Badania poziomu ekspresji genéw czterech akwaporyn
w trakcie dziatania stresu zimna wykazaty, ze dwa ulegajg wyzszej ekspresji, a dwa
nizszej w poréwnaniu do warunkéw kontrolnych. Wyniki te wskazujg, ze
prawdopodobnie dwie akwaporyny sg odpowiedzialne za utrzymanie homeostazy
w warunkach optymalnych, a dwie za kontrolowanie transportu wody i krioprotektantow
w warunkach stresu (Goto i in. 2011 i 2015).

Podobng zaleznos¢ zaobserwowano u P. vanderplanki. Owad ten wystepuje
w Afryce na obszarach poétpustynnych i w trakcie suszy zapada w stan anhydrobiozy.
Dotychczas zidentyfikowano u niego dwie akwaporyny. Gen kodujgcy jedng z nich
ulega zwiekszonej ekspresji w trakcie anhydrobiozy, natomiast drugi wykazuje
znaczgco nizszy poziom ekspresji w porownaniu do warunkéw optymalnych (Kikawada
i in. 2008).

Podsumowujgc, akwaporyny regulujg gospodarke wodng w trakcie dziatania
stresu spowodowanego zaréwno niskg, jak i wysokg temperaturg. Stres zwigzany
z brakiem wody uruchamia¢ moze takze zjawisko estywacji, czyli wystepujgcy
w okresie letnim stan spowolnienia proceséw fizjologicznych spowodowany wptywem

warunkéw Srodowiska, gtéwnie suszy. Ta strategia przetrwania niekorzystnych
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warunkow wystepuje zarowno u bezkregowcow, jak i kregowcdw, przy czym zostata

najlepiej przebadana u slimakow, ryb dwudysznych i ptazéw.

1.7. Estywacja jako zlozona strategia obrony przed stresem

srodowiskowym

Estywacja charakteryzuje sie spowolnieniem metabolizmu, ktére jest mozliwe
dzieki zmianom zachodzgcym zaréwno na poziomie behawioralnym, jak i fizjologiczno-
biochemicznym (Storey 2002). Odnalezienie odpowiedniego miejsca schronienia
pozwala na ograniczenie utraty wody. Przygotowujgce sie do estywacji zaby, kryjg sie
w norach i kulg sie z konczynami ukrytymi pod ciatem w celu zmniejszenia powierzchni
parowania. Ryby dwudyszne zakopujg sie w mule i wytwarzajg powloke sluzowg
pokrywajaca ciato (Chng i in. 2016). Slimaki natomiast, wyszukujg miejsca, w ktérych
niekorzystne warunki sg najmniej odczuwalne i chowajgc sie do muszli, zmniejszajg
parowanie z powierzchni ciata (Cameron 2016).

Utrzymanie odpowiedniego uwodnienia ciata jest mozliwe rowniez dzieki
zZmianom zachodzgcym na poziomie fizjologiczno-biochemicznym (Storey 2002). Ptazy
magazynujg w pecherzu moczowym duze ilosci wody, ktora jest wykorzystywana
w trakcie estywacji (Suzuki i Tanaka 2009). Slimaki nie magazynujg wody, ale
ograniczajg jej utrate za pomocg innych mechanizmoéw. Ograniczajg wentylowanie
workéw ptucnych do 2-3 razy na godzine, co zmniejsza parowanie oraz zamykajg
wejscie do muszli za pomocg epifragmy (Rizzatti i Romero 2001; Storey i Storey 1990).

W trakcie estywacji zwierzeta nie pobierajg pokarmu, co wyklucza ten sposéb
uzupetniania potrzeb energetycznych i wymusza spowolnienie tempa metabolizmu.
Zwigzane jest z nim ograniczenie syntezy ATP. Odpowiednie wykorzystanie
zmniejszonej ilosci ATP to, po zabezpieczeniu sie przed utratg wody, drugi element
istotny dla przetrwania w stanie estywacji. Najwieksze ilosci ATP pochfania synteza
biatek (Pakay i in. 2002). Tym samym, jej ograniczenie jest podstawowym
mechanizmem zmniejszajgcym wykorzystanie ATP. U slimaka szarego Helix aspersa
w trakcie estywacji synteza biatka zostaje obnizona w watrobotrzustce o ponad 70%,
a w nodze o blisko 50% (Pakay i in. 2002). Jednak pomimo ogolnego obnizenia
poziomu syntezy biatek, czes¢ z nich ulega zwiekszonej syntezie w trakcie estywacji
(Storey 2002). Sg to gtdwnie biatka o dziataniu antyoksydacyjnym, zwigzane
z metabolizmem cukrow, ktore stanowig podstawowe zrédto energii w trakcie
estywacji, oraz z metabolizmem ttuszczy, ktére stajg sie jej zrédtem w trakcie
przedtuzajgcego sie stanu spoczynku (Nowakowska i in. 2009 i 2011; Sun i in. 2013).

Dodatkowo, zwieksza sie poziom biatek szoku termicznego (Hsp, z ang. Heat Shock
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Protein), czyli biatek opiekunczych odpowiedzialnych za ochrone i zapewnienie
utrzymania prawidtowej konformacji innych biatek (Mizrahi i in. 2015). Ponadto,
zwieksza sie poziom biatek, ktdre biorg udziat w powstawaniu mocznika oraz kwasu
moczowego (Bell i in. 2012). U estywujgcych zwierzat wykazano réwniez, ze
zwiekszone stezenie mocznika wspomaga utrzymanie wody wewngtrz komorek (Bell
iin. 2012).

Opierajgc sie na danych literaturowych stwierdzi¢ mozna, ze akwaporyny sg
istotnym elementem przeciwdziatajgcym skutkom dziatania réznych stresow
srodowiskowych (Cerda i in. 2017; Foguesatto i in. 2017; Sabir i in. 2017; Valdez i in.
2006). Prawdopodobnie wiec, w przypadku estywacji biatka te petnig réwniez istotng
role, gdyz zachowanie homeostazy wodnej jest, obok zmniejszenia zapotrzebowania
energetycznego, procesem krytycznym dla przezycia w tym okresie. Zaskakujgce jest
wiec, ze jedyne dostepne obecnie informacje na temat funkcjonowania akwaporyn
w trakcie estywacji dotyczg tylko dwoch gatunkéw zwierzat - traszki Triturus italicus
oraz ryby dwudysznej Protopterus annectens (Brunelli i in. 2007; Chng i in. 2016
i Suzuki i Tanaka 2009). U T. italicus przebadano tylko jedng akwaporyne, AQPS3,
ktorej zawarto$¢ na poziomie biatka zwigksza sie w trakcie estywacji (Brunelli i in.
2007).

W przypadku ryby P. annectens sprawdzono, jak zmienia sie poziom ekspres;ji
gendw oraz ilos¢ biatka Agp1 oraz Agp3 w skrzelach. W obu przypadkach dochodzito
do spadku ilosci zaréwno na poziomie mRNA, jak i biatka. Prawdopodobnie jest to
zwigzane z unieczynnieniem skrzel w trakcie estywaciji. 1lo§¢ mRNA oraz biatka Aqp3
wraca do poziomu wyjsciowego juz na trzeci dzien po zakonczonej estywacji.

Warto réwniez zwrdci¢ uwage, ze wiekszos¢ badan dotyczgcych zmian, jakie
zachodzg w trakcie estywacji na poziomie fizjologiczno-biochemicznym, dotyczy
Slimakow, ktore juz zapadty w stan odretwienia (Mizrahi i in. 2015; Nicolai i in. 2011,
Ramnanan i Storey 2006). Brak jest natomiast informacji, co si¢ dzieje w okresie
pomiedzy petng aktywnoscig, a estywacjg. Nie wiadomo, w ktorym momencie spada
poziom syntezy biatek, czy zmiany te nastepujg stopniowo, czy gwattownie. Brak jest
rowniez informacji, czy obnizenie bgdz wzrost syntezy danego biatka jest utrzymywany

przez caty czas zapadania slimakow w stan estywacji, czy tez ulega zmianom.

1.8. Obiekt badan: slimak winniczek Helix pomatia L.

Slimak winniczek Helix pomatia L. (Typ: Mollusca, Gromada: Gastropoda,
Podgromada: Pulmonata, Rzad: Stylommatophora, Rodzina: Helicidae) wystepuje

powszechnie na terenie catej Polski. Pierwotnie wystepowat w jej potudniowej czesci,
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ale w wyniku dziatalnos$ci czitowieka rozprzestrzenit sie na caty kraj. Zamieszkuje tereny
0 odpowiednio wysokiej wilgotnosci takie, jak lasy, parki, ogrody, ale réwniez otwarte
tereny zwlaszcza w poblizu rzek (Welter-Schultes 2012; Wiktor 2004). Dodatkowo,
czynnikiem wptywajacym na jego wystepowanie jest obecnos¢ wapnia w glebie
i Scidtce, gdyz pierwiastek ten jest niezbedny do budowy muszli oraz do rozrodu
(Btaszak 2009). Zasieg jego wystepowania obejmuje centralng oraz potudniowo-
wschodnig Europe do wysokosci 2000 n.p.m. (Welter-Schultes 2012).

Klimat umiarkowany wystepujgcy na obszarze zajmowanym przez S$limaka
winniczka powoduje, ze prowadzi on aktywny tryb zycia tylko w okresie wegetacyjnym.
Okres jesienno-zimowy spedza w uspieniu, zagrzebany w $ciolce lub w glebie.
W pozostatym okresie wykazuje aktywno$¢ zalezng od warunkéw wilgotnosci.
Najwiekszg aktywnos¢ wykazuje w godzinach wczesno porannych, gdy wilgotnos¢
wzgledna wynosi 100%. W niesprzyjajacych warunkach trwa w bezruchu z ciatem
wciggnietym do muszli. Stan ten moze trwaé przez kilkanascie godzin (aktywnos$¢
dobowa) lub nawet kilka tygodni (estywacja) (Stepczak i Bogucki 1983).

Slimak winniczek Helix pomatia L. zostat wybrany do badan jako reprezentant
grupy slimakow lgdowych. Wybdér podyktowany byt z jednej strony jego liczebnoscia,
co przekfada sie na duzg dostepnos¢ materiatu, jak i rozmiarami $limaka, ktére
utatwialy izolacje poszczegdinych organdw. Ponadto, slimak ten obok L. stagnalis oraz
B. glabrata traktowany jest jako model w badaniach fizjologicznych tej grupy zwierzat
(Btaszak 2009).

A MR — ¥ B
Ryc. 5. Slimak winniczek Helix pomatia L. (A) $limak aktywny; (B) $limak estywujacy.
Fot. E. Kosicka
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2. CEL PRACY

Celem pracy byta identyfikacja sekwencji nukleotydowych kodujgcych akwaporyny
u slimaka Helix pomatia oraz charakterystyka bioinformatyczna oraz funkcjonalna
biatek przez nie kodowanych. Akwaporyny to biatka budujgce kanaty wodne, ktére sg
istotne dla prawidtowego funkcjonowania organizmu nie tylko w warunkach
fizjologicznych, ale roéwniez podczas dziatania streséw srodowiskowych. Z tego
wzgledu sprawdzono réwniez, czy akwaporyny biorg udziat w regulacji homeostazy
wodnej organizmu w trakcie zapadania slimaka w stan estywacji. Cel pracy osiggnieto
realizujgc trzy zadania badawcze:

1. Identyfikacja sekwencji nukleotydowych kodujgcych akwaporyny $limaka
H. pomatia oraz analiza bioinformatyczna sekwencji aminokwasowych tych
biatek otrzymanych w wyniku translacji in silico.

2. Potwierdzenie funkcjonalnosci biatek kodowanych przez zidentyfikowane
sekwencje nukleotydowe za pomocg testu komplementacji w komdérkach
drozdzy Sacchromyces cerevisiae.

3. Okreslenie zmian w poziomie ekspresji gendéw akwaporyn w trakcie zapadania

Slimaka w stan estywacji.
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3. MATERIALY

3.1. Materiat biologiczny

3.1.1. Slimak winniczek Helix pomatia L.

Slimaki winniczki odtowiono w okolicach Poznania w maju, zgodnie
z pozwoleniem nr WPN-11.6401.90.2013 EH wydanym przez Regionalego Dyrektora
Ochrony Srodowiska. Nastepnie hodowano je w szklanym terrarium na podiozu
z ziemi ogrodniczej wymieszanej z torfem, karmiono pokarmem roslinnym dwa razy
w tygodniu i zraszano woda.

W celu wprowadzenia slimakow w stan estywacji, zwierzeta przetozono do
szklanego terrarium z podiozem z ziemi ogrodniczej i zaprzestano podawania
pokarmu oraz zraszania. Slimaki podzielono na cztery grupy, z ktérych kazda

trzymana byta w terrarium w tych warunkach przez odpowiednio 3, 7, 15 i 35 dni.

3.1.2. Bakterie Escherichia coli

W badaniach stosowano szczep bakterii One Shot® TOP10 Chemically
Competent (Thermo scientific) o genotypie F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
d80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(araleu)7697 galU galK rpsL (StrR) endAl
nupG.

3.1.3. Drozdze Saccharomyces cerevisiae

W eksperymentach stosowano mutanta szczepu Saccharomyces cerevisiae
YLLO43w (BY4741; MAT a; his341; leu240; metl540; ura340; YLLO43w::kanMX4),
oznaczony symbolem Afpsl. Mutant ten pozbawiony jest genu fpsl kodujgcego

akwagliceroporyne oraz posiada niefunkcjonalne akwaporyny ortodoksyjne.

3.2. Zestawy odczynnikow

Zestaw do izolacji RNA — Universal RNA Purification Kit — EURX

Zestaw do klonowania — TOPO® PCR Cloning — Thermo Scientific

Zestaw do Real-Time PCR - Maxima™ SYBR Green/ROX qPCR — Thermo Scientific
Zestaw do izolacji plazmidowego DNA — Presto™ Midi Plasmid Kit — Geneaid

Zestaw do oczyszczania DNA — Spin Column DNA Cleanup Mini-preps Kit — Bio Basic
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Zestaw do oczyszczania DNA z zelu agarozowego — EZ-10 Spin Column DNA Gel
Extraction Kit — Bio Basic

Zestaw do oznaczania stezenia glicerolu — Glycerol assay kit — Sigma

3.3. Enzymy

DNase | [1U/pl] — EURX

AMV Reverse Transcriptase Native [5U/pl] — EURX
Ribonuclease Inhibitor [30U/ul] — EURX

Terminal Deoxynucleotidyl Transferase [30U/ul] — Promega
GoTaqG2 DNA Polymerase [5U/ul] — Promega
FastDigest EcoRI [1U/pl] — Thermo Scientific

FastDigest EcoRV [1U/pl] — Thermo Scientific

FastDigest Mlul [1U/ul] — Thermo Scientific

T4 DNA Ligase [268U/pl] — EURX

3.4. Startery

Startery projektowano przy pomocy programu Primer-BLAST dostepnego na
stronie internetowej https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ (Ye i in. 2012). We
wszystkich opisach ,f* oznacza starter wiodacy (ang. forward), a ,r’ starter odwrotny

(ang. reverse).

3.4.1. Startery do reakcji 5’ i 3’ RACE

S’RACE

HpAQP1 r1 5 TAAATGGAACAGCAAACAGGTG 3
r2 5 ATGCCGTCTGGAATATCGTTAG 3’

S’RACE

HpAQP2 r1 5 AGCGAAAATGTATTCATACAGGA 3
r2 5 AGAACGCCCCTGATAATACTGA 3
r3 5 GTGAGGCCAAAAGTCAGAGC 3’

S’RACE

HpAQP4 r1 5 CAAGGAACCTAGTATTGACC 3’
r2 5 CATGCACTTTGCGTGAAGAC 3

3’RACE

HpAQP1 f1 5 AGGATTTGGAGTGGAGCTGATA 3

f2 5 GAATCCTCTACGGTCTCACTCCTA 3’
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5 RACE
Vial 81
Vial 91

3’ RACE
QO
Ql

f1 GACCACGCGTATCGATGTCGACTTTTTTTTTTTTTTTT 3’

f2 5GACCACGCGTATCGATGTCGAC 3’

r CCAGTGAGCAGAGTGACG 3
r2 GAGGACTCGAGCTCAAGC 3’

3.4.2. Startery do reakcji Real-Time PCR

HpAQP1

HpAQP2

HpAQP3

HpAQP4

HpAQP5

HpAQP6

EF1

f5 AGGATTTGGAGTGGAGCTGATA 3
r 5 TAAATGGAACAGCAAACAGGTG 3’
f5 TCAGTATTATCAGGGGCGTTCT 3’
r5 GGCTCCTAGGTTTTGCTGAGTA 3
f5 CACTGGATCTACTGGCTTGC 3
r5 GGTGTTAAGTTCCGTGTTGG 3’
f5 GCCACCAGTACGTGTTTCCT &
r5 CATGCACTTTGCGTGAAGAC 3’

f 5 GCAACAAACGAATCTTCAGACA 3
r5 CTGGGTTAATGTGACCTCCACT 3’
f5 CTTTGGTTGATCCAGGTCGT 3’

r 5 AGGATTCATGGAAGCACCAG 3
f5 GCAGGATGTCTACAAAATTGG 3
r5 TTGACCTCAGTGGTGACGTTAG 3’

3.4.3. Startery do przygotowania konstruktéw

HpAQP1

HpAQP2

HpAQP3

HpAQP4

f5 CGACGCGTAAAATGTTTGGTATCATG &

r5 CGCGATATCATGATGGTGATGGTGATGTTTCTCCTGCTCATTT 3’

f 5 CGACGCGTAAAATGCATAAGATCATGGAGGAG 3’

r5 CGCGATATCATGATGGTGATGGTGATGCTTGGAATCGTC 3

f5 CGACGCGTAAAATGGTCTCATGCACAGAACTT 3’

r5 GCGATATCATGATGGTGATGGTGATGCAGCCCCTCGCTAGTCGA
CGC 3

f5 CGACGCGTATGATTGACATTTTGGGATTTCAC 3’

r5 GCGATATCATGATGGTGATGGTGATGCGAAGAAACTAAGTCCAT
AGC 3

! Startery Vial 8 i Vial 9 pochodzity z 5'/3' RACE Kit, 2nd Generation (Roche)
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f 5 CGACGCGTAAAATGGAAGCCCTCTTCATTCAT 3’
HpAQPS5 r 5 GCGATATCATGATGGTGATGGTGATGTTCAACGGTCTTCAGTGTA
AT 3
f 5 CGGAATTCAAAATGTCTGTGGCATCCATCCC 3’

HpAQP6
PAQ r5 GCGATATCATGATGGTGATGGTGATGAATCTTGCTTTCTGGGGCATG 3’

3.4.4. Inne startery wykorzystywane w badaniach

r 5 CAGTGAGCAGAGTGACGAGGACTCGAGCTCAAGCTTTTTTTT

QT
TTTTTTTTT-3
M13 f5-CCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC-3
r 5-TCACACAGGAAACAGCTATGAC-3’
3.5. Bufory

TAE 50x stezony (Bufor do elektroforezy agarozowej)
40 mM Tris/HCI

20 mM kwas octowy

0,5 mM EDTA

Dodatkowo stosowano réwniez bufory wchodzgce w sktad zestawdw odczynnikow

podanych w rozdziale 3.2. Zestawy odczynnikéw.

3.6. Plazmidy

Wektor pYX142 (Novagen) zawierajgcy gen LEU jako marker selekcyjny.
Wektor TOPO (Thermo Scientific)

3.7. PozywkKi

3.7.1. Pozywki do hodowli bakterii
a) pozywka LB stata

20 g/L LB Broth — BioShop

100 pg/mL Ampicylina — BioShop
1,5% agar — BioShop

b) pozywka LB ptynna
20 g/L LB Broth — BioShop
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3.7.2. Pozywki do hodowli drozdzy

a) YPD stafa

2% Baktopepton — BioShop

1% Ekstrakt drozdzowy — BioShop
2% Glukoza — BioShop

2% Agar — BioShop

b) YPD ptynna

2% Baktopepton — BioShop

1% Ekstrakt drozdzowy — BioShop
2% Glukoza — BioShop

¢) Hipoosmotyczna selekcyjna (YNB —sorbitol) stata
0,67% - NitrogenBase — Difco

2% Glukoza — BioShop

20 mg/L Metionina — BioShop

20 mg/L Histydyna — BioShop

20 mg/L Uracyl — BioShop

2% Agar — BioShop

d) Hipoosmotyczna selekcyjna (YNB — sorbitol) ptynna
0,67% - NitrogenBase — Difco

2% Glukoza — BioShop

20 mg/L Metionina — BioShop

20 mg/L Histydyna — BioShop

20 mg/L Uracyl — BioShop

e) Izooosmotyczna selekcyjna (YNB) stata
0,67% - NitrogenBase — Difco

2% Glukoza — BioShop

20 mg/L Metionina — BioShop

20 mg/L Histydyna — BioShop

20 mg/L Uracyl — BioShop

1 M Sorbitol — BioShop

2% Agar — BioShop

f) Izooosmotyczna selekcyjna (YNB) ptynna
0,67% NitrogenBase — Difco




2% Glukoza — BioShop

20 mg/L Metionina — BioShop
20 mg/L Histydyna — BioShop
20 mg/L Uracyl — BioShop

1 M Sorbitol — BioShop

3.8. Pozostate odczynniki

Agaroza — Genoplast

IPTG — BioShop

X-gal — BioShop

GelRed - Bio Rad

TRI-REAGENT® — BioShop
Chloroform — POCH Gliwice
Izopropanol — POCH Gliwice

Etanol — POCH Gliwice

Fenol kwasny pH=4,3 £ 0,2 — Sigma
Alkohol izoamylowy — POCH Gliwice
Perfect 100bp DNA Ladder — EURX
RNAlater — Sigma

dNTP — EURX

dATP — Novazym
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4. METODY

4.1. Izolacja narzadow

W celu izolacji narzgdéw slimaka, zwierze umieszczano na 2 godziny
w zamknietym pojemniku wypetnionym wodg. W tym czasie nie miato ono dostepu do
tlenu, co skutkowato jego znieczuleniem w wyniku odurzenia przez dwutlenek wegla.
Nastepnie wycinano ze slimaka poszczegdlne organy: ptaszcz, gruczot obojnaczy,
slinianki, zotgdek, jelito tylne, watrobotrzustke, zwoje mdzgowe, ptuco, nerke oraz noge
i umieszczano w probdwkach zawierajgcych 1 ml RNAlater™. Odczynnik ten chroni
RNA przed degradacjg umozliwiajgc diugotrwate przechowywanie materiatu w celu
pbézniejszej izolacji tego kwasu. Pozostatosci ciata Slimaka konserwowano w 75%

etanolu.

4.2. Izolacja RNA

4.2.1. 1zolacja RNA z wykorzystaniem odczynnika TriReagent

Metode te stosowano tylko w przypadku izolacji totalnego RNA z nogi i nerki
potrzebnego do sekwencjonowania transkryptomu. Do izolacji wykorzystywano 25 mg
materiatu, homogenizowanego w 1 ml TriReagentu (Chomczynski 1993) za pomoca
szklanego homogenizatora. Nastepnie probe inkubowano przez 5 minut
w temperaturze pokojowej, po czym wirowano przez 10 minut przy 12 000x g
w temperaturze 4°C w celu usuniecia niezlizowanych fragmentéw komorek.
Supernatant przenoszono do nowej probowki, dodawano 200 ul chloroformu,
worteksowano przez 30 sekund i inkubowano przez 10 minut w temperaturze
pokojowej. Po tym czasie wirowano przez 15 minut przy 12 000x g w temperaturze
4°C. Faze wodng (gérng) przenoszono do nowej probowki i dodawano 250 ul roztworu
zawierajgcego 1,2 M cytrynian sodu i 0,8 M NaCl. Nastepnie, w celu wytrgcenia RNA,
do uzyskanej mieszaniny podawano 250 ul izopropanolu. Catos¢ inkubowano przez 10
minut w temperaturze pokojowej a nastepnie wirowano przez 10 minut przy 12 000x g
w temperaturze 4°C. Otrzymany osad dwukrotnie przemywano 75% etanolem,
a nastepnie rozpuszczano w 25 ul wody wolnej od enzyméw trawigcych RNA
i poddano trawieniu DNaz3.

Do przeprowadzenia reakcji DNazowania stosowano enzym DNase |. Reakcje
przeprowadzano w objetosci 20 ul. Do probowek podawano:

RNA (2 ug) -16 ul
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10x reaction Buffer -2 pl

DNase | -2 ul
Mieszano przez pipetowanie, po czym inkubowano przez 30 minut w temperaturze
37°C. Nastepnie, w celu inaktywacji enzymu, dodano 2 pl 25 mM EDTA i inkubowano
przez 10 minut w temperaturze 65°C.

RNA wyizolowane z nogi i nerki slimaka H. pomatia zostaty potgczone i wystane

do firmy BGI sekwencjonujgcej transkryptomy.

4.2.2. Izolacja RNA z wykorzystaniem kolumienek

Do izolacji RNA wykorzystywano 20 mg materiatu. Przeprowadzano jg na
kolumienkach za pomocg zestawu Universal RNA Purification Kit wedtug protokotu
z modyfikacjg dotyczgcg uzycia mieszaniny kwasny fenol : chloroform : alkohol
izoamylowy w stosunku 125:24:1. Zmiana ta byta konieczna ze wzgledu na duzg ilos¢
Sluzu w tkankach, ktéry uniemozliwiat izolacje za pomocg metody standardowej. Do
500 ul buforu homogenizacyjnego zawierajgcego roztartg tkanke dodawano 500 pl
mieszaniny kwasny fenol:chloroform:alkohol izoamylowy (125:24:1), worteksowano
przez 1 minute, a nastepnie wirowano przez 5 minut w temperaturze pokojowej przy
14000x g. Otrzymang faze wodng (gérng) wykorzystywano do dalszej procedury
przebiegajgcej wg protokotu. Elucje RNA wykonywano za pomocg 40 ul wody wolnej
od enzymow trawigcych RNA.

Pomiar stezenia otrzymanego RNA wykonywano metodg spektrofotometryczng
przy uzyciu NanoDrop® Spectrophotometer ND-1000 (Thermo Fisher Scientific) przy
diugosci fali 260 nm w odniesieniu do fali o dtugosci 280 nm. Okreslono réwniez
czystos¢ otrzymanego RNA na podstawie wspotczynnika Ageo/Azgo 0raz Azeo/Azzo, kidre
okreslajg odpowiednio stopien zanieczyszczenia biatkami oraz rozpuszczalnikami

organicznymi.

4.3. Odwrotna transkrypcja

Do przeprowadzenia reakcji stosowano odwrotng transkryptaze AMV Reverse
Transcriptase Native. Reakcje przeprowadzano w objetosci 20 pl. W pierwszym etapie
do proboéwek podawano:

RNA (1 ug) -11 4l

10 mM dNTP -2l

10 uM starter QT -1yl
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Mieszano przez pipetowanie, a nastepnie inkubowano przez 5 minut w temperaturze
65°C w celu denaturacji RNA. Po tym czasie przenoszono na 16d, inkubowano przez

5 minut, a nastepnie dodawano:

5x Reaction Buffer -4 ul
0,1 MDTT -1l
Ribonuclease Inhibitor -0,5 ul
AMV Reverse Transcriptase Native -0,5 pl

Catos¢ ponownie mieszano przez pipetowanie a nastepnie inkubowano przez
1 godzine w temperaturze 50°C. Po zakohczonej inkubacji otrzymane cDNA
rozcienczano pieciokrotne dodajgc 80 pl wody i stosowano, jako matryce do reakcji
PCR oraz Real-Time PCR.

4.4. Lancuchowa reakcja polimerazy (PCR)

4.4.1. Standardowa amplifikacja DNA

W celu okreslenia, w ktérych narzadach ulegajg ekspresji geny kodujgce
akwaporyny, wyizolowano RNA z nastepujgcych organdw: ptaszcza, nogi, slinianek,
zotadka, jelita tylnego, watrobotrzustki, zwojow mdzgowych, ptuca, nerki oraz gruczotu
obojnaczego. Nastepnie przepisano go na cDNA, ktéry uzyto jako matryce w reakcjach
PCR, ze starterami przedstawionymi w punkcie 3.4.2, prowadzonych zgodnie

z nastepujgcym profilem termicznym:

Denaturacja wstepna 94°C 2 minuty

Denaturacja 94°C 30 sekund

Przytaczanie starterow ~ 55°C 30 sekund 40 cykli
Elongacja 72°C 30 sekund

Elongacja korncowa 72°C 7 minut

W dalszej czesci pracy profile termiczne prezentowane beda wg nastepujgcego zapisu:
94°C-2'/] 94°C-30"/ 55°C-30"/ 72°C-30"// 40 cykli/ 72°C-7'.
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4.4.2. Metoda szybkiego powielenia koncéw cDNA (Rapid Amplification of cDNA
Ends - RACE)

W celu otrzymania petnych sekwencji nukleotydowych kodujgcych akwaporyny,
wykonano reakcije PCR typu 3’ i 5RACE. Przeprowadzono jg wedtug procedury

opisanej przez Frohmana (1993).

4.4.2.1. 3RACE

W metodzie 3’RACE wykorzystuje sie fakt, iz kazda czgsteczka mRNA posiada
na 3’ koncu tancuch poli(A). W trakcie odwrotnej transkrypcji starter QT, zawierajgcy
w swej sekwenciji trakt poli(T), przytgcza sie wtasnie do tego fragmentu, dobudowujgc
dodatkowo sekwencje 33 nukleotydow na koncu kazdej czgsteczki mRNA.
Dobudowana sekwencja wykorzystywana jest jako matryca dla starterow QO i QI
wykorzystywanych w kolejnych etapach reakcji RACE.

Reakcje 3'RACE przeprowadzono w dwdch rundach. W pierwszej rundzie, jako
matryce stosowano cDNA. Do mieszaniny dodano komercyjny starter QO do 3'RACE,
ktérego osiemnastonukleotydowa sekwencja jest identyczna z fragmentem
dobudowanym na podstawie sekwencji startera QT uzywanego w trakcie odwrotnej
transkrypciji. Drugi starter jest komplementarny do fragmentu sekwencji nukleotydowej

akwaporyny. Reakcje o sktadzie mieszaniny reakcyjnej:

H,O -8,7 pl
5x GoTag® Reaction Buffer -4l
2 mM dNTP -2l
25 mM MgCl, -1,2 ul
10 uM Starter QO -1yl
10 uM Starter f1 IRACE HpAQP1 -1 pl
Polimeraza GoTaqG2® -0, ul
cDNA -2yl

przeprowadzono w objetosci 20 pl wedtug nastepujgcego profilu termicznego: 94°C-2’/
48°C-2'/ 72°C-40’// 94°C-30”/ 55°C-30"/ 72°C-1’/] 30 cykli/ 72°C-7’.

Otrzymany produkt rozcienczano dziesieciokrotnie i wykorzystano jako matryce
w drugiej reakcji PCR. Reakcje te przeprowadzono réwniez w objetosci 20 pl, przy
takich samych stezeniach poszczegdlnych odczynnikow, przy uzyciu komercyjnego
starter QI do 3'RACE oraz f2 3RACE HpAQP1 wedlug nastepujgcego profilu
termicznego: 94°C-2’// 94°C-30”/ 55°C-30"/ 72°C-1'/l 30 cykli/ 72°C-7’. Otrzymane
produkty byly nastepnie klonowane przy uzyciu zestawu TOPO® PCR Cloning

(Thermo Scientific).
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4.4.2.2. 5RACE

W przeciwienstwie do 3’ konca kazdego mRNA, 5’ koniec nie posiada farncucha
poli(A), ani zadnego innego fragmentu sekwencji konserwatywnej. Tym samym
uzyskanie sekwencji 5’konca wymaga innej procedury.

W celu uzyskania cDNA, potrzebnego do reakcji 5’RACE, podczas odwrotnej
transkrypcji wykorzystano starter komplementarny do sekwencji nukleotydowej
akwaporyny (odpowiednio r1 5 RACE HpAQP1, r1 5’RACE HpAQP2, r1 5RACE
HpAQP4), a nie starter QT. Reakcje przeprowadzano zgodnie z opisem podanym
w punkcie 4.3. Tak przygotowane trzy rodzaje cDNA oczyszczano na kolumienkach
Spin Column DNA Cleanup Mini-preps Kit wedtug procedury dostarczonej przez
producenta.

W kolejnym etapie do oczyszczonego cDNA dotgczano ogon poli(A). W tym

celu przeprowadzono nastepujaca reakcje:

oczyszczone cDNA - 17 ul
terminal transferase 5X buffer -5yl
10 mM dATP -2,5ul

Catos¢ wymieszano przez pipetowanie i inkubowano przez 3 minuty w 94°C. Nastepnie
dodano 25 U terminalnej transferazy (Promega) i inkubowano przez 45 minut w 37°C.
Reakcje inaktywowano przez 10 minut w temperaturze 70°C. Tak przygotowane cDNA
wykorzystano do pierwszej z dwdch reakcji PCR. Mieszanina reakcyjna oraz warunki
termiczne byly takie same, jak dla pierwszej rundy 3’'RACE za wyjatkiem
wykorzystanych  starterow. Dla  wszystkich  matryc  stosowano  starter
Vial 8 do 5’RACE oraz odpowiednio r1 5’RACE HpAQP1, r2 5’RACE HpAQP2 oraz r1
5’RACE HpAQP4. Otrzymane produkt rozcienczano dziesieciokrotnie i wykorzystano,
jako matryce w reakcji drugiej rundy 5’RACE. Reakcje te przeprowadzono réwniez
w objetosci 20 pl, przy takich samych stezeniach poszczegolnych odczynnikéw, przy
uzyciu komercyjnego startera Vial 9 do 5’RACE oraz r2 5’RACE HpAQP1, r3 5’RACE
HpAQP2 oraz r2 5’RACE HpAQP4 wedtug profilu termicznego identycznego, jak dla
drugiej rundy 3’'RACE. Otrzymane produkty byly nastepnie klonowane przy uzyciu
zestawu TOPO® PCR Cloning (Thermo Scientific).

4.4.3. PCR Touch Up

Amplifikacje poszczegolnych sekwencji petnej dtugosci kodujgcych akwaporyny
przeprowadzono za pomocg starterow wyszczegodlnionych w tabeli w podrozdziale
3.4.3. Startery te wprowadzajg na koncach 5 i 3’ sekwencje rozpoznawane przez

enzymy restrykcyjne, na koncu 5’ sekwencje Kozak oraz na koncu 3’ znacznik His-Tag.
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Koncowe stezenia reagentdéw w mieszaninie wynosity: 0,2 yM dNTP, 1,2 mM MgCl,,
0,5 uM startery, 0,5 U/ 10 pl polimerazy GoTaqG2, a reakcje prowadzono w objetosci
20 pl. Ze wzgledu na sekwencje starterow, namnozenie produktu byto mozliwe tylko
poprzez zastosowanie metody Touch Up PCR. Przytgczanie starteréw rozpoczeto od
temperatury 50°C, a nastepnie w kazdym cyklu temperatura wzrastata o 1°C. Profil
termiczny reakcji byt nastepujacy: 94°C-2’// 94°C-30”/ 50°C do 60°C-30"/ 72°C-1'15"//
10 cykli // 94°C-30”/ 60°C-30"/ 72°C-1’15"// 20 cykli/ 72°C-7’.

4.4.4. PCR w czasie rzeczywistym (real-time PCR)

Reakcje prowadzono w objetosci 10 pl z uzyciem odczynnikbw z zestawu
Maxima™ SYBR Green/ROX gPCR, 0,5 uM starteréw oraz 1 ul cDNA jako matrycy.
Jako gen referencyjny stosowano sekwencje kodujgca czynnik elongacyjny 1 (EF1).
Reakcje przeprowadzano w aparacie Rotor-Gene 6000 (Corbett Life Science) wedtug
nastepujgcego programu termicznego: 94°C-10’ // 94°C-20”/ 55°C-30"/ 72°C-30"//
40 cykli/ 72°C-7/ 75°C-95°C-10°. Ostatni etap profilu termicznego umozliwiat
wyznaczenie krzywej topnienia, ktéra pozwalata okreslaé specyficznosé reakcji oraz
obecnos¢ zanieczyszczen w postaci tworzgcych sie struktur typu primer-dimer. Kazdg
reakcje prowadzono w pieciu powtorzeniach biologicznych i dwéch powtorzeniach
technicznych. Do opracowania  wynikbw  stosowano program Miner

(http://miner.ewindup.info/).

4.5. Elektroforeza kwasow nukleinowych

Rozdziaty elektroforetyczne przeprowadzano w 1% zelu agarozowym. Zel
zostat przygotowany z wykorzystaniem buforu TAE. Analizowane proby przed
natozeniem mieszane byly z barwnikiem 6x SB zawierajgcym barwnik GelRed.

Elektroforeze prowadzono przy natezeniu 90 mA.

4.6. Oczyszczanie DNA

4.6.1. Oczyszczanie produktéw PCR z zelu agarozowego

Oczyszczanie produktow PCR z zelu agarozowego przeprowadzono za
pomocg zestawu EZ-10 Spin Column DNA Gel Extraction zgodnie z procedurg

dostarczong przez producenta.
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4.6.2. Oczyszczanie DNA z mieszaniny reakcyjnej

Po trawieniu enzymami restrykcyjnymi produkty reakcji PCR oraz wektor
pYX142 oczyszczano za pomocg zestawu Spin Column DNA Cleanup Mini-preps

zgodnie z procedurg dostarczong przez producenta.

4.7. Powielanie produktow PCR metoda transformacji komérek

bakteryjnych

4.7.1. Klonowanie i transformacja z wykorzystaniem wektora TOPO

Produkty otrzymane w wyniku reakcji RACE wymagajg klonowania w celu ich
sekwencjonowania. Uzyto do tego zestawu TOPO® PCR Cloning, a reakcje ligaciji
i transformacji wykonano zgodnie z procedurg dostarczong przez producenta.
Dodatkowo do pozywek statych dodano 40 pl IPTG [24 mg/ml] oraz 60 ul x-Gal [20
mg/ml], dzieki ktérym mozliwe byto odréznienie komorek bakteryjnych zainfekowanych
pustym wektorem (niebieskie kolonie), od komoérek z wektorem zawierajgcym
wbudowany produkt (biate kolonie).

Kolonie bakteryjne  zawierajgce wektor z wbudowanym insertem byty
przeszczepiane na szalki ze $wiezg pozywka, ktére inkubowano przez noc
w temperaturze 37°C oraz rdwnoczesnie przenoszone do probéwki zawierajgcej 20 pl
wody. Nastepnie probéwki te inkubowano przez 15 minut w temperaturze 95°C, a tak
uzyskane matryce wykorzystano do reakcji PCR. Przeprowadzono jg w objetosci 10 pl
przy uzyciu komercyjnych starteréw M13, komplementarnych do sekwencji wektora
otaczajgcej wbudowany insert. Nastepnie produkty, wymieszane z barwnikiem GelRed,
rozdzielano na 1% zelu agarozowym. Wybrane produkty zostaty sekwencjonowane

z uzyciem startera M13F.

4.7.2. Klonowanie i transformacja z wykorzystaniem wektora pYX142

4.7.2.1. Trawienie enzymami restrykcyjnymi
Wektor pY X142 oraz sekwencje nukleotydowe obejmujgce petne ramki odczytu

kodujace akwaporyny wraz z dobudowanymi na koncach 5 i 3 miejscami
rozpoznawanymi przez enzymy restrykcyjne byty trawione mieszaning enzymow EcoRI
i ECORV (HpAQP6) lub Mlul i EcoRV (HpAQP1-HpAQPS5). Profil termiczny reakcji,
zgodny z zaleceniami producenta, obejmowat 5 minut inkubacji w 37°C oraz 5 minut

w 80°C w celu inaktywacji enzymow. Po trawieniu produkty reakcji oczyszczano
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z wykorzystaniem kolumienek, a nastepnie mierzono stezenie DNA metodg

spektrofotometryczng przy uzyciu NanoDrop® Spectrophotometer ND-1000.

4.7.2.2. Ligacja

Ligacje przeprowadzano, zgodnie z procedurg dostarczong przez producenta
ligazy, z uzyciem 50 ng wektora pYX142, a stosunek wektora do insertu wynosit 1:2.
Ze wzgledu na rozny charakter koncéw uzyskanych po trawieniu (lepkie konce — Mlul
i EcoRI oraz tepe konce — EcoRV) reakcje prowadzono dwuetapowo. W pierwszym
etapie mieszanine wektora i insertu inkubowano przez 5 minut w temperaturze 45°C.
Nastepnie przenoszono na 16d i dodawano 1 ul T4 DNA Ligase buffer oraz 200 U T4

DNA Ligase. Catos¢ inkubowano przez noc w 16°C.

4.7.2.3. Transformacja komérek bakteryjnych

Transformacje prowadzono zgodnie z procedurg dostarczong przez producenta
komoérek kompetentnych One Shot® TOP10. Do 1 ul mieszaniny ligacyjnej dodawano
10 ul komoérek, a nastepnie inkubowano w lodzie przez 30 minut. Po uptywie tego
czasu, w celu przeprowadzenia szoku cieplnego, inkubowano 1 minute w temperaturze
42°C. Ponownie przenoszono do lodu i dodawano 100 ul ptynnej pozywki LB bez
antybiotyku i inkubowano przez 1 godzing w temperaturze 37°C. Nastepnie catosé
wysiewano na szalke z pozywkg LB+ ampicylina i hodowano przez noc w temperaturze
37°C.

Kolonie przeszczepiano na szalki ze $wiezg pozywka i inkubowano przez noc
w temperaturze 37°C oraz rownoczesnie bakterie przenoszono do probowek
zawierajgcych 20 pl wody. Nastepnie probdéwki te inkubowano przez 15 minut
w temperaturze 95°C, a tak uzyskane matryce wykorzystywano do reakcji PCR.
Przeprowadzono jg w objetosci 10 ul przy uzyciu starteréw wyszczegolnionych w tabeli
w podrozdziale 3.4.3. Nastepnie mieszanine reakcyjng rozdzielano na 1% zelu
agarozowym. Na podstawie wyniku PCR obserwowanego na Zelu wybierano kolonie
bakteryjne zawierajgce wektor z wbudowanym insertem. Takie kolonie przeszczepiano
nastepnie do 50 ml ptynnej pozywki LB i wytrzgsano przez noc w temperaturze 37°C

przy 220 rpm (wytrzgsarka Certomat R).

4.8. lzolacja plazmidéw

Izolacje plazmidéw na srednig skale prowadzono za pomocg zestawu Presto™
Midi Plasmid wedtug procedury dostarczonej przez producenta z nastepujgcymi
modyfikacjami. Pierwsza dotyczyta koncowego wirowania, ktore zamiast 10 minut

w temperaturze 4°C przy 15 000x g, trwato 1 godzine w temperaturze 4°C przy 4000x
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g, druga natomiast objetosci wody uzytej do rozpuszczenia osadu, wynoszgcej 100 pl
zamiast 2 ml. Stezenie wyizolowanego plazmidu mierzono  metodag
spektrofotometryczng przy uzyciu NanoDrop® Spectrophotometer ND-1000.

W kolejnym etapie sekwencjonowano inserty wklonowane do wyizolowanych
plazmidow z uzyciem odpowiednich starterow wyszczegolnionych w tabeli

w podrozdziale 3.4.2.

4.9. Transformacja komérek drozdzy Saccharomyces cerevisiae

W celu transformacji komorek drozdzy S. cerevisiae pozbawionych genu fpsi,
komoérki te hodowano w 25 ml ptynnej pozywki YPD i wytrzgsano w kolbach
Erlenmeyera (100 ml) w temperaturze 28°C przy 180 rpm do 4 OD/ml (A = 550 nm).
Pomiar gestosci optycznej (OD/ml) wykonano przy pomocy spektrofotometru
BioPhotometer plus (Eppendorf). Nastepnie hodowle wirowano przez 5 minut
w temperaturze 4°C przy 3000x g. Supernatant usuwano, a osad przemywano 40 mi
sterylnej wody i wirowano 5 minut w temperaturze 4°C przy 2500x g. Ponownie
supernatant wylewano, a osad przemywano 20 ml sterylnej wody i wirowano jak wyzej.
Supernatant ponowie usuwano, a osad rozpuszczano w 5 ml sterylnego 1 M sorbitolu
i wirowano przez 5 minut w temperaturze 4°C przy 2000x g. Nastepnie osad
rozpuszczono w 80 ul sterylnego 1M sorbitolu.

Do kuwetek elektroporacyjnych (0.4 cm, BioRad) podawano 5 pg plazmidu
Z insertem lub samego plazmidu oraz 40 ul przygotowanych wedtug powyzszej
procedury komérek drozdzy S. cerevisiae. Nastepnie uzywajgc elektroporatora Gene
Pulser X cell (BioRad) wykonywano elektroporacje za pomoca pojedynczego impulsu
V=2.5 kV, 25 pF, 200 Q. Natychmiast po impulsie do kuwetek podawano po 1 ml
sterylnego 1 M sorbitolu i catos¢ wylewano na szalki z pozywkg izooosmotyczng
selekcyjng. Inkubowano przez 4 dni w temperaturze 28°C. Po tym czasie pojedyncze
kolonie ponownie przesiewano na nowe szalki z tg samg pozywka i inkubowano przez
4 dni w temperaturze 28°C. Z takich szalek pobierano pojedyncze kolonie do dalszych

analiz.

4.10. Testy funkcjonalnosci akwaporyn

4.10.1. Transport wody

Pojedyncze kolonie komorek drozdzy S. cerevisiae hodowano w ptynnej

pozywce izoosmotycznej selekcyjnej i wytrzgsano w kolbach Erlenmeyera (100 ml)
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przez noc w temperaturze 28°C przy 180 rpm. Nastepnie wykonywano pomiar gestosci
optycznej (OD) i w Swiezej probowce typu Eppendrof rozcienczano hodowle za
pomocg wody do 1 OD/ml (A = 550 nm). Nastepnie wykonywano serie
dziesieciokrotnych rozciehczen (1:10, 1:100, 1:1000), ktére nakraplano (po 15 ul) na
szalki z pozywkg selekcyjng izooosmotyczng (YNB) i hipoosmotyczng (YNB —sorbitol)
i inkubowano przez 4 dni w temperaturze 28°C. Nastepnie analizowano réznice we
wzroscie komérek w zaleznosci od rodzaju pozywki. Eksperyment przeprowadzono

stosujgc trzykrotne powtdrzenia biologiczne.

4.10.2. Transport nadtlenku wodoru

Pojedyncze kolonie komérek drozdzy S. cerevisiae hodowano w ptynnej
pozywce izoosmotycznej selekcyjnej i wytrzgsano w kolbach Erlenmeyera (100 ml)
przez noc w temperaturze 28°C przy 180 rpm. Nastepnie wykonywano pomiar OD
i w Swieze] kolbie rozcienhczano hodowle za pomocg pozywki izoosmotycznej
selekcyjnej, aby uzyskaé¢ 20 ml hodowli 0 1 OD/ml (A = 550 nm). Do kolby podawano
H,0, o koncowym stezeniu 2,5 mM i wytrzgsano przez 2 h w temperaturze 28°C przy
180 rpm. Nastepnie pobierano 1 ml hodowli, wykonywano z niego serie
dziesieciokrotnych rozcienczen i nakraplano (po 15 ul) na szalki z pozywka
izooosmotyczng selekcyjng (YNB). Szalki inkubowano przez 4 dni w temperaturze
28°C, a po uplywie tego czasu, analizowano réznice we wzroscie komorek.

Eksperyment przeprowadzono stosujgc trzykrotne powtdrzenia biologiczne.

4.10.3. Transport glicerolu

Pojedyncze kolonie komérek drozdzy S. cerevisiae zaszczepiano na ptynng
pozywke izoosmotyczng selekcyjng (YNB) i wytrzgsano w kolbach Erlenmeyera (100
ml) przez noc w temperaturze 28°C przy 180 rpm. Nastepnie wykonywano pomiar OD
i w sSwiezej kolbie rozcienczano hodowle za pomocg pozywki izoosmotycznej
selekcyjnej, aby uzyska¢ 20 ml hodowli o 0,5 OD/ml i ponownie wytrzgsano
w temperaturze 28°C przy 180 rpm do otrzymania hodowli o 1 OD/ml (A = 550 nm).
Z takiej hodowli pobierano 1 ml i wirowano przez 5 minut w temperaturze pokojowej
przy 2000x g. Pobierano supernatant, rozcienczano stukrotnie i oznaczano stezenie
glicerolu za pomocg zestawu Glycerol assay kit wedtug procedury dostarczonej przez
producenta. Pomiary fluorescencji wykonywano za pomocg fluorymetru Synegry
H1 Hybrid Reader (Thermo Scientific). Eksperyment przeprowadzono stosujgc

trzykrotne powtérzenia biologiczne.
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4.11. Analiza bioinformatyczna

4.11.1. Identyfikacja otwartych ramek odczytu w sekwencjach nukleotydowych

otrzymanych w wyniku sekwencjonowania transkryptomu

Dane otrzymane z sekwencjonowania transkryptomu zostaty wykorzystane do
utworzenia wtasnej bazy sekwencji nukleotydowych w programie BioEdit. Nastepnie
baze te przeszukano uzywajgc narzedzia Local BLAST tblastx, stosujgc jako
sekwencje referencyjng nastepujgce sekwencje: LsAQP1 (GeneBank: KF157952),
AQP-Bom2 (GeneBank: AB245966) oraz hAQP1 (GeneBank: NM_198098). Nie
wszystkie wyszukane sekwencje byty kompletne (brak 5’ i/lub 3’konca), stad potrzebne

byto zastosowanie metody RACE PCR w celu identyfikacji brakujgcych fragmentow.

4.11.2. Translacjain silico i zestawienie sekwencji aminokwasowych

Petne sekwencje nukleotydowe kodujgce akwaporyny, uzyskane ze ztozenia
danych pochodzacych z sekwencjonowania transkryptomu oraz reakcji RACE,
analizowano za pomocg programu ORF Finder (www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html)
w celu zidentyfikowania otwartych ramek odczytu. Na tej podstawie, za pomocg
programu BioEdit, wykonano translacje in silico. Otrzymane sekwencje
aminokwasowe zestawiono korzystajgc z dwoéch programoéw. Pierwszy, ClustalWw,
uzywany byt jako podstawowe narzedzie podczas prowadzonych analiz. Natomiast
zestawienia uzyskane za pomocg drugiego programu, PRALINE, byty uzywane tylko

do budowania drzew filogenetycznych.

4.11.3. Charakterystyka sekwencji aminokwasowych

W celu charakterystyki sekwencji aminokwasowych wykonano szereg analiz

bioinformatycznych obejmujacych:

1) Wyznaczenie potencjalnych miejsc fosforylacji -  program NetPhos 2.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) oraz NetPhosK 1.0 (http://www.cbs.
dtu.dk/ services/NetPhosK/).

2) Wyznaczenie potencjalnych miejsc glikozylacji — program NetNGlyc 1.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/).

3) Wyznaczenie hydrofobowego plotu — program ProtScale przy zastosowaniu

wielkosci okna rownej 9 (http://web.expasy.org/protscale/).
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4.11.4. Modelowanie struktury przestrzennej biatek

Modelowanie struktury przestrzennej biatek wymagato uzycia nastepujgcych
programow i narzedzi:

1) Genesilico Metaserver — narzedzie do przewidywania struktury i funkcji biatek
wskazujgce na podstawie jakiego biatka zdeponowanego w bazie RCSB
Protein Data Bank nalezy tworzy¢ model przestrzenny nowego biatka
(https://genesilico.pl/meta?2)

2) Swiss-PdbViewer — program do wizualizacji struktury trzeciorzedowej biatek,
umozliwiajgcy importowanie danych zaréwno w formacie *.pbd (wzorzec, na
podstawie ktéorego modelowane jest biatko), jak i *.fasta (sekwencja biatka
modelowanego). Stosujgc komende Aligned Raw Sequence program naktada
sekwencje biatka modelowanego na wzorzec. Uzyskana czgsteczka jest
nastepnie analizowana przez program Modeller (https://genesilico.pl/toolkit/
unimod?method=Modeller), ktory tworzy wstepny model biatka. W kolejnym
etapie otrzymany model zostaje poddany ocenie przy uzyciu programu
MetaMQAPII (https://genesilico.pl/toolkit/unimod?method=MetaMQAPII).
Otrzymane dane importuje sie ponownie do programu Swiss-PdbViewer
i uzywajgc komendy lterative Magic Fit tworzy model struktury przestrzennej
biatka.

3) ProQ — program oceniajgcy jakos¢ utworzonego modelu struktury przestrzennej
biatka (http://www.sbc.su.se/~bjornw/ProQ/ProQ.html).

4) PyMol - program do wizualizacji struktury trzeciorzedowej biatek.

5) PoreWalker — narzedzie charakteryzujgce wnetrze kanatu tworzonego przez

biatka transbtonowe (http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/PoreWalker/).

4.11.5. Analiza filogenetyczna

Zestawienia sekwencji, potrzebnych do wykonania drzew filogenetycznych,
wykonano przy uzyciu programu PRALINE (http://www.ibi.vu.nl/programs/pralinewww).
Uzywano tego programu, gdyz jest on dedykowany przyrownaniom sekwencji, ktore
wykazujg niskie podobienstwo. Drzewa filogenetyczne konstruowano za pomoca
programu MEGAG6, stosujgc metode odlegtosciowg, tzw. metode taczenia sgsiadow
(z ang. Neighbour Joining, NJ). Rzetelno$¢ drzewa filogenetycznego otrzymanego przy
pomocy tej metody byta szacowana przy uzyciu metody samoprébkowania (z ang.

bootstrap).
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4.12. Statystyczna analiza danych

W celu okre$lenia zmian poziomu ekspresji gendw kodujgcych akwaporyny
w trakcie zapadania slimaka w stan estywacji zastosowano standardowe metody
statystyczne. Teoretyczne podstawy przeprowadzonej analizy zawarte sg
w podrecznikach Zara (1999) oraz Socala i Rohlfa (1995). Uktad eksperymentalny
obejmowat 5 grup tacznie z kontrolg (Materiaty, 3.1.1.), dlatego w celu poréwnania
Sredniego poziomu ekspresji gendéw akwaporyn pomiedzy piecioma grupami
zastosowano jednoczynnikowg analize wariancji (ANOVA). Srednie wartosci ekspres;ji
gendw poddane analizie wariancji pochodzity z pieciu powtorzen biologicznych (n = 5)
w kazdej grupie (Metody, 4.4.4.). W celu uszczegotowienia ANOVA zastosowano test
post-hoc Tukeya RiR, ktérego celem byto wykazanie réznic pomiedzy poszczegolnymi
grupami. Przy prezentacji wyniku testu ANOVA postuzono sie statystykg F (Zar 1999),
a w indeksie dolnym podano stopnie swobody: (1) miedzy grupami i (2) wewnatrz grup.
Hipoteze zerowg dla testow statystycznych wskazujgcg na brak réznic miedzy grupami
odrzucano na poziomie istotnosci a < 0.05. Dokladny poziom tego

prawdopodobienstwa wskazano odpowiednio przy kazdej wartosci statystyki testowe.

4.13. Ustugi

Reakcje sekwencjonowania oraz syntezy oligonukleotyddw potrzebnych do badan

byly wykonywane przez nastepujgce firmy:

a) Sekwencjonowanie transkryptomu - BGI TECH Solution w Hongkongu (lllumina
HiSeq2000).

b) Sekwencjonowanie produktow PCR - Wydzialowa Pracownia Technik Biologii
Molekularnej, Wydziat Biologii, Uniwersytet im. Adama Mickieiwcza w Poznaniu
(3130xC Genetic Analyzer Applied Biosystems).

c) Synteza oligonukleotydow - Pracownia Sekwencjonowania i Syntezy
Oligonukleotyddw, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie oraz firma
Sigma-Aldrich.
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5. WYNIKI

5.1. Identyfikacja sekwencji nukleotydowych kodujacych akwaporyny

slimaka winniczka

W wyniku sekwencjonowania transkryptomu H. pomatia (Materiaty, 3.9)
uzyskano 238 320 ,kontigdw”, czyli sklonowanych fragmentéw DNA, ktére majg
zachodzgce na siebie regiony. Sekwencje te ztozono w dtuzsze fragmenty, zwane
,unigene”, stanowigce zestaw transkryptow, z ktérych utworzono nastepnie baze
danych zawierajgcg 128 298 sekwencji. Dane te wchodzg w sktad bazy zamieszczonej
na stronie http://rhesus.amu.edu.pl/mollusca/index.php. W bazie tej wyszukano sze$¢
sekwencji H. pomatia, wykazujgcych podobienstwo do sekwencji kodujgcych
akwaporyny, ktére nazwano HpAQP1-HpAQP6 (Metody, 4.11.1). Sekwencje HpAQP3,
HpAQP5 i HpAQP6 obejmowaty petne otwarte ramki odczytu wraz z fragmentami
UTRS i UTR3'. Otrzymane sekwencje zestawiono w tabeli (Tab. 2).

W przypadku sekwencji HpAQP1, HpAQP2 oraz HpAQP4 otrzymane ramki
odczytu nie byly petne. W celu identyfikacji brakujgcych fragmentow sekwenc;ji
przeprowadzono reakcje RACE (Metody, 4.4.2). Wyniki reakcji 5RACE i 3'RACE

przedstawiono na zdjeciu (Ryc. 6).

MM 1 2 3 4 5 6 MM 1 2

A B

Ryc. 6. Wynik rozdziatu elektroforetycznego na 1% zelu agarozowym produktéw reakcji
RACE. (A) MM — Marker Mas 100bp DNA Ladder Plus; 1, 3, 5 — produkt reakcji 5’RACE dla
HpAQP1, HpAQP2 i HpAQP4; 2, 4, 6 - reakcje kontrolne przeprowadzone
z wykorzystaniem 1 pl wody jako matrycy. (B) 1 — produkt reakcji 3’RACE dla HpAQP1,;
2 — reakcja kontrolne przeprowadzona z wykorzystaniem 1 pl wody jako matrycy
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Dilugosci petnych sekwencji kodujgcych HpAQP1, HpAQP2 oraz HpAQP4,

otrzymane po uwzglednieniu wynikéw sekwencjonowania produktéw reakcji RACE

(Metody, 4.4.2) zestawiono w tabeli 2.

Tab. 2. Dlugosci sekwencji nukleotydowych (wyrazone liczbg par zasad)

kodujacych potencjalne akwaporyny (HpAQP1-HpAQP6)

Sekwencja Dtugosci sekwenc;ji Dtugosci sekwenc;ji Dtugosci petnych
nukleotydowych uzyskane nukleotydowych sekwencji
Z sekwencjonowania uzyskane z reakcji nukleotydowych
transkryptomu RACE
UTR5 ORF UTR3 UTRS ORF UTR3 UTRS ORF UTR?YZ
HpAQP1 - 221 - 164 700 35 164 921 35
HpAQP2 - 748 445 172 134 - 172 882 445
HpAQP3 2 933 134 - - - 2 933 134
HpAQP4 - 718 85 76 152 - 76 870 85
HpAQP5 289 864 1119 - - - 289 864 1119
HpAQP6 491 1134 178 - - - 491 1134 178
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HPAQP1
HPAQP2
HpAQP3
HpAQP4
HpPAQPS
HpAQP6

HpAQP1
EpAQP2
HpAQP3
HpAQP4
HpPAQP5
HpPAQP6

HpAQP1
HpPAQP2
HpPAQP3
HpAQP4
HpAQP5
HpPAQP6

HpAQP1
HpAQP2
HpAQP3
HPAQP4
HpAQPS
HpAQP6

EpAQP1
HpAQP2
HpAQP3
EpAQP4
EpAQPS
HPAQP6

HpPAQP1
EpAQP2
HpAQP3
HpAQP4
EpAQPS
HpAQPE

HpAQP1
HpAQP2
HpPAQP3
HpAQP4
HpAQPS
HPAQP6

HpAQP1
HpPAQP2
HpPAQP3
HpAQP4
HpAQP5
HpAQP6

EpAQP1
HpAQP2
HpAQP3
EpAQP4
HpPAQPS
HPAQP6

HpPAQP1
HpAQP2
HpAQP3
HpAQP4
HpAQPS
HpAQP6

Ryc.
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7. Sekwencje nukleotydowe kodujgce akwaporyny s$limaka H. pomatia

otrzymane w wyniku sekwencjonowania transkryptomu oraz reakcji RACE.
Sekwencje HpAQP1l-HpAQP6 zdeponowano w GeneBank pod numerami
KX384877, KX384878, KX384879, KX384880, KX384881, KX384882. Fragmenty
zacienione otrzymano za pomocg metody RACE




5.2. Charakterystyka bioinformatyczna sekwecji aminokwasowych
akwaporyn otrzymanych in silico

5.2.1. Translacja in silico sekwencji kodujacych akwaporyny

Wyznaczone wczesniej otwarte ramki odczytu stanowigce sekwencje
nukleotydowe kodujgce HpAQP1-HpAQP6 (Ryc. 7) przepisano in silico (Metody,
4.11.1) na sekwencje aminokwasowe. W wyniku translacji otrzymano szes¢
polipeptydow: HpAQP1 zbudowany z 307 aminokwasow, HpAQP2 z 294, HpAQP3
z 311, HpAQP4 z 290, HpAQP5 z 288 oraz HpAQP6 z 378 (Ryc. 8, Tab. 3). Dalsze
analizy bioinformatyczne oraz badanie funkcjonalnosci w drozdzach S. cerevisiae

wykonywane byty w oparciu o te sekwencje.
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Ryc. 8. Zestawienie sekwencji aminokwasowych akwaporyn H. pomatia oraz
ludzkich AQP1, AQP4 oraz AQP5 wykonane za pomoca programu ClustalW. Na
rycinie zaznaczono motywy NPA - niebieskie ramki, aminokwasy budujace filtr
selektywnosci - zé6lte ramki, potencjalne miejsca fosforylacji - czerwone koétka

oraz potencjalne miejsca glikozylacji - zielone kétka

46



5.2.2. Identyfikacja motywow strukturalnych charakterystycznych dla akwaporyn

Do motywow strukturalnych charakterystycznych dla akwaporyn nalezg dwa
motywy NPA (asparagina-prolina-alanina) i aminokwasy budujgce filtr selektywnosci
ar/R (Wstep, 1.2). W celu sprawdzenia czy te elementy sg zawarte w sekwencjach
aminokwasowych przewidywanych dla akwaporyn H. pomatia (Ryc. 8), wykonano ich
zestawienie przy wykorzystaniu programu ClustalW (Metody, 4.11.2). Jako punkt
odniesienia wybrano dobrze scharakteryzowane akwaporyny cztowieka (AQP1, AQP4
oraz AQP5). Wykonane zestawienie pozwolito poréwna¢ akwaporyny $limacze
zarowno z tymi dobrze poznanymi biatkami, jak réwniez miedzy sobg i na tej podstawie
wyznaczono pozycje zajmowane przez elementy konserwatywne.

Jak pokazano na Ryc. 8, przeprowadzona analiza pozwolita stwierdzi¢, ze trzy
sposrod akwaporyn przewidywanych dla H. pomatia (HpAQP1, HpAQP2 oraz
HpAQP6) zawierajg dwa motywy NPA o najbardziej konserwatywnej sekwenciji, czyli
asparagina-prolina-alanina. W trzech pozostatych biatkach stwierdzono zmiany
aminokwasu w trzeciej pozycji motywu. W przypadku biatek HpAQP3 i HpAQP4
w pierwszym motywie NPA zamiast alaniny wystepuje odpowiednio cysteina oraz
walina (NPC oraz NPV), natomiast w przypadku biatka HpAQP5 w drugim motywie
NPA w trzeciej pozycji wystepuje seryna (NPS).

Zestawienie sekwencji aminokwasowych umozliwito takze wyznaczenie
aminokwasow budujgcych filtr selektywnosci. Do analizy tego regionu wykorzystano
baze MIPModDB, ktéra obejmuje 1008 sekwencji biatek MIP pochodzacych z 341
organizméw. Dla kazdej sekwencji wyznaczone sg motywy NPA oraz sktad
aminokwasowy filtra selektywnosci. Struktura filtra selektywnosci moze z kolei
sugerowac rodzaj transportowanej przez analizowang akwaporyne substancji, a co za
tym idzie przynaleznos¢ badanego biatka do konkretnej grupy akwaporyn. Opierajgc
sie o dane zawarte we wspomnianej bazie dokonano analizy zidentyfikowanych biatek.

Wyznaczony filtr selektywnosci HpAQP1 i HpAQP5 zbudowany jest
z fenyloalaniny, histydyny, alaniny/seryny oraz argininy (odpowiednio FHAR oraz
FHSR). Taki filtr selektywnosci wskazuje na przynaleznos¢ tych biatek do grupy
akwaporyn typu AQP1 (Gupta i in. 2012). Z kolei biatka HpAQP3 oraz HpAQP4
zawierajg filtr selektywnosci zbudowany z fenyloalaniny, izoleucyny/seryny,
glicyny/cysteiny oraz argininy (odpowiednio FIGR oraz FSCR). Zdeponowane w bazie
MIPModDB sekwencje posiadajgce filtry o takim skfadzie nalezg do grupy akwaporyn
typu AQP3, co sugeruje, ze biatka HpAQP3 oraz HpAQP4 réwniez nalezg do tej grupy
(Gupta i in. 2012). Pozostate dwie akwaporyny, tj HDAQP2 oraz HpAQP6 posiadajg

filtry selektywnosci, ktore nie majg swoich odpowiednikow w bazie MIPModDB.
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W przypadku HpAQP?2 jest on tworzony przez fenyloalanine, glutamine, alaning oraz
argining (FQAR) natomiast w przypadku HpAQP6 przez cysteine, izoleucyne, alanine
oraz arginine (CIAR). Tym samym nie mozna przydzielic tych biatek do Zzadnej
z wyréznionych dotgd grup akwaporyn. Ustalenia dotyczgce motywu NPA i filtru

selektwnosci w przewidywanych akwaporynach H. pomatia zebrano w tabeli (Tab. 3).

Tab. 3. Charakterystyka sekwencji kodujacych przewidywane akwaporyny
H. pomatia (HpAQP1-6) przeprowadzona w oparciu o analize bioinformatyczna.
W tabeli przedstawiono sktad aminokwasowy obu motywéw NPA i ar/R regionu

oraz liczbe aminokwaséw budujacych poszczegélne akwaporyny

Sekwencja  Pierwszy Drugi ar/R region Liczba
kodujaca motyw motyw aminokwasow
NPA NPA
HpAQP1 NPA NPA FH AR 307
HpAQP2 NPA NPA F Q A R 294
HpAQP3 NPC NPA F I G R 311
HpAQP4 NPV NPA F S CR 290
HpAQP5 NPA NPS FH SR 288
HpAQP6 NPA NPA Cl AR 378

5.2.3 Okreslenie profilu hydrofobowosci

Okreslenie profilu hydrofobowoéci pozwala na wskazanie w strukturze biatka
elementdéw o charakterze hydrofobowym i hydrofilowym. Tym samym, okresli¢ mozna
liczbe petli pozabtonowych i domen transblonowych. Jak pokazano na Ryc. 9,
zastosowanie skali Kyte i Doolittle (Metody, 4.11.3) wskazuje na istnienie szesciu
domen i pieciu petli w przypadku przewidywanych akwaporyn H. pomatia, co jest

typowym wynikiem tego typu analizy dla wszystkich akwaporyn (Wstep, 1.2).
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Ryc. 9. Profil hydrofobowosci na podstawie skali Kyte and Dolitle dla akwaporyn

H. pomatia (HpAQP1-6). Cyfry (1-6) oznaczaja domeny transbtonowe, a litery (A-
E) petle

5.2.4. Modelowanie struktury przestrzennej

W kolejnym etapie prac bioinformatycznych wykonano modelowanie
przestrzenne sekwencji aminokwasowych akwaporyn slimaka winniczka (Ryc. 10).

Modele pokazane na tej rycinie potwierdzajg, ze wyznaczone na podstawie
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zestawienia ClustalWwW motywy NPA oraz region ar/R (Ryc. 8) tworzg w strukturze
przestrzennej przewezenia typowe dla akwaporyn. Uzyskane modele pozwolity takze
potwierdzi¢ ustalenia sformutowane na podstawie analizy profilu hydrofobowosci (Ryc.
9), dotyczagce liczby odcinkow transbtonowych oraz liczby i lokalizacji petli
pozabtonowych. Zatem, poddane modelowaniu sekwencje aminokwasowe tworzg
strukture typowg dla akwaporyn, dla ktérych charakterystyczna jest obecnos$é szesciu
domen transbtonowych i pieciu petli pozabtonowych. Ponadto wykazano, ze elementy
konserwatywne, istotne dla transportu, usytuowane sg w prawidtowym, okreslonym na

podstawie znanych danych krystalograficznych, miejscu wewnatrz poru.

HpAQP2

Petla B 2,
Pella D

Ryc. 10. Modele struktury przestrzennej z uwzglednieniem motywu NPA (po lewej) i filtra
selektywnosci (powiekszony po prawej) dla sekwencji aminokwasowych kodujacych
biatka HpAQP1-HpAQP6. Niebieski element graficzny przedstawia wode transportowang
przez kanal. A - alanina, H - histydyna, F - fenyloalanina, R - arginina, Q - glutamina, G -
glicyna, | - izoleucyna, S - seryna, C - cysteina
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Otrzymane modele struktury przestrzennej pozwolity rowniez wstepnie
scharakteryzowac¢ por w obrebie analizowanych biatek. Do tego celu wykorzystano
program PoreWalker (Metody, 4.11.4). Jako prébe referencyjng dla akwaporyn
ortodoksyjnych wykorzystano strukture krystaliczng ludzkiej AQP4, natomiast dla

akwagliceroporyn zastosowano biatko GlpF z Escherichia coli.

HpAQP5 HpAQP6 AQP4 GIpF

Ryc. 11. Wizualizacja prawdopodobnego ksztaltu poréw biatek HpAQP1-6 otrzymana za
pomoca programu PoreWalker. Zielonym kolorem przedstawiono powierzchnie biatka,

natomiast za pomoca czerwonego elementu graficznego przedstawiono ksztatt poru

W  wyniku przeprowadzonej analizy otrzymano graficzng wizualizacje
prawdopodobnego ksztattu poru. W przypadku ludzkiej AQP4, oraz HpAQP1, HpAQP2
i HpPAQP5 por ma strukture bardziej regularng i wezszg w poréwnaniu do GIpF,
HpAQP3, HpAQP4 oraz HpAQPG6, u ktérych struktura poru jest nieregularna. Wynik
analizy sugeruje, ze biatka AQP4, oraz HpAQP1, HpAQP2 i HpAQP5 posiadajg por
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o0 mniejszej srednicy, natomiast GlpF, HpAQP3, HpAQP4 oraz HpAQP6 charakteryzujg
sie wiekszg srednicg poru. Biorgc pod uwage fakt, ze srednica poru ma bezposredni
zwigzek z selektywnoscig transportu (Wstep, 1.3), mozna przypuszczac, ze przez
biatka HpAQP1, HpAQP2 i HpAQPS mozliwy jest transport jedynie mniejszych
czasteczek, takich jak woda. Natomiast biatka HpAQP3, HpAQP4 i HpAQP6 posiadajg

mozliwosc¢ transportu czgsteczek o wiekszych srednicach np. glicerolu (Ryc. 11).

5.2.5. Wyznaczenie potencjalnych miejsc modyfikacji potranslacyjnej akwaporyn

Transport substancji przez akwaporyny podlega regulacji zaleznej od kinaz
biatkowych (Toérnroth-Horsefield i in. 2010). W przypadku ludzkich akwaporyn znanych
jest kilka miejsc fosforylacji, potwierdzonych eksperymentalnie. Sg to, miedzy innymi,
seryna 111 w AQP4, fosforylowana przez kinaze biatkowg zalezng od
Ca?*/kalomoduliny (CaMKIl) oraz seryna 156 w AQP5 i treonina 157 w AQP1,
fosforylowane przez kinaze A (Rodrigues i in. 2016; Yukutake i Yasui 2010; Zhang i in.
2007). W celu sprawdzenia, czy akwaporyny H. pomatia mogg podlegac takiej
regulacji, przeprowadzono analize potencjalnych miejsc fosforylacji w obrebie
zidentyfikowanych sekwencji. Zastosowane programy (Metody, p.4.11.3) wskazaty na
wystepowanie 14 potencjalnych miejsc fosforylacji w sekwencji HpAQP1,
28 w HpAQP2, 30 w HpAQP3, 28 w HpAQP4, 21 w HpAQPS5 oraz 30 w HpAQPS6.
Nastepnie przeanalizowano, ktére z proponowanych miejsc sg dostepne dla kinaz,
a wiec znajdujg sie w petlach wewnagtrzkomérkowych oraz na N- i C-koncu. Dla
poszczegodlnych sekwencji znaleziono odpowiednio 9 (HpAQP1), 13 (HpAQP2),
19 (HpAQP3), 11 (HpAQP4), 8 (HpAQP5) oraz 19 (HpAQP6) potencjalnych miejsc
fosforylacji. Dla tych pozycji szukano nastepnie ,odpowiednikow” wsréd miejsc
fosforylacji potwierdzonych eksperymentalnie w AQP1, AQP4 i AQP5 cztowieka.
Znaleziono szes¢ analogicznych miejsc. Odpowiednikiem seryny 111 w ludzkiej AQP4
sg seryny: 90 w HpAQP1, 86 w HpAQP2, 94 w HpAQP3 i 114 w HpAQPS5. Wszystkie
te aminokwasy zostaty wyznaczone przez program NetPhos jako potencjalne miejsca
fosforylacji, zlokalizowane w petli B. Podobnie, odpowiednikiem seryny 156 w ludzkiej
AQPS5 jest seryna 187 w HpAQPS5, ktéra rowniez zostata wyznaczona przez program
NetPhos jako potencjalne miejsce fosforylacji zlokalizowane w petli D. Rdéwniez
treonina 181 w HpAQPS wyznaczona przez program NetPhos i zlokalizowana w petli D
moze by¢ potencjalnym miejscem fosforylacji, stanowigcym odpowiednik treoniny 157
w ludzkiej AQP1 (Ryc. 8).

Potencjalne miejsca glikozylacji zostaty znalezione tylko dla trzech sekwencji

aminokwasowych akwaporyn H. pomatia. Zastosowanie programu NetNGlyc (Metody,
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4.11.3) pozwolito na wyznaczenie jednego takiego miejsca w HpAQP3 (N136), trzech
w HpAQP5 (N66, N112 i N208) oraz dwéch w HpAQPG6 (N96 i N212). Sposrdd nich
tylko asparagina 136 oraz 66 znajdujg sie w petli zewngtrzkomorkowej, wiec mogg byc¢

rzeczywistym miejscem glikozylacji biatka (Ryc. 8).

5.2.6. Analiza filogenetyczna

Analize filogenetyczng przewidywanych sekwencji aminokwasowych HpAQP1-
6 przeprowadzono w celu sprawdzenia mozliwosci ich przypisania do jednej z czterech
proponowanych obecnie grup akwaporyn zwierzat, tj. akwaporyn typu AQP1, AQP3,
AQPS8, oraz AQP11 (Wstep, p 1.4). Relacje filogenetyczne pomiedzy potencjalnymi
akwaporynami H. pomatia a biatkami z rodziny MIP zidentyfikowanymi
u innych zwierzat analizowano stosujgc metode odlegto$ciowg, tzw. metode tgczenia
sgsiadéw (z ang. Neighbour Joining, NJ (Metody, 4.11.5.). Do konstrukcji drzewa
filogenetycznego wykorzystano 74 sekwencji aminokwasowych réznych biatek MIP,
z uwzglednieniem sekwencji aminokwasowych HpAQP1-HpAQP6. Jak pokazano na
Ryc. 12 w obrebie drzewa filogenetycznego otrzymano siedem grup. Cztery z nich
odpowiadaty podstawowym grupom akwaporyn kregowcoéw (akwaporyny typu AQP1,
AQP3, AQP8, oraz AQP11), wsrdd ktorych znajdowaty sie réwniez sekwencje
kodujgce akwaporyny bezkregowcow. Trzy pozostate grupy zawieraly wylgcznie
sekwencje bezkregowcéw. Jedna obejmowata entomogliceroporyny (Eglp), czyli
akwaporyny owadow transportujgce glicerol (Wstep, 1.4.6), a dwie pozostate
utworzone zostalty przez sekwencje biatek mieczakéw. Grupom tym w ramach
niniejszej pracy przypisano nazwy wiasne. W jednej z grup biatek mieczakow znajdujg
sie akwaporyny, ktére podobnie jak Eglp transportujg glicerol. Zaproponowano wiec,
aby analogicznie do grupy Eglp, grupe te nazwac¢ malakogliceroporynami (Mglp),
wsrod ktérych sg HpAQP3 i HpAQP4. Natomiast druga grupa biatek mieczakéw
zawiera sekwencje akwaporyn, niezdolnych do transportu glicerolu, i w jej przypadku
zaproponowano nazwe malakoakwaporyny (Maqgp). W grupie tej znajduje sie HpAQP6.

W ramach otrzymanego drzewa, sekwencje aminokwasowe HpAQP1-HpAQP6
zostaly przypisane do réznych grup. Sekwencje HpAQP1, HpAQP2 oraz HpAQP5
grupujg sie z akwaporynami nalezgcymi do biatek typu AQP1. W grupie tej mozna
wyrozni¢ cztery podgrupy. Pierwsza obejmuje 9 sekwencji zawierajgcych ssacze
akwaporyny AQP1, AQP2 i AQP5. Wsrdd nich znajduje sie réwniez HpAQP5. W skfad
drugiej podgrupy wchodzi 11 sekwencji wérdd ktorych znajdujg sie miedzy innymi
ssacze AQP4 oraz HpAQP1 i HpAQP2. Trzecia i czwarta podgrupa ztozona jest
z 9 sekwencji owadzich, ktére obejmujg akwaporyny PRIP oraz DRIP (Wstep, 1.4.1.),

przy czym w ich przypadku stwierdzono brak grupowania z biatkami HpAQP.
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W przypadku grup obejmujgcych biatka nalezgce do typu AQP3, AQP8 i AQP11

znajdujg sie sekwencje akwaporyn bezkregowcow, jednak zadne ze zidentyfikowanych

biatek HpAQP.
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Ryc. 12. Analiza filogenetyczna przewidywanych sekwencji akwaporyn

H. pomatia (HpAQP1-HpAQP6). Drzewo zbudowano metoda Neihgbour Joining
na podstawie 74 sekwencji. Stosowane skroéoty: Aa - Aedes aegypti; Ac - Aplysia
californica; Am - Apis mellifera; Bm - Bombyx mori; Bg - Biomphalaria glabrata;
Cg - Crassostrea gigas; Dm - Drosophila melanogaster; Hp - Helix pomiatia;
Hs - Homo sapiens; Lg - Lottia gigantea; Ls - Lymnaea stagnalis; Mm - Mus
musculus; Mt - Milnesium tardigradum; Ph - Pediculus humanus (Kosicka i in.
2016, zmodyfikowano)
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5.3. Wyznaczenie profilu organo-specyficznej ekspresji genoéw kodujacych
akwaporyny

W celu wyznaczenia profilu organo-specyficznej ekspresji genéw akwaporyn
H. pomatia, wyizolowano catkowite RNA z réznych jego narzadéw (ij. z ptaszcza, nogi,
slinianek, zotgdka, jelita tylnego, watrobotrzustki, zwojow mozgowych, ptuca, nerki
i gruczotlu obojnaczego), przepisano na komplementarny DNA (cDNA)
i przeprowadzono reakcje PCR (Metody, 4.4.1). Otrzymane wyniki przedstawiono na
Ryc. 13. Na ich podstawie stwierdzono, ze transkrypty genéw kodujacych HpAQP1,
HpAQP2 i HpAQP5 wystepujg w komdrkach wszystkich przebadanych narzadow, co
jest typowe dla biatek nalezgcych do akwaporyn typu AQP1 (Wstep, 1.4.1). Natomiast
transkryptow pozostatych gendw nie stwierdzono we wszystkich badanych organach.
Transkryptow genu kodujacego HpAQP3 nie stwierdzono w komérkach Zzotgdka, jelita
tylnego, zwojow mébzgowych i ptuca, podczas gdy transkryptéw genu kodujgcego
HpAQP4 nie zaobserwowano w gruczole obojnaczym, a HpAQP6 w tym samym

gruczole i dodatkowo w komérkach $linianek.
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7 8 8 10 K

MM1 2 3 4 5 6 789 10K

MM1 2 3 4 5 6 789 10K

MM1 2 3 4 56 789 10K

MM1 2 3 4 5 6 78 9 10 K

HpAQP6

Ryc. 13. Profil organo-specyficznej ekspresji genéw akwaporyn slimaka winniczna
H. pomatia. MM — Marker Mas 100bp DNA Ladder Plus, 1 — ptaszcz, 2 — noga, 3 -
slinianki, 4 — zotadek, 5 — jelito tylne, 6 — watrobotrzustka, 7 — zwoje mézgowe, 8 — ptuco,
9 - nerka, 10 — gruczot obojnaczy, K — reakcja kontrolna, w ktorej matryce DNA
zastapiono woda
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W nastepnym etapie badan stosujgc metode Real-time PCR sprawdzono, jaki jest
wzgledny poziom ekspresji gendw kodujgcych akwaporyny w trzech narzadach
— jelicie, nerce oraz nodze (Metody, 4.4.4). Narzady te wybrano ze wzgledu na ich
znaczenie w zachowaniu homeostazy wodnej catego organizmu. W jelicie najwyzszy
poziom ekspresji stwierdzono dla gendw kodujgcych HpAQP2 oraz HpAQPS6.
Pozostate trzy transkrypty wykazywaty nizszy poziom ekspresji. W nerce i nodze
réwniez stwierdzono, ze najwyzszym poziomem ekspresji cechuje sie transkrypt
kodujgcy HpAQP6. W obu tych narzadach transkrypt HpAQP3 wykazywat poziom
ekspresji nizszy od HpAQP6 ale wyzszy od pozostatych akwaporyn. Pozostate
akwaporyny wykazywaty najnizszy poziom ekspresiji.

Ponadto, porownujgc ekspresje poszczegolnych gendow w nodze, nerce oraz jelicie
mozna zauwazy¢, ze wszystkie ulegaty ekspresji na tym samym poziomie zaréwno
w nodze, jak i w nerce. Wyjatek stanowit gen HpAQPL, ktéry w nodze ulegat wyzszej
ekspresiji niz w nerce (Ryc. 72). W jelicie natomiast, ilos¢ transkryptéw dla wszystkich
akwaporyn byta znaczgco nizsza niz w dwéch pozostatych tkankach (Ryc. 14 oraz
zatgcznik Tab. 1Z-6Z, Ryc. 7Z-127).
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€

Typy akwaporyn H. pomatia

Ryc. 14. Wzgledny poziom ekspresji gendw kodujacych akwaporyny w nerce (A) nodze
(B) oraz w jelicie (C) przyréwnany do tej samej skali. D Wzgledny poziom ekspresji
genéw kodujacych akwaporyny w jelicie przedstawiony w mniejszej skali w celu

zobrazowania réznic w ilosciach poszczegélnych transkryptéw
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5.4. Okreslenie funkcjonalnosci przewidywanych biatek HpAQP w komérkach

drozdzy Saccharomyces cerevisiae

Analiza bioinformatyczna przewidywanych sekwencji aminokwasowych
HpAQP1-6 wykazata, ze biatka te mogg byc¢ funkcjonalnymi akwaporynami, réznigcymi
sie selektywnoscig prowadzonego transportu. W celu eksperymentalnego
potwierdzenia tego zatozenia HpAQP1-6 poddano heterologicznej ekspresji
w komorkach szczepu drozdzy S cerevisiae pozbawionego funkcjonalnych akwaporyn,

co umozliwito przeprowadzenie tzw. testéw komplementac;ji.

5.4.1. Otrzymanie konstruktéow HpAQP1-6 do transformacji komoérek drozdzy S.

cerevisiae

Oftrzymanie konstruktow, czyli wektora pYX142 z insertem w postaci sekwenciji
kodujacej poszczegodlne biatka HpAQP, rozpoczeto od namnozenia tych sekwencji za
pomocg metody ,touch up” PCR (Metody, 4.4.3). Umozliwita ona, w oparciu
o zastosowane startery, wprowadzenie na konce 5 i 3’ poszczegoélnych insertéw

sekwencje rozpoznawane przez odpowiednie enzymy restrykcyjne (Metody,

4.7.2.1).
MM 1 2 MM 1 2 3 4
A- B_
MM 1 2 MM 1 2 3 4
C ! D-

Ryc. 15. Wynik rozdziatu elektroforetycznego na 1% zelu agarozowym produktéw reakcji
PCR ,touch up”. (A) MM — marker mas, linia 1 — produkt reakcji dla HpAQP1; linia 2 —
reakcja kontrolna. (B) linie 1 i 3 — produkty reakcji dla HpAQP2 i HpAQP3; linie 2 i 4 -
reakcje kontrolne. (C) linia 1 — produkt reakcji dla HpAQP4; linia 2 — reakcja kontrolna.
(D) linie 1i 3 — produkt reakcji dla HpAQP5 i HpAQPS6; linie 2 i 4 — reakcje kontrolne
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Otrzymane produkty reakcji PCR, podobnie jak wektor pYX142, zostaty
nastepnie poddane dziataniu enzymow restrykcyjnych (Metody, 4.7.2.1) oraz
oczyszczone na kolumienkach (Metody, 4.6.2). W kolejnym etapie kazdy insert
wigczono do wektora pYX142, dzieki zastosowaniu ligazy T4 (Metody,
4.7.2.2) i tak przygotowanymi konstruktami transformowano komorki bakterii E. coli
(Metody, 4.7.2.3). Nastepnie, po namnozeniu komorek bakterii, izolowano
z nich poszczegolne konstrukty (Metody, 4.8). W tabeli 4 (Tab. 4) zebrano informacje
dotyczgce stezenia otrzymanych konstruktow. Konstrukty te wykorzystano nastepnie

do transformaciji komérek mutanta Afps1S. cerevisiae (Metody, 4.9).

Tab. 4. Stezenie wyizolowanych konstruktéw zawierajagcych sekwencje kodujace

przewidywane akwaporyny H. pomatia

Plazmid Stezenie (ug/ul)
pYX142+HpAQP1 4,1 ug/ul
pYX142+HpAQP2 4,2 ug/ul
pYX142+HpAQP3 4,4 ug/ul
pYX142+HpAQP4 4,4 ug/ul
pYX142+HpAQP5 3,5 pg/ul
pYX142+HpAQP6 3,3 pg/ul
pYX142 1,5 ug/pl

5.4.2. Zdolnosci transportowe HpAQP1-6 okreslone na podstawie testow

komplementacji przeprowadzonych w komérkach drozdzy S. cerevisiae

W celu sprawdzenia, czy przewidywane sekwencje aminokwasowe akwaporyn
H. pomatia tworzg w btonach biologicznych funkcjonalne kanaty wodne wykorzystano
komorki mutanta Afpsl1 drozdzy S. cerevisiae (Materiaty, 3.1.3). Mutant ten pozbawiony
jest genu fpsl kodujgcego akwagliceroporyne oraz posiada dwie niefunkcjonalne
akwaporyny, co sprawia, ze jest on bardziej odporny na zmiany osmotycznosci
pozywki niz szczep zawierajgcy funkcjonalne akwaporyny. Wprowadzenie do takich
komérek wektora z sekwencjg kodujgcg funkcjonalng akwaporyne umozliwia
odtworzenie fenotypu charakterystycznego dla szczepu dzikiego, to jest przywraca
wrazliwos¢ komérek na zmiany osmotycznosci srodowiska. Mozliwe staje sie rowniez
sprawdzenie czy wbudowana w btony akwaporyna oprocz wody transportuje takze inne

zwigzki, takie jak nadletenek wodoru czy glicerol (Li i Wang 2017). Po transformacji
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i selekcji transformantow (Metody, 4.9), przeprowadzono testy komplementacji
umozliwiajgce oszacowanie czy biatka HpAQP1-6 transportujg wode, nadtlenek
wodoru oraz glicerol.

Aby zweryfikowa¢ mozliwos¢ transportu wody przez te biatka, komorki
hodowano w izoosmotycznej ptynnej pozywce selekcyjnej YNB (Materiaty,
4.10.1), po czym nakraplano je na statg pozywke selekcyjng YNB izoosmotyczg
(zawierajgca 1 M sorbitol) lub hipoosmotyczng (bez sorbitolu), stosujgc serie
rozcienczen (Metody, 4.10.1). Jak pokazano na Ryc. 16, na pozywce izoosmotycznej
nie zaobserwowano réznic we wzroscie pomiedzy komérkami transformowanymi
HpAQP1-6 a komérkami mutanta Afps1 transformowanymi pustym wektorem
(kontrola). Natomiast na pozywce hipoosmotycznej réznice we wzroscie byly wyrazne.
O ile wzrost komérek zawierajgcych pusty wektor (Afps1+pYX142) nie roznit sie od
obserwowanego na pozywce izoosmotycznej, o tyle wzrost transformantéw
Afps1+HpAQP1 - Afps1+HpAQP6 byt znacznie obnizony. Najsilniejszy efekt
obserwowano dla komoérek z ekspresja HpAQP1, HpAQP2 i HpAQPS5, stabszy
w przypadku HpAQPG6, a najstabszy dla komorek z ekspresja HpAQP3 i HpAQP4.
Wynik ten sugeruje, ze biatka HpAQP1, HpAQP2 i HpAQPS5 transportujg wode
wydajniej niz biatko HpAQP6 i duzo wydajniej niz HpAQP3 i HpAQP4.

YNB YNB -sorbitol
afps1+HpaQPt @ @ ® & ®
rpst+HpAP2 @ @ B v @
apsi+Hpaors @ @ & # @ @
apst+Hpaors @ @ & ¥ @ @
apststpaars @ @ @ @ &
apst+ippars @ @ @ & @ &
Afpst+pYx142 @) & G QO &

Ryc. 16. Wplyw osmotycznosci pozywki na wzrost komorek transformantéow
Afps1+HpAQP1-6 oraz Afps1+pYX142 (kontrola). Komérki nakraplano na pozywke
izoosmotyczna (YNB) i hipoosmotyczna (YNB -sorbitol) w serii dziesieciokrotnych
rozcienczen (1, 1:10, 1:100, 1:1000) i hodowano w 28°C przez 4 dni. Eksperyment

przeprowadzono w trzech powtérzeniach biologicznych
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Nadtlenek wodoru jest zwigzkiem petnigcym wiele funkcji zwigzanych
z przekazywaniem sygnatéw, wzrostem czy programowang $miercig komérki. Ponadto,
u Mollusca potwierdzono znaczenie nadtlenku wodoru jako elementu obronnego
w odpowiedzi immunologicznej przeciw pasozytom (Bender i in. 2005). Co ciekawe,
dane literaturowe wskazuja, ze niektore akwaporyny posiadajg zdolnosé transportu
tego zwigzku (Bienert i Chaumont 2014). Z tego wzgledu zdecydowano sie sprawdzic,
czy potemcjalne akwaporyny H. pomatia réwniez mogg prowadzi¢ jego transport.
W tym celu, przeprowadzono kolejny test komplementacji, w ktérym przed
nakropleniem serii rozcienczen komorek na stalg izoosmotyczng pozywke YNB,
drozdze hodowano w analogicznej pozywce ptynnej w obecnosci lub przy braku
nadtlenku wodoru (Metody, 4.10.2).

Jak pokazano na Ryc. 17, komoérki wykazujgce sie ekspresjg HpAQP1-4
i mutant Afps1 z pustym wektorem (kontrola) nie wykazujg réznic we wzroscie
w obecnosci, i przy braku nadtlenku wodoru. Natomiast wzrost komérek z ekspresjg
HpAQP5 i HpAQP6 ulega wyraznemu uposledzeniu po zastosowaniu nadtlenku
wodoru. Tym samym mozna wnioskowa¢ ze HpAQPS5 i HpAQP6 posiadajg zdolnosé
transportu nadtlenku wodoru, przy czym wydajnos¢ tego transportu jest znacznie
wyzsza dla HpAQPG6.

apst+HproP | @ @ @ | (@ @& & &
afps1+HpAQP2| @) @ B 9| | © &
Afps1+HpAQP3| @ ) & ¥
Afps1+HpAQP4| @
©

Afps1+HpAQP5

afpst+Hpaars| @ @ @ & | | -
Afps1+pYX142 ‘ @ & % 0@ &

Ryc. 17. Wplyw nadtlenku wodoru na wzrost komérek transformantow Afps1+HpAQP1-6
oraz Afps1+pYX142 (kontrola). Dziesietne rozcienczenia ptynnej kultury drozdzowej
(1, 1:10, 1:100, 1:1000) prowadzonej na pozywce YNB bez dodanego nadtlenku wodoru
(A) lub z dodanym nadtlenekiem wodoru o kohcowym stezeniu 2,5mM (B) nakraplano na
pozywke izoosmotyczng (YNB) i hodowano w 28°C przez 4 dni. Eksperyment
przeprowadzono w trzech powtérzeniach biologicznych
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Struktura regionéw ar/R nalezgcych do zidentyfikowanych biatek, wstepnie
wskazata, ze biatka HpAQP3 i HpAQP4 powinny wykazywac¢ zdolnos¢ transportu
glicerolu. HpAQP1 oraz HpAQPS5 posiadajg filtr selektywnosci wykluczajgcy mozliwo$é
transportu tego zwigzku, natomiast sktad aminokwasowy regionéw ar/R nalezgcych do
HpAQP2 oraz HpAQP6 uniemozliwiat wstepne wnioskowanie na temat mozliwosci
transportu glicerolu przez te biatka.

W celu weryfikacji mozliwosci transportu glicerolu przez HpAQP1-HpAQ6
przeprowadzono test komplementacji, oparty na zatozeniu, ze komorki posiadajgce
funkcjonalne akwagliceroporyny bedg uwalniaty do pozywki wiecej glicerolu
w porownaniu z komérkami nie posiadajgcymi biatek o takiej aktywnosci (Luyten i in.
1995). Stezenie glicerolu w pozywkach pohodowlanych, uzyskanych po oddzieleniu
komoérek, okreslano przy uzyciu ,Glycerol assay kit (Metody, 4.10.3). Wyznaczone

wartosci przedstawiono na Ryc. 18.
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Ryc. 18. Stezenie glicerolu w pozywce pohodowlanej, uzyskanej po oddzieleniu
komorek drozdzy S. cerevisiae z ekspresja HpAQP1-6 i z pustym wektorem pYX142
(PYX142)

Jak pokazano na Ryc. 18, w pozywkach pohodowlanych uzyskanych po
oddzieleniu komorek z ekspresja HpAQP1, HpAQP2, HpAQPS i HpAQP6 i pustym
wektorem (kontrola) nie wystepujg réznice w stezeniu glicerolu (Tab. 7Z). Natomiast
w pozywkach pohodowlanych uzyskanych po oddzieleniu komorek z ekspresjg
HpAQP3 i HpAQP4 stezenie glicerolu rozni sie statystycznie od stezenie glicerolu

w pozywce pohodowlanej uzyskanej po oddzieleniu komérek mutanta Afps1. Tym
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samym mozna wnioskowa¢, ze HpAQP3 i HpAQP4 — w odréznienu od HpAQP1,
HpAQP2, HpAQPS5 i HpAQP6 — posiadajg zdolnos¢ transportu glicerolu.

5.5. Weryfikacja fizjologicznej roli zidentyfikowanych biatek

5.5.1. Opracowanie warunkow eksperymentu metoda PCR w czasie rzeczywistym

Przeprowadzenie reakcji PCR w czasie rzeczywistym wymagato
zaprojektowania odpowiednich starterow oraz wyznaczenia genu referencyjnego.
Wszystkie startery wykorzystane do tej reakcji charakteryzowaty sie wydajnoscia,
okreslong na podstawie krzywej wzorcowej, rzedu 90-100%. Ponadto, wyznaczona
krzywa topnienia wskazywata na powstawanie pojedynczych, specyficznych dla kazdej
pary starteréw produktéw, bez tworzenia struktur typu primer-dimer.

W celu znalezienie genu referencyjnego przetestowano poziom ekspres;ji trzech
transkryptow — 18SrRNA, GAPDH (dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego)
oraz aEF1 (czynnik elongacyjny). Pierwsze dwa wykazywaty jednak zbyt duze roznice
w poziomie ekspresji, w zwigzku z tym musialy zostaé odrzucone jako geny
referencyjne. Natomiast gen aEF1 charakteryzowat sie najbardziej rownym poziomem
ekspresji we wszystkich badanych tkankach zaréwno w kontroli, jak i w trakcie

zapadania slimaka w stan estywacji (Ryc. 19).
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Ryc. 19. Srednie wartosci Ct dla genu referencyjnego aEF1. Pomiary wykonane na cDNA
uzyskanym z jelita oznaczono kolorem niebieskim, z nogi - zielonym,

a z nerki - czerwonym
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5.5.2. Wyznaczenie zmian poziomu ekspresji genéw kodujacych akwaporyny

w trakcie zapadania slimaka w stan estywacji

Estywacja to proces ograniczenia aktywnosci oraz spowolnienia metabolizmu
wywotany niesprzyjajacymi warunkami srodowiska. Poniewaz jest on scisle powigzany
ze spadkiem wilgotnosci powietrza, slimak musi dostosowaé swojg gospodarke wodng
do pojawiajgcych sie zmian. Akwaporyny, jako biatka budujgce kanaty wodne, powinny
w tym procesie bra¢ udziat. W celu zweryfikowania tego zatozenia wykonano
eksperyment, w ktérym sprawdzono, jak zmienia sie poziom ekspresji genéw
akwaporyn w nodze, nerce oraz jelicie w trakcie zapadnia w stan estywacji (3, 7, 15 dni
bez wody) oraz u slimaka estywujgcego (35 dni bez wody) (Materiaty, 3.1.1). Wyniki
analizy statystycznej oraz wykresy obrazujgce zmiany w poziomie ekspresiji
poszczegolnych gendw znajdujg sie w Zatgczniku (Tab.8Z-13Z oraz Ryc. 13Z-182).

Poziom ekspresji HDAQP1 nie ulega zmianie w jelicie, natomiast spada w nerce
i w nodze. Rozny jest jednak moment zachodzenia tych zmian, gdyz w nerce obnizenie
ilosci transkryptu wystepowato dopiero w 35 dniu, natomiast w nodze zmiana ta
zauwazalna bytfa juz od 3 dnia eksperymentu (Tab. 8Z i Ryc. 132).

Zmiany zachodzgce w ekspresji HpAQP2 w jelicie i w nodze sg takie
same — dochodzito do spadku w 3 dniu zapadania w stan estywacji, po czym ilos¢
transkryptu wracata do poziomu wyjsciowego, takiego jak w kontroli. W nerce miata
miejsce wieksza liczba zmian. Po spadku poziomu ekspresji w 3 dniu, w 7 dniu jej
wartos¢ wzrastata do poziomu kontroli, zeby w dniu 15 z powrotem spasc¢ do poziomu
z dnia 3 i taki stan utrzymywat sie az do 35 dnia (Tab. 9Z i Ryc. 147).

llos¢ transkryptu HpAQP3 w nerce spadata w 3 dniu, nastepnie wzrastata do
poziomu kontrolnego i utrzymywata sie az do 35 dnia na tym poziomie. W nodze
natomiast poziom ekspresji nie zmieniat sie az do 35 dni, w ktérym dochodzito do jego
wzrostu. W jelicie natomiast nie dochodzi do ekspresji tego genu (Tab. 10Z i Ryc. 152).

Poziom ekspresji HpAQP4 spadat w jelicie i w nodze juz od 3 dnia, przy czym
w jelicie efekt ten utrzymywat sie przez caly czas, natomiast w nodze w 15 dniu
zapadania w stan estywacji wracat do poziomu kontroli. W nerce natomiast poziom
ekspresji tego genu wzrastat w 7 dniu, efekt utrzymywat sie do dnia 15, po czym
u estywujgcego slimaka powracat do poziomu kontroli (Tab. 11Z i Ryc. 16Z).

Gen HpAQP5 w jelicie ulegat ekspresji na niezmienionym poziomie w trakcie
zapadania Slimaka w stan estywacji. W nerce w 15 dniu wzrastat poziom ekspres;ji
HpAQPS5, po czym powracat do stanu wyjSciowego, natomiast w nodze spadat
w 3 dniu, po czym wzrastat, lecz wcigz byt nizszy niz w kontroli (Tab. 12Z i Ryc. 17Z).

Zmiany w poziomie ekspresji HpDAQP6 zauwazalne byly we wszystkich trzech

tkankach. W jelicie w 7 dniu dochodzito do spadku ilosci transkryptu, po czym
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w 35 dniu jego ilos¢ wracata do poziomu kontroli. W nerce od 3 dnia zaobserwowano
obnizenie poziomu ekspresji genu w stosunku do kontroli o 98%. Byta to najwieksza
zmiana w poziomie ekspresji zaobserwowana sposrod wszystkich przebadanych
transkryptow we wszystkich trzech tkankach. W nodze natomiast wykazano wzrost
poziomu ekspresji HPAQP6 w 35 dniu (Tab. 13Z i Ryc. 182).

Tab. 5. Macierz zmiany poziomu ekspresji genéw kodujacych akwaporyny
w trakcie zapadania slimaka w stan estywacji, w czterech grupach eksperymentalnych
i jednej grupie kontrolnej. K — kontrola, 3D, 7D, 15D i 35D — odpowiednio trzy, siedem,
pietnascie i trzydziesci pie¢ dni bez podawania pokarmu oraz zraszania. Liczby w tabeli
przedstawiajg procentowg réznice w poziomie ekspresji genéw. Kolor zielony oznacza
istotny statystycznie wzrost poziomu ekspresji genu, kolor czerwony jego spadek.

Statystyczne testy dla srednich réznic przedstawiono w Zataczniku (Tab.82-137)
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Jelito Nerka Noga
K 3D 7D 15D 35D K 3D 7D 15D 35D K 3D 7D 15D 35D
K - - -
3D | 0,92 - 0,59 - 0,42 -
AQP1 7D | 0,65 0,71 - 0,68 1,15 - 0,45 1,08 -
15D | 0,73 0,80 1,13 - 0,69 1,16 1,02 - 0,86 2,04 1,88 -
35D | 1,10 1,19 1,69 1,50 - 0,36 0,60 0,53 0,52 - 0,47 1,13 1,04 0,55 -
K - - -
3D | 0,20 - 0,07 - 0,21 -
AQP2 7D | 0,48 2,39 - 1,01 15,26 - 0,54 2,59 -
15D | 0,45 2,25 0,94 - 0,28 4,27 0,28 - 0,47 2,27 0,88 -
35D | 0,83 4,10 1,72 1,82 - 0,12 1,78 0,12 0,42 - 0,69 3,30 1,28 1,46 -
K| - - -
3D - 0,25 - 1,16 -
AQP3 7D - 0,99 3,99 - 0,97 0.,83 -
15D - 0,73 2,96 0,74 - 1,92 1,65 1,98 -
35D - 0,66 2,65 0,66 0,90 - 3,83 3,29 3,94 2,00 -
K - - -
3D | 0,31 - 1,44 - 0,30 -
AQP4 7D | 0,29 0,91 - 10,88 7,57 - 0,18 0,60 -
15D | 0,26 0,84 0,92 - 3,54 2,47 0,33 - 0,71 2,34 3,89 -
35D | 0,24 0,76 0,83 0,90 - 2,02 1,41 0,19 0,57 - 0,91 3,01 5,01 1,29 -
K - - -
3D | 0,81 - 0,66 - 0,13 -
AQPS5 7D | 0,84 1,04 - 0,81 1,22 - 0,46 3,58 -
15D | 1,04 1,28 1,23 - 1,33 2,01 1,64 - 0,54 4,21 1,18 -
35D | 1,41 1,75 1,68 1,36 - 0,84 1,28 1,04 0,64 - 0,36 2,80 0,78 0,66 -
K| - - -
3D | 0,77 - 0,02 - 1,03 -
AQP6 7D | 0,22 0,29 - 0,01 0,57 - 0,21 0,21 -
15D | 0,16 0,20 0,70 - 0,01 0,60 1,05 - 0,61 0,59 2,86 -
35D | 0,45 0,59 2,03 2,91 - 0,01 0,80 1,41 1,34 - 2,45 2,37 11,45 4,00 -




6. DYSKUSJA

Dla prawidtowego funkcjonowania komoérek konieczny jest stan homeostazy
wodnej. W utrzymanie tego stanu zaangazowane sg bezposrednio akwaporyny, czyli
biatka budujace w bftonach kanaty wodne (Takata i in. 2004). W konsekwencji,
akwaporyny petnig kluczowag role w wielu procesach fizjologicznych. Na przyktad
u roslin akwaporyny, lokalizowane w komodrkach korzenia, todygi, lisci, kwiatow
i nasion, jak rowniez zaangazowane sg w transport symplastowy i apoplastowy (Azad
i in. 2016). U zwierzat natomiast wystepujg w komoérkach uktadu oddechowego,
wydalniczego, nerwowego, rozrodczego, pokarmowego i krwionosnego, gdzie regulujg
przeptyw przez btone wody, glicerolu i innych zwigzkéw niskoczgsteczkowych,
zapewniajgc prawidiowe funkcjonowanie catego organizmu (Takata i in. 2004).
Wystepowanie akwaporyn potwierdzono takze w przypadku archeonow i bakterii
(Abascal i in. 2014; Hofmann i in. 2000; Kozono i in. 2003). Zatem, zaskakuje fakt, ze
po ponad 25 latach, ktére uptynety od odkrycia akwaporyn, istniejg nieliczne
opracowania na ich temat u tak duzej grupy zwierzat, jakg stanowig mieczaki (Abascal
i in. 2014; Pienkowska i in. 2014; Colgan i Santos 2018) . Uzyskane w niniejszej pracy
wyniki stanowig wiasciwie pierwsze, szczegétowe opracowanie dotyczgce akwaporyn
u przedstawiciela tej grupy zwierzat — slimaka winniczka Helix pomatia, uznawanego
za model w badaniach slimakéw lgdowych. W opracowaniu tym wykorzystano szerokg
game metod, od bioinformatycznej analizy transkryptomu i przewidywanych sekwencji
aminokwasowych, po testy komplementacji wykonywane w odpowiednich mutantach
Saccharomyces cerevisiae.

Struktura przestrzenna akwaporyn stwierdzona metodami krystalograficznymi
zostata dotychczas opracowana dla dwunastu biatek®. Jej analiza, wraz z danymi
uzyskanymi w badaniach mutantow wykazata, ze za selektywnosS¢ transportu
prowadzonego przez te biatka odpowiedzialne sg dwa motywy NPA oraz region ar/R.
Dzieki wykorzystaniu metod bioinformatycznych (Wyniki, 5.2.2 i 5.2.4) mozliwos¢
tworzenia takich elementow strukturalnych stwierdzono dla szesciu sekwengciji

aminokwasowych H. pomatia, ktére oznaczono symbolami HpAQP1-HpAQP6.

> AQPO (PDB: 2B60), AQP1 (1J4N), AQP2 (4NEF), AQP4 (3GDS8), AQP5 (3D9S), AqpZ (1RC2), GIpF (1FX8),
SoPIP2;1 (1Z98), Aqyl (2W1P), AgpM (2F2B), PfAQP (3C02 ) oraz AtTIP2;1 (5132) (Gonen i in. 2006;
Sui i in. 2001; Frick i in. 2014; Ho i in. 2009; Horsefield i in. 2008; Savage i in. 2003; Fu i in. 2000;
Tornroth-Horsefield i in. 2006; Fischer i in. 2009; Lee i in. 2005; Newby i in. 2008; Kirscht i in. 2016).
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Motywy NPA (asparagina-prolina-alanina) uznaje sie za najbardziej
charakterystyczne dla akwaporyn, przy czym w ich obrebie moga wystepowacé
podstawienia innymi aminokwasami (Ishibashi 2006). Najczesciej podstawienie
dotyczy trzeciej pozycji w motywie, czyli alaniny. W bazie MIPModDB zdeponowanych
jest obecnie 1507 sekwencji akwaporyn. Jak wykazata analiza, przeprowadzona na
potrzeby niniejszej pracy, wsrdd tych sekwencji 21% zawiera w trzeciej pozycji motywu
NPA inny aminokwas niz alanina (najczesciej sg to seryna, treonina, walina, cysteina
badz glicyna). Prolina w drugiej pozycji motywu NPA jest aminokwasem, ktory rzadziej
ulega podstawieniu, bowiem tylko u 12% biatek zdeponowanych w bazie MIPModDB
zaobserwowano podstawienie, najczesciej leucyng, alaning, treoning lub seryna.
Najrzadziej podstawieniu ulega asparagina, poniewaz tylko 3% spos$rdéd sekwencji
biatek w bazie MIPModDB nie posiada tego aminokwasu w pierwszej pozycji motywu
NPA. Wtedy najczesciej na jej miejscu wystepujg seryna, histydyna bgdz cysteina.
Dostepne dane wskazujg, ze brak asparaginy w tej pozycji moze prowadzi¢ do
transportu jonow Na® przez kanat (Wree i in. 2010). Poniewaz utrzymanie gradientu
jonow Na" w poprzek btony komoérkowej jest niezbedne do utrzymania jej potencjatu,
niekontrolowany przeptyw jonéw Na® jest niewskazany i energetycznie kosztowny. Co
wiecej, o ile w akwaporynach cztowieka podstawienia w obrebie motywow NPA sg
bardzo rzadkie (Wstep, 1.4.4), o tyle u bezkregowcow takie podstawienia wystepujg
czesciej. Na przykfad, u D. melanogaster, A. aegypti, Bemisia tabaci, Cimex lectularius
oraz Lygus hesperus zidentyfikowano grupe biatek, ktore zamiast pierwszego motywu
NPA posiadajg bardzo rzadki motyw CPY (cysteina-prolina-tyrozyna) (Fabrick i in.
2014). Ponadto, czesto wystepujg podstawienia w trzeciej pozycji obu motywdw NPA
(Kaufmann i in. 2005; Drake i in. 2005; Van Ekert i in. 2016). Warto takze zauwazy¢, ze
podstawienie trzeciego aminokwasu wystepujgce w pierwszym motywie NPA jest
charakterystyczne tylko dla biatek nalezgcych do grupy Eglp (Finn i in. 2015b).
W przypadku szesciu akwaporyn postulowanych dla H. pomatia, trzy biatka posiadajg
niezmienione oba motywy NPA (HpAQP1, HpAQP2 i HpAQP6). Natomiast u trzech
pozostatych stwierdzono podstawienia w trzeciej pozycji zarébwno w pierwszym
motywie NPA (na cysteine w HpAQP3 oraz waling w HpAQP4), jak i w drugim motywie
NPA (na seryne w HpAQPS5) (Tab.3). Biorgc pod uwage dostepne dane (Wree i in.
2011), podstawienia te nie eliminujg tych biatek z grupy akwaporyn. Co wigcej,
podstawienia wystepujace w przypadku HpAQP3 i HpAQP4 sugeruja, ze biatka te,
podobnie jak niektore akwaporyny owadow, moga transportowac glicerol (Jing i in.
2016), natomiast cztery pozostate prawdopodobnie nie.

Drugim elementem strukturalnym odpowiedzialnym za selektywnos¢ transportu

akwaporyn jest region ar/R (Sui i in. 2001). Jak wspomniano we Wstepie (Wstep, 1.3),
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region ar/R zbudowany jest z czterech aminokwasow, ktére tworzg najwezsze miejsce
kanatu. Wielkosc¢ i polarno$¢ tych aminokwaséw decyduje o rodzaju transportowanych
przez kanat zwigzkéw (Beitz i in. 2006), przy czym réznorodno$é budujgcych region
ar/R aminokwasow jest bardzo duza. Wérod zdeponowanych
w bazie MIPModDB biatek wyrézniono 200 réznych kombinacji (Gupta i in. 2012).
Najczesciej wystepujg kombinacje FHTR® oraz WGYR?® ktére sg typowe dla
odpowiednio akwaporyn grupy typu AQP1l oraz AQP3 (Gupta i in. 2012). Dla
akwaporyn H. pomatia nie stwierdzono jednak regionu ar/R o takim sktadzie. Co
wiecej, jak pokazano w Wynikach (Wyniki, 5.2.2), dla dwu z analizowanych akwaporyn
uzyskano region ar/R o sktadzie aminokwasowym nie opisanym dotychczas w bazie
MIPModDB. W HpAQP2 region ten zbudowany jest z fenyloalaniny, glutaminy, alaniny
oraz argininy (FQAR). Glutamina jest jednym 2z najrzadziej wystepujgcych
aminokwasow w obrebie tego regionu, jednak polarnosc¢ jej tancucha bocznego jest
podobna do wystepujgcej czesto w tym miejscu w akwaporynach grupy typu AQP1,
histydyny (Verma i in. 2015). Tym samym mozna przypuszczaé¢, ze podobnie jak
HpAQP1 (FHAR® i HpAQP5 (FHSR®), HpAQP2 nalezy do grupy akwaporyn
transportujgcych wode, lecz nie transportujgcych glicerolu. Natomiast w HpAQP6
region ar/R zbudowany jest z cysteiny, izoleucyny, alaniny oraz argininy (CIAR). Co
zaskakujgce, w kombinacji tej nie wystepuje aminokwas aromatyczny, ktéry jest cechg
charakterystyczng tego regionu (Verma i in. 2015). Jednak akwaporyny o podobnym
skfadzie regionu ar/R zidentyfikowano wsréd innych mieczakéw — jedng u Slimaka
morskiego L. gigantea (seryna, izoleucyna, alanina i arginina — SIAR ) i dwie u matza
C. gigas (treonina, walina, glicyna i arginina - TVGR oraz alanina, izoleucyna, glicyna
i arginina - AIGR) (Wyniki, 5.2.6). Ponadto, jak wspomniano we Wstepie (Wstep, 1.3),
biatka z rodziny NIP oraz nowo zidentyfikowanej grupy Agp14 réwniez nie posiadajg w
regionie ar/R aminokwasu aromatycznego (Finn i in. 2014; Mitani-Ueno i in. 2011).
Jego brak powoduje zwiekszenie srednicy kanatu, co prawdopodobnie umozliwia
transport innych czgsteczek, a nie tylko wody. Mozna wiec zatozyc, ze biatko HpAQPG6
tworzy kanat transportujgcy réwniez glicerol. W przypadku HpAQP3 (FIGR) oraz
HpAQP4 (FSCR) regiony ar/R odpowiadajg sktadem aminokwasowym regionom ar/R
opisanym dla akwaporyn grupy typu AQP3 (Gupta i in. 2012). Tym samym, podobnie
jak HpAQP6, HPAQP3 i HpAQP4 prawdopodobnie transportujg zaréwno wode, jak

i glicerol.

> FHAR - fenyloanalina, histydyna, alanina, arginina; FHSR - fenyloanalina, histydyna, seryna, arginine;
FHTR - fenyloanalina, histydyna, treonia, arginina; WGYR — tryptofan, glicyna, tyrozyna, arginina
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Akwaporyny, tak samo jak inne biatka, ulegajg modyfikacjom potranslacyjnym,
takim jak fosforylacja czy glikozylacja (Li i Wang 2017). Sg one istotne dla ich
sortowania, stabilnosci, interakcji z innymi biatkami oraz aktywnosci. Ponadto,
wykazano, ze transport przez akwaporyny zalezy od zmian pH, i stezenia jonow
wapnia (Kaptan i in. 2015; Németh-Cahalan i in. 2004). Molekularny mechanizm
dziatania roznych modyfikacji i warunkéw komodrkowych na akwaporyny zostat
rozpoznany tylko dla kilku biatek. Jak wspomniano w Wynikach (Wyniki, 5.2.5),
w przypadku akwaporyn cztowieka rozpoznano kilka miejsc fosforylacji, istotnych dla
ich transportu do okreslonego przedziatu komérkowego (AQP1, AQP2, AQP5, AQPS8),
jak i bramkowania tworzonych przez nie kanatéw (AQP4) (Tdrnroth-Horsefield i in.
2010). Odpowiedniki niektérych fosforylowanych aminokwaséw udato sie zlokalizowaé
rowniez w akwaporynach H. pomatia. Dotychczas dokladnie opisane zmiany
konformacyjne zalezne od fosforylacji, a zwigzane z bramkowaniem kanatu opisano
tylko dla Agp1 drozdzy, SoPIP2;1 szpinaku oraz AQPO cztowieka (Fischer i in. 2009;
Reichow i Gonen 2008; Nyblom i in. 2009). Co ciekawe, dla kazdej z tych akwaporyn
inny fragment polipeptydu zaangazowany jest w mechanizm regulacji (Tornroth-
Horsefield i in. 2010). W Agp1 diugi koniec N tworzy helikalng strukture, ktéra zamyka
por od strony cytoplazmatycznej, w przypadku AQPO funkcje te petni petla B, natomiast
w SoPIP2;1 petla D wnika do $rodka poru ograniczajgc mozliwos¢ transportu wody.
Zatem, prawdopodobnie oparty na fosforylacji mechanizm regulacji transportu powstat
wielokrotnie w toku ewolucji i zapewne nie sg to wszystkie mozliwe metody zamykania
poru (Térnroth-Horsefield i in. 2010). By¢ moze bardzo dlugi koniec C w HpAQP6,
podobnie jak koniec N Agp1, uczestniczy w zamykaniu kanatu.

We wszystkich HpAQP stwierdzono obecnoé$¢ reszty histydyny tuz przed
pierwszym motywem NPA. Reszta ta w przypadku innych akwaporyn zostata uznana
za miejsce, ktérego uprotonowanie zalezy od pH cytoplazmy i ktdére wptywa na
transport wody przez kanat (Kaptan i in. 2015). Mozna zatem zatozy¢, ze w biatkach
HpAQP réwniez wystepuje taki mechanizm regulacji transportu. Z kolei glikolizacja
akwaporyn uczestniczy w regulacji ich stabilnosci, jak to stwierdzono dla stabilnos¢
AQP2 i AQP10 czlowieka (Hendriks i in. 2004; Oberg i in. 2011). Zatem, w przypadku
HpAQP3 i HpAQPS5 (Wyniki 5.2.5), dla ktorych stwierdzono mozliwos¢ glikozylacii
w analogicznych miejscach, modyfikacja ta moze petni¢ takg sama role.

Podstawowg funkcjg fizjologiczng, jakg petnia akwaporyny jest budowa
kanatow, ktore transportujg wode przez nabtonki (Verkman 2006). Dlatego tez biatka te
petnig bardzo istotng role w procesach Scisle zwigzanych z transportem wody, takich
jak zageszczanie moczu, czy wydzielanie S$liny. Ponadto, zlokalizowano je

w adipocytach czy hepatocytach, czyli komoérkach budujgcych narzady, ktérych funkcja
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fizjologiczna nie jest scisle zwigzana z transportem wody, a z transportem glicerolu
(Laforenza i in. 2016a). Udokumentowano réwniez, Zze obecnoS¢ akwaporyn
w plemnikach wptywa na ich ruchliwos¢, a brak tych biatek zmniejsza ich mozliwosé
poruszania sie (Laforenza i in. 2016b). Mozna wiec stwierdzi¢, Zze biatka te uczesticzg
w waznych procesach fizjologicznych, nie tylko zwigzanych z utrzymywaniem
homeostazy wodnej organizmu. Z tego powodu, wyznaczenie profilu organo-
specyficznej ekspresji genow kodujgcych akwaporyny H. pomatia nie zostato
ograniczone tylko do takich narzaddéw jak slinianki i nerki, ale zostato rozszerzone
o inne elementy uktadu pokarmowego (zotadek, jelito tylne, watrobotrzustka), jak
rébwniez nerwowego (zwoje mozgowe), rozrodczego (gruczot obojnaczy),
oddechowego (ptuco) oraz dodatkowo o noge, ptaszcz i ptuco. We wszystkich
przebadanych narzgdach stwierdzono obecno$¢ transkryptéw wiecej niz jednego genu
kodujgcego akwaporyny, a w nerce nodze, watrobotrzustce i ptaszczu stwierdzono
obecnos¢ transkryptéw gendw kodujgcych wszystkie przewidywane biatka HpAQP. Co
wiecej, transkrypty genéw HpAQP1, HpAQP2 i HpAQP5 zlokalizowano w kazdym,
badanym narzadzie (Wyniki, 5.2). Sugeruje to ich przynalezno$¢ do grupy typu AQP1,
natomiast trzy pozostate biatka HpAQP, biorgc pod uwage ich lokalizacje (Wyniki, 5.3),
mozna zaliczy¢ do grupy typu AQP3.

Wystepowanie wielu réznych akwaporyn w jednym organie jest wynikiem
typowym i udokumentowanym zaréwno dla kregowcdw, jak i bezkregowcdw (Spring
i in. 2009; Takata i in. 2004). Wynika to prawdopodobnie z wielu funkcji, jakie mogag
petni¢ poszczegdlne akwaporyny. Rdznig sie one zaréwno szybkoscig transportu
wody, rodzajem transportowanych zwigzkoéw, jak i mechanizmami regulacji tego
transportu (Kreida i Tornroth-Horsefield 2015). Wszystkie te cechy dajg szeroki
wachlarz mozliwosci kontroli przeptywu réznych czgsteczek. Mozna réwniez
przypuszczaé, ze wystepowanie réznych akwaporyn w jednym narzgdzie moze
stanowi¢ ewolucyjne zabezpieczenie przed ewentualng dysfunkcjg ktérego$ z biatek,
tak by inne mogto przejgc¢ jego funkcje.

Analiza bioinformatyczna zidentyfikowanych sekwencji mRNA wykazata, ze
kodowane przez nie biatka HpAQP s3g potencjalnymi akwaporynami. Ponadto, dalsze
badania struktury motywéw NPA i regionu ar/R, za pomocg programu PoreWalker
(Wyniki, 5.2.4) oraz lokalizacja transkryptow kodujgcych poszczegdlne akwaporyny
w roznych narzgdach wskazaty, ze czes¢ z nich nalezy do biatek grupy typu AQP1
(wysoce selektywnych w stosunku do wody), a cze$¢ do grupy typu AQP3
(posiadajacych zdolnos¢ transportu glicerolu). W celu weryfikacji, ze geny HpAQP1-6

kodujg biatka funkcjonujgce jako kanaty wodne oraz potwierdzenia czy posiadajg one
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zdolnos¢ transportu dodatkowych zwigzkéw, wykonano test komplementacji
w komdrkach drozdzy S. cerevisiae.

Drozdze S. cerevisiae uznawane sg za organizm modelowy i wykorzystywane
sg w badaniach wielu procesow, takich jak fatdowanie biatek, sygnalizacja komérkowa,
procesy metaboliczne, czy transport btonowy (Fields i Johnston 2005). Stanowig model
w badaniach wielu chordb, takich jak nowotwory czy choroby neurodegeneracyjne
(Greenfield i in. 1999; Hartwell 2002; Muchowski i in. 2002). Powszechno$¢ ich
stosowania wynika z faktu, ze ich hodowla jest stosunkowo prosta i mato kosztowna,
komorki tatwo ulegajg modyfikacjom genetycznym, a szybkos¢ podziatdbw umozliwia
uzyskanie duzych ilosci materiatu w krotkim czasie (Fields i Johnston 2005). Ponadto,
w Europejskiej Bazie Saccharomyces cerevisiae do Badan Funkcjonalnych
(EUROSCARF) dostepne sg mutanty drozdzowe pozbawione pojedynczych genow.
Z wyzej wymienionych powodow zdecydowano sie wykorzystaé ten model
w badaniach nad funkcjonalnoscig i selektywnoscig biatek HpAQP H. pomatia. Do tego
celu wykorzystano szczep Afpsl pozbawiony genu kodujgcego akwagliceroporyne
oraz posiadajgcy dwie niefunkcjonalne akwaporyny (Wyniki 5.4.2). Badania
z wykorzystaniem tego modelu wykazaty, ze wszystkie geny HpAQP kodujg biatka
funkcjonujgce jako kanaty wodne. Nie wszystkie jednak transportujg wode z takg samag
wydajnoscig. Jest ona wyzsza dla biatek HpAQP1, HpAQP2 oraz HpAQP5. Po raz
kolejny wskazuje to na prawdopodobng przynaleznos¢ tych biatek to grupy typu AQP1.
Natomiast biatka nalezgce do grupy typu AQP3 charakteryzujg sie mniejszg
wydajnoscig transportu wody. Jak mozna zauwazy¢ (Wyniki, 5.4.2) komorki
z ekspresja HpAQP3, HpAQP4 oraz HpAQP6 lepiej rosng na pozywce
hipoosmotycznej (w poréwnaniu z komérkami z ekspresjg HpAQP1, HpAQP2 oraz
HpAQP5), co wskazuje na mniejszg wydajnos¢ transportu wody, a tym samym
sugeruje przynaleznosc¢ biatek HpAQP3, HpAQP4 i HpAQP6 do grupy typu AQP3.

Po odkryciu pierwszych akwaporyn i potwierdzeniu, ze transportujg one wode,
wykazano, ze mogg one transportowaé réwniez glicerol (Reizer i in. 1993). Stad, przez
wiele lat funkcjonowat podziat na akwaporyny ortodoksyjne i akwagliceroporyny,
a transport glicerolu badz jego brak, byt jedng z charakterystycznych cech okreslanych
dla kazdego, nowo odkrytego biatka (Verkman i Mitra 2000). Cho¢ obecnie wsrdd
akwaporyn wyodrebnia sie wiekszg liczbe grup (Wstep, 1.2), to transport glicerolu
wcigz jest cechg istotng dla ich klasyfikacji. Tym samym, okre$lenie czy biatka
HpAQP1-HpAQP6 transportujg glicerol byto istotne dla stworzenia ich petnej
charakterystyki. Wykorzystanie testu komplementacji w komorkach drozdzy
S. cerevisiae (Wyniki, 5.4.2) pozwolito stwierdzi¢, ze tylko biatka HpAQP3

i HpDAQP4 transportujg glicerol. O ile brak tej mozliwosci w przypadku biatek HpAQP1,
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HpAQP2 oraz HpAQP5 nie byt zaskakujgcy, o tyle brak transportu glicerolu przez
HpAQP6 stanowit zaskoczenie. Biorgc pod uwage sktad aminokwasowy regionu ar/R,
jak rowniez wyniki uzyskane dzieki programowi PoreWalker przypuszczano, ze biatko
to jest zdolne do transportu glicerolu. Dodatkowo fakt, ze transkrypt kodujgcy to biatko
nie wystepowat we wszystkich badanych pod tym katem narzadach zdawat sie
potwierdzac to zatozenie. Jednakze, test komplementacji wykluczyt takg mozliwos¢.

Zaleznos¢ pomiedzy strukturg kanatu, a przepuszczalnoscig dla nadtlenku
wodoru (H,O,) nie jest znana (Bienert i Chaumont 2014). Dotychczas wykazano, ze
zwigzek ten transportowa¢ mogqg biatka nalezgce zaréwno do grupy typu AQP1, AQP3
jak i AQP8 (Bienert i Chaumont 2014; Miller i in. 2010; Vieceli Dalla Sega i in 2017).
W przeciwienstwie do AQP1 szczura, AQP1 cztowieka posiada zdolno$¢ transportu
H,O,, choC biatka te réznig sie tylko 18 aminokwasami, z ktérych zaden nie jest
zwigzany ze strukturami uznawanymi za istotne dla selektywnosci kanatu (Bienert
i Chaumont 2014). Podobna sytuacja ma miejsce w przypadku biatek PIP2
z Arabidopsis thaliana. Czes¢ izoform utatwia dyfuzje H,O, przez btone (PIP2;2,
PIP2;4, PIP2;5 i PIP2;7), a cze$¢ nie (PIP2;3, PIP2;6 i PIP2;8), cho¢ ich sekwencje sg
do siebie bardzo podobne (Hooijmaijers i in. 2012). Ponadto, wykazano, ze roslinne
biatka XIP, ktére nie transportujg wody, transportujg wydajnie H,O, (Bienert i in. 2011).
Tym samym, tylko poprzez badania funkcjonalne mozna byto stwierdzi¢, ktére z biatek
HpAQP1-HpAQPS6 transportuje H,O,. Wykorzystujgc test komplementacji w komérkach
drozdzy (Wyniki, 5.4.2) wykazano, ze HpAQP5 oraz HpAQP®6 transportujg H,O,, przy
czym to drugie biatko charakteryzuje sie znacznie wyzszg wydajnoscig tego procesu.
Co ciekawe, badania wzglednego poziomu ekspresji gendw HpAQP w nodze, nerce
oraz jelicie wykazaty, ze transkrypt HpAQP6 wykazuje najwyzszy poziom ekspresji
(Wyniki, 5.2). Tak wiec biatko, ktére wydajnie transportuje H,O, jest rownoczesnie tym,
ktérego prawdopodobnie jest najwiecej w przebadanych narzadach.

Wiaczenie sekwencji aminokwasowych biatek HpAQP w drzewo filogenetyczne
akwaporyn bezkregowcéw i kregowcdw (Wyniki, 5.2.6) pozwolito stwierdzi¢ ich
przynaleznos¢ tylko do jednej z czterech tradycyjnie wyrdéznianych grup akwaporyn (typ
AQP1, AQP3, AQP8 i AQP11), jak i konieczno$¢ wprowadzenia nowych grup tych
biatek do sytemu ich klasyfikacji. Sekwencje aminokwasowe HpAQP1, HpAQP2
i HDAQPS5 grupuja sie z akwaporynami grupy typu AQP1. Potwierdza to wniosek oparty
o analize bioinformatyczng, wyniki uzyskane z wyznaczenia profilu organo-specyficznej
ekspresji gendéw oraz testu komplementacji w komorkach drozdzy wskazujacy, ze
biatka te wykazujg wtasciwosci charakterystyczne dla biatek zaliczanych do grupy typu
AQPL1. Co ciekawe, biatka HpAQP1 i HpAQP2, nie wykazujgce zdolnosci transportu
H,O, znajdujg sie w podgrupie innej niz biatko HpAQPS5, ktore H,O, transportuje.
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Mozliwe wiec, ze przy wiekszej liczbie danych o akwaporynach mieczakéw uda u tych
zwierzat wyodrebni¢ dwie grupy akwaporyn typu AQP1, podobnie jak ma to miejsce
u owaddéw (Grupy PRIP i DRIP; Wstep, 1.2.1). Wniosek ten jest prawdopodobny,
poniewaz analiza filogenetyczna oparta tylko na sekwencjach mieczakéw wskazuje, ze
w typie AQP1 grupy takie wystepujg (Colgan i Santos 2018). Pozostate trzy biatka
HpAQP wchodzg w skiad nie wyrdznianych dotagd grup, ktére nazwano
malakogliceroporynami (HpAQP3 i HpAQP4) i malakoakwaporynami (HpAQPG).

Wprowadzony termin malakogliceroporyny zaktada, ze biatka te transportujg
glicerol, co zostato potwierdzone w badaniach funkcjonalnych (Wyniki, 5.4.2).
Jednakze rownoczesnie ich sekwencje aminokwasowe nie fgczg sie na drzewie z
grupg typu AQP3, obejmujgcg sekwencje akwaporyn cztowieka, niesporczakéw oraz
mieczakéw. Wynika to stad, ze cechg charakterystyczng sekwencji aminokwasowej
biatek grupy typu AQP3 jest dtuga petla C (Anderberg i in. 2011; Hénin i in. 2008),
ktérej brak w opisywanych akwaporynach slimaka winniczka. Tym samym, drzewo
filogenetyczne budowane na podstawie sekwencji nie potaczy ze sobg tych dwdch
grup. Podobna sytuacja ma miejsce w przypadku grupy Eglp. Petla C jest dluzsza niz
u HpAQP3 i HpAQP4, cho¢ nie tak dtuga, jak u przedstawicieli grupy typu AQP3
(Stavang i in. 2015). Tym samym biatka Eglp zlokalizowane sg na drzewie blizej AQP3
niz Mglp, jednak wcigz nie tworzg z nig jednej grupy. Sugeruje sie, ze biatka Eglp
wyewoluowalty z biatek typu AQP1, a zdolno$¢ do transportu glicerolu uzyskaty poprzez
mutacje prowadzgcg do zmiany jednego aminokwasu w obrebie ar/R regionu (Finn i in.
2015b). By¢ moze, taka sama sytuacja miata miejsce w przypadku malakogliceroporyn
Slimaczych. Zwlaszcza, ze biatka Mglp nie posiadajg charakterystycznego kwasu
asparaginowego tuz za drugim motywem NPA, ktéry jest jedng z cech
wyznacznikowych akwaporyn typu AQP3 (Ishibashi i in. 2017). Zatem, sekwencja
aminokwasowa tych akwaporyn jest jeszcze bardziej podobna do typu AQP1 niz
sekwencje Eglp.

Z kolei w grupie malakoakwaporyn obok HpAQP6 znajdujg sie rowniez
sekwencje pochodzgce z C. gigas i L. gigantea. Cechg wspdlng tych sekwenciji jest
dtugi koniec C oraz region ar/R pozbawiony aminokwasu aromatycznego. Badania
funkcjonalne HpAQP6 wykazaty, ze biatko to transportuje wode, cho¢ mniej wydajnie
niz biatka grupy typu AQP1 oraz H,0,. Przeprowadzone badania wykluczyty transport
glicerolu, pomimo budowy regionu ar/R sugerujgcego takg mozliwos¢ (Wstep, 1.3).
Grupa ta zdaje sie by¢ typowa tylko dla mieczakéw, i wraz z inng grupg, nazwang
grupg specyficzng tylko dla roztoczy (Wstep, 1.4.6), charakteryzuje sie sktadem
aminokwasowym regionu ar/R odpowiadajgcy akwaporynom NIP z ros$lin (Liu i Zhu

2010; Abascal i in. 2014). Sugeruje sie, ze biatka NIP w roslinach majg swoje zrédto
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w horyzontalnym transferze gendw pochodzacych z bakterii (Zardoya i in. 2002).
Obecnie uwaza sie, ze taki proces zachodzit czesto w trakcie ewolucji akwaporyn
i dotyczy wiekszej liczby biatek (Ishibashi i in. 2017). By¢ moze malakoakwaporyny, jak
i akwaporyny specyficzne tylko dla roztoczy réwniez majg swoje zrodto wtasnie w tym
procesie.

Analiza filogenetyczna wykazata rowniez, ze wsréd biatek HpAQP nie
wystepujg homologi akwaporyn grup typu AQP3, AQP8 oraz AQP11. Nalezy jednak
pamietaé, ze sekwencje aminokwasowe HpPAQP uzyskano w wyniku analizy
transkryptomu, a nie genomu. Dlatego tez nie wszystkie akwaporyny H. pomatia mogty
zosta¢ zidentyfikowane. Tym bardziej, ze w grupach typu AQP3, AQP8 i AQP11
znajdujg sie sekwencje biatek innych mieczakéow (Wyniki, 5.2.6).

Konsekwencjg uzyskania przekonujgcych danych dotyczacych akwaporyn
H. pomatia byta proba okreslenia funkciji fizjologicznej kanatéw przez nie budowanych.
W tym celu przeprowadzono eksperymenty polegajgce na wyznaczeniu zmian
w poziomie ekspresji genow HpAQP1-HpAQP6 w trakcie zapadania slimaka w stan
estywacji. Do analizy wybrano trzy narzady petnigce istotng funkcje w zachowaniu
homeostazy wodnej organizmu, tj. jelito, w ktérym dochodzi do resorpcji wody, nerke
uczestniczgcg w zageszczaniu moczu oraz noge, ktéra jest najwiekszym narzgdem,
ma bezposredni kontakt ze s$rodowiskiem zewnetrznym i przez nig zachodzi
najwicksze parowanie (Barker 2001). Ekspresja kazdego z sze$ciu gendw kodujgcych
biatka HpAQP analizowana byta w kazdym z trzech narzadéw (Tab. 5), co dato
kombinacje 17 réznych uktadéw (HpAQP3 nie ulega ekspresji w jelicie). Ponadto
pomiary poziomu ekspresji gendw wykonywano dla $limaka aktywnego oraz
pozbawionego dostepu do wody odpowiednio przez 3, 7, 15 i 35 dni. Tym samym,
sprawdzono po raz pierwszy, jakie zmiany zachodzg w trakcie zapadania slimaka
w stan estywacji, a nie tylko u slimaka juz estywujgcego (35 dni bez wody).

Opierajgc sie na wynikach analizy poziomu ekspresji genéw HpAQP1-HpAQP6
(Wyniki, 5.5.2) mozna stwierdzi¢, ze kodowane przez nie biatka petnig wazng role
w zachowaniu homeostazy wodnej organizmu w trakcie estywacji. Dla slimaka
aktywnego i estywujagcego (35 dzien bez wody) tylko w 7 uktadach zauwazyé mozna
spadek poziomu ekspresji genow, czyli zjawiska wyciszania, ktore jest typowe dla
estywacji (HpAQP4 i HpAQP6 w jelicie, HpAQP1, HpAQP2 i HpAQP6 w nerce oraz
HpAQP1 i HpAQP5 w nodze). W przypadku pozostatych 8 uktadach poziom ekspresiji
pozostaje na tym samym poziomie (HpAQP1, HpAQP2 i HpAQPS5 w jelicie, HpAQP3-
HpAQP5 w nerce oraz HpAQP2 i HpAQP4 w nodze) bgdz wzrasta (HpAQP3
i HPAQP6 w nodze). Ta sama ilo$¢ transkryptu zanotowana zaréwno dla aktywnego

jak i estywujgcego slimaka swiadczy o tym, ze biatko kodowane przez ten transkrypt
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jest istotne dla zachowania homeostazy organizmu w obu tych stanach fizjologicznych.
Warto zauwazy¢, ze zaréwno w nerce, jak i w jelicie zaden z badanych genow nie
wykazuje wiekszego poziomu ekspresji w 35. dniu bez wody niz u Slimaka aktywnego.
Natomiast w nodze dochodzi do wzrostu poziomu ekspresji HpAQP3
I HPAQP6. Wskazuje to na istotng role, jakg moga petnic te biatka w trakcie estywac;ji.
Dotychczasowe badania wykazaty, ze w nodze u slimaka estywujgcego wzrasta
aktywnos¢ dehydrogenazy glutaminianowej (GDH) przeprowadzajgcej reakcje,
w wyniku ktorej otrzymywany jest amoniak bedgcy zrodtem azotu w cyklu
mocznikowym (Bell i in. 2012). Mocznik natomiast jest zwigzkiem utrzymujgcym wode
w tkankach, a jego ilos¢ znaczgco wzrasta u wielu gatunkéw zwierzat w trakcie
dziatania suszy, rowniez w nodze u slimaka afrykanskiego Achatina fulica (Hiong i in.
2005). Analizujgc wtasciwosci HpAQP3 i HpAQP6 mozna domniemywa¢, ze HpAQP3
jako akwaporyna transportujgca glicerol, moze roéwniez by¢ przepuszczalna dla
mocznika (Geng i Yang 2017). HpAQP6 natomiast, moze transportowaé amoniak,
ktéry jest zwigzkiem transportowanym przez roslinne biatka NIP (Azad i in. 2016), do
ktérych biatko to jest podobne pod wzgledem struktury regionu ar/R. Mozliwe wiec, ze
powstajgcy w nodze w wyniku dziatania GDH amoniak transportowany jest do
hemolimfy przy udziale HpAQP6, a nastepnie trafia do watrobotrzustki, w ktorej
powstaje mocznik. Ten z kolei, transportowany jest z hemolimfy do komdrek nogi za
pomocg HpAQP3.

Warto takze zwrdci¢ uwage, ze w przypadku HpAQP3 oraz HpAQP6 do zmiany
poziomu ekspresji dochodzi dopiero po 7. dniach ograniczenia dostepu do wody. Do
tego momentu ilos¢ transkryptéow tych gendéw nie wzrasta. Z kolei zmniejszenie ilosci
transkryptu juz od 3. dnia zapadania w stan estywac;ji, ktére utrzymywane jest do
momentu osiggniecia tego stanu zachodzi tylko w przypadku HpAQPL1 i HpAQP6
w nerce oraz HpAQP4 w jelicie. W pozostatych przypadkach zmiany zachodzace
pomiedzy Slimakiem aktywnym a slimakiem zapadajgcym w stan estywacji sg bardzo
dynamiczne. Zwlaszcza zwracajg uwage zmiany zachodzgce pomiedzy Slimakiem
aktywnym, a Slimakiem po trzech dniach ograniczenia wody. Az w siedmiu
przypadkach, tj. dla HpAQP2 we wszystkich badanych narzgdach, HpAQP3 w nerce,
HpAQP1, HpAQP4 i HpAQPS5 w nodze, w tym okresie poziom ekspresji gwattownie
spada, po czym wzrasta do poziomu wyjsciowego w 7. lub w 15. dniu zapadania
w stan estywacji. By¢ moze zjawisko to zwigzane jest z aktywnoscig dobowg slimakéw,
ktory ma réwniez zwigzek z wilgotnoscig powietrza (Stepczak
I Bogucki 1983). Krotkotrwaty spadek wilgotnosci w ciggu dnia jest normalnym
zjawiskiem i nie wymaga uruchamiania szczegélnych mechanizméw zwigzanych ze
stresem. Trzeci dzien suszy wydaje sie by¢C momentem krytycznym, w ktoérym
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w organizmie zwierzecia dochodzi do zmian biochemiczno-fizjologicznych
pozwalajgcych na przezwyciezenie braku wody. Warto zwréci¢ uwage, ze wystepujgcy
po 3. dniu zapadania w stan estywacji wzrost poziomu ekspresji gendw kodujgcych
biatka HpAQP, zwigzany z ,naktadem energetycznym” wydatkowanym przez slimaka,
wskazuje na istotny udziat akwaporyn w przeciwdziataniu warunkom stresu wodnego.
Co ciekawe, analiza poziomu ekspresji genédw HpAQP w trakcie zapadania
Slimaka w stan estywacji pozwala zauwazyc, ze kierunek zmian rzadko utrzymywany
jest przez caty opisywany proces. Poza przedstawionym powyzej zjawiskiem zmian
zachodzgcym w 3. dniu wchodzenia w stan estywacji, nalezy réwniez zwréci¢ uwage
na przebieg ekspresji HDAQP4 i HpAQPS5 w nerce. Ekspresja ta utrzymuje sie przez
caty czas na tym samym poziomie, za wyjatkiem 7. i 15. dnia, kiedy dochodzi do
gwattownego wzrostu. Wiasciwie, tylko ilos¢ transkryptu HpAQPS5 w jelicie nie ulega
zmianie przez caly czas zapadania sSlimaka w stan estywacji. Oznacza to, ze
zapadanie w stan estywaciji jest procesem dynamicznym, w ktérym caty czas dochodzi
do zmian dostosowujgcych organizm do niekorzystnych warunkoéw srodowiska.
Podsumowujgc, w niniejszej pracy przedstawiono charakterystyke akwaporyn
slimaka winniczka Helix pomatia, wykorzystywanego jako model w badaniach
slimakow  lagdowych.  Zastosowanie  narzedzi  bioinformatycznych, testow
komplementacji w komérkach drozdzy S. cerevisiae, jak i analizy poziomu ekspresji
genow pozwolito na stwierdzenie, ze geny HpAQP1-HpAQP6 kodujg biatka
funkcjonujgce jako kanaly wodne, ktére poza wodg mogag takze transportowac
nadtlenek wodoru (HpAQP5 i HpAQP6) i glicerol (HpAQP3 i HpAQP4). Biatka te pod
wzgledem filogenetycznym nalezg do grupy typu AQP1 (HPAQP1, HpAQP2
i HpAQPS), jak i dwu grup dotychczas nie wyréznianych i charakterystycznych dla
mieczakdéw, tj. malakogliceroporyn (HpAQP3 i HpAQP4) i malakoakwaporyn
(HpAQPG). Oznacza to, ze akwaporyny slimakoéw nie tylko uzupetniajg istniejgcg juz
wiedze na temat tych biatek, ale réwniez wskazujg, ze dotychczasowy system
klasyfikacji zwierzecych akwaporyn, obejmujgcy cztery grupy, jest niepetny. Ponadto,
wykazano istotng role, jakg petnig akwaporyny w procesie zapadania slimaka w stan
estywacji, co ma istotne znaczenie w przystosowaniu go do przetrwania dtuzszego

okresu suszy.
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7. STRESZCZENIE

Akwaporyny to biatka tworzgce kanaty odpowiedzialne za transport wody i matych
czasteczek pozbawionych tadunku w poprzek bton biologicznych. Pomimo badan
potwierdzajgcych ich znaczenie w procesach istotnych dla mieczakow takich, jak
osmoregulacja, wydzielanie $luzu czy przeciwdziatanie stresom zwigzanym z brakiem
wody, wiedza na temat tych biatek u tych organizméw jest bardzo ograniczona. Stad,
jako obiekt badan wybrano akwaporyny $limaka winniczka Helix pomatia L., ktéry jest
modelem w badaniach fizjologii slimakéw Ilagdowych. W tym celu wykonano
sekwencjonowanie  transkryptoméw nogi i nerki tego Slimaka metodag
sekwencjonowania nowej generacji (NGS, ang. Next Generation Sequencing),
przeprowadzono analize bioinformatyczng otrzymanych danych, jak i oszacowano
poziom ekspresji zidentyfikowanych transkryptow, w tym z wykorzystaniem metody
gPCR, dla osobnikéw aktywnych i podlegajgcych estywacji. Ponadto przeprowadzono
test komplementacji w komérkach mutanta drozdzy Saccharomyces cerevisiae
pozbawionego funkcjonalnych akwaporyn oraz wykonano analize filogenetyczng
przewidywanych biatek.

W  wyniku analizy transkryptomédw nogi i nerki sSlimaka H. pomatia
zidentyfikowano szesé¢ sekwencji nukleotydowych wykazujgcych podobienstwo do
sekwencji kodujgcych akwaporyny i nazwano je HpAQP1-HpAQPG6. Ich translacja in
silico umozliwita przeprowadzenie dalszej analizy bioinformatycznej, ktéra wskazata na
obecnos¢ elementéw strukturalnych charakterystycznych dla akwaporyn, tj. dwdch
motywow NPA i regionu ar/R. Ponadto modele struktury przestrzennej otrzymane dla
przewidywanych biatek HpAQP1-HpAQP6 zawieraty elementy typowe dla tej grupy
biatek, tj. szeS¢ regionow transbtonowych i pie¢ tgczacych je petli.

Analiza organo-specyficznego poziomu transkryptow HpAQP1-HpAQP6
wykazata, ze sg one obecne we wszystkich organach wybranych do badan (ptaszcz,
noga, slinianki, zotgdek, jelito tylne, watrobotrzustka, zwoje moézgowe, ptuco, nerka i
gruczot obojnaczy). Dodatkowo wykonano pomiar wzglednego poziomu tych
transkryptow w jelicie, nerce oraz nodze. W organach tych transkrypt HpAQPG6
wystepowat w najwiekszej ilosci w poréwnaniu z pozostatymi. Analize poziomu
transkryptow HpAQP1-HpAQP6 wykonano réwniez u $limakéw zapadajgcych w stan
estywacji. Badania dotyczyly nogi, nerki oraz jelita u slimakéw kontrolnych oraz
pozbawionych dostepu do wody przez 3, 7, 15 i 35 dni. Na podstawie zmian poziomu

ekspresji genéw kodujgcych akwaporyny mozna stwierdzi¢, ze zapadanie w stan
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estywacji jest procesem dynamicznym, a raz obrany kierunek zmian nie musi by¢
utrzymywany przez caty czas trwania opisywanego procesu.

Potwierdzenie funkcjonalnosci przewidywanych biatek wykonano za pomocag
testu komplementacji w komérkach mutanta drozdzy S. cerevisiae, pozbawionego
funkcjonalnych akwaporyn. Badania wykazaty, ze wszystkie transkrypty HpDAQP kodujg
biatka funkcjonujgce jako kanaty wodne, przy czym wydajno$¢ transportu wody jest
najwyzsza w przypadku biatek HpAQP1, HpAQP2 i HpAQP5, a najnizsza dla biatka
HpAQP6. Za pomoca testu komplementacji wykazano takze, Zze biatka HpAQPS i
HpAQP6 oprocz wody transportujg nadtlenek wodoru, natomiast biatka HpAQP3 i
HpAQP4 — glicerol.

Analiza filogenetyczna biatek HpAQP, uwzgledniajgca wybrane akwaporyny
bezkregowcdw i kregowcdw, wykazata przynaleznosé trzech biatek HpAQP do jednej z
czterech tradycyjnie wyréznianych grup akwaporyn (grupy typu AQP1, AQP3, AQPS i
AQP11). W obrebie drzewa filogenetycznego biatka HpAQP1, HpAQP2 i HpAQP5
tworzg wspdlny klad z biatkami typu AQP1, natomiast pozostate biatka grupujg sie w
obrebie odrebnych kladow nazwanych malakogliceroporynami (HpAQP3 i HpAQP4)
oraz malakoakwaporynami (HpAQPG6). Malakogliceroporyny to biatka transportujgce
wode i glicerol. Ich sekwencja aminokwasowa jest bardziej podobna do sekwencji
akwaporyn typu AQP1, jednak wykazano eksperymentalnie, ze biatka te posiadajg
dodatkowo zdolnos¢ do transportu glicerolu. Malakoakwaporyny to grupa obejmujgca
biatka charakteryzujgce sie dtugim C-koncem oraz regionem ar/R, w ktérym nie
wystepuje aminokwas aromatyczny. Ponadto, badania funkcjonalnosci wykazaty, ze
biatka te oprécz wody transportujg nadtlenek wodoru.

Podsumowujgc, przeprowadzone badania pozwolity scharakteryzowac biatka
tworzgce kanaty wodne u lgdowego slimaka Helix pomatia L., stosowanego jako model
w badaniach slimakéw. Otrzymane wyniki zwigkszajg wiedze na temat zréznicowania
akwaporyn bezkregowcow i roli tych biatek w procesie estywacji. Zatem powinny
przyczyni¢ sie do poszerzenia wiedzy na temat zaleznosci filogenetycznych pomiedzy
akwaporynami bezkregowcow i ulepszenia systemu ich klasyfikacji oraz gtebszego
zrozumienia udziatu tych biatek w przeciwdziataniu skutkom ograniczenia dostepu do

wody w trakcie zapadania organizmow w stan estywaciji.
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8. ABSTRACT

Transport of water and small uncharged molecules across prokaryotic and
eukaryotic cell membranes is supported by aquaporins (AQPs). Nevertheless, molluscs
have been very poorly explored in this aspect although several important processes
characteristic for the animals, such as osmoregulation, mucus secretion, or defense
against desiccation, require AQP participation. Therefore, research on these proteins of
Helix pomatia (L), applied as a model in studies on terrestrial snail physiology, were the
subject of the studies. These were done by next generation sequencing (NGS) of the
snail foot and kidney transcriptome , and consecutive bioinformatic analysis of the
predicted proteins as well as the encoding transcript expression estimation including
gPCR for active and aestivating specimens. Moreover, the predicted protein functional
analysis in the yeast Saccharomyces cerevisiae cells depleted of functional AQPs and
the predicted protein phylogenetic analysis were performed.

The obtained H. pomatia foot and kidney transcriptomes and homology analysis
using available AQP encoding sequences allowed for prediction of six AQP encoding
sequences, named HpAQP1-HpAQPS6. These sequences were translated in silico and
analyzed bioinformatically. The analysis revealed the presence of two NPA motifs and
ar/R region conserved for AQP proteins. Likewise, modeling of three dimensional
structure for the predicted HpAQP1-HpAQP6 proteins indicated typical AQP features,
namely six transmembrane regions connected by five loops. Analysis of organ-specific
expression patterns of HpDAQP1-HpAQP6 demonstrated ubiquitous presence of the six
transcripts in tested snail organs, i.e. in mantle, feet, salivary glands, stomach,
posterior intestine, hepatopancreas, cerebral ganglia, lung, kidney, and hermaphrodite
gland. In addition, estimation of relative gene expression levels performed by gPCR for
intestine, kidney, and foot revealed the highest expression level of HDAQP6. The same
analysis performed for H. pomatia specimens during an entrance into the aestivation
state; i.e. for their three organs (foot, kidney and intestine) and five points of time
(control, 3, 7, 15 and 35 days without water) indicated that the entrance into the
aestivation state was a dynamic process as far as HpAQP expression was concerned.
The changes in expression included both decrease and increase levels of transcripts.

The complementary assay performed in S. cerevisiae proper mutant cells indicated
that the predicted HpAQP1-HpAQP6 proteins were functional. This denotes that they
are able to form water channels, although of different transport efficiency. Namely,
HpAQP1, HpAQP2, and HpAQP5 showed the highest water transport efficiency, while

HpAQP6 the lowest one. The same complementary assay allowed to demonstrate
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additional transport capabilities of HpAQPs; i.e. HpAQP5 and particularly HpAQP6
transported also H202, whereas HpAQP3 and HpAQP4 were also permeable for
glycerol.

Phylogenetic analysis including invertebrate and vertebrate AQPs and the
predicted HpAQPs indicated that three of the predicted proteins belonged to only one
of the four earlier established AQP groups. This concerns AQP1-like group and
HpAQP1, HpAQP2, and HpAQP5.The rest of the predicted HpAQPs appears to
represent two new groups named malakoglyceroporins (HPAQP3 and HpAQP4) and
malakoaquaporins (HpAQP6). Malakoglyceroporins (Mglps) are proteins of amino acid
sequences similar to the sequences of AQP1-like group members but additionally to
water transport, they have the ability to permeate glycerol. Malakoaquaporins (Magps)
are characterized by long C-end and lack of aromatic amino acid in ar/R region.
Moreover, functional assay in yeast demonstrated that they transported H202 in
addition to water.

The studies provide functional characteristic of water channel proteins
bioinformatically predicted for the terrestrial gastropod Helix pomatia L. The obtained
results extend knowledge about invertebrate aquaporin diversity, and contribute to the
protein classification improvement and better understanding of the protein role in

defense against desiccation during entrance into aestivation.
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Ryc. 1Z. Sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa HpAQP1
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210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

N T L T I N I I
ATCATCTGGATGTTTGGACATATTAGTGGAGCACATGTGAATCubLu10;ATCTA1;h@bx1LLLbblbACAGGCCACGTCAGCTTGCTGAAGACTATCT
I~~I~~W~~M~~F~~Gr~H~~I~~8~~Gr~A~~H~~ Vv~ N~ ~Pr~Crun WS v IvnGr v v~ v ~ Vv~ T vGr vHa ~ Vv~ S~ v Liv v Lv v K~ T~ I~ ~C

310 320 330 340 35E 3860 370 380 390 400
ol . ol . ol e . .. e ol ol ol ol el | ol ol o
GCTBTATAATAGCCCAGGTGGCBGGTGCCATCGCAGGAGCTGGTCTACTGAAGGCAATCATCCCCTCCGGTTGGCAAGGGAATCTGGGAACTACAACGCT
YT~ In~vAr~Qua VA~ Gr~An~ I~ A~ G~ A~ ~Gr~ L~ L~ K~ A~~~ I~ Pro~ G G~ W~ ~ Qe ~ G ~vN~~ L~ ~ G~ T~ T~ ~T~~L

410 420 430 440 450 460 470 480 480 500
TR T e T T A T T T T e (e I
CGATGAGAATGTGACCATCTGGCAGGGTGTCATTATCGAGGTCATAGCCACATTCTGCCTGGTCATGACAGTGTTCGCCAGTTGTGACCGACTGAGGACT

D~~E~~N~~V~~Tro~I~rf~~QuaGraVonI v~ I~ ~E~aVenrI~~A~~wTosFaonCanLa~Ve M~ T~ aYowFaosB~~Sa~Cr~vDro~R~~L~~R~~T

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
T T e T e T e o e e I .
GACCACAGCGGCTCCATTGCTCTAGCCATCGGCTTCTGTGTGACCGCCATGATTACTTGGATGGGTACAACGACGGGAGGCAGCATGAACCCCGCCAGAT

D~~H~~8~~G~~8~~I~~A~~L~~PA~~L~~Gr~FrnCronVonTron v aMr~ Lo~ T W~ ~Mr~ G~ T~ TP e Gr e Gr~ S~ ~M~ ~N~~P~~A~~R~~8

610 620 630 640 650 660 670 680 620 700
T e e S [ I
CCCTGGGTCCCGCTGTTGTGTCTGGCGTCTGGAAACATCACTGGATCTACTGGCTTGCTCCGATCGCTGGAGGCATCATTGCCGCACTGGTGTACGAGCA

L~~G~~P~~A~~V~~VorGrnGroVrrWerKo~H~~H~~Wo~I~~Y~~WosL~~A~~P~~I~~A~~G~~G~~I~~I~~A~~A~~L~~V~~Y~~E~~H

710 720 730 740 750 760 7170 780 780 800
R I (R - <l B I I - ol -l - <l LI I
CATCTTCGCCGAGCAGACGAAGGAGACCAACACGGAACTTAACACCTTCCAGTACAACAACCTGGAGATGCAGCGCAGCGGCTACCTGGACTTCACGCTG
I~~F~~A~~E~~Q~~T~~EK~~E~~T~~N~~T~~E~~L~~N~~T~~F~~Q~~Y~~N~~N~~L~~E~~M~~Q~~R~~8~~G~~¥~~L~~D~~F~~T~~L

810 820 830 840 850 860 870 BED 890 ano
T T T T T o e L I I
GACATCCCTGGTCCAGGCAACGACAAARACCACCAGCCCAACAGACTTCAACAAGGGTCGGAGATTCTCGGCTGCCTTCATCCTGAACGCTTTCACCAGGA

D~~I~~P~~G~~Pr~G~~N~~D~~RKr~T~~Tr~§~nPrnT~nDvnFrnNe~RK~~G~~Re~Re~F~~§~~A~~p~~FrnI~nLv~N~~RA~~F~~T~~R~~N

910 920 930 940 950 960 970 9&0 990 1000
Sl Sl ol Sl Sl -l c e ol Sl sl R Sl Sl -
ACCGAGACCGCCGGGCGTCGACTAGCGAGGGGCTGTAGCGCTGATGAGGGCCGTGCAGTCGATGATGAGGAATCCTGTCTGTGATACCCCACTTGGTGCG
R~~D~~R~~R~~A~~§~~Tr~S~~ErnaGraL~a®

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070
e L T e e T e T T I
GAGTGTGTTTTTATGTCGGACACTATCAACAT T TACAATCAGGGAAGGGCTATGATCTAGGGTAGTAGTTGAC

Ryc.3Z Sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa HpAQP3.
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HpAQP4
HpAQP4

HpAQP4
HpAQP4

HpAQP4
HpAQP4

HpAQP4
HpAQP4

HpAQP4
HpAQP4

HpAQP4
HPAQP4

HpAQP4
HpAQP4

HpAQP4
HpAQP4

HpAQP4
HPAQP4

HpAQP4
HpAQP4

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
B e e e T [ e el
TRC CAAGAAGTATATACACTTT \:\..ACMGCL.LL. T thATTGCGCRCATT TBMCWCATMNGGCTGTBMTATGATTGACBTTTTGGGATTTCACGA

M~~I~~D~~I~~L~~G~~F~~H~~E

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
elscoafasaa]acna]asnelasns]acnsasnalooailocaa|cnanlancala T [ I I A |
GATACGGACTGGMAATTTGTCmGCGGTGTTGGCAGAGTTTGTAGCTACTGCTATTTTGATCATCGCTGGCTGTGGGTCTTGTGTGACCATGGACGAA

I~~R~~T~~Gr~Ko~FonVecRo~vAr sV s Lo~ A~ B v FosVa o foaTacfo s I va e s Lo I~ cAm G~ CanGrn G mConVa~Ta ~M~~D~~E

210 220 230 240 250 280 270 280 290 300
T T T e I T T e T e T O I |
GGGAAACCTCTTAGCACCTTGACAACATCGTTAACGTTCGGGATGACCGTTGCCTTCATTGTGTATACCTTTAATCACGTGAGCGGAGCCCACAT TAATC

G~~K~~P~~L~~8~~T~~L~~T~~T~~8~~Lo~T~~F~~G~~M~~T~~VorprcFrnoIvaWorYorTonFonNe~He Vo~ 8~ ~G~~A~~H~~I~~N~~P

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
T T T T T e T e e I
CTGTTGTGACGATGGGGTTTCTCATTACAGGCCACACTAAAGTGGTTAAAACCATTGCCTACACTGTTGCTCAGTGTGGTGGCGCTATCGCTGGCTCAGC

A A e € ) e P R B € e e e e O L R R e e R e & e e R R C i - Iy .

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
R -l o o - o - s]assc]asea]asaa]asas]s
CGTCATCTGGTACCTGGTGCCACCTGGTTGGAGGGGAACCATCGGGAGCACCGTGTTCGCAGAGGGTGTAAL1L¢LuunCAAuuLLLluluATAGAAGCC

VoorLosWesY s Lo s Voo ProsPosGosWe s R~ Go T T Gr v §on T n Vo e Fon B v Br s Gr Vo o T v L~ Gre w Qe v Gro v Fon Voo Lo Ee R

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

T T e T S e e e [ I T
ACCAGTACGTGTTTCCTGATGTTGGGTGTACTGGCAAGCGCAGACAATCATCGGACTGATCACGGGGGGTCTACCTCTCTCACTATAGGACTTGTTGTCT
T~~8~~T~~C~~F~~L~~M~~L~~G~~V~~L~~A~~§~~A~~D~~N~~H~~R~~T~~D~~H~~G~~G~~8~~T~~8~~L~~T~~I~~G~~L~~V~~V~~F

610 020 630 640 650 660 670 680 690 700
N T T A R N T R T T
TCACGCARAGTGCATGGGCEEEARAGCCAACTGECTGCAGTATGAACCCAGCCCGCTCECTGEETCCEECCETETTATCGGEARCCTGGECCAACCACTE

T~~Q~~8~~A~~W~~A~~G~~K~~P~~T~~G~~C~~8~~M~~N~~P~~A~~R~~8~~L~~G~~P~~A~~V~~L~~8~~G~~T~~W~~A~~N~~H~~W

710 120 730 740 750 760 770 780 790 800

T T T T T e e T e e [ e |

GGTGTACTGGGCTGCTCCTGCATTTGGGTCAATACTAGGTTCL1 TGTTTTACCACCATGTTCTTGCT L-rAAlLbL.LACCAGAGGTCAGCACMGCATCCAG
A A e e e R R R e e - Tl S A e - e M e G < o - B A e e ) - e e - e - e e *]

810 820 830 840 850 860 870 880 890 800
T T e T T e T e T [ I el
GGCACACCTTTGACTGACGTTTCACACAGAGAGGCAGAGAAACGGCAACATCTAACGGAAAGGACTCCAGTTATTGACAAAAACCACAGCAAACGATACC

G~~T~~P~~L~~T~~D~~V~~8~~H~~R~~E~~A~~E~~K~~R~~Q~~H~~L~~T~~E~~R~~T~~P~~V~~I~~D~~K~~N~~H~~8~~K~~R~~¥~~Q

210 920 830 840
T T e e [ I I
AGAAACAAGGGTTTAGTMTCC TGCTATGGACTTAGTTTCTTCGTGA

K~~Q~~G~~F~~8~~N~~P~~A~~M~~D~~L~~V~~8~~8~~%

Ryc. 4Z Sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa HpAQPA4.
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HpPAQPS
HpPAQPS

HpAQP5
HpAQPS5

HpAQP5
HpAQPS5

HPAQP5
HPAQPS

HPAQP5
HPAQP5

HpAQPS5
HpAQP5

HpAQP5
HPAQP5

HpAQPS5
HpAQPS

HpAQPS
HpAQPS

HpPAQPS
HpPAQPS

HpPAQPS
HpPAQPS

HpAQPS
HPAQPS

10 20 30 40 50 60 70 BD 90 100
e P e R [ I P I T e T T T e I
CGAGAGGCAGTCGCAGGTTATTRTTCGACGTTATCTTTTTCATTTATTGCTMAGCCACCMGCAGAGTTTGATATCTGGCCCTTGACACGGBMACRGA

110 12E 130 140 150 160 170 180 190 200
O T P I B T T e T T T | o
B.P.C CAGMMCAGMACCAGGACBGAT TTGT TGCCT TRTAMCGMGT TAT TMTAMCAGTMTAT C TACP.C GCAGAACAAATCACARACAATC T TGGG

210 42c 230 240 250 260 270 280 490 300
B T T T A FO T L A T B B T T T P IR
CAMGMCMTCTTTGAAC}\TTCATTTGCMCTCATTGGATTACTGTTTTAMCMGMCCAGCGCGATCMTCGMGTMCCMC}U\TGGMGCCCT
M~~E~~A~~L

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
T T T T T T T T T T T T

CTTCATTCATATTGCCAACAAGCTGGAAGCCATTCGCTTCGGCCGACAGAGCCCTTCGGGGAAGATCGTCGACCTGTCAGAGCTCAAATCCGTGGAGCTG
F~~I~~H~~I~~A~~N~~K~~L~~E~~A~~I~~R~~F~~G~~R~~Q~~§~~P~~§~~G~~K~~I~~V~~D~~L~~§~~E~~L~~K~~8~~V~~E~~L

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
e T T T T S o e T T |
TGGAGGGCGGTATTTGCCGAGTTCCTGGCTCAAG'I‘GCTCTTTCTGTTCCTCGGATGTGCCTC GCCATCGCCATTTCTGCAACAAACGAATCTTCAGACA

W~~R~~A~~V~~F~~A~~E~~F~~L~~A~~Q~~V~~L~~F~~L~~F~~L~~G~~C~~A~~8~~A~~I~~A~~I~~8~~A~~T~~N~~E~~8~~8~~D~~1

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
T T T T T o 1 T O |
TCTATCTGGTGAAGATCGCTCTATC'.T.‘TTCGGACTGGCAATCATGGCGCTGATTCAAATGTTTGGACATGTCAGTGGAGGTCACATTAACCCAGCCGTCTC

Y~~L~~V~~K~~I~~A~~L~~8~~F~~G~~L~~A~~I~~M~~A~~L~~I~~Q~~M~~F~~G~~H~~V~~8~~G~~G~~H~~I~~N~~P~~A~~V~~8

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
- - -l - -l -1 -1 B I I - |- |- - B I I -l -
GATAGCAATGGCTGTGGCCATGAACATTTCGGTTGTCAGAGCTGTGTTGTACGTAATCGCCCAGATTC'I'TGGCGCCATCGTTGGAGGATTCCTCCTCAAA
I~~A~~M~~RA~~V~~A~ ~M~~N~~I~~8~~ VW~~~ ~Rv~ A~~~ Lv~ Y~ ~ Vv v T v v A~ Qv I~ Ly~ G~ A~ L AW~ ~ G~ G ~F~~ L~ ~L~~K

710 720 730 740 750 760 770 780 790 800

P T e T T T O T e [ I
GGGTTGACCCCAACTCGGTTTCAT GACARACTTGGCGGTCACTAACCTGGGACACGGGGTCACTCAGGCTCAGGGATTTGGCGTGGAGCTGCTGCTGACCT
Gr~~L~~T~~Pr~T~~Rv~Fr~H~~D~~N~~L~~A~ ~ T~ Tv v N~ ~ L~ ~Gr v Hy ~Gr ~Vn ~ T~ Qv ~ A~ ~Qn ~Gr ~ P~ Gr~ Vv ~E~~L~~L~~L~~T~~F

81’.] BZC 830 840 850 860 870 880 890 900

TCACATTGGTGACGGTTATTTTTGGAACCACTGACCCCAACAGGGCCAGCTTCGGTAGTCCGGCCCTCTTGATTGGCCTGACGGTCACTCTTGGTCATTT
Tr~~L~~a Ve nrTraTrun v FrnGe~TrnTr Dy aPraNy ~ Ry ~vAv v 8~ v Fron G~ S~ v Pr s~ ~Lv v Lv~ I v ~Gr ~ Liv ~ T vV~ T~ Ly ~Gr~H~~ L

910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000
T T T T e 1 T e T |
GGCTGGCATCAACTACACGGGGTCCAGCATGAATCCATCCAGGTCCCTTGGATCTGCTGTTGCTTCCAACGCCTGGGACAATCATTGGATATACTGGGTA

AnnGrnInvwNvaYvaTaunGrnSvnSnaManNa~PrnSnaRen S LhvnGrenSrvAn sV aAnn G nNanBv afraDesNe v He m W T Y o v J{~ T

10'0 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100
.. F T e I | T e T e P [ Y
GGTCCAATCGCTGGCGGGGTTCTCTCTGCCCTCGTCTACAAGCTGATCATCAATCCATACAGAGGCGTGCTGAACGTGGAGGAGGCCATCAACBAACTGA

(e e BT U e LT e DT AT M- B TS AU LTS £10 C10 ML S 0 EES -LTS £ | EETc ETATATS Mty | SRR AT ot (ERy R e  CT GRS AT 4

1110 11z0 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
T T T T T o [ [ O |
AGAATGACTTACCAGCGTCTCATTTTGATGATATTACACTGAAGACCGTTGAATAGACTGCGATGATAAC TGTTTAGCGTTACCAMGGACTTTTTCAAG
N~~D~~L~~P~~A~~8~~H~~F~~D~~D~~I~~T~~L~~K~~T~~V~~E~~%
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HpAQP5
HpAQP5

HpPAQPES
HpPAQPS

HpAQP5
HPAQP5

HPAQPS
HpAQPS

HpAQP5
HpAQP5

HpAQP5
HpAQP5

HPAQPS
HpAQPS

HpAQP5
HpAQP5

HpAQP5
HPAQP5

HpAQPS5
HpAQPS

HpAQP5
HPAQP5

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
ol R T T PR | [T T O L AR N E A N PP

GAGG: CAGCAACCAAAAGCGCCAGAAATAACGCACATGTAGAATAATAGCAAGCTTCCATTTGTTGTTTAACTATTTATACAGTATTACGTATGA

1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400
T T o T T T o e I
GTGATGAAGTCTTTGTGTACCTTTCCCATTCTCAGGTACCGTTGGAAACATGGAGGTCTTGGARAGAAGCTTAACG. CCTATGTGCTCTGCAACCATC

1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500
T T T T S o I
ACACTG TCACTGARACAAATACCAGAGTATTATGGTTGCGTCAGTATTGTGACCAGTGCACTCGCCTGATGGCCTGTTGGTCCTTGTTAGAAATTTC

1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600

TTTTGAGATGAATTTTTTCGTAACCAAATATAATTCTAGTGTTTCTAGAARACGTTTCTATGAGACAAGGAGGCAAATATTACCACTTTATCTACCGAATA

1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700

CCGAAGGGTCATGAGATTTTGGGCCCAGTACCGTTTCCCAGAATGTCACAATGGCTTAGATATGTTGTCCTTTTTTTTAATCGCAGTCTGAGATATATCA

1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800
T T o T T e T I
GAATGCAGTTAAATTTAAACTATGGTGGCGCAATAAGCGAATGGTTAGAAAAATAGGGAGAATATCATGGAAAGGTAAGATGGTAAATAAATAAGTCTCA

1810 1820 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900
e T T e O e R I I
ATAATGGAAAGAARAAGACGGCAAATARAGAAGTTAGTTATGGAGTGACAAGATGTGACATARAGCTATCTCAATCATCGAGAGACAAGATGATACA!

1910 1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000

AATGTCTCAATCATGGAGACTAAAGTTGACACTTTTTCCCCCGTCTATTGTGTCTCCACATATGCGTCTGTTAATATTCCTTGCTCATATATGGGAGAT

2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080 2090 2100

ATCAACACATGTACACGTGTTAATCTTGTAGGGTCGCTATATATGTGTGGCTTCTTCCTTTATCCAGGGGTGGTTTAGAAATACAAGATGGTAATGATG!

2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 2190 2200
T T T o e I
AATTGTTGGTGATACTGATGCTGATGCTGATGTTCATAACGGCGATGTTGATGATAGAAATGTTGATGATGAAGATGTCGATGGTGAAAATATTGATGAT

2210 2220 2230 2240 2250 2260 2270
e T T L e e I I
GATATTAATAATAATGATGATTATAATCATGACCTATGTCCGCAAAACGACAAATAATARACAGCATATTCACACC

Ryc. 5Z Sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa HpAQPS5.

100



HpAQP6
HpAQP6E

HpPAQP6
HpPAQPE

HPAQP6
HpPAQP6E

HpPAQP6
HpPAQP6E

HPAQP6
HpPAQP6E

HpAQP6
HpAQP6

HpAQP6
HpAQP6

HpAQP6
HpPAQP6

HpAQP6
HpAQP6

HpAQP6
HpAQP6

HpAQP6
HPAQP6

HpAQP6
HpAQP6

HpAQP6
HPAQP6

HpAQPE
HpAQP6

HpAQP6
HpAQP6

HpAQP6
HpAQP6

HpAQP6
HpAQP6

HpAQP6
HPAQP6

HpAQP6
HpAQP6

Ryc.

10 20 30 40 50 60 70 a0 a0 100

R I I . . .. . ol o
GTTTGTAATGTGCGTTGTGTGGCAGTTACTTCTGTTTCGTGGCARAACTATTGGTGTTGCTTCCTCGTTCACATATCTATAACTAGAGAGATATTGAGAAC

110 120 130 140 150 160 170 180 150 200
verelveeslanealosenlosenlosesloeswrlovaslorneloenelovselovsaloesoloveolocrolacaslavealosnaloseslones
AACTGTATGTCACCCGCTTCCTCGTGTAGTGTCCAGCARTACACACGTGTCGCCAGAGAGTGGACATCCGCTTACGCACACTAACTGGCGTCGTACCTGG

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
P I T T I R I B O L T RN R R E i B L L I I P R
CTGAGTGTCTCACTGACCATCACCACAGGCCACATTTGTTCAGACCARAGCTACTGGGCGCAGAAGGCATCAGAGCTGTAGTGGAGGAGAACCTTGCAGG

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
vavelavsslannaloaneloaar]oans vlovaslosealosaslovaslavselossalassolasiolavsalansaloansloneslanns
CCCGCGGGCGTGGACACCACACAAGGTCACAACACGCACATTCTGGTATTCATCTAGAGCCATAGCACTGGT TACA GACGTTCTCTGTCAGACT!

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
vanalaeaclaacilsaanloanc]oanalsaauloraalcoacalioaclasoalaacalonsalacialocialacnclaanalanaslannslaanal
ACTTTGCCGCGGTGAAATATTGACGACCAAGCGAAGGARAGTCACGTTTCTGCCGTGTTTCAGAAAGTAGATCGACACTTGCAGAAGCACCATGTCTGTG

M~ ~5~ W

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
vasalaesalasnsloaasloaneloansloaanlsrnaloannlsoanlosaalacsalonsalaniolontalavaslaasslanaslonnslaansl]
GCATCCATCCCTGCCAGGCTTCGTATGGAGGCCAGGTCAACGACCTCGCTCCACGAAGATGAAACCGCTTTTGCTAARATAGTGACCAGCGAGCTGCTGG
A~~8~~I~~Pr~~RA~~R~~L~~R~~M~~E~~A~~R~~8~~T~~T~~8~~L~~H~~E~~D~~E~~T~~A~~F~~A~~K~~I~~VrrTr~~S~~E~~L~~L~~D

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
T T T e T T T I
ACATCAAGAGTGTCAGACTGTGGCGTGGCGCGGTGGCAGAATTTCTGGGCACGGGCCTTCTAGCCGTCTTCACAA CTGAAGAA

I~~K~~8~~V~~R~~L~~W~~R~~G~~A~~VrrA~~E~~F~~L~~G~~T~~G~~L~~L~~A~~Vr~Fr~Tr~I~~G~~M~~G~~L~~K~~K~~E~~G

710 720 730 740 150 760 770 780 790 800
T T T T e O T I
AGRACCCGGACCATCACTGCTACAGGCTGCCCTTGGATGTGGATTTTTCATCTCTGCCTTGGTGTCCTCGCTGAGTAACGTGAGTGGTGCCCACCTGAAT

E~~P~~G~~P~~§~~L~~L~~Q~~A~~RA~~L~~G~~C~~G~~F~~F~~I~~§~~A~~L~~V~~8~~Gr~rL~~8~ N~V ~GrnGr~RA~~H~~L~~N

810 B20 B30 B840 850 860 870 230 890 2900
T S T T T e T T A [ |
CCAGCAGTGTCCATAGCCTTCCTGGTCACTCGACAGATTACCTTCACCAGGTTTGTGGTGTACACCGTGTTCCAGACAACA GCCGTTGCTGGAGCAG
Pr~A~~VnnBrsI~v~vAn~vFovLv Vo~ Tr R Qv ~ I v~ T~ v Py~ T~ vRy v F o~V AT Y v~ T sV v Fo v Qe ~ T v T~ Gy ~Av ~ VW~ ~ A~ ~ G~ ~A~~G

910 920 930 240 950 260 970 980 950 1000
e e T T e e [ O PP
GTCTCCTCAAGGTCATCCTGCCARCGTCGTACGTGGGCARCCTGGGCCTGACCGCGCCCGGCCCGGGGATCACTGTGTACGAGGCTCTGGGCGTTGAAAT

L~~L~~E~~V~~I~~L~~P~~T~~8~~Y~~¥~~G~~N~~L~~G~~L~~T~~A~~P~~G~~P~~G~~I~~T~~V~~Y~~E~~h~~L~~G~~V~~E~~1

1010 1020 1030 1040
ACTCATTACGTTTTTCTTTCTGTTTGTTATTCTCTCTTTGGTTGATCCAGGTCGTGATGATTTGGCAGGTTCTGTCCCCTTGATGGTTGGTTTGACACTG
Lo~I~aTosFonFansFoalivaFoaVaealoalra8asLhvaVasDasPraGasRe~Do~Do s Lo ~A~~Gr~SaaVaaPanLiv oM~ aVa~GaaLv~ To~ L

50 1060 1070 1080 1080 1100

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
TTTGTCAATATCTTGTTTGCGGCCAACCTGTCTGGTGCTTCCATGAATCCTGCCAGAGCCTTTGGACCAGCCATGATTTTGGGAAATTATGAACATCTGT
F~~V~~N~~I~~L~~F~~A~~A~~N~~L~~8~~G~~A~~8~~M~~N~~P~~A~~R~~A~~F~~G~~P~~A~~M~~I~~L~~G~~N~~Y~~E~~H~~L~~W

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
GGGTGTACTGGGCTGGGCCGCTGGCAGGTGCAGTGATTGGCTCGCTGACCTATGACTGGTTCTTCTCCACCAGCCCTGTAGAGATGGACAGTCTG!
Vo~ Y~ ~W~~RA~~G~~P~~L~~A~~G~~RA~~V~~I~~G~~8~~L~~T~~Y~~D~~W~~F~~F~~8~~T~~8~~P~~V~~E~~M~~D~~8~~L~~K~~R

1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400
ACTTGCCGGCAAGGAAGTGCCCARGAAAGATTCTGGTCTGTACGGACTCARAGATARAGCACATGATCACGACGGGCACGATGATCACCAGGAGGAGGAA
L~~A~~G~~K~~E~~V~~P~~K~~K~~D~~8~~G~~L~~¥~~G~~L~~K~~D~~K~~A~~H~~D~~H~~D~~G~~H~~D~~D~~H~~Q~~E~~E~~E

1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480 1480 1500

GAGGACTACGCCCGCCATCTGCTGAACCAGAAACTGCGTCGGGAGCACACCARCGGATTGCC. ATGCGCAA TCGGTTTCATCTGGGT,
E~~D~~Y¥~~A~~R~~H~~L~~L~~N~~Q~~K~~L~~R~~R~~E~~H~~T~~N~~G~~L~~P~~G~~D~~M~~R~~K~~G~~R~~F~~H~~L~~G~~8~~T

1550 1560 1570 1580 1590 1600
[ [ I TP Jovoolonaalonealonnaloennlos P R T T I e
CTGGTTATTTGGGCAGCATGGGGCAGTTGAGCACTGCAGGCCACGCTTCACATCGGGAAGACGACATCARATCACACGCCAGCATCAACATGGCCGACCT

G~~Y~~L~~G~~8~+M~~G~~Q~~L~~8~~T~~RA~~G~~H~~A~~8~~H~~R~~E~~D~~D~~I~~K~~8~~H~~A~~8~~I~~N~~M~~A~~D~~L

1610 1620 630 1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700
FE T A L P IS O O T L O e T L I T
GGAACATGCCCCAGRAAGCAAGATTTGATGGAACTTGGTGCCTGACCACTCCARACTATTTGAACCACCAT TTTTGCCARAGATTTTTGCT TGAAGTA
E~~H~~A~~P~~E~~8~~K~~I~~*

1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800
ve ceafesea|vaas Y lanss cofeesafasaalasaalosialooaalossalosoalvaea|wasa
ATAARRCATGCCATAGTTTGCCARATGTTGATAACARAAATATTGCAATGATTGACTCTCACACGTGGCACATAGATTTGTGGACTCATTATTGTGCCAA

P
AATATAG

6Z Sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa HpAQP6.
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Tab. 1Z. HpAQP1. Wyniki jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) wraz z testem

post hoc Tukeya RiR .Wartosci w tabeli przedstawiajg p (poziom istotnosci a)

Tkanka  Jelito Nerka Noga
ANOVA F(, 11)= 63,99, p = 0,000001

Jelito -

Nerka 0,03 -

Noga 0,0002 0,0002 -

0.8

® Srednia
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Ryc. 7Z. HpAQP1. Wykres, zgodny z testem ANOVA (Tab. 1Z) obrazujacy réznice
w $rednim, wzglednym poziomie ekspresji genéw pomiedzy poszczegolnymi tkankami.
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Tab. 2Z. HpAQP2. Wyniki jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) wraz z testem

post hoc Tukeya RiR .Wartosci w tabeli przedstawiajg p (poziom istotnosci a)

Tkanka  Jelito Nerka Noga
ANOVA F; 12 = 13,44, p = 0,0009
Jelito -

Nerka 0,007 -

Noga 0,001 0,47 -
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Ryc. 8Z. HpAQP2. Wykres, zgodny z testem ANOVA (Tab. 2Z) obrazujacy réznice
w $rednim, wzglednym poziomie ekspresji gendw pomiedzy poszczegodlnymi tkankami
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Tab. 3Z. HpAQP3. Wynik jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA)

ANOVA F (. 7= 0,58, p = 0,47
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Ryc. 9Z. HpAQP3. Wykres, zgodny z testem ANOVA (Tab. 3Z) obrazujacy brak réznic
w $rednim, wzglednym poziomie ekspresji gendw pomiedzy poszczegolnymi tkankami
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Tab. 4Z. HpAQP4. Wyniki jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) wraz z testem

post hoc Tukeya RiR .Wartosci w tabeli przedstawiajg p (poziom istotnosci a)

Tkanka  Jelito Nerka Noga
ANOVA F; 12 = 13,12, p = 0,002
Jelito -

Nerka 0,007 -

Noga 0,003 0,76 -
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Ryc. 10Z. HpAQP4. Wykres, zgodny z testem ANOVA (Tab. 4Z) obrazujacy réznice
w Srednim, wzglednym poziomie ekspresji genow pomiedzy poszczegolnymi tkankami
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Tab. 5Z. HpAQPS5. Wyniki jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) wraz z testem

post hoc Tukeya RiR .Wartosci w tabeli przedstawiajg p (poziom istotnosci a)

Tkanka  Jelito Nerka Noga
ANOVA F(, 15 = 30,30, p = 0,00006
Jelito -

Nerka 0,0002 -

Noga 0,0006 0,15 -
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Ryc. 11Z. HpAQP5. Wykres, zgodny z testem ANOVA (Tab. 5Z) obrazujacy réznice w
Srednim, wzglednym poziomie ekspresji genow pomiedzy poszczegolnymi tkankami
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Tab. 6Z. HpAQP6. Wyniki jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) wraz z testem

post hoc Tukeya RiR .Wartosci w tabeli przedstawiajg p (poziom istotnosci a)

Tkanka  Jelito Nerka Noga
ANOVA F; 12 = 20,04, p = 0,0002
Jelito -

Nerka 0,0004 -

Noga 0,001 0,47 -
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Ryc. 12Z. HpAQP6. Wykres, zgodny z testem ANOVA (Tab. 6Z) obrazujacy réznice w
Srednim, wzglednym poziomie ekspresji genow pomiedzy poszczegolnymi tkankami
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Tab.7Z Wyniki jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) zmian poziomu stezenia
glicerolu w pozywce pohodowlanej. Tabela przedstawia test post hoc Tukeya RiR
w odniesieniu do pYX142. Warto$ci w tabeli przedstawiajg p (poziom istotnosci a)

ANOVA Fg 14= 16,82, p < 0,001

akwaporyny  pYX142

HpAQP1 0,26
HpAQP2 0,99
HpAQP3 0,004
HpAQP4 0,001
HpAQP5 0,63
HpAQP6 0,99
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Tab.8Z Wyniki jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) zmian poziomu ekspresji
genu HpAQPL1 w jelicie, nerce oraz nodze wraz z testem post hoc Tukeya RiR.

Wartosci w tabeli przedstawiajg p (poziom istotnosci a)

Jelito

ANOVA F(4' 20) = 2,94, p= 0,04

Czas K 3 dzien 7 dzien 15 dzien 35 dzien
K -

3 dzien 0,99 -

7 dzieh 0,13 0,28 -

15 dzien 0,54 0,8 0,87 -

35 dzien 0,97 0,84 0,05 0,28 -

Nerka

ANOVA Fy, 2= 3,05, p = 0,04

Czas K 3 dzien 7 dzien 15 dzien 35 dzien
K -

3 dzien 0,36 -

7 dzien 0,64 0,97 -

15 dzien 0,7 0,97 1,0 -

35 dzien 0,02 0,52 0,2 0,22 -

Noga

ANOVA Fy, 20 = 5,5, p = 0,004

Czas K 3 dzien 7 dzieh 15 dzien 35 dzien
K -

3 dzien 0,02 -

7 dzien 0,02 1,0 -

15 dzien 0,93 0,08 0,12 -

35 dzien 0,03 1,0 1,0 0,214 -
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Ryc. 13Z. Zmiany poziomu ekspresji genu HpAQP1 (por. Tab. 8Z) w trakcie zapadania slimaka w stan
estywacji w (A) jelicie (B) nerce (C) nodze oraz (D) we wszystkich trzech badanych tkankach
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Tab.9Z Wyniki jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) zmian poziomu ekspresji genu
HpAQP2 w jelicie, nerce oraz nodze wraz z testem post hoc Tukeya RiR. Wartosci w tabeli
przedstawiajg p (poziom istotnosci a)

Jelito

ANOVA F, 20,= 8,58, p = 0,0004

Czas K 3 dzien 7 dzien 15 dzien 35 dzien
K -

3 dzien 0,0005 -

7 dzien 0,09 0,22 -

15 dzien 0,09 0,13 1,0 -

35 dzien 0,98 0,001 0,23 0,24 -

Nerka

ANOVA F, 5= 52,40, p = 0,000001

Czas K 3 dzien 7 dzien 15 dzien 35 dzien
K -

3 dzien 0,0001 -

7 dzien 1,0 0,0001 -

15 dzien 0,0008 0,0004 0,001 -

35 dzien 0,0001 0,14 0,0001 0,01 -

Noga

ANOVA Fy, 5= 10,41, p = 0,0002

Czas K 3 dzien 7 dzieh 15 dzien 35 dzien
K -

3 dzien 0,0002 -

7 dzien 0,19 0,01 -

15 dzien 0,06 0,04 0,96 -

35 dzien 0,36 0,002 0,98 0,75 -
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Ryc. 14Z. Zmiany poziomu ekspresji genu HpAQP2 (por. Tab. 9Z) w trakcie zapadania Slimaka
w stan estywacji w (A) jelicie (B) nerce (C) nodze oraz (D) we wszystkich trzech badanych
tkankach
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Tab.10Z Wyniki jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) zmian poziomu ekspresji genu
HpAQP3 w nerce oraz nodze wraz z testem post hoc Tukeya RiR. Wartosci w tabeli przedstawiajg
p (poziom istotnosci a)

Nerka

ANOVA F, 20,= 6,18, p = 0,003

Czas K 3 dzien 7 dzien 15 dzien 35 dzien
K -

3 dzien 0,003 -

7 dzien 0,99 0,008 -

15 dzien 0,72 0,03 0,94 -

35 dzien 0,6 0,07 0,87 1,0 -

Noga

ANOVA F(4Y 20) = 5,69, pP= 0,003

Czas K 3 dzien 7 dzien 15 dzien 35 dzien
K -

3 dzien 0,93 -

7 dzien 1,0 0,98 -

15 dzien 0,48 0,13 0,3 -

35 dzien 0,02 0,003 0,01 0,42 -
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Ryc. 15Z. Zmiany poziomu ekspresji genu HpAQP3 (por. Tab. 10Z) w trakcie zapadania Slimaka
w stan estywacji w (A) nerce (B) nodze oraz (B) w dwdch badanych tkankach
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Tab.11Z Wyniki jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) zmian poziomu ekspresji genu
HpAQP4 w jelicie, nerce oraz nodze wraz z testem post hoc Tukeya RiR. Wartosci w tabeli

przedstawiajg p (poziom istotnosci a)

Jelito

ANOVA F(4Y 20) = 4,76, P= 0,01

Czas K 3 dzien 7 dzien 15 dzien 35 dzien
K -

3 dzien 0,04 -

7 dzien 0,03 1,0 -

15 dzien 0,03 1,0 1,0 -

35 dzien 0,03 0,99 1,0 1,0 -

Nerka

ANOVA F, 5= 32, p = 0,000001

Czas K 3 dzien 7 dzien 15 dzien 35 dzien
K -

3 dzien 0,65 -

7 dzien 0,0001 0,0001 -

15 dzien 0,0005 0,006 0,003 -

35 dzien 0,06 0,49 0,0001 0,13 -

Noga

ANOVA F 4 20 = 8,44, p = 0,0006

Czas K 3 dzien 7 dzien 15 dzien 35 dzien
K -

3 dzien 0,03 -

7 dzien 0,002 0,75 -

15 dzien 0,82 0,18 0,01 -

35 dzien 1,0 0,06 0,003 0,90 -
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Ryc. 16Z. Zmiany poziomu ekspresji genu HpAQP4 (por. Tab. 11Z) w trakcie zapadania Slimaka
w stan estywacji w (A) jelicie (B) nerce (C) nodze oraz (D) we wszystkich trzech badanych
tkankach
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Tab.12Z Wyniki jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) zmian poziomu ekspresji genu
HpAQP5 w jelicie, nerce oraz nodze wraz z testem post hoc Tukeya RiR. Wartosci w tabeli

przedstawiajg p (poziom istotnosci a)

Jelito

ANOVA F(4Y 20) = 0,89, pP= 0,49

Nerka

ANOVA F(4, 20)= 4,03, pP= 0,02

Czas K 3 dzien 7 dzien 15 dzien 35 dzien
K -

3 dzien 0,55 -

7 dzien 0,33 0,98 -

15 dzien 0,57 0,04 0,02 -

35 dzien 0,97 0,98 0,76 0,3 -

Noga

ANOVA F4 20 = 14,64, p = 0,000006

Czas K 3 dzien 7 dzien 15 dzien 35 dzien
K -

3 dzien 0,0001 -

7 dzien 0,06 0,002 -

15 dzien 0,14 0,0004 0,97 -

35 dzien 0,003 0,01 0,8 0,4 -
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Ryc. 17Z. Zmiany poziomu ekspresji genu HpAQPS5 (por. Tab. 12Z) w trakcie zapadania slimaka
w stan estywacji w (A) jelicie [brak istotnosci statytycznej] (B) nerce (C) nodze oraz (D) we
wszystkich trzech badanych tkankach
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Tab.13Z Wyniki jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) zmian poziomu ekspresji genu
HpAQP6 w jelicie, nerce oraz nodze wraz z testem post hoc Tukeya RiR. Wartosci w tabeli

przedstawiajg p (poziom istotnosci a)

Jelito

ANOVA F4 2= 7,55, p = 0,0008

Czas K 3 dzien 7 dzien 15 dzien 35 dzien
K -

3 dzien 0,20 -

7 dzien 0,0005 0,008 -

15 dzien 0,0001 0,002 0,72 -

35 dzien 0,005 0,09 0,23 0,1 -

Nerka

ANOVA Fy, 5 = 83,54, p = 0,000001

Czas K 3 dzien 7 dzien 15 dzien 35 dzien
K -

3 dzien 0,0001 -

7 dzien 0,0001 0,2 -

15 dzien 0,0001 0,41 0,99 -

35 dzien 0,0001 0,94 0,65 0,89 -

Noga

ANOVA F4 50 = 20,67, p = 0,000002

Czas K 3 dzien 7 dzieh 15 dzien 35 dzien
K -

3 dzien 1,0 -

7 dzien 0,0002 0,004 -

15 dzien 0,43 0,51 0,009 -

35 dzien 0,04 0,06 0,0001 0,002 -
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Ryc. 18Z. Zmiany poziomu ekspresji genu HpAQP6 (por. Tab. 13Z) w trakcie zapadania Slimaka
w stan estywacji w (A) jelicie (B) nerce (C) nodze oraz (D) we wszystkich trzech badanych
tkankach
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