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Wykaz wazniejszych skrotow

ANTH - domena ANTH (ang. AP180 N-terminal homology)

BRX - domena BRX (BRX, ang.Brevis radix-like domain)

CCP - dofek optaszczony klatryng (ang. clathrin-coated pit)

CCV - pecherzyk optaszczony klatryng (ang. clathrin-coated vesicle)
CV - wakuole centralna (ang. central vacuole)

eGFP - biatko wzmocnionej zielonej fluorescencji (ang. enhanced Green Flurescent Protein)
ENTH - domena ENTH (ang. epsin N-terminal homology)

ER - reticulum endoplazmatyczne (ang. endoplasmic reticulum)

FERM - domena FERM (ang. 4,1-ezrin-radixin-moesin)

FYVE - domena FYVE (Fablp, YOTB, Vaclp, EEAL)

GFP - bialko zielonej fluorescencji (ang. Green Flurescent Protein)
GST - S-transferaza glutationu (GST; ang. Glutathione S-Transferase)
LV - wakuola lityczna (ang. lytic vacuole)

MVB:s - ciata wielopgcherzykowe (ang. multi-vesicular bodies)

PCR - czesciowo okryte retikulum (ang. partially coated reticulum)
PCR - reakcja tancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction)
PH - domena PH (ang. Pleckstrin homology)

PRAF - rodzina bialek PRAF (ang. PH domain, Regulation of Chromatin Condensation,
FYVE)

PtdIns - fosfatydyloinozytol

PtdIns(3)P - fosfatydyloinozytolo-3-fosforan

PtdIns(4)P - fosfatydyloinozytolo-4-fosforan

PtdIns(5)P - fosfatydyloinozytolo-5-fosforan

PtdIns(3,4)P, - fosfatydyloinozytolo-3,4-difosforan

PtdIns(3,5)P, - fosfatydyloinozytolo-3,5-difosforan

PtdIns(4,5)P, - fosfatydyloinozytolo-4,5-difosforan

PtdIns(3,4,5)P; - fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforan

PtdIns3K - kinaza-3-fosfatydyloinozytolu

PtdIns4K - kinaza-4-fosfatydyloinozytolu

PtdIns5K - kinaza-5-fosfatydyloinozytolu

PSV - wakuola gromadzaca biatka zapasowe (ang. protein storage vacuole)

PVC - przedziat przedwakuolarny (ang. pre-vacuolar compartment)



PX - domena PX (ang. Phox homology)

PXA - domena PXA (ang. PXA, ang. Phox-associated domain)

RCC1 - domena RCC1 (ang. Regulator of Chromatin Condensation)

SNAP - biatka SNAP (ang. Soluble NSF attachment protein)

SNARE - biatka SNARE (ang. Soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor-attachment protein
receptor)

SPEC - domena SPEC (SPEC. ang. Spectrin-like repeat)

TGN - sie¢ trans Golgiego (ang. trans-Golgi network)

WMC - kontinuum $ciana komérkowa-btona komorkowa-cytoszkielet (ang. cell wall-plasma
membrane-cytoskeleton continuum)

VSRs - receptory skierowujace cargo do wakuoli (ang. vacuolar sorting receptors)
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1. Wstep

Komorka stanowi najmniejsza jednostke biologiczng zdolng do samodzielnego
przejawiania wszystkich cech zycia. Komoérka moze nie tylko przetrwac, lecz takze rozwijaé
sie, syntetyzujac nowe sktadniki. Procesy zachodzace w trakcie cyklu zyciowego komorki
wymagaja zaréwno oddzielenia reakcji przemiany materii od $rodowiska, jak i wymiany
materii, energii i informacji z otoczeniem. U ros$lin zadania te spelnia migdzy innymi
funkcjonalne 1 strukturalne kontinuum przenikajace catg komorke i faczace ja z bezposrednim
otoczeniem, skladajace si¢ ze Sciany komodrkowej, btony komorkowej oraz cytoszkieletu
(WMC,; ang. cell wall-plasma membrane-cytoskeleton; Baluska i wsp. 2003)

Istnienie kontinuum WMC u ro$lin zostato ujawnione stosunkowo niedawno (Wyatt i
Carpita 1993). Podstawa tej propozycji byly dane dotyczace komorek zwierzgcych i ich
oddziatywan z matriks zewnatrzkomorkowa (ECM; ang. extracellular matrix). Wskazujg one,
ze oddziatywania migdzy ECM a cytoszkieletem, odgrywaja niezwykle istotng role w
prawidlowym funkcjonowaniu komoérek zwierzecych. Dotychczasowe badania komorek
ro$linnych sugeruja, ze rowniez w ich przypadku istnieje sie¢ zalezno$ci migdzy elementami
kontinuum WMC, wplywajaca na wiasciwy przebieg komunikacji z otoczeniem oraz
organizacj¢ funkcjonalng protoplastu.

Waznym, lecz ciggle stabo poznanym przedzialem kontinuum jest jego czeS¢
wewnatrzkomorkowa. W czesci tej blona komorkowa wraz z takimi strukturami jak m.in
aparat Golgiego, retikulum endoplazmatyczne, endosomy, wspottworzy system bton
wewnetrznych, ktory potaczony bezposrednio lub komunikujacy si¢ na drodze transportu
pecherzykowego, warunkuje prawidtows organizacje protoplastu. Jest to system bardzo
elastyczny, podlegajacy dynamicznym zmianom W odpowiedzi na zmienne warunki
srodowiska. Uwaza si¢, ze funkcj¢ organizatora systemu wewnatrzblonowego spetnia w duzej
mierze cytoszkielet. Regulacja objgtosci protoplastu, ruch cytoplazmy, selektywne
przemieszczanie organelli, transport pecherzykowy, czy tez umiejscowienie jadra
komorkowego sg bowiem w duzej mierze zalezne od oddzialywan cytoszkieletu z domenami
bton biologicznych (Lloyd 2001; Samaj i wsp. 2006; Boutté i wsp. 2007; Galletta i Cooper
2009).

Waznym przejawem organizacji komorki roslinnej jest jej wewnetrzna kompartmentacja.
Zjawisko takie zachodzi dzigki istnieniu wspomnianego ztozonego systemu blon

wewngtrznych. Z jednej strony warunkuje to uporzadkowany system kontroli nad wszystkimi
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procesami w komorce, z drugiej jednak stanowi pewne bariery, ktdre uniemozliwiaja
chociazby szybka komunikacje migdzy poszczegélnymi organellami. Kompartmentacja
komorki przyczynita si¢ wiec do rozwinigcia sprawnych mechanizméw transportowych, o

ktorych mowa bedzie w kolejnych rozdziatach.

1.1 System blon wewnetrznych w komorece roslinnej

Definicja systemu blon wewnetrznych okresla zespot organelli btonowych komorki,
bioragcych udziat w szlakach transportu pecherzykowego. U roslin zalicza si¢ do nich btong
komorkowsa, retikulum endoplazmatyczne (ER; ang. endoplasmic reticulum), aparat Golgiego
z siecig trans-Golgiego (TGN; ang. trans-Golgi network), endosomy, wakuole oraz otoczke
jadrowa (Surpin i Raikhel 2004). Wigkszo$¢ elementdw systemu to struktury bardzo
dynamiczne, ktoére zmieniaja swoja lokalizacje, dzigki oddzialywaniom z cytoszkieletem
aktynowym. Przyktadowo, obserwacje z wykorzystaniem mikroskopu elektronowego
ukazaty, ze depolimeryzacja filamentow aktynowych spowodowata deorganizacje¢ aparatu
Golgiego, powodujac skupienie jego stosow w matych agregatach w komorce (Satiat-

Jeunemaitre i wsp. 1996).

Przyjmuje si¢, ze komorki roslinne mogg mie¢ przynajmniej dwa odrgbne przedzialy
endosomow: endosomy wczesne (nazywane tez czgsciowo okrytym retikulum- PCR; ang.
Partially coated reticulum) oraz endosomy poézne, do ktorych nalezg przedziaty
przedwakuolarne (PVCs; ang. Pre-vacuolar compartments) oraz ciata wielopecherzykowe
(MVBs; ang. Multi-vesicular bodies). Wyréznia si¢ ponadto endosomy recyklingowe. Sa to
struktury, ktére w sposob cykliczny podlegaja recyklingowi, zostajac wiaczane do
cytoplazmy, a nastepnie transportowane z powrotem do btony komoérkowej (Samaj i wsp.
2005). Za posrednictwem endosomow recyklingowych, transportowi ulegaja m.in. biatka

PIN, odpowiedzialne za wyptyw auksyny (Boutté i wsp. 2007).

System blon wewnetrznych odpowiada w komorce za wiele waznych procesow. Jego
morfologia 1 dynamika jest zalezna od funkcji komorki, jej stanu fizjologicznego oraz
wydzielanych zwigzkéw (Boutté i wsp. 2007). Za sprawg oddzialywan migdzy elementami
systemu dochodzi do biosyntezy i transportu sktadnikow $ciany komorkowej, sygnalizacji z
udzialem hormonow, takich jak ABA, czy auksyny, a takze reakcji obronnych przed
patogenami. Pod kontrola sprawnie dziatajacego systemu bton wewngtrznych znajduja si¢

m.in. wzrost asymetryczny komorki oraz podziaty komorkowe. Procesy te sg mozliwe dzigki
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dwojakiemu ukierunkowaniu szlakoéw transportowych: szlaku anterogradowego — na zewnatrz
komorki oraz retrogradowego — do jej wnetrza. Ciggla komunikacja miedzy przedziatami bton
wewnetrznych, mozliwa jest dzigki transportowi pecherzykowemu (opis w rozdziale 1.2).
Transport taki warunkuje ,,przeptyw blon” w komorce, ktory pozwala na zachowanie
indywidualnego charakteru kazdego z jej kompartmentdw oraz utrzymanie wlasciwej
dystrybucji lipidow i bialek miedzy btong komorkowsa i btonami pozostatych organelli.
Dodatkowo dzig¢ki obustronnemu przeptywowi blon w systemie i antero- i retrogradowym

zapewniona jest ich stata recyklizacja (Surpin i Raikhel 2004; Geldner 2004).

1.1.1 Szlak anterogradowy — sekrecyjny

Szlak ten rozpoczyna si¢ w retikulum endoplazmatycznym, dalej przechodzac przez
struktury aparatu Golgiego, zostaje tam rozgaleziony w zaleznosci od przeznaczenia
przenoszonego materialu (cargo). Transportowi ulegaja nowopowstale makroczasteczki -
glikoproteiny, polisacharydy 1 lipidy, ktére nie zostaja zatrzymane w btonie ani $Swietle ER
lub aparatu Golgiego (Surpin i Raikhel 2004). Czasteczki w aparacie Golgiego, podlegaja
nastepnie sortowaniu do wakuoli gromadzacej biatka zapasowe (PSV; ang. Protein storage
vacuole, Ryc.1.1; szlak 2), do wakuoli litycznej (LV; ang. Lytic vacuole, Ryc.1.1; szlak 1),
ktore mogg ostatecznie scala¢ si¢ tworzgc wakuole centralng (CV; ang. Central vacuole) lub
do btony komodrkowej (Ryc.1.1; szlak 4). Ponadto istnieje mozliwo$¢ transportu
bezposredniego z ER do wakuoli centralnej (Ryc.1.1; szlak 3).

Do segregacji (w przypadku szlakéw nr 1,2,4) dochodzi w sieci trans-Golgiego, w ktorej
to na podstawie rozpoznania odpowiednich receptorow, cargo zostaje zaladowane do
okreslonych pecherzykow zwykle optaszczonych biatkiem klatryng (CCVs; ang. clathrin-
coated vesicles). Jesli niesiony fadunek ma by¢ zdeponowany w ktorej$ z wakuol, najczesciej
wpierw dostaje si¢ do przedziatu przedwakuolarnego (PVC; ang. Pre-vacuolar
compartment). Poniewaz w strukturach MVB, nalezacych do przedzialu pdznych
endosomow, odkryto receptory skierowujgce cargo do wakuoli (VSRS, ang. vacuolar sorting
receptors), sugeruje si¢ obecnie, ze pelnig one rowniez rol¢ przedziatu PVC (Chung i wsp.
2004).
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Ryc.1.1. System bton wewnetrznych w komorce roslinnej. CCP- dotek optaszczony klatryna, CCV- pecherzyk
optaszczony klatryna, CV - centralna wakuola, ER - retikulum endoplazmatyczne, GA - aparat Golgiego, LV -
wakuola lityczna, MVB - ciatko wielopgcherzykowe, N - jadro, PCR - czg$ciowo okryte retikulum, PSV -
wakuola gromadzaca biatka zapasowe, PVC - przedzial przedwakuolarny. (Zrédto: Surpin i Raikhel 2004,

zmienione).

1. Szlak sekrecyjny z ER —przez aparat Golgiego -do wakuoli litycznej-LV

2 Szlak sekrecyjny z ER- przez aparat Golgiego- do wakuoli magazynujacej biatka-PSV

3. Szlak sekrecyjny z ER —bezposrednio do wakuoli centralnej —CV

4 Szlak sekrecyjny z ER- przez aparat Golgiego- do btony komorkowej, zakoniczony egzocytoza

Sztandarowym przyktadem procesu zachodzacego na szlaku sekrecyjnym jest egzocytoza.

1.1.1.1 Egzocytoza

Egzocytoza to etap koncowy na Sciezce sekrecyjnej polegajacej na wydaleniu niesionego
cargo poprzez transport pecherzyka do blony komorkowej (Ryc.1.1; szlak 4). Proces ten
polega na fuzji pecherzyka egzocytotycznego z btong komorkowsa, co skutkuje wydaleniem
niesionego cargo do przestrzeni zewnatrzkomorkowej (Thiel i Battey 1998). Ciggle wiadomo
stosunkowo niewiele na temat przebiegu tego procesu w komoérce roslinnej. Badania
wskazuja, ze miejscowe modyfikacje sktadu lipidowego bton, warunkuja proces
uksztattowania pecherzyka przeznaczonego do wydalenia. Do takich modyfikacji nalezy
m.in. lokalna produkcja diacyloglicerolu lub rekrutacja przez biatko RabA4b kinazy-4-
fosfatydyloinozytolu (PtdIns4K), co generuje powstanie fosfatydyloinozytolo-4-fosforanu

(Zarsky i wsp. 2009). Przedzial TGN jest prawdopodobnie najczes$ciej obserwowanym
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zroédlem powstawania pecherzykdéw egzocytotycznych, jednak nie jest to jedyne mozliwe
miejsce ich tworzenia. Czesto odnotowuje si¢ rowniez udziat przedziatu MVB na szlakach
egzocytotycznych. Pecherzyk, ktory dotart do btony docelowej, najpierw dokuje do btony
komorkowej, nastepnie blona pecherzyka taczy si¢ z btong komorkowa co nazywamy fuzja.
Za przebieg tego procesu oraz za wyznaczanie miejsc egzocytozy odpowiedzialny jest
kompleks egzocystu. Jest to kompleks zbudowany z o$miu podjednostek, zlokalizowanych w
btonie komorkowej 1 pelnigcych role w wigzaniu i wspomaganiu fuzji pecherzyka z btong
docelows. Biatka sktadowe egzocystu to: Sec3, Sec5, Sec6, Sec8, Sec10, Secl5, Exo70, Exo
84 (Hala i wsp. 2008). Podjednostki Exo70 i Sec3 wyznaczaja miejsce wigzania egzocystu na
blonie, natomiast pozostale sktadowe zostajag dostarczone juz z pecherzykiem, po czym

wszystkie asocjujg w gotowy kompleks (Zarsky i wsp. 2009).

1.1.2 Szlak retrogradowy

Przeciwstawnym do szlaku anterogradowego jest szlak retrogradowy (zwrotny,
wsteczny). To niezwykle dynamiczny szlak, ktory obejmuje zarowno transport pecherzykow
z blony komorkowej, zapewniajac pobor czgsteczek i zwigzkow zewnatrzkomorkowych, jak i
transport nowo zsyntetyzowanych czasteczek w komorce, skierowujac je do wakuoli (Surpin i
Raikhel 2004; Geldner 2004; Samaj i wsp. 2005). Pobrany z udzialem btony komérkowej
material moze by¢ skierowany na drogg¢ degradacji- poprzez system endosomow wczesnych,
nastepnie poznych, az do wakuoli, lub tez moze ulec recyklizacji z powrotem do btony
komorkowej za pomocg endosoméw recyklingowych (Geldner 2004). Sztandarowym
przykladem procesu zachodzacego na szlaku retrogradowym jest endocytoza, zwana tez

szlakiem endocytotycznym.

1.1.2.1  Szlak endocytotyczny

Endocytoza okresla si¢ proces inwaginacji blony komorkowej i wydzielenia pecherzykow
do wnetrza komorki. Transport moze obejmowac zar6wno substancje znajdujace si¢ w blonie,
jak 1 poza blong, wewnatrz pecherzyka. Moga do nich naleze¢ biatka 1 lipidy blony
komorkowej, a takze cukry, polipeptydy, ptyny i czasteczki zewnatrzkomoérkowe jak réwniez

wirusy i bakterie. W zaleznos$ci od transportowanego cargo jak i mechanizmu powstawania
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pecherzykow u roslin, wyrdznia si¢ cztery rodzaje endocytozy: zalezng od klatryny, zalezng
od tratw lipidowych, pinocytoze i fagocytoze (Samaj i wsp. 2004).

Przyczyna pojawienia si¢ takiej zdolnosci podczas ewolucji komoérek, byta niemozno$¢
pobierania czastek duzych lub polarnych na drodze dyfuzji przez hydrofobowe $rodowisko
btony komoérkowej. Istnienie tego procesu w komoérkach roslinnych bylo przez wiele lat
kwestionowane. Podstawa takiej opinii byla obecno$¢ Sciany komorkowej oraz zjawisko
turgoru, ktory miat hamowat kosztowny energetyczne proces wpuklania btony (Cram 1980;
Oparka 1 wsp. 1993). Obecno$¢ $ciany w komorce roslinnej nie tylko pierwotnie byta
powodem, dla ktorego wykluczano wystgpowanie endocytozy u roslin, co wigcej byta i nadal
jest przyczyng istotnego utrudnienia w poznawaniu tego procesu. Ostateczne potwierdzenie
istnienia endocytozy w komorkach roslinnych stalo si¢ mozliwe dzigki zastosowaniu
rozwinigtego systemu markerdw molekularnych oraz barwnikéw wigzacych blony, takich jak
FM1-43 i FM4-64 oraz nieprzenikajacego przez btony biologiczne barwnika Lucifer Yellow
(Samaj i wsp. 2004; Miiller i wsp. 2007). Jednym z dowodéw na istnienie endocytozy w
komorkach ro$linnych byta obserwacja poboru ferrytyny przeprowadzona przez Robinson i
Hillmer w 1990 roku (Robertson i Hillmer 1990). Podczas eksperymentu odnotowano pobor
zwiagzku przez wpuklenia w blonie komorkowej, ktore tworzyly pecherzyki. Obecnosc
ferrytyny byla nastgpnie obserwowana w strukturach wczesnych endosoméw, przedziale

MVB i wakuoli. Dodatkowo, obecnos¢ ferrytyny widoczna byta réwniez w strukturach

aparatu Golgiego/TGN (Ryc.1.2).

T Sezasteczki ferrytyny
< v biona komérkowa
R
endosom \\ :..’ \ \
—J ‘\\ \
TeN NS Ryc.1.2. Szlak endocytotyczny oraz
lokalizacja ferrytyny, pobranej na drodze
MVB/ f:té.QF endocytozy. Czarne kwadraty- czasteczki
Z:ZT;oI: Pve S, ferrytyny, PCR- wczesny endosom, MVB-
pozny endosom, TGN- sie¢ trans-
Golgiego, PVC-przedziat przedwakuolarny
2 > < PSV-wakuola gromadzaca biatka
= zapasowe.  (Zrodto:  Geldner 2004,
zmienione).
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Obecnie sadzi si¢, ze po internalizaCji pecherzyk podaza do przedziatu endosomow
wczesnych/PCR. Nastepnie jesli niesione cargo nie ma zosta¢ zawrdcone do przestrzeni
zewnatrzkomorkowej, podaza za pomocag transportu pecherzykowego do przedziatu
endosomow poéznych/MVB, skad moze zosta¢ przeniesione do przedziatu TGN lub do
odpowiedniej wakuoli (Ryc.1.2; Geldner 2004). Na podstawie badan na drozdzach
zaproponowano podzial procesu endocytozy na 3 glowne etapy, ktore prawdopodobnie mozna
wyr6zni¢ rowniez w komorce roslinnej (Ryc.1.3; Galletta i wsp. 2008; Galletta i Cooper
2009; Robertson i wsp. 2009):

1. W pierwszym etapie, w miejscu w ktorym dojdzie do internalizacji pecherzyka,
powstaje plaszcz biatkowy, poprzez asocjacje odpowiednich biatek do btony komodrkowe;j
m.in. klatryny (biatko to zostalo oméwione w rozdziale 1.2.1.1). U drozdzy za zakotwiczenie
kompleksu biatkowego w btonie odpowiadaja biatka Entl i Sla2. Zawieraja one domeny
ENTH lub ANTH. Domeny te odpowiadaja za inicjowanie skladania klatryny i wigzanie
odpowiednich fosfatydyloinozytoli btonowych, istotnych na wszystkich etapach endozytozy

(temat ten zostat szerzej omowiony w rozdziale 1.3), (Robertson i wsp. 2009).

Etap1 Etap2 Etap3
\_/—/T
) B o L {)
/| \
: /1 / \\
Plaszcz biatkowy /| | Y A\
Biatka Kontrolujace polimeryzacje / | pe )
filamentow aktynowych | ‘

<~ Filamenty aktynowe

/!

Biatka Kontrolujace odciecie
pecherzyka

Ryc1.3.Trzy etapy endocytozy u drozdzy. (Zrodto: Robertson i wsp. 2009, zmodyfikowane).

2. W drugim etapie endocytozy dochodzi do wpukleniu btony do wnetrza komorki, w
miejscu wyznaczonym przez plaszcz biatkowy - tzw. proces ,,inwaginacji”. Etap ten jest

zalezny od udziatu cytoszkieletu aktynowego. Aktyna polimeryzujac tworzy ,,rusztowanie”

17



dla wpuklajacego si¢ pecherzyka. Pozwala to na inwaginacje btony wbrew wysokiemu
ci$nieniu turgorowemu komorki.

3. Trzeci etap endocytozy obejmuje odcigcie, odptaszczenie 1 przemieszczanie si¢
pecherzyka w glab komorki. Najprawdopodobniej bezposrednio po odigczeniu pecherzyka
nastepuje jego ,,odplaszczenie”, czyli proces odlaczenia bialek plaszcza biatkowego. Jest to
proces niezbedny do zajscia fuzji pecherzyka z docelowym przedziatem blonowym.
Odptaszczenie nastepuje za posrednictwem Kinaz, ktore fosforylujac odpowiednie biatka
plaszcza, powodujg ich odlgczenie od pecherzyka (Watson i wsp. 2001). Odptaszczenie moze
by¢ jednak rowniez uwarunkowane aktywnoscig okreslonych fosfataz, ktore defosforylujac
fosfatydyloinozytol PtdIns(4,5)P, do PtdIns(4)P na btonie pecherzyka, powodujg odtagczenie
pozostatych bialek plaszcza, specyficznie taczacych PtdIns(4,5)P,, np. biatka Sla (Stefan i
wsp. 2005).

1.2 Transport pecherzykowy

System bton wewngtrznych wykazuje cigglta komunikacje miedzy swoimi przedziatami,
poprzez nieustajacy przeplyw blon na szlakach antero- i retrogradowych. Mechanizmem
umozliwiajacym transport mig¢dzy sktadowymi systemu jest transport za posrednictwem
pecherzykow. Powstajacy z blony organelli petniacej funkcje donora pecherzyk jest
wyposazany w odpowiednie cargo. W trakcie transportu pegcherzykowego wazng funkcje
spetniajg tzw. czasteczki adaptorowe, ktore odpowiadaja za komunikacje migdzy biatkami
plaszcza na pecherzyku, a cargo. To wlasnie ich wzajemne oddziatywania, na blonie
przeznaczonej do wytworzenia pgcherzyka wspomagaja proces jego uksztaltowania. Materiat,
po dotarciu do przedzialu docelowego - organelli petnigcej funkcje akceptora, zostaje
wytadowany. Dodatkowo poza zawartoscia pecherzyka, do organelli docelowe;,
przekazywane s3 rowniez lipidy i1 biatka blonowe zawarte w btonie pgcherzyka, warunkujac
tym samym wspomniany juz przeptyw blon. Transport pgcherzykowy odbywa si¢ na drodze
prostej dyfuzji, gdy odleglo$¢ jest mata lub przez biatka motoryczne, ktore poruszajg sie
wzdhuz wiokienek cytoszkieletu. Wtasciwy przebieg transportu pecherzykowego jest zalezny

od aktywnosci licznych biatek, kilka z nich zostato opisanych ponize;.
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1.2.1 Wybrane bialka uczestniczgce w mechanizmie transportu

pecherzykowego u roslin

1.2.1.1 Klatryna

Klatryna to bialko znane m.in. z tworzenia ptaszcza klatrynowego na pegcherzykach
CCVs, ktore odchodza od btony komdrkowej w procesie endocytozy zaleznej od klatryny lub
od dalszych przedziatéw systemu blon wewnetrznych np. struktur aparatu Golgiego. Klatryna
to biatko ztozone, sktadajace si¢ z trzech lancuchow ciezkich i trzech tancuchéw lekkich.
Dzigki swojej regularnej budowie przestrzennej, moze tworzy¢ wokot powstajacego
pecherzyka strukture podobng do kosza, ograniczajgca jego rozmiary i umozliwiajaca jego
pozniejsze odtaczenie od btony (Pearse 1976).

Funkcja i wystepowanie Kklatryny zostaly dobrze poznane u zwierzat. Pierwsze
pecherzyki pokryte klatryng u roslin wyizolowano w 1991 roku z komoérek hipokotyli ogorka
I cukini (Depta i wsp. 1991). W przypadku roslin zidentyfikowano do tej pory w ich
komorkach zarowno tancuchy lekkie oraz cigzkie klatryny jak i wigkszo$¢ bialek,
potrzebnych do przeprowadzenia endocytozy zaleznej od klatryny. Nalezg do nich biatka
adaptorowe: AP180 oraz dwie adaptyny, uczestniczace wraz z klatryng w tworzeniu ptaszcza
klatrynowego (Samaj i wsp. 2005). Ptaszcz klatrynowy petni wazna funkcje m.in. w | etapie
endocytozy, kiedy to jest ,,inicjatorem” poboru odpowiednich biatek do btony komorkowej,
co determinuje miejsce zapoczatkowania procesu wpuklenia btony. Pelni on wowczas cztery
wazne funkcje: ogranicza fragment btony, ktory bedzie brat udziat w formowaniu pecherzyka,
odpowiada za pobranie materialu przenoszonego przez pecherzyk, powoduje powstanie
zaglebienia w blonie (co w kolejnych etapach ulatwi wpuklenie), oraz rekrutuje biatka, ktore
odpowiadaja za wigzanie i polimeryzacj¢ aktyny (Robertson i wsp. 2009). Co ciekawe, u roslin,
pecherzyki okryte klatryng maja zaledwie 70-90nm, przy czym ich odpowiedniki w
komorkach zwierzgcych maja srednig wielkos¢ 120nm (Conner i Schmid 2003). Moze to by¢

konsekwencja wysokiego ci$nienia turgorowego w komorkach roslinnych.

1.2.1.2 Rodzina bialek Rab

Rodzina biatek Rab, nalezgca do super-rodziny matlych GTPaz Ras, wydaje si¢ by¢

centralnym graczem w formowaniu i segregacji domen bton endosomalnych (Nielsen 2005;
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Zarsky i wsp. 2009; Zarsky i Potocky 2009). Sugeruje si¢, ze biatka Rab graja kluczowa role
na wielu etapach ruchu pecherzykéw, w tym w procesie ich formowania, transportu za
posrednictwem cytoszkieletu oraz zakotwiczania do btony docelowej (Zerial i McBride 2001;
Zarsky i Potocky 2009).

U Arabidopsis thaliana rodzina Rab sklada si¢ z ponad 50 bialek, z czego
prawdopodobnie wigkszo$¢ jest zaangazowana w procesie endocytozy (Geldner 2004).
Mozna wyrdzni¢ 8 podrodzin: Rabl, Rab2, Rab5, Rab6, Rab7, Rab8, Rabll oraz Rabl8 z
czego wszystkie lokalizujg po cytozolowej stronie wybranych przedzialdéw w systemie blon
wewnetrznych (Agarwal i wsp. 2009). Juz w 2001 roku potwierdzono, ze biatka nalezace do
rodziny Rab: Ara 6 oraz Ara7 kolokalizuja z barwnikiem endocytotycznym FM4-64 w
matych ruchliwych pecherzykach, co zasugerowato ich udziat w procesie endocytozy (Ueda i
wsp. 2001). Poza udziatem w ruchu pecherzykéw, wykazano ponadto, Zze biatka Rab moga
réwniez przyczyniac¢ si¢ do ruchu catych organelli poprzez rekrutacj¢ biatek motorycznych do
odpowiednich przedzialow btonowych (Nielsen 2005; Agarwal i wsp. 2009). Poniewaz biatka
Rab sg GTPazami, ich aktywacja nastepuje poprzez wymiang przytaczonego nukleotydu GDP
na GTP. Zaktywowane biatka Rab, oddziatywuja z biatkowymi efektorami, rekrutujac je do
odpowiednich bton, co czesto zapoczatkowuje mechanizm ruchu pecherzyka lub organelli
(Ebine i Ueda 2009). Niektore z efektorow moga oddziatywac ze sobg, inne powodujg lokalng
produkcje lipidow, ktore z kolei odpowiadajg za rekrutacj¢ kolejnych biatek, do tego samego
miejsca. W taki sposob, w przypadku komorek zwierzgcych, wystepujace na endosomach
wczesnych biatka Rab 5, odpowiadajg za wigzanie kinazy-3-fosfatydyloinozytolu (PtdIns-3-
K) (Le Roy i Wrana 2005). Proces ten generuje powstanie w btonie fosfatydyloinozytolo-3-
fosforanow, ktére nastgpnie specyficznie wigza biatka odpowiedzialne np. za ruch tychze
endosomow (Zerial i McBride 2001). Tg droga mogg by¢ rekrutowane roéwniez aktywatory
samych biatek Rab (Geldner 2004).
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Ryc.1.4. System bton wewngtrznych komorki roslinnej z wybranymi markerami przedzialow btonowych: biatka
Rab (na zielono): Rhal, Ara7 (wyznakowuja wczesny oraz poézny endosom), Ara 6 (wyznakowuje pdzny
endosom); biatka SNARE (na czerwono): VAMP 727, VTI14 (wyznakowuja wczesny endosom), SYP21, 22,
51,52, VTI11, 12 (wyznakowuja pdzny endosom), SYP41-43,61, VTI11-13 (wyznakowuja TGN); CCPs- dotki

optaszczone klatryna. (Zrédto: Samaj i wsp. 2005, zmienione).

Ze wzgledu na specyficzng lokalizacje wybranych biatek nalezacych do rodziny Rab,
niektore z nich sg uznanymi markerami znakujgcymi wybrane struktury na szlaku
endocytotycznym (Ryc.1.4; Geldner 2004; Samaj i wsp. 2004). Przyktadowo endosomy
wczesne charakteryzuja si¢ obecnosciag w ich btonie m.in. biatek Ara7 i Rhal, z czego te
pierwsze s3 bliskimi homologami zwierzecych biatek Rab5 (Samaj i wsp. 2005). Endosomy
pézne, poza biatkami Ara7 i Rhal, charakteryzujg si¢ obecno$cig m.in. biatka Ara6, natomiast
endosomy recyklingowe prawdopodobnie sg wyposazone w biatka RabA4b (Rycl.4). Uznaje
si¢ obecnie, ze spelnianie roli tgcznika miedzy btong a biatkami w procesie transportu

pecherzykowego jest cechg konserwatywng wsrod biatek Rab (Ebine i Ueda 2009).

1.2.1.3 Kompleks SNARE

Po procesie zakotwiczenia pecherzyka do btony docelowej, co w duzej mierze jest
zalezne od zwigzania bialek Rab przez bialka efektorowe, rozpoczyna si¢ etap fuzji, za ktory
odpowiada kompleks SNARE (Ryc.1.5; Ebine i Ueda 2009). Biatka SNARE (SNARE; ang.

Soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor-attachment protein receptor) to receptory
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rozpuszczalnych biatek wiagzacych NSF, czyli SNAP (SNAP; ang. Soluble NSF attachment
protein). Biatka nalezace do tego kompleksu wykazujg duzg konserwatywnos¢ u wszystkich
organizmow eukariotycznych. W kompleksie wyrozniamy cztery rodzaje bialtek: biatko R-
SNARE- obecne na blonie pecherzyka oraz trzy biatka Q-SNARE- Qa-, Qb- oraz Qc-
SNARE- znajdujace si¢ na blonie struktury docelowej (Antonin i wsp. 2002). Przed
rozpoczgciem procesu fuzji pgcherzyka z btong docelowa dochodzi do rozplecenia $cistej
struktury stworzonej przez biatka Qa-, Qb- oraz Qc-SNARE na btonie, co nazywamy
przejsciem z formy ,,zamknigetej” do ,,otwartej” (Burgoyne i Morgan 2007). Podczas procesu
fuzji, znajdujace si¢ na btonie pgcherzyka biatko R-SNARE ,,spina si¢” z dwoma lub trzema
biatkami Q-SNARE na blonie docelowe;j, tworzac kompleks SNARE. Wazng funkcje petnig
tu biatka Rab znajdujace si¢ na pecherzyku, ktore odpowiadaja za jego zakotwiczenie w
btonie docelowej poprzez oddziatywanie z biatkami efektorowymi (biatka kotwiczace —

Ryc.1.5).

- O
‘:SM> § O :
orma forma
zamknieta otwarta

!

Ryc.1.5. Model zakotwiczania oraz fuzji pecherzyka z btona docelows. Elementy kompleksu SNARE: R-
SNARE (na btonie pecherzyka), Qa-,Qb-,Qc-SNARE (na blonie docelowej); BK- biatka kotwiczgce, SM-biatka
odpowiedzialne za rozplecenie kompleksu SNARE do formy ,otwartej”. (Zrodto: Ebine i Ueda 2009,

~

zmienione).

Nalezy zaznaczy¢, ze w roznych szlakach transportu biora udziatl rozne kompleksy
SNARE, a genom Arabidopsis thaliana koduje ponad 50 roznych biatek SNARE. Na Ryc.1.4
przedstawiono ro6zng specyficzno$¢ wystepowania kilku bialek nalezacych do rodziny

SNARE w komorkach roslinnych.
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1.2.2 Udzial cytoszkieletu aktynowego w transporcie pecherzykowym

W przeciwienstwie do komoérek zwierzecych, gdzie gldwna role transportowa pelnia
mikrotubule, u roslin funkcj¢ taka spetniaja mikrofilamenty aktynowe (Baluska i wsp. 2002;
Samaj i wsp. 2005; Voigt i wsp. 2005; Boutte i wsp. 2007). Mikrofilamenty jako struktury
niezwykle dynamiczne, skupione dos$¢ czgsto w postaci grubych wigzek, ukierunkowujg
przepltyw cytoplazmy oraz stanowig droge, wzdtuz ktorej odbywa sie ruch organelli, takich
jak np. mitochondriow czy chloroplastow. Cytoszkielet aktynowy jest odpowiedzialny
rowniez za ruch pecherzykowy w komorce roslinnej. Jest to mozliwe zardwno dzigki
strukturze mikrofilamentow, ktére przenikajac caly protoplast tworza rozbudowang siec

transportowa jak i ze wzgledu na dynamiczna naturg jego biatek.

Dowiedziono, ze w przypadku endocytozy, udzial aktyny jest niezbedny juz w
poczatkowych etapach formowania pecherzyka. Sugeruje si¢, ze aktyna oddziatujac z
biatkami ptaszcza klatrynowego, podczas polimeryzacji, generuje sit¢ potrzebng do wpuklenia
pecherzyka do swiatta komorki, wbhrew duzej sile turgoru (Merrifield i wsp. 2002; Merrifield i
wsp. 2005; Yarar i wsp. 2005). Zauwazono réwniez, ze ruch endosomoéw np. w rosnacych
szczytowo wlosnikach wymaga niezakloconej, ciaglej polimeryzaji aktyny (Voigt i wsp.
2005). Inne badania ujawnily, ze depolimeryzacja aktyny powoduje zatrzymanie wlasciwej
dystrybucji pecherzykow sekrecyjnych pochodzacych z GA, co skutkuje w ich akumulacji
przy stosach Golgiego (Boutté i wsp. 2007). Bardzo mozliwe ze bialkiem motorycznym
odpowiedzialnym za ruch pecherzykow po mikrofilamentach jest miozyna (Ryc.1.6; Reichelt
i wsp. 1999; Baluska i wsp. 2001; Shimmen i Yokota 2004). Jest to biatko sktadajace si¢ z
trzech domen, w tym z motorycznej na N-koncu, ktora oddziatuje z aktyng i hydrolazg ATP
oraz motywu superhelisy, odpowiadajacego za dimeryzacje biatka. U Arabidopsis thaliana
zidentyfikowano 17 genow kodujacych miozyny (Higaki i wsp. 2007). Sugeruje si¢, ze
jedynie miozyna XI oraz miozyny klasy VIII biorg udziat w transporcie organelli, w tym by¢
moze endosoméw (Shimmen i Yokota 2004; Holweg i Nick 2004; Reichelt i wsp. 1999). W
niektorych przypadkach mutacja miozyny nalezacej do klasy XI zaklocata przemieszczanie

pecherzykow i transport polarny auksyny (Holweg i Nick 2004).
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Ryc.1.6. Transport pecherzyka za posrednictwem miozyny XI oraz cytoszKieletu. (Zrédto: Shimmen i Yokota

2004, zmienione)

Wielu istotnych informacji na temat udziatu mikrofilamentow w przebiegu endocytozy u
ro$lin dostarczyly badania z zastosowaniem inhibitora blokujacego wydtuzanie koncow
kolczastych mikrofilamentow aktynowych (cytochalazyna D), lub badania mutantow
pozbawionych genu kodujacego aktyne (Grebe i wsp. 2003; Boutté i wsp. 2007). Do tej pory
dowiedziono, ze filamenty aktynowe biora udzial m.in. w procesie powrotu do btony
pecherzykow recyklingowych (Baluska i wsp. 2002; Samaj i wsp. 2005), w procesie
pinocytozy (Baluska i wsp. 2004) oraz w obustronnym ruchu pecherzykéw do i z blony
podczas wzrostu polarnego komorek rosngcych szezytowo U wtosnikow czy pytku (Camacho
I Malh6 2003; Ovecka i wsp. 2005). Udziat filamentow aktynowych odpowiada wiec za ruch
pecherzykow nie tylko w procesie endocytozy ale takze egzocytozy. Wzajemne zaleznosci
miedzy organizacja cytoszkieletu aktynowego a ruchem pegcherzykow sa jednak u roslin
ciagle stabo poznane. Sadzi sig, ze pelnienie funkcji organizatora uktadu wewnatrzbtonowego
przez cytoszkielet aktynowy jest mozliwe dzigki oddzialywaniom biatko-biatko, oraz
najprawdopodobniej biatko-lipid. Nalezy jednakze podkresli¢, ze jak dotad charakter

zakotwiczenia w wigkszosci przypadkéw pozostaje nieznany.

1.3 Fosfatydyloinozytole — lipidy uczestniczace w przeplywie blon w

komorce

Fosfatydyloinozytole to fosfolipidy nalezace do glikofosfolipidow oraz stanowigce
jedynie ok. 1% wszystkich lipidow blonowych (van Leeuwen i wsp. 2004). Czasteczki te

wystepuja w 7 gléwnych formach, zaleznych od stopnia ufosforylowania ich pierScienia
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inozytolowego (Ryc. 1.7; Lemmon 2008). Mozna wyr6zni¢: fosfatydyloinozytolo-3-fosforan
(PtdIns(3)P), fosfatydyloinozytolo-4-fosforan (PtdIns(4)P), fosfatydyloinozytolo-5-fosforan
(PtdIns(5)P), fosfatydyloinozytolo-3,4-difosforan (PtdIns(3,4)P,), fosfatydyloinozytolo-4,5-
difosforan  (PtdIns(4,5)P,), fosfatydyloinozytolo-3,5-difosforan  (PtdIns(3,5)P,) oraz
fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforan (PtdIns(3,4,5)P3) (Drebak i Heras 2002; Meijer i
Munnik 2003).

Wykazano, ze zaggszczenie oraz rozmieszczenie fosfatydyloinozytoli w blonach wewnatrz
komorki jest zmienne w zaleznos$ci od wystepujacych warunkow stresowych. Co ciekawe, w
wyniku pojawienia si¢ stresu n.p. suszy, temperatury czy Stresu osmotycznego, ich synteza
lub hydroliza gwaltownie wzrasta w przeciggu kilku minut (Meijer i wsp. 1999; Meijer i wsp.

2001; Meijer i Munnik 2003). Zmiany te sg zalezne od aktywnosci okreslonych fosfataz oraz

kinaz biatkowych.
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Ryc.1.7 Siedem wariantow fosfatydyloinozytoli zaleznych od ufosforylowania pierscienia inozytolowego,

poprzez rozne fasfatazy i kinazy. (Zrodto: Lemmon 2008, zmienione).

Za dwie gltowne funkcje fosfatydyloinozytoli uwaza si¢ udzial w procesach

sygnalizacyjnych w komorce oraz kontrole ogdlnie pojetego przeptywu blon (Simonsen i
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wsp. 2001; Di Paolo i De Camilli 2006; Krauss i Haucke 2007). W przypadku pierwszej z
funkcji najbardziej znanym i najlepiej poznanym fosfatydyloinozytolem jest PtdIns(4,5)Ps.
Ten fosfolipid zlokalizowany w blonie komoérkowej, w odpowiedzi na okre§lony sygnat,
podlega hydrolizie przez fosfolipazy, bedac prekursorem wtornych czgsteczek sygnalnych,
takich jak diacyloglicerol (DAG), oraz inozytolol,4,5-trifosforan (InsPs) (Kost i wsp. 1999;
Meijer i Munnik 2003; van Leeuwen i wsp. 2007). Czasteczki te pelnig istotna role w
przekaznictwie sygnatow z zewnatrz jak i wewnatrz komorki. Rola fosfatydyloinozytoli w
procesach przeptywu bton jest natomiast realizowana poprzez rekrutacj¢ okreslonych biatek
do odpowiednich bton. Jest to mozliwe poprzez specyficzne wigzanie, przez rdzne
fosfatydyloinozytole, biatek niosacych okreslone domeny biatkowe takie jak np. FYVE, PH,
PX, czy ENTH (temat ten bedzie szerzej omowiony w podrozdziale 1.3.1) (Simonsen i wsp.
2001; Mayinger 2012). Poniewaz poszczeg6lne kompartmenty komorkowe sag wyposazone w
rozne typy fosfatydyloinozytoli, przylaczane biatka sg tym samym rekrutowane do Scisle
okreslonych przedzialow blonowych — tam gdzie ich obecno$¢ w danym procesie jest
wymagana. W ten sposob fosfatydyloinozytole moga oddziatywac z biatkami zmieniajac ich
lokalizacje subkomorkowa i/lub aktywno$é, co wigcej moga tez wplywa¢ na mozliwosci
interakcji tych biatek z innymi biatkami (van Leeuwen i wsp. 2004). Na takiej zasadzie
fosfatydyloinozytole stanowig gtowny tgcznik wielu biatek z btonami biologicznymi a tym
samym kontrolujg wiele szlakow transportowych, w tym m.in. proces endocytozy (Simonsen i
wsp. 2001).

Od kilku lat sugeruje si¢, ze w komorkach zwierzecych formowanie oraz transport
pecherzykow endosomalnych sg Sci§le regulowane przez czasteczki kaskady sygnalnej (Roth
2007). Przyktadowo, podczas fagocytozy, jednego z typow endocytozy, fosfatydyloinozytole
przekazuja pobudzenie od receptorow blonowych do cytoszkieletu aktynowego, ktory
odpowiada za transport pecherzykow fagocytotycznych (May i Machesky 2001). Badania
funkcjonowania neksyny SNX9 wskazaty na przyktad, ze po przylaczeniu odpowiedniego
fosfatydyloinozytolu, biatko to wptywato na polimeryzacje aktyny, co z kolei inicjowato
transport pecherzykow endosomalnych (Yarar i wsp. 2007). Co ciekawe przez ostatnie lata
wykazano niejednokrotnie, ze wybrane fosfatydyloinozytole oddzialuja z biatkami z rodziny
Rab w procesie przeptywu bton. W przypadku zwierzat wykazano, ze czgsto wystepujace na
tych samych endosomach biatka Rab5 oraz fosfatydyloinozytole PtdIns(3)P, oddziatujg z tym
samym biatkiem efektorowym, wymaganym dla ruchu pecherzyka (Mayinger 2012). Co
ciekawe, biatko Rab5 odpowiada w tym przypadku rowniez za wigzanie kompleksu kinaz
Vps34/Vpsl5 potrzebnych do powstania PtdIns(3)P (Christoforidis i wsp. 1999; Murray i
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wsp. 2002). Z drugiej strony niejednokrotnie rowniez wykazywano, ze fosfatydyloinozytole
wigza bialka pelnigce funkcje aktywatorow biatek Rab. Wskazuje to, ze fosfatydyloinozytole
jak i biatka Rab nie tylko mogg rekrutowa¢ te same biatka, ale tez wzajemnie si¢ aktywowaé
(Zhang i McCormick 2010).

Jak wczesniej wspomniano, rozne rodzaje fosfatydyloinozytoli, zaleznie od stopnia
ufosforylowania, sa zlokalizowane w okreslonych przedziatach btonowych. Do tej pory w
przypadku komorek zwierzecych, stwierdzono nastepujaca lokalizacje poszczegodlnych ich
typow: PtdIns(3)P oraz PtdIns(3,4)P, . wystepuja w blonie wczesnych endosomow,
PtdIns(4)P - w blonie aparatu Golgiego oraz przedziale TGN, PtdIns(4,5)P, i PtdIns(3,4,5)P;
- w Dblonie komorkowej, PtdIns(3,5)P, - w blonie pdznych endosomédw, lokalizacja
fosfatydyloinozytolu PtdIns(5)P ciagle pozostaje niejasna (Ryc.1.8; Di Paolo i De Camilli
2006).

W przypadku komoérek roslinnych odnotowano do tej pory wystepowanie wszystkich
typow fosfatydyloinozytoli, z wytaczeniem PtdIns(3,4,5)P3, co $wiadczy, Ze u roslin istnieje
ich sze$¢ wariantow (Zarsky i Potocky 2009). W Instytucie SILS (SILS, ang. Swammerdam
Institute for Life Sciences) w Amsterdamie, Kkorzystajac z technik mikroskopii
fluorescencyjnej udowodniono, ze w przypadku komorek roslinnych, podobnie jak w
komorkach zwierzecych, PtdIns(3)P sg obecne m.in. w btonie endosomow, PtdIns(4,5)P, w
btonie komodrkowej, natomiast PtdIns(4)P w blonie komorkowej i aparacie Golgiego
(Vermeer i wsp. 2006; van Leeuwen i wsp. 2007; Vermeer i wsp. 2009). Okreslenie

lokalizacji pozostatych fosfatydyloinozytoli wcigz wymagajg dalszych eksperymentow.

ﬁ’{ Wf‘ RycLs

Rozmieszczenie trzech gtownych

typow  fosfatydyloinozytoli ~ w
EE komorce zwierzgeej. AG-aparat
Golgiego, CCV-pgcherzyk okryty
klatryng, EE- wczesny endosom,
ER- retikulum endoplazmatyczne,
L-lizosom, LE- poézny endosom,

N- jadro komoérkowe, PM- blona

LE 6%

2.
@

=== PtdIns(4,5)P> Ptdins(3)P == ptdins(35)P:

komoérkowa, RE- endosom
recyklingowy, TGN-sie¢ trans
Golgiego. (Zrodto: Clague i wsp.
2009, zmienione).
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Ptdins 4-kinase

Reasumujac, na podstawie dotychczasowych obserwacji dokonanych w komorkach
zwierzecych oraz roslinnych, sugeruje si¢ obecnie, ze fosfatydyloinozytole PtdIns(3)P moga
bra¢ udziat w kontroli ruchu wczesnych endosomow, PtdIns(4,5)P; kontroluja wybrane
procesy zachodzace przy blonie komodrkowej, PtdIns(3,5)P, moga odpowiada¢ za dynamike
p6znych endosoméw, a PtdIns(4)P za dynamik¢ i morfologie aparatu Golgiego (Mayinger
2012).

1.3.1 Wybrane domeny bialkowe wiazace fosfatydyloinozytole

Fosfatydyloinozytole, jak wspomniano w poprzednim rozdziale, wigza okreslone bialka,
dzieki specyficznym oddziatywaniom z ich domenami. Do najlepiej poznanych, dotad
zidentyfikowanych domen, oddziatujacych z fosfatydyloinozytolami nalezg: FYVE, PH, PX.

W genomie Arabidopsis thaliana zidentyfikowano do tej pory ok. 70 bialek wyposazonych w

jedna lub wigcej z wymienionych domen (Ryc. 1.9; van Leeuwen i wsp. 2004).
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Ryc.1.9 Drzewa filogenetyczne biatek wyposazonych w domeny: A: PH, B: PX, C: FYVE, u Arabidopsis
thaliana. Roéznokolorowe galezie odzwierciedlaja rozne rodziny bialek, niosace domeny wigzace

fosfatydyloinozytole. (Zrédto: (van Leeuwen i wsp. 2004, zmienione).

1.3.1.1 Domena Fyve

Domena FYVE, zawdzigcza swoja nazwe 4 biatkom, u ktorych w 1996 roku po raz
pierwszy zauwazono jej obecnos¢: Fablp, YOTB, Vaclp i EEAL (Stenmark i wsp. 1996).
Domena ta zbudowana z ok. 60-80 aminokwaséw, tworzy strukture palca cynkowego
sktadajacego si¢ z dwoch struktor B oraz C-terminalnej a-helisy potaczonych ze sobg za
pomoca Zn®* (Ryc.1.10, Misra i Hurley 1999). W genomie Arabidopsis thaliana wystepuje 16
bialek niosacych te domene, z czego mozemy wyrdézni¢ 3 podgrupy (Ryc.1.9, C; van
Leeuwen i wsp. 2004). Domena FYVE jest odpowiedzialna za specyficzne wigzanie

fosfatydyloinozytolu PtdIns(3)P, obecnego m.in na endosomach (Gaullier i wsp. 1998).

Ryc.1.10 Model struktury krystalicznej domeny FYVE w postaci homodimeru, ze
zwiazanym fosfatydyloinozytolo-3-fosforanem. (Zrodto: van Leeuwen i wsp.

2004, zmienione).
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1.3.1.2 Domena PH

Domena PH (PH; ang. Pleckstrin homology) zostata po raz pierwszy zidentyfikowana w
1993 roku w plekstrynie (Haslam i wsp. 1993; Mayer i wsp. 1993). W roku 1994 natomiast
po raz pierwszy udokumentowano jej oddziatywania z fosfatydyloinozytolami - PtdIns(4,5)P-
(Harlan i wsp. 1994). Domena PH sktada si¢ z ok. 100-120 aminokwaséw zebranych w dwie
antyroéwnoleglte B-harmonijki i umieszczong na C-koncu a-helis¢ (Ryc. 1.11; Ferguson i wsp.
1994). Genom Arabidopsis thaliana koduje ponad 50 biatek wyposazonych w t¢ domeng, z
czego mozemy wyrdzni¢ 12 podgrup (Ryc. 1.9, A; van Leeuwen i wsp. 2004). Glowng
funkcja domeny PH jest wigzanie fosfatydyloinozytolu Ptins(4,5)P,, ktory wystgpuje w blonie
komorkowej oraz PtdIns(4)P obecnego u zwierzat w strukturach aparatu Golgiego (Dowler i
wsp. 2000). W niektorych przypadkach zdarza si¢ jednak, ze domena ta nie wigze zadnych
fosfatydyloinozytoli (Yu i wsp. 2004). Biatka roslinne niosgce t¢ domene (Ryc.1.9), sa
zwigzane z takimi procesami jak procesy sygnalizacyjne (n.p. fosfolipazy D), czy szeroko
pojeta kontrola przeplywu blon (kinazy bialkowe, regulatory matych GTPaz, regulatory
cytoszkieletu) (Kam i wsp. 2000; Halet 2005).

Ryc.1.11  Model  struktury  krystalicznej domeny PH  wigzacej
fosfatydyloinozytolo-4,5-difosforan. (Zrédto: van Leeuwen i wsp. 2004,

zmienione).

1.3.1.3 Domena PX

Domena PX (PX; ang. Phox homology) byta po raz pierwszy zidentyfikowana w 1996
roku w biatku zwierzecym, dokladnie w podjednostkach oksydazy NADPH - p40°™* oraz
p47°" (Ponting 1996). Domena PX skiada si¢ z 100-120 aminokwasow, tworzacych p-
harmonijk¢ oraz 4 a-helisy (Ryc.1.12; van Leeuwen i wsp. 2004). Genom Arabidopsis

thaliana koduje 11 biatlek wyposazonych w t¢ domeng, z czego mozemy wyrd6zni¢ 4
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podgrupy (Ryc.1.9, B; van Leeuwen i wsp. 2004). Domena PX preferencyjniec wigze
fosfatydyloinozytol PtdIns(3)P, jednak moze takze wiagza¢ PtdIns(3,4)P, oraz sporadycznie
PtdIns(4,5)P, (Ellson i wsp. 2002; Kanai i wsp. 2001; Song i wsp. 2001). Biatka roslinne
wyposazone w t¢ domen¢ byly do tej pory wigzane z takimi procesami jak ruch pecherzykow
endocytotycznych (neksyny sortujace), czy procesy sygnalizacyjne (fosfolipazy D) (Xu i wsp.
2001; van Leeuwen i wsp. 2004).

Ryc.1.12 Model struktury krystalicznej domeny PX wiazacej

fosfatydyloinozytolo-3-fosforan (Zrédto: van Leeuwen i wsp. 2004,

zmienione).

Poza wymienionymi domenami wigzacymi fosfatydyloinozytole, wystgpuja rowniez
inne, mniej poznane, takie jak np. ENTH (ENTH; ang. epsin N-terminal homology), ANTH
(ANTH; ang. AP180 N-terminal homology), FERM (FERM; ang. 4,1-ezrin-radixin-moesin)
I inne, ktore réwniez majg udokumentowane oddziatywania z fosfatydyloinozytolami
(Lemmon 2003; Meijer i Munnik 2003; van Leeuwen i wsp. 2004).

1.3.1.4 Domena ENTH

Nazwa domeny ENTH pochodzi od regionu epsyny, typowego dla biatek wigzacych
klatryng (Lemmon 2008). Domena ta sktada si¢ z ok. 150 aminokwaséw oraz ma strukturg
superhelikalnego solenoidu ztozonego z 9 a-helis (Ryc. 1.13). Sposrod 7 wystepujacych
typow fosfatydyloinozytoli preferencyjnie wigze fosfatydyloinozytol Ptdins(4,5)P, (Itoh i
wsp. 2001; Ford i wsp. 2001; Ford i wsp. 2002). Znajdujaca si¢ na N-koncu domeny helisa,
tworzy gleboki ,,rowek” stanowiacy kieszen wigzaca dla fosfatydyloinozytolu (Stahelin i wsp.
2003; Itoh i De Camilli 2006). Biatka niosace t¢ domeng lokalizuja zwykle w blonie
komorkowej, co  jest rOwniez rezultatem  oddzialtywania <z ~ wymienionym
fosfatydyloinozytolem oraz klatryng (Lemmon 2008). Uwaza si¢ ponadto, ze N-koncowa

helisa ENTH ,,wnikajac” pomigdzy dwuwarstwe lipidowa blony komorkowej, inicjuje jej
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»wygiecie” do $wiatta komorki, tym samym obnizajac koszt energetyczny potrzebny do

powstania pgcherzyka endocytotycznego (Itoh i De Camilli 2006).

Ryc.1.13 Model struktury krystalicznej domeny ENTH wiazacej

fosfatydyloinozytolo-4,5-difosforan (Zrodto: Lemmon 2008, zmienione).

Tabela 1.1 Powinowactwo wybranych domen biatkowych, do fosfatydyloinozytoli blonowych.

Domena Fosfatydyloinozytol-wigzany

preferencyjnie

Fosfatydyloinozytol-wigzany

sporadycznie

PtdIns3P

PtdIns(4,5)P,

PtdIns(4)P

PtdIns(3)P

PtdIns(3,4)P2, PtdIns(4,5)P,

PtdIns(4,5)P,

1.3.2 Rodzina bialek PRAF

Rodzina PRAF (PRAF; ang. PH domain, Regulator of Chromatin Condensation, FYVE)

nalezy zaréwno do grupy biatek wyposazonych w domene PH jak i FYVE (Ryc. 1.9 A,C; van

Leeuwen i wsp. 2004). W sktad tej rodziny wchodzi 9 biatek o zblizonej budowie (Ryc.1.14).

Poza obecnoscig domen FYVE oraz PH, na podstawie analiz bioinformatycznych prognozuje

si¢ istnienie w ich sekwencji rowniez takich domen tak: RCC1 (RCC1; ang. Regulator of
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Chromatin Condensation,), BRX (BRX, ang. Brevis radix-like domain), znanej rowniez jako
DZC, oraz motywu superhelisy (ang. coiled-coil) (van Leeuwen i wsp. 2004).

nazwa d[“gog(

bialka locci genu umiejscowienie domen w bialku bialka (aa)
Prafl Atlg65920 1006
Praf2 At3g47660 951

Praf3 Atlg69710 1028
Praf4 Atlg76950 1103
PrafS  A15g42140 1073
Praf6 At3g23270 1045
Praf7 At4gl4370 1045

Prafs At5gl2350 1062

Praf9 AtSgl9420 % 1124
. e [ Fyve
B reca ‘ BRX

Ryc.1.14 Rodzina biatek PRAF. (Zrédto: Wywial i Singh 2009, zmienione).

Jak wczesniej wspomniano domeny PH oraz FYVE sa odpowiedzialne za procesy
zwigzane z przeptywem blon w tym m.in. z oddziatywaniem z btong komorkowg oraz
pecherzykami endocytotycznymi. Domena RCC1 byla do tej pory natomiast najczgsciej
wigzana z procesem katalizowania wymiany nukleotydu GDP na GTP na GTP-azach Ran w
jadrze komorkowym (Drebak i Heras 2002). Od kilku lat wiadomo natomiast, ze jedna z grup
GTP-az z ktorymi oddziatuje domena RCC1 sg biatka Rab obecne na endosomach (Jensen i
wsp. 2001). Domena ta jest wigc kolejnym potencjalnie waznym tgcznikiem tych biatek z
systemem bton wewngtrznych i organizatorem proceséw przeplywu bton. Biatka PRAF
zawieraja ponadto w domene BRX, prawdopodobnie odpowiedzialng za oddziatywania
miedzy biatkami oraz w motyw superhelisy.

Uwaza si¢, ze biatka PRAF, typowe sg jedynie dla komorki roslinnej, poniewaz do tej
pory nie zidentyfikowano biatek homologicznych u zwierzat (van Leeuwen i wsp. 2004).
Pierwsze biatko z rodziny PRAF zostato wyizolowane w roku 2001 z Arabidopsis thaliana i
bylo to pierwsze zidentyfikowane biatko eukariotyczne, ktore zawiera zar6wno domeny PH i

FYVE, jak i RCC1 (Begona i Drebak 2002). Do tej pory funkcja i mechanizm dziatania
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biatek z rodziny PRAF, nie zostaly jeszcze prawie w ogole zweryfikowany eksperymentalnie.
Dysponujemy jedynie nieznaczng wiedzg na temat pewnych aspektow funkcjonalnosci biatka
PRAF1. W 2001 roku wykazano bowiem, ze domena PH biatka PRAF4 preferencyjnie wigze
fosfatydyloinozytol PtdIns(4,5)P,, natomiast domena FYVE — PtdIns(3)P (Jensen i wsp.
2001). Dodatkowo wykazano, ze domena RCC1 biatka PRAF1 ma potencjalng zdolno$¢ do
petnienia funkcji czynnika wymiany nukleotydéw guaninowych, na matych GTPazach Rab na
endosomach (Jensen i wsp. 2001). Pozostate biatka z rodziny PRAF, nie zostaty do tej pory

poddane glebszej analizie eksperymentalne;.
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2. Cel

Przeptyw bton w systemie bton wewnetrznych komorki roslinnej oraz zwigzany z nim
transport pecherzykowy sa uwarunkowane ciggiem nastepujacych po sobie oddzialywan
mi¢dzy okreslonymi biatkami, przedziatami bton biologicznych w tym ich lipidami oraz
cytoszkieletem, odpowiednio zorganizowanymi w czasie i przestrzeni. Ciagle jest jednak
wigcej hipotez niz faktycznie zidentyfikowanych organizatoréw tych procesow w komorce
roslinne;j.

Nadrzednym celem niniejszej pracy doktorskiej byto zidentyfikowanie oraz mozliwie jak
najpelniejsze poznanie funkcji wybranych, dotad nie charakteryzowanych biatek Arabidopsis
thaliana, oddziatujacych z lipidami blon, potencjalnie uczestniczacymi w organizacji uktadu
wewnatrzbtonowego komorki m.in. w aspekcie transportu pgcherzykowego.

Wyznaczono nastepujace cele czastkowe:

1. Na podstawie analiz bioinformatycznych, wytypowanie grupy bialek Arabidopsis
thaliana, ktorych przewidywana funkcja moze sugerowac ich istotne znaczenie w procesach
przeptywu blon.

2. Okreslenie lokalizacji subkomorkowej wytypowanych bialek.

3. Zbadanie oddzialywan bialko-lipid wytypowanych bialka, w celu okreslenia do
ktorych fosfatydyloinozytoli, domeny biatek wykazujg najwigksze powinowactwo.
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3. Materialy

3.1 Material roslinny

% Arabidopsis thaliana (Rzodkiewnik pospolity)
Do badan wykorzystano rosliny Arabidosis thaliana z ekotypu Columbia-0. Linig ro$lin
dzikich zamo6wiono w bazie ABRC (ABRC; ang. Arabidopsis Biological Resource Center).

¢ Nicotiana tabacum (Tyton szlachetny)
3.2 Szczepy bakteryjne

% Escherichia coli szczep DH5a: supE44 AlacU 169 (@80 lacZAM15) hsdR17 recAl
endAl gyrA96 thi-1 relAl. Jest to szczep powszechnie wykorzystywany w technikach
rekombinacji DNA, ze wzgledu na: 1) mutacja endAl- powodujaca inaktywacj¢ endonukleaz,
odpowiedzialnych za degradowanie plazmidowego DNA; pozwala uzyska¢ wigkszg ilo$¢
plazmidowego DNA, 2) mutacja recAl- umozliwia rekombinacje homologiczna, co wptywa
na wzrost stabilizacji plazmidu w komorce, 3) wytaczony gen B-galaktozydazy; pozwala na
identyfikacj¢ transformantow w tescie a-komplementacji.

% Escherichia coli szczep DB3.1: F- gyrd462 endAl ginV44 A(sri-recA) mcrB mrr
hsdS20(rg", mg’) arald galK2 lacYl proA2 rpsL20(Sm') xyl5 Aleu mtll. Jest to szczep
umozliwiajacy replikacje plazmidow zawierajacych kaset¢ ccdB (wektory w systemie
Gateway).

% Escherichia coli szczep BL21(DE3) pLysS codonplus F- ompT hsdS (rB- mB-) dcm+
Tetr gal (DE3) endA Hte [argU proL Camr]. Jest to szczep umozliwiajacy wysokowydajng
ekspresje biatek w komorce, przez co powszechnie stosowany w procesie nadekspresji biatek
rekombinowanych. Zawiera gen polimerazy RNA T7 potaczony z promotorem indukowanym
przez IPTG. Szczep ten wykazuje oporno$¢ na chloramfenikol (34ug/ml).

« Agrobacterium tumefaciens szczep GV3101: jest to szczep wyprowadzony z C58C1,
charakteryzujacy si¢ opornosciag na antybiotyk rifampicyne (50ug/ml) oraz gentamycyne
(20ug/ml). Szczep ten wymaga aktywacji acetosyringonem, co umozliwia transformacje

roslin wektorami binarnymi, wprowadzonymi wczesniej do jego komorek.
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Wszystkie szczepy bakteryjne pochodzily z kolekcji Zaktadu Biologii Molekularnej i Komorkowe;j
UAM.

3.3 Kwasy nukleinowe

3.3.1 Kolekcja cDNA

cDNA, czyli produkty odwrotnej transkrypcji uzyskane z matrycy mRNA, zamowiono z

bazy BioResource Center RIKEN. Zamo6wiono nastgpujace klony:

cDNA
e At4g32160 (PXS) pda 20847
e At3g15920 (PXC) pda 14373
e Atlg15240 (PXX) pda 14858

e At1g76950 (PRAF4)  pda 06464
e At1g65920 (PRAF1)  pda 20147
e At4g02650 (SlaA) pda 11469
Zamowione cDNA otrzymano w formie liofilizowanej. Czasteczki zawieszano w 50 pl

sterylnej wody i wykorzystywano jako matryce do reakcji PCR.

3.3.2 Startery

Startery zastosowane w niniejszej pracy, zostaly zaprojektowane w programie
OligoAnalyzer oraz zsyntetyzowane w Pracowni Sekwencjonowania DNA i Syntezy
Oligonukleotydow, Instytutu Biochemii 1 Biofizyki (IBB) PAN. Bazowe roztwory
oligonukleotydéw przygotowywano w stezeniu 100uM. Z nich przygotowywano robocze

rozcienczenia o stezeniu 2,5uM, ktére wykorzystywano bezposrednio w reakcjach PCR.

Tabela 3.1 Startery uzyte do reakcji PCR. Kolorami oznaczono nastepujace fragmenty: dodane nukleotydy-
czerwony, kodon start — zétte tto, kodon stop — czerwone tlo, sekwencja rozpoznawane przez enzym- niebieskie
tho.

Nazwa Gen/biatko Sekwencja

SGPf At4g32160/PXS 5’AAAAAGCAGGCTTCATGATGCAGAGACGGAG3’
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SGCPr (do fuzji na koricu N)

CGPf

CGCPr (do fuzji na koricu N)
XGPf

XGNPr (do fuzji na korncu C)
SlaGPf

SIaGCPR (do fuzji na koricu N)
P1GPf

P1GCPR: (do fuzji na korncu N)

P1GNPR: (do fuzji na koncu C)

UniF

Uni R

PXSsek1:
PXSsek2:
PXCsek1:
PXCsek2:
PXCsek3:
PXXsek1
PXXsek2
PXXsek3
SLAsek1
SLAsek2
PrafSek1
PrafSek2
PrafSek3

PrafSek4

At4g32160/PXS

At3g15920/ PXC
At3g15920/PXC
At1g15240/PXX
At1g15240/PXX
At4g02650/SlaA
At4g02650/SlaA
At1g76950/PRAF4
At1g76950/PRAF4

At1g76950/PRAF4

Wszystkie analizowane geny

Wszystkie analizowane geny

At4g32160 /PXS
At4g32160/PXS
At3g15920/ PXC
At3g15920/PXC
At3g15920/PXC
At1g15240/PXX
At1g15240/PXX
At1g15240/PXX
At4g02650/SlaA
At4g02650/SlaA
Atl1g76950/PRAF4
Atl1g76950/PRAF4
Atl1g76950/PRAF4

At1g76950/PRAF4

5’AGAAAGCTGGGTGTCTCTTCAATGTTTC3’

5’AAAAAGCAGGCTTCATGAATCTATACGCGCAC3’
5’AGAAAGCTGGGTGTTTCTCAAGGATCTT3’
5’AAAAAGCAGGCTTCATGAGCACCCAGAAGCA3’
5’AGAAAGCTG GGTG-AAAACAAGAGACATG3’
5’AAAAAGCAGGCTTCATGGGTTCAAGTAAG3
5’AGAAAGCTGGGTGATAGCGAGGCGTGTA3’
5’AAAAAGCAGGCTTCATGGCAGATCTTGTGACC3’
5’AGAAAGCTGGGTGGTGAGGAATGTCTTC3’

5’AGAAAGCTGGGTGEIGTGAGGAATGTCT3'

5'GGGGACAAGTTTGTACAAAAAGCAGGCTTC3’

5’GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTG3’

5'CAAGATGTAGATCAGAATGC3’
5’'TGTATCGCTTGGAACTGGGC3’
5’GTGCTCTCTGGAAGATTGG3’
5’GTATTTCAGTCTGAGGAGCG3’
5'TACCGTAACCAGAGGGGGC3’
5'TTGGGGAACTTTCACGGCGG3’
5'GCAGTTGAAAAATGAACAGC3’
5'TAGTCATTCTTATACATCCG3’
5’'GTGGTGGTGGTGGTGGCGG3’
5’ATCTGAGGAGGAGGAGAGC3’
5’AAGAGTGCTGAGCCTGAGG3’
5’AGTAAGTTGTGGACCCTGGC3’
5'GGGGTAAAGGAGCCAATGGG3’

5’ACACTTTTTCACTCGGTCGC3’
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PrafSek5

FGATE

RGATE

GFPPF
GFPPR
SnPXPF1
SnPXPR
CnPXPF1
CnPXPR1
XnPXPF
XnPXPR
SnENPF1
SnENPR1
P1nPHPF
P1nPHPR
P1nFYPF
P1nFYPR

P2nFYPF

P2nFYPR

3.3.3 Wektory

At1g76950/PRAF4

Wszystkie analizowane geny

Wszystkie analizowane geny

Wszystkie analizowane geny
Wszystkie analizowane geny

At4g32160 /PXS
Domena PX (+BamHI)
At4g32160 /PXS
Domena PX (+EcoRl)
At3g15920/ PXC
Domena PX (+BamHl)
At3g15920/PXC
Domena PX (+EcoRl)
At1g15240/PXX
Domena PX (+BamHI)
At1g15240/PXX
Domena PX (+EcoRl)
At4g02650/SlaA
Domena ENTH (+BamHl)
At4g02650/SlaA
Domena ENTH(+EcoRl)
At1g76950/PRAF4
Domena PH (+BamHI)
At1g76950/PRAF4
Domena PH (+EcoRl)
Atlg76950/PRAF4
Domena FYVE(+BamHl)
At1g76950/PRAF4
Domena FYVE(+EcoRl)
At1g65920/PRAF1
Domena PH(+BamH]I)
At1g65920/PRAF1
Domena PH(+EcoRl)

5’ACGGATTAGACCAGAATGG3’

5’GTAACATCAGAGATTTTGAGACAG3’

5'TCGCGTTAACGCTAGCATGGATCTC3’

5’ATGGTGAGCAAGGGCGAGGA3’

5’CTTGTACAGCTCGTCCATGCCG3'’

5’GGGGATCCAATGGTAGAGATACTGTTTGG3’

5’GGGAATTCGCTACTTCTATCATTATTGG3’

5'GGGGATCCGAAGGAAGGGACACGGTTTGG3’

5’GGGAATTCGGTGGTAGGTAGAAGTGACGG3’

5’GGGGATCCAGTGATGATTCTGAAGATGG3’

5'GGGAATTCTTAAAAACAAGAGACATGGC3’

5’GGGGATCCTTAACGGAACTCGAAATAGCTGTCG

TGAAAGC3’
5’GGGAATTCTTTCTCTGTTTTCATCTCTGC3’

5'GGGGATCCATGGCAGATCTTGTGACCTA3’

5’GGGAATTCGCTGGCATCAACTGAAAGG3’

5’GGGGATCCAAATACATTGCTTGCGGATCG3’

5’GGGAATTCATTCTCCCCTGAAAGACGAGG3’

5'GGGGATCCAATGGACAACTTGGTTTAGG3’

5'GGGAATTCATTGTTTTTCTGTCAAATCC3’

Wszystkie ponizej opisane wektory naleza do zasobow Zaktadu Biologii Molekularnej i

Komoérkowej UAM.
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3.3.3.1 Wektor wejsciowy pDONR 207 (Invitrogen)

Jest to wektor ,,wejSciowy” stosowany do wklonowywania insertOw za pomocg
technologii klonowania typu Gateway. Wektor ten o wielkosci 5585nt, zawiera dwa miejsca
rekombinacji: attP1 oraz attP2, sa one komplementarne do miejsc attBl i attB2, ktore
flankuja insert gotowy do wklonowania. Istotng w budowie wektora jest kaseta ccdB, ktora
zapewnia selekcje pozytywnych klonow. Po reakcji rekombinacji kaseta ta zastgpowana jest
przez insert, woéwczas powstaje klon wejsciowy pENTR. W praktyce pENTR jest
wykorzystywany jako wektor przejsciowy, umozliwiajace przeklonowywanie kaset z
wklonowanym genem do dalszych wektorow docelowych (rozdziat 3.3.3.2). Pusty wektor
pDONR 207 namnaza si¢ w szczepie bakteryjnym E.coli DB3.1, pelny wektor — pENTR,
umozliwia namnazanie plazmidu w szczepie DHS5a. Wektor ten niesie oporno$¢ na
gentamycyn¢ (W niniejszej pracy korzystano ze stezenia 20ug/ml) oraz chloramfenikol
(Cm").

Gentamycyna

Ryc.3.1 Budowa wektora pDONR 207. (Zrodto:www.invitrogen.com, zmienione).

3.3.3.2 Wektory docelowe pSITE-2NB oraz pSITE-2CA

Sa to binarne wektory ekspresyjne, nalezace do wektoréw docelowych z rodziny pSITE,
stosowanych w technologii klonowania typu Gateway. Wektory te zawierajg m.in. w silny,

podwdjny promotor CaMV35S. Wprowadzenie insertu jest mozliwe dzigki sekwencjom attR1
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i attR2 flankujacym rejon DEST, ktory podlega wymianie na insert podczas reakcji
rekombinacji. Bakterie zawierajace wektor docelowy z poprawnie wprowadzonym insertem
wykazujg oporno$¢ na spektynomycyne (50ug/ml) (Chakrabarty i wsp. 2007; Tzfira i wsp.
2005).

Ekspresja tych wektoréw umozliwia tworzenie fuzji biatka fluorescencyjnego eGFP (eGFP;
ang. enhanced Green Flurescent Protein) z biatkiem badanym w dwoch orientacjach:

Wektor pSITE-2NB — umozliwia fuzj¢ na koncu N biatka eGFP: biatko badane :: eGFP
Wektor pSITE-2CA — umozliwia fuzj¢ na koncu C biatka eGFP: eGFP :: biatko badane

Pl-Fspl Ncol
Agel
GFP
— 2X35S — TL H DEST TER
pSITE-2CA I
AGAICIAC [Af.;;«;u,zx T1G TAC AMA ARA... A TIC TIG |acw<s::;w] GATA 1CLAGA
Bglil Xbal
attR1 attR2
PI-Fspl Neol
Agel
GFP
— 2X35S | TL DEST TER
pSITE-2NB T
LMGG-’-I(,[A(W AGY TTG TAC AAA ARA.. A TTC TTG TAC ARA GTG GI l( ATA GGG CCC
Bglll Apal Xbal
attR1 attR2

Ryc.3.2 Uproszczony schemat wektorow pSITE-2NB, oraz pSITE-2CA, z mozliwoscig wklonowania badanego

genu po obu stronach genu biatka fluorescencyjnego. (Zrodto: Chakrabarty i wsp. 2007, zmienione).

3.3.3.335S:p19

Jest to wektor binarny, ktory powstat przez wklonowanie zamplifikowanego fragmentu
genu biatka pl19 do wektora pBin61. Funkcje biatka pl19 okresla si¢ mianem supresora
potranskrypcyjnego wyciszania genow. Oznacza to, ze biatko to, pochodzace z wirusa TBSV
(ang. Tomato bushy stunt virus), znaczaco wpltywa na efektywnos$¢ ekspresji bialek w
ro$linach, transformowanych szczepem bakteryjnym Agrobacterium tumefaciens. Bakterie

zawierajace 35S:p19 wykazuja opornos¢ na kanamycyne (50 pg/ml) (Voinnet i wsp. 2003).

35S:p19 358| p19(19kps) [[MOS

¥ ANy

Ryc.3.3 Schematyczny model wektora 35S:p19. 35S - promotor CaMV, nos - terminator syntazy nopalinowej.

(Zrodto: Voinnet i wsp. 2003, zmienione).
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3.3.3.4 pGEX-4T-1

Wektor pGEX-4T-1 nalezy do grupy wektoréw pGEX-4T, ktore sg powszechnie
stosowanymi w praktyce laboratoryjnej wektorami do nadekspresji biatek. Wektor ten jest
wyposazony w gen kodujacy S-transferazg glutationu (GST; ang. Glutathione S-
Transferase), dzigki czemu kazdy wklonowany insert podlega ekspresji w fuzji z tym
biatkiem. Pozwala to na tatwe oczyszczenie biatek oraz dalsze analizy. W tych wektorach o
wielkosci ok. 4.9 kbp, ekspresja zachodzi pod kontrolg promotora tac indukowanego IPTG.
Miejsce MCS (ang. multiple cloning site) znajduje si¢ tuz za biatkiem GST i umozliwia
klonowanie ukierunkowane. Istniejg trzy rodzaje wektora pGEX4T: pGEX-4T-1, pGEX-4T-2
i pGEX-4T-3 pozwalajace na wstawianie insertow w trzech réznych ramkach odczytu. Do
badan w niniejszej pracy wybrano wektor pGEX-4T-1. Wektor ten niesie opornos¢ na
ampicyling, ktora w pracy zastapiono antybiotykiem - karbenicyling (100pg/ml).

tac prom

lacZ_a reporter

\ \ " p
Narl 4209 s et :
Hpal 4175 Bam#l 931

. EcoRl 940

EcoRY 4119 Xmal 945
mal 947
. —ALCl 951

-— -
. Xho!l 955

Apal 3880 . :

- Notl 961

pCEX-4T1
4965%bp

pBR322 origin
AlwNI 2644

Ryc.3.4 Schemat wektora pGEX-4T-1 (Zrédto: http://ecoliwiki.net/colipedia/index.php/File:PGEX-4T1.jpg)
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nGEX-4T-1 (27-4580-01)

Thrombin

|Leu Val Pro ArgJ'GIy Ser|Pro Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His Arg Asp
CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCG GAA TTG CCG GG T CGA CTC GAG CGG CCG CAT CGT GAG TGA

BamH | EcoR | 'W' Sal | g7 Notl Stop codons

Ryc.3.5 Fragment wektora pGEX -4T-1, ze wskazanymi miejscami restrykcyjnymi. (Zrodto:
http://www.synthesisgene.com/vector/pGEX-4T-1.pdf).

3.4 Odczynniki

3.4.1 Podstawowe odczynniki

Producenci
ACE Procter&Gamble
Acetosyringon Sigma
Agaroza Sigma
Akrylamid Sigma
Albumina z surowicy wotowej (BSA) Sigma-Aldrich
Amistar 250SC Syngenta
APS Sigma
Bis-akrylamid Sigma
Blekit bromofenolowy Sigma
Bromek etydyny BioRad
CaCl, x H,O Sigma
Ca(NO3), Sigma
Coomassie Brilliant Blue R-250 Merck
dNTP Allegro
EDTA POCH Gliwice
Ekstrakt drozdzowy Lab Empire
Etanol POCH Gliwice
FM4-64 (SynaptoRedTMC2) Merck
Glicerol POCH Gliwice

Glutathione Sepharose 4B

GE Healthcare
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IPTG (izopropylo-D-tio galaktozyd)

Inhibitory proteaz (Protease inhibitor cocktail tablets)

KCI

KH,PO,
KNO;
Ksylencjanol
Kwas octowy
Lizozym
Mannitol
MES

Metanol
Merkaptoetanol
MgSO,

NaCl

PBS

PEG

SDS

TEMED
Tween-20
Tris

Triton X-100

Mikroelementy (H;BO3; MnCl, CuSO,4ZnSO;,,
NaMo0O,4,CoCl,)
Roztwor RIIT: FeSO4 x 7 H,O, Na,EDTA x 2 H,O

3.4.2 Enzymy

Do izolacji protoplastow
Cellulaza R10
Macerozyme R10

Do reakcji PCR
Polimeraza Taq

Polimeraza Pfu

Gibco
Roche
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
POCH Gliwice

A&A Biotechnology

Sigma

Sigma MgCl, Sigma

POCH Gliwice
Merck

POCH Gliwice
POCH Gliwice
Roche

Merck

Sigma

Merck

Sigma
Bioshop

Lab empire

POCH Gliwice
POCH Gliwice

Serva

Serva

Allegro
Stratagene
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Do reakcji rekombinacji Gateway
Klonaza BP

Klonaza LR

Proteinaza K

Enzymy restrykcyjne

Bam H1

EcoR1

Do reakcji ligacji

T4 DNA Ligaza

3.4.3 Antybiotyki

Rifampicyna
Gentamycyna
Spektynomycyna
Kanamycyna
Karbenicylina

Chloramfenikol

3.4.4 Markery mas DNA

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
GeneRuler™ 100 bp DNA

3.4.5 Markery bialkowe

Precision Plus Protein™ Standards

Multicolor High Range Protein Ladder

3.4.5 Odczynniki uzywane do analizy Fat blot

Albumina z surowicy wotowej bez zawartosci

kwasow tluszczowych (free fatty acid BSA)

Kwas fosfatydowy (PA)

Invitrogen
Invitrogen

Invitrogen

Fermentas

Fermentas

Fermentas

Bioshop
Bioshop
Bioshop
Bioshop
Bioshop
Bioshop

Fermentas

Fermentas

Bio-Rad

Fermentas

Sigma-Aldrich

Avanti
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Fosfatydyloinozytole:

PtdIns(3)P, PtdIns(4)P, PtdIns(5)P, PtdIns(3,5)P,,
PtdIns(4,5)P, PtdIns(3,4)P,

Nitroceluloza Hybond-C Extra — RPN203E
Ponceau S

Przeciwciato anty-GST

Przeciwciato Il-rzedowe (anty-mysie)

Tween-20

3.4.6 Gotowe zestawy

Clean-up
Gel Extraction Kit
Plasmid Mini prep Kit

Avanti

Amersham

Sigma-Aldrich

Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
Sigma-Aldrich

A&A Biotechnology
Qiagen
Qiagen
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4. Metody

Czynno$ci opisane w rozdziatlach 4.5.3 1 4.5.4 zostaly wykonane w Instytucie
Swammerdam Institute for Life Sciences (SILS), pod kierunkiem dr Teun Munnik, na
Uniwersytecie w Amsterdamie, w trakcie pobytu w ramach stypendium FEBS Summer
Fellowship.

Analiza lokalizacji subkomoérkowej wybranych biatek, zostata wykonyna we wspotpracy
z mgr Maciejem Boruczkowskim, nam ktorym sprawowalam opieke w trakcie wykonywania
jego pracy magisterskiej. Czes¢ prac z zakresu analizy bioinformatycznej zostata wykonana
wspolnie z Damianem Jakowczykiem, nad ktérym sprawowalam opieke w trakcie Jego

studiow licencjackich.
4.1 Analiza bioinformatyczna

Korzystano z nastepujacych narzedzi bioinformatycznych:
Sekwencje nukleotydowe i aminokwasowe pobierano z bazy danych GenBank

(www.nchi.nlm.nih.gov)

Oceny obecnosci domen niesionych przez biatka dokonywano z wykorzystaniem narzedzia

SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/) oraz w celu doktadniejszej oceny umiejscowienia

domen z narz¢dzia InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/).

Przewidywang  mas¢  bialek  obliczano  korzystajac  z  kalkulatora  mas:

http://www.sciencegateway.org/tools/proteinmw.htm

Do pordéwnania sekwencji aminokwasowych domen biatek w celu sprawdzenia obecnosci

aminokwasow zachowanych wiazacych fosfatydyloinozytole zastosowano program ClustalX.

4.2 Praca z materialem roslinnym

4.2.1 Sterylizacja nasion

Przed wysianiem nasiona przesypywano do proboéwek typu Eppendorf, dodawano
roztworu ACE oraz inkubowano przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Nast¢pnie za

pomoca pipety ostroznie usuwano roztwor. Proby przeptukiwano etanolem, nastgpnie sterylng
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woda. Phukanie powtarzano kilkakrotnie do czasu, gdy won chloru przestawala by¢

wyczuwalna.

Roztwory do sterylizacji nasion:
250ul 30% ACE, H,0
70% etanol, H,O

4.2.2 Hodowla roslin

W pierwszej kolejnosci przygotowywano kuwete z podtozami torfowymi oraz pozywke
mineralng do hodowli roslin. Zalane pozywka podtoza torfowe (Jiffy Products International
AS), umieszczano na 20 min pod lampa UV w celu sterylizacji. Po tym czasie podtoza byty
spryskiwano preparatem grzybobdjczym Amistar. Nastgpnie za pomocg wykalaczek
umieszczano na podtozach po 2-3 uprzednio wysterylizowane nasiona. Po wysianiu nasion,
kuwety z podtozami owijano folig aluminiowg i przenoszono na ok. 48 godzin do lodowki
(4°C) w celu jaryzacji. Po tym czasie przenoszono kuwety do fitotronéw (Versatile
Environmental Test Chamber, typ MLR-350H firmy Sanyo), gdzie kontynuowano hodowle w
warunkach standardowych: fotoperiod 16h $wiatta / 8h ciemnos$ci, wilgotnos¢ 70%,
temperatura 22°C. Po okoto 6 tygodniach ro$liny umieszczano w ostonkach typu Arasystem,
w celu uniknigcia przekrzyzowan. Te¢ samg procedurg stosowano zarowno dla hodowli

Arabidopsis thaliana jak i Nicotiana tabacum.

Pozywka mineralna do hodowli ro§lin:

5 mM KNO3; 2,5 mM KH,PO, pH 5,6; 2 mM MgSO,; 2 MM Ca(NOs),; 3 mM FeEDTA,;
Mikroelementy: 70 uM H3zBO3; 1 puM ZnSOg; 1 uM Na;MoO,. 0,5 uM CuSO, 0,1 uM CoCl,, 14 uM
MnCl,. 10 uM NaCl

Amistar 250 S.C (1:200)

4.2.3 Izolacja protoplastow z komorek mezofilu Arabidopsis thaliana

Izolacje protoplastow prowadzono wedtug protokotu Wu i wspotpracownikéw (Wu i
wsp. 2009), zmodyfikowanego przez dr K. Lesniewicza i dr M. Smolarkiewicz z Zaktadu

Biologii Molekularnej i Komérkowej UAM.
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Przed rozpoczeciem wlasciwej izolacji przygotowywano roztwor enzymoéw trawigcych
sciane komorkowa (ok. 20 ml na 1 szalke Petriego), ktory ogrzewano przez 10 minut w
temperaturze 55°C, po czym schladzano i przefiltrowywano. Do izolacji protoplastow
wykorzystywano 3-tygodniowe ro$liny A. thaliana. Liscie pozbawiano epidermy poprzez
przyklejenie a nastepnie oderwanie przyklejonej do epidermy liscia tasmy klejacej. Tak
spreparowane liscie umieszczano W szlakach Petriego z roztworem enzymow trawigcych
Sciang¢ komorkowa I wytrzgsano przy 60 rpm, w 25°C przez 1 godzine. Nast¢pnie usuwano
resztki tasmy klejacej, a §wiezo uwolnione z lisci komoérki pozostawiano na kolejne 30 minut
z wytrzasaniem w roztworze enzymow. Protoplasty zbierano delikatnie do probowki typu
Falcon o pojemnos$ci 50ml i zwirowywano przy 150 g przez 3 minuty (Eppendorf Centrifuge
5804R, rotor wychylny). Supernatant usuwano, a do osadu dodawano 15 ml roztworu W5 po
czym ponownie zwirowywano zawiesing przy 150 g przez 3 minuty. Czynnos¢ te powtarzano
dwukrotnie. Po trzykrotnym wirowaniu protoplasty zawieszano w 1ml roztworu MMg. Tak

przygotowane protoplasty transformowano nastepnie przygotowanymi wczesniej plazmidami.

Roztwér enzymoéw trawiacych: 1,2% Celulaza R10; 0,4% Macerozyme R10; 0,4 M mannitol; 20
mM KCI; 20 mM MES pH 5,7

Roztwor W5: 154 mM NaCl; 125 mM CaCl,; 5 mM KCI; 2 mM MES pH 5,7

Roztwér MMg: 0,4 M mannitol; 15 mM MgCl,; 4 mM MES pH 5,7

4.2.4 Transformacja protoplastow

Do probowek typu Eppendorf o pojemnosci 2ml z zaokraglonym dnem dodawano
kolejno: 10ug DNA plazmidowego (wektor), 100ul protoplastow oraz 110ul roztworu PEG-
4000, po czym mieszaning delikatnie mieszano. Nastgpnie inkubowano w 25°C przez 30
minut. Dodano 450ul roztworu W5 i wirowano przy 300 g przez 3 minuty. Supernatant
doktadnie usuwano a protoplasty zawieszano w 500ul roztworu W1. Prowadzono inkubacje
przez noc w 25°C. Po 16 godzinach inkubacji zawiesing wirowano przy 300 g przez 3 minuty,
a nastepnie zawieszano w 200ul W1. Tak przygotowane protoplasty stuzyty do obserwacji

mikroskopowej przy uzyciu mikroskopu konfokalnego.
PEG-4000: 40% PEG-4000; 200 mM mannitol; 100 mM CaCl,

Roztwor W1: 0,5 M mannitol; 20 mM KCI; 4 mM MES pH 5,7
Roztwér W5: 154 mM NaCl; 125 mM CaCl,; 5 mM KCI; 2 mM MES pH 5,7
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4.2.5 Transformacja lisci tytoniu Nicotiana tabacum

W dzien poprzedzajacy transformacje, 3-tygodniowa hodowle tytoniu, podlewano obficie
pozywka do hodowli roslin. Zaszczepiano réwniez po 5 ml pozywki LB koloniami A.
tumefaciens zawierajacymi wybrane do analizy wektory binarne. Hodowlg bakteryjng
prowadzono z antybiotykami (rifampicyng, gentamycyna oraz spektynomycyna) i
wytrzasano 24 godziny w 28°C (180 rpm). Do osobnej probowki z pozywka LB i
antybiotykami (rifampicyng i kanamycyna) dodawano plazmidu 35S::pl9 i roéwniez
wytrzasano w takich samych warunkach do dnia nastgpnego. Plazmid 35S::p19 dodaje si¢ w
celu zabezpieczenia konstrukeji genetycznych przed wyciszeniem nadekspresji genow
badanych biatek.

Namnozone w probowkach bakterie zwirowywano w probdéwkach typu Falcon przez 15
minut w 4°C, przy 4500 rpm. Nastepnie supernatant usuwano, a otrzymany osad zawieszano
w 2ml buforu do transformacji. Mierzono ODgyy poszczegdlnych prob i przygotowywano
odpowiednie rozcienczenia bakterii, tak by ODggy mieszaniny do transformacji nie
przekraczato 0,3. Mieszaning inkubowano okoto 3 godzin w temperaturze pokojowej, z
lekkim wytrzasaniem (70 rpm). Po tym czasie okoto 1 ml zawiesiny wstrzykiwano przy
pomocy matej strzykawki (5 ml) w spodnig strong liscia. Kuwety z roslinami pozostawiano w

warunkach pokojowych. Obserwacje prowadzono po 2 dniach od transformacji.

Pozywka do hodowli roslin- opis w rozdziale 4.2.2

Pozywka LB:

Bacto trypton 1%; Ekstrakt drozdzowy 0,5%; NaCl 1%; pH 7,2.

Antybiotyki:

Rifampicyna (50ng/ml)/DMSO, gentamycyna (20pg/ml)/ H,O oraz spektynomycyna (50pg/ml)/ H,0,
Rifampicyna (50ng/ml)/DMSO i kanamycyna (50pg/ml)/ H,O

Bufor do transformacji: 100 mM MES pH 5,7; 100 mM MgCl,; 150 uM Acetosyringon; H,O
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4.3. Praca z bakteriami

4.3.1 Transformacja komorek kompetentnych E. coli DH5a.

W pracy korzystano z komodrek kompetentnych szczepu DHS5a, przygotowywanymi w
Zaktadzie Biologii Molekularnej i Komorkowej UAM.
Probowki z komoérkami kompetentnymi (100ul) 1 z przygotowanymi wczesniej wektorami
genetycznymi (plazmidy) umieszczano w lodzie na 15 minut, w celu rozmrozenia. Nast¢pnie,
do probowek z koméorkami kompetentnymi dodawano po ok. 2-20ng DNA plazmidowego. Po
30 minutowej inkubacji w lodzie, przeprowadzano szok cieplny, umieszczajac probowki na
1,5 minuty w 42°C. Préby umieszczano z powrotem w lodzie i inkubowano 10 minut. Po tym
czasie w celu podhodowania bakterii, dodawano do kazdej z probowek po 500 ul pozywki
LB bez antybiotyku i umieszczano na 40 minut w 37°C, z lekkim wytrzgsaniem (120 rpm).
Bakteriami zaszczepiano pozywke stala z odpowiednim antybiotykiem, ktéry zapewnial

selekcj¢ kolonii stransformowanych. Bakterie hodowano przez 16 h w 37 °C.

Pozywka LB - opis w rozdziale 4.2.5

4.3.2 Selekcja stransformowanych kolonii bakteryjnych

Kolonie bakteryjne namnozone na pozywce stalej, przepasazowywano na 0znaczone
fragmenty pozywki na osobnej szalce Petriego w celu wyodrgbnienia namnozonych kolonii 1
umieszczano ponownie w 37°C na 16h. Po tym czasie przeprowadzano selekcje kolonii
»pelnych”, czyli wyposazonych w poprawnie skonstruowany wektor. Dokonywano tego
,metodg rozbijajacg”. Polegata ona na pobraniu wykataczkg probek bakteryjnych i
umieszczaniu ich w probowkach z 10 pl wody sterylnej, ktore nastepnie poddawano inkubacji
w 95°C przez 3 minuty. Po inkubacji proby byly wykorzystywano jako matryce do reakcji

PCR weryfikujgcej obecnosé genu kodujacego GFP lub analizowane biatko w wektorze.
Pozywka LB - stala:

Bacto trypton 1%; Ekstrakt drozdzowy 0,5%; NaCl 1%; pH 7,2.

Zestalono 1% agarem
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4.3.3 Transformacja bakterii Agrobacterium tumefaciens GV3101

Dzien przed transformacja, 25ml pozywki LB z antybiotykami (gentamycyna,
rifampicyna), zaszczepiano $wiezo wyhodowanymi na pozywce stalej bakteriami
A.tumefaciens, szczep GV3101. Po catonocnym wytrzasaniu (ok. 180 rpm), hodowle
przelewano do probowki typu Falcon 50ml, ktérg zwirowywano w 4°C przy 4500 rpm przez
15 minut. Supernatant usuwano, a osadzone bakterie zawieszano w 1ml CaCl,. Uzyskang
zawiesing rozpipetowywano po 100ul do osobnych probéwek typu Eppendorf 1ml. Do kazdej
z nich dodawano po 1ug plazmidu. Probéwki umieszczano w zbiorniku z ciektym azotem na
ok. 10 sekund, po czym natychmiast umieszczano w cieplarce i inkubowano w 37°C przez 5
minut. Po tym czasie do kazdej z probéwek dodawano po 900 pl pozywki LB i wytrzgsano
przy 180 rpm w 28°C przez 3 godziny. Namnozone bakterie zwirowywano przez 5 minut
przy 4500 rpm. Supernatanty usuwano, a uzyskane osady bakteryjne zawieszano w 200 pl
pozywki LB. Tak przygotowane zawiesiny bakteryjne rozlewano na pozywki stale z
antybiotykami (gentamycyna, rifampicyna, spectynomycyna). Hodowle prowadzono w
28°C przez 3 dni. Po tym czasie namnozone bakterie przepasazowywano na osobng szalke z
pozywka statg i tymi samymi antybiotykami oraz przeprowadzano selekcje petnych kolonii
(rozdziat 4.3.2).

Pozywka LB z antybiotykami (gentamycyna, rifampicyna)
Pozywka LB - opis w rozdziale 4.2.5; Rifampicyna (50ug/ml)/DMSO, gentamycyna (20ug/ml)/ H,O
Pozywka stala LB z antybiotykami (gentamycyna, rifampicyna, spectynomycyna)

Pozywka LB - stala- opis w rozdziale 4.3.2; Rifampicyna (50ug/ml)/DMSO, gentamycyna
(20pg/ml)/ H,0, spektynomycyna (50pg/ml)/ H,O

Odczynniki:
1ml CaCl; (20 mM)

4.3.4 1zolacja DNA plazmidowego
Wysokiej jakosci DNA plazmidowy izolowano z bakterii za pomocg zestawu Mini prep

Kit (Qiagen), zgodnie z procedura producenta. DNA =z kolumny eluowano woda

dejonizowana.
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4.3.5 Nadekspresja bialek w systemie bakteryjnym z wykorzystaniem

szczepu BL21 codon plus

W dzien poprzedzajacy nadekspresje, komorki kompetentne szczepu BL21 codon plus
transformowano przygotowanymi wczesniej wektorami pGEX-4T-1, zgodnie z opisem w
rozdziale 4.3.1. W celu selekcji, zawiesing komoérek bakteryjnych wysiewano na pozywke
stala z chloramfenikolem (gen opornosci w komorkach bakteryjnych) oraz karbenicyling
(gen opornosci w wektorze). Hodowlg prowadzono przez 16 h w 37 °C. Na nastepny dzien
kolonie bakteryjne zbierano eza do kolbek z 100 ml pozywki bakteryjnej LB, z tymi samymi
antybiotykami. Kolbki umieszczano w temperaturze 37 °C i wytrzasano przy 240 rpm
(wytrzasarka IKA RS 10 Control). Po osiaggnigciu ODgpp=0,6 (po ok. 1 godziny), do pozywki
dodawano induktor nadekspresji IPTG. Od tego momentu bakterie wytrzasano jeszcze przez
4 godziny, jednak tym razem w temperaturze 18 °C, przy tej samej predkosci. Zastosowane
temperatury byly zoptymalizowane na drodze eksperymentalnej, w celu uzyskania najwyzszej
wydajnosci reakcji. Po 5 godzinnej hodowli, bakterie zwirowywano w probowkach typu
Falcon 50 ml, przy 5000g przez 20 min w 4 °C (wirowka typu Hereus). Po doktadnym
usunigciu pozywki, osady zamrazano w ciektym azocie, a nastgpnie proby umieszczano w -80
°C.

Chcac zweryfikowa¢ powodzenie nadekspresji w trakcie procedury pobierano po 350 pl
zawiesiny bakteryjnej:

1) tuz przed dodaniem induktora IPTG;

2) po 4 godzinnej hodowli od momentu dodania induktora IPTG.

Pobrane proby zwirowywano w celu usunigcia pozywki a nastepnie do osadéw dodawano po
50 ul roztworu 2xSB i zamrazano w -20 °C. Proby te po zagotowaniu i zwirowaniu

rozdzielano na Zelu poliakrylamidowym (rozdziat 4.5.1).

Pozywka stalg z chloramfenikolem i karbenicyling

Pozywka LB - stala- opis w rozdziale 4.3.2; Chloramfenikol (34pg/ml)/etanol; karbenicylina
(100ug/ml)/ H,O

Roztwor 2xSB: 60 mM Tris-HCI pH 6,8; 4 % SDS; 20 % glicerol; 5% B-merkaptoetanol; 0,015 %
biekit bromofenolowy

Odczynnik:

1mM IPTG (izopropylo-b-D-tiogalaktozyd)
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4.4 Praca z kwasami nukleinowymi

4.4.1 Reakcja PCR

Amplifikacj¢ wybranych fragmentow DNA poprzez reakcje PCR (ang. Polymerase
Chain Reaction), przeprowadzano w celu:
1) dodania do analizowanych genow sekwencji flankujagcych przed wklonowaniem do
odpowiednich wektorow
2) sprawdzenia obecnosci genu analizowanego lub genu GFP w kolonii bakteryjnej lub
bezposrednio w wektorze.

W celu przeprowadzenia reakcji PCR konieczne bylo przygotowanie mieszaniny

reakcyjnej.

Mieszanina reakcyjna w przeliczeniu na jedna prébe:
Matryca: 2 ul; 10x Bufor polimerazy Taq: 2 pl; dNTP (10 mM): 1ul; Starter F (2,5 puM): 2ul;
Starter R (2,5 pM): 2 pul; Polimeraza Tag/pfu: 0,4 ul; H,O: do 20 ul

Po przygotowaniu mieszaniny reakcyjnej, proby rozpipetowywano do proboéwek typu

Eppendorf 0,2 ml wraz z matrycg i umieszczano w termocyklerze (Eppendorf). Reakcje PCR

przeprowadzano w warunkach opisanych ponizej (Tabela 3.2).

Tabela 3.2 Etapy reakcji PCR

Etap Temperatura [°C] |Czas trwania [s]
Denaturacja wstepna 98 -94 30-300
Denaturacja 98 -94 10-30
30 cykli
Hybrydyzacja 45 - 65 30-40
Elongacja 72 60/ 1000pz
Terminacja 72 300 (5 min)
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4.4.2 Rozdzial produktow PCR na zelu agarozowym

W celu oceny otrzymanych produktow amplifikacji prowadzono rozdziat
elektroforetyczny w zelu agarozowym z bromkiem etydyny. Do prob zawierajacych DNA
dodawano na kazde 10 pul po 2 ul buforu obciazajacego — 2XHSE. Rozdzial prowadzono
przez okoto pét godziny przy napigciu 4 V/em w buforze 1x TAE i przy natezeniu pradu 40
mA. Jako wzorca uzywano markera mas GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder oraz GeneRuler™

100 bp DNA. Zele po rozdziale ogladano w $wietle UV (Transluminator T1 firmy Biometra).

Zel agarozowy 1%agaroza/ bufor TAE (50x)

Roztwor bromku etydyny: 50 ng/ml

Bufor TAE 50x: 2 M Tris-HCI (pH 8.0), 1 M kwas octowy, 50 mM EDTA

Bufor obciazajacy 2xHSE: 4 M mocznik, 50 % sacharoza, 50 mM EDTA, 0.1% bfekit
bromofenolowy, 0.1 ksylencjanol, H,O

4.4.3 Oczyszczenie produktow PCR

4.4.3.1 Oczyszczenie produktow PCR za pomoca elucji z zelu

Metodg ta stosowano gdy istotne bylo odseparowanie DNA o okreslonej dlugosci, od
pozostatosci DNA wykorzystanego jako matrycy do reakcji PCR, lub gdy w reakcji PCR
powstawaty DNA o rdznej dtugosci. W tym celu uwidocznione przy pomocy transluminatora
DNA prazki na zelu odpowiadajace DNA okreslonej dtugosci, wycinano sterylnym skalpelem
(ok 100mg na probe), a nastgpnie oczyszczano korzystajac z gotowego zestawu Gel

Extraction Kit, firmy Qiagen.

4.4.3.2 Oczyszczenie produktow PCR za pomoca metody clean-up

W celu oczyszczenia DNA po reakcjach enzymatycznych stosowano gotowy zestaw

odczynnikow Clean-Up, zgodnie z instrukcja producenta.

Stezenie DNA oceniano spektrofotometrycznie (NanoDrop-1000) firmy Thermoscientific.
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4.4.4 Sekwencjonowanie DNA

Jesli bylo to wskazane, oczyszczone kwasy nukleinowe poddawano sekwencjonowaniu,
przekazujac przygotowang probe wraz z wczesniej zaprojektowanymi starterami do
sekwencjonowania (rozdziat 3.3.2), do Wydzialowej Pracowni Technik Biologii
Molekularnej, Wydziatu Biologii UAM. Wyniki analizowane byly w programie Chromas
Lite.

4.45 Przygotowanie konstrukcji genetycznych w systemie klonowania

Gateway

4.4.5.1 Przygotowanie insertow gotowych do wklonowania do wektora wejsciowego

Poprzez dwie reakcje PCR, cDNA przeznaczone do wklonowania do wektora, nalezato
wzbogaci¢ o sekwencje flankujace attBl oraz attB2. W tym celu w I reakcji PCR
zastosowano tzw. startery adaptorowe (rozdziat 3.3.2), ktérych czgsé jest komplementarna do
genu. Po tej reakcji zamplifikowane fragmenty DNA wycinano z zelu (4.4.3.1) oraz
poddawano II reakcji PCR ze starterami uniwersalnymi Uni (rozdziat 3.3.2). Prowadzito to do
uzupehienia fragmentéw flankujacych gen (attB1 oraz attB2), ktore byly juz gotowe do

wklonowania do wektora.

4.4.5.2 Wklonowanie insertu do wektora ,,wejsciowego”- | reakcja rekombinacji typu

Gateway- BP

W | reakcji rekombinacji typu Gateway (reakcja BP), dzigki obecnosci odcinkdéw
flanujacych ¢cDNA (attB1 oraz attB2), w obecnosci enzymu klonazy BP, dochodzito do
wymiany odcinka znajdujacego sie¢ w wektorze pDONR, wyznaczonego przez sekwencje
attP1 oraz attP2 z dodanym cDNA. W rezultacie powstawal klon wejsciowy pENTR,
zawierajacy miejsca rekombinacji attL1 oraz attL.2. Reakcje prowadzono przez 16 h w
temperaturze pokojowej. Po tym czasie, dodawano proteinazg K, w celu inaktywacji enzymu
klonazy BP. Mieszaning transformowano komoérki kompetentne DHSa (4.3.1), a nastgpnie

przeprowadzano selekcje bakterii z wklonowanym wektorem poprzez hodowle na pozywce
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statej z antybiotykiem. Poniewaz wektor pENTR, niesie oporno$¢ na gentamycyne,

namnazanie plazmidow przeprowadzono w obecnosci tego antybiotyku.

Mieszanina reakcyjna reakcji rekombinacji BP (na jedng probeg):

DNA (60 ng/ul) 1ul
Wektor pDONR (75 ng/ul) 1ul
Klonaza BP im
Bufor Klonazy BP 2 ul
Proteinaza K 1wl

Pozywka LB - stala- opis w rozdziale 4.3.2; Gentamycyna (20 pug/ml)/H,0

4.4.5.3. Wklonowanie insertu do wektora ,,docelowego” - 11 reakcja rekombinacji typu

Gateway — LR

W 1I reakcji rekombinacji typu Gateway (reakcja LR), dzigki obecnosci odcinkow
flankujacych cDNA (attL1 oraz attL2) w wektorze wejsciowym pENTR oraz (attR1 i attR2)
w wektorze docelowym pSITE, w obecnosci enzymu klonazy LR, dochodzito do wymiany
fragmentu wektora znajdujacego si¢ migedzy wymienionymi odcinkami. W rezultacie
powstawat wektor ekspresyjny, zawierajagcego zadany insert w odpowiedniej ramce odczytu.
Reakcje prowadzono przez 16 h w temperaturze pokojowej. Po tym czasie, dodawano
proteinaze K, w celu inaktywacji klonazy LR. Mieszaning transformowano komorki
kompetentne DH5a (4.3.1), a nast¢pnie przeprowadzano selekcj¢ bakterii z wklonowanym
wektorem poprzez hodowle na pozywce statej z antybiotykiem. Poniewaz wektory pSITE,
niosg opornos¢ na spektynomycyne¢, namnazanie plazmidéw przeprowadzono w obecnosci

tego antybiotyku.

Mieszanina reakcyjna reakcji rekombinacji LR (na jedng probe):
PENTR (100 ng/ul) imi

pDEST (100 ng/ul) imi

Enzym Klonaza LR 1l

Bufor Klonazy LR 2ul

Proteinaza K 1ul

Pozywka LB - stala- opis w rozdziale 4.3.2; Spektynomycyna (50pg/ml)/ H,O
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4.4.6 Przygotowanie konstrukcji genetycznych do nadekspresji biatka z
wykorzystaniem wektora pGEX-4T-1

4.4.6.1 Przygotowanie insertow gotowych do wklonowania do wektora pGEX-4T-1

W celu przygotowania insertow gotowych do wklonowania, najpierw dokonano wyboru
enzymow restrykcyjnych, ktére w procesie trawienia rozpoznawaly sekwencje restrykcyjne
na odcinku MCS wektora. Nastepnie, do sekwencji DNA przeznaczonych do wklonowania,
za pomocg reakcji PCR, dodawano sekwencje flankujace, rowniez rozpoznawane przez
wybrane enzymy, tak aby po reakcji trawienia, mogty ulec ligacji z wektorem. Do reakcji
PCR (rozdziat 4.4.1) korzystano z matrycy w postaci cDNA (rozdziat 3.3.1), starterow do
nadekspresji  (rozdzial 3.3.2), oraz polimerazy Pfu. Nast¢pnie, zamplifikowane produkty
rozdzielano na zelu agarozowym (rozdziat 4.4.2), a odpowiednie prazki eluowano z zelu
(rozdziat 4.4.3.1). Po oczyszczeniu fragmentow DNA z zelu, sprawdzano
spektrofotometrycznie stezenie DNA w roztworze. Uzyskane zamplifikowane fragmenty
DNA, oflankowane sekwencjami restrykcyjnymi, wraz z wektorem pGEX-4T-1, poddawano

nastgpnie trawieniu.

4.4.6.1.1 Reakcja trawienia DNA

Do wszystkich reakcji trawienia w niniejszej pracy uzywano enzymow BamHI1 oraz
EcoR1. Standardowo reakcj¢ prowadzono w objetosci 20 pl przy stezeniu DNA 100 ng/ pl z
6 jednostkami enzymu (U, ang. Unit) na 1 ug DNA. Reakcje prowadzono przez 1,5 h w 37°C.

Mieszanina uzywana do reakcji trawienia wektora pGEX-4T-1 (na jedng reakcje):
pGEX-4T-1 (100 ng/ul) 14 w

Enzym BamH1 (8U) 0,8 ul
Enzym EcoR1 (8U) 0,8 ul
Bufor 2xTango 4l

Mieszanina uzywana do reakcji trawienia produktow PCR (na jedna reakcje):

Produkt PCR (100 ng/pl) 14 ul

Enzym BamH1 (8U) 0,8 ul
Enzym EcoR1 (8U) 0,8 ul
Bufor 2xTango 4 ul
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Po reakcji trawienia, roztwory rozdzielano na zelu agarozowym (rozdziat 4.4.2), prazki
ze strawionym DNA oczyszczano metodg gel-out (rozdziat 4.4.3.1), oraz sprawdzano stezenie

DNA po elucji. Gotowe inserty mogty by¢ nastepnie wprowadzane do wektora.

4.4.6.2 Wprowadzenie insertu do wektora pGEX-4T-1

Po procesie trawienia dysponowano insertami w postaci fragmentow DNA wraz z
lepkimi koncami po obu stronach oraz ,,otwartym” wektorem, ktory po trawieniu zawierat te
same lepkie konce. Do wprowadzenia insertu w miejsce, gdzie wektor zostal potrawiony,

dochodzi na drodze reakcji ligacji.

4.4.6.2.1 Reakcja ligacji

Reakcje ligacji prowadzono w objetosci 10 pl przez 16 h w 4°C. Reakcje nastawiano
zachowujac proporcje minimum 3:1 liczby czasteczek insertu do liczby czasteczek wektora,

w obecnosci 6U T4 ligazy DNA.

Mieszanina uzywana do reakcji ligacji (na jedna reakcjg):

Wektor pGEX-4T-1 (30 ng/ul) 1ul
Produkt reakcji PCR (60-100 ng/ul) 1wl

T4 DNA Ligaza (8U) 0,8 ul
Bufor T4 DNA Ligazy 1ul
H.0 do 10 pl

Nastepnie mieszaning ligacyjng transformowano komorki kompetentnych DHS5a
(rozdziat 4.3.1). Komorki bakteryjne poddawano selekcji wysiewajac je na pozywke stalg z
antybiotykiem Kkarbenicyling (gen oporno$ci obecny w wektorze pGEX-4T-1). Wyroste
kolonie poddawano dodatkowej selekcji na obecno$¢ insertu, poprzez reakcje PCR,
korzystajac ze starterow do nadekspresji (rozdziat 4.4.1, 3.3.2). W celu sprawdzenia
poprawnosci wklonowania insertu do wektora, po namnozeniu wybranych kolonii
bakteryjnych i izolacji ich plazmidow (rozdziat 4.3.4), poddawano je sekwencjonowaniu
(rozdziat 4.4.4).

Pozywka LB - stala- opis w rozdziale 4.3.2; Karbenicylina (100pg/ml)/etanol
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4.5 Praca z bialkami

4.5.1 Elektroforeza jednokierunkowa w warunkach denaturujacych

Jednokierunkows elektroforeze biatek prowadzono w zelu poliakryloamidowym z SDS
(SDS-PAGE). W czesci rozdzielajacej zelu uzyto 12 lub 18% (wi/v) akryloamidu, natomiast w
cze$ci zageszczajacej 5% (w/v). Grubo$¢ zelu wynosita 1 mm, a dlugos¢ zelu
rozdzielajacego okoto 7-18 cm. Preparaty biatkowe po dodaniu roztworu 2xSB denaturowano
5 min. w temp. 95°C, a nastepnie wirowano przy 4500 rpm przez 5 min. Na zel naktadano 10-
20 ul preparatu. Elektroforeze prowadzono przy natezeniu 20 mA w temp. pokojowej w
buforze elektrodowym az do momentu, kiedy btegkit bromofenolowy nie zaczat wyptywac z
zelu (Laemmli 1970).

Roztwoér 2xSB: 60 mM Tris-HCI pH 6,8; 4 % SDS; 20 % glicerol; 5% B-merkaptoetanol; 0,015 %
biekit bromofenolowy
Bufor elektrodowy: 25 mM Tris-HCI; 192 mM glicyna; 0,1% SDS

Tabela.3.3 Sktad Zelu poliakrylamidowego

12% | 18%
woda 5ml 2ml
1,5M Tris-HCL pH 8,7 3,75ml | 3,75ml
Zel rozdzielajacy S .
30% akrylamid/bis-akrylamid (1%) eml 9ml
(1290/18%)
10% SDS 130 pul | 130 pul
10% APS 60 ul | 60 ul
TEMED 20 ul | 20 ul
Woda 3,3ml
1M Tris-HCL pH 6,8 0,65ml
. 30% akrylamid (29%)/bis-akrylamid (1%) Iml
Zel zageszczajacy (5%)
10% SDS 50 ul
10% APS 30 ul
TEMED 10 ul
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4.5.2 Wizualizacja bialek po elektroforezie

Po elektroforezie, zel zdejmowano z plyt szklanych, umieszczajac w naczyniu z
roztworem utrwalajacym i ptukano przez godzine. Nastgpnie zel umieszczano na catg noc w
roztworze barwiacym, z delikatnym kolysaniem (40 rpm). Zel odbarwiano poprzez
umieszczenie go na 20 min w wodzie, po uplywie tego czasu zmieniano wodg I pozostawiano

na kolejne 20 min. Czynnos¢ powtarzano az do odbarwienia zelu.

Roztwoér utrwalajacy: 10% kwas octowy; 50% etanol
Roztwoér barwiacy zel: 0,1% Coomassie Brilliant Blue R-250; 45% metanol

4.5.3 Izolacja i oczyszczanie bialek rekombinowanych

4.5.3.1 lzolacja bialek

W pierwszym etapie izolacji bialek z osadéw bakteryjnych, nalezato uwolni¢ je do
roztworu. Proces ten wykonywano z duza ostrozno$cig m.in. utrzymujgc roztwory w niskiej
temperaturze (na lodzie), aby nie doprowadzi¢ do degradacji biatek. Po rozmrozeniu osadow
bakteryjnych zawieszano je w zbuforowanym roztworze soli o pH 6,9 (PBS, ang. Phosphate
buffered saline) wraz z inhibitorem proteaz (Complete protease inhibitor cocktail), poprzez
worteksowanie. W nastepnej kolejnosci dodawano lizozymu i inkubowano przez 30-50 min
w lodzie. Po tym etapie przeprowadzano sonikacje, czyli metod¢ polegajaca na fragmentacji
m.in DNA komorki za pomocg ultradzwiekéw oraz uwolnieniu jej zawartosci do roztworu.
Sonikacje przeprowadzano trzy razy po 1 minucie, z przerwami po 30 sekund, chronigc proby
przed zbytnim ich podgrzaniem. Nastgpnie dodawano Tritonu, proby mieszano oraz
zwirowywano przy 4500 rpm przez 30 min w 4°C. Delikatnie zbierano supernatant, w ktorym

obecne byly biatka w formie rozpuszczalne;.

Odczynniki (na jedna probe):

4ml PBS: 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 8,1 mM Na,HPO,4 x 12H,0; 1,5 mM KH,PO,4. pH 7,2
Inhibitor proteaz: Itabletka Complete protease inhibitor cocktail/10prob

100 pl Lizozym (50mg/ml)

250 ul Triton 10%
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4.5.3.2 Oczyszczanie bialek

Poniewaz nadeksprymowane biatka znajdowaly si¢ w fuzji z S-transferaza glutationu
(GST), oczyszczenie ich polegatlo na uzyciu zloza z immobilizowanym glutationem
(Glutathione Sepharose 4B, GE Healthcare). Oczyszczanie przeprowadzano wg wskazdéwek

producenta.

4.5.4 Analiza Fat blot

Przeprowadzona w pracy analiza Fat blot (Dowler i wsp. 2002), zostata zmodyfikowana
przez dr Teuna Munnika z Instytutu SILS w Amsterdamie oraz Magdaleng Wierzchowiecka.
Metoda ta pozwala na zweryfikowanie wlasciwoSci  wigzania  okreslonych
fosfatydyloinozytoli przez analizowane biatka. Polega na unieruchomieniu wybranych
lipidow na podtozu nitrocelulozowym, a nastgpnie przytaczeniu do nich biatek podczas
inkubacji. Poniewaz analizowane biatka znajduja si¢ w fuzji z GST, ich obecno$¢ na poditozu
wizualizuje si¢ na drodze immunodetekcji za pomocg reakcji chemiluminescencji ECL (ECL;

ang. ehanced chemiluminescence).

4.5.4.1 Przygotowanie podloza do analizy

Liofilizowane fosfatydyloinozytole: Ptdins(3)P, PtdIns(4)P, Ptdns(5)P, PtdIns(3,4)Pa,
PtdIns(4,5)P,, PtdIns(3,5)P, oraz, w celach kontrolnych, kwas fosfatydowy (PA; ang.
Phosphatic acid) zawieszano w buforze Resuspension buffer, uzyskujac roztwory wyjsciowe
o stezeniu ImM. Nastepnie wykonywano seri¢ rozcienczen, korzystajac z buforu Spotting

Buffer, w celu uzyskania malejacych stezen lipidow: 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1 pmol/ul.

Przygotowywano fragmenty nitrocelulozy o wielkosci ~3.70 x 2.75 cm do ~5.30 x 2.75 cm.
Seri¢ roztwordw o malejacych stezeniach lipidow nakraplano w ilosci 1 pl na kazdy
zaznaczony oldwkiem punkt na kawatkach nitrocelulozy. Punkty znajdywaty si¢ w odlegtosci

0,4 cm od siebie. Do analiz zastosowano dwa typy podlozy (Ryc.4.1).
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Typ | W rzedzie I, od gory nakraplano fosfatydyloinozytol PtdIns(3)P, a nastepnie
PtdIns(4)P, oba po kolei w malejacych stgzeniach 256-32 pmol/ul. W rzgdzie 11 w ten sam
sposob co w rzedzie | nakraplano fosfatydyloinozytytole: PtdIns(5)P, a nastepnie
PtdIns(4,5)P,. W rzedzie III nakraplano po kolei wszystkie analizowane lipidy o tym samym

stezeniu 64 pmol/pl.

Typ Il W rzgdzie 1, od gory nakraplano po kolei fosfatydyloinozytole: PtdIns(3)P, PtdIns(4)P
oraz PtdIns(3,5)P,, wszystkie trzy po kolei w malejacych stezeniach 256-32 pmol/ul. W
rzedzie II w ten sam sposdb co w rzedzie I nakraplano fosfatydyloinozytytole: PtdIns(5)P, a
nastepnie PtdIns(4,5)P, oraz PtdIns(3,4)P,. W rzedzie III nakraplano po kolei wszystkie
analizowane lipidy o tym samym st¢zeniu 64 pmol/ul, a nastgpnie 128 pmol/pl.

Tak przygotowane podtoza suszono w ciemnosci przez 1 godzing, a nastepnie

przechowywano zawini¢te w foli aluminiowej w 4°C.
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Ryc. 4.1 Dwa rodzaje podtozy wykorzystywanych do analizy Fat blot.
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Resuspension Buffer : dla fosfatydyloinozytoli: CHCl;/MeOH/H,0 = 20:9:1
dla kwasu fosfatydowego: CHCI;

Spotting Buffer: CHCIl:/MeOH/50 mM HCI/Ponceau S = 250:500:200:2

Roztwor czerwieni Ponceau S: 0,1% Ponceau S; 5% kwas octowy

4.5.4.2 Analiza Fat blot

Przygotowane wczesniej podtoza z fosfatydyloinozytolami, umieszczano w
prostokatnych kuwetkach o wielkosci 28x67mm (4 well Rectangular, Nalge Nunc
International) (Ryc.4.2).

Przed rozpoczeciem inkubacji z biatkami, niespecyficzne miejsca wigzania na podtozach
(blotach), blokowano 5 ml buforu BB1, powoli wytrzasajac przez 1 godzing w temperaturze
pokojowej. Nastepnie zlewano bufor i zastgpowano go 2 ml roztworu z analizowanym
biatkiem w fuzji z GST w ilosci 0.5 pg/ml w buforze BB3. Wytrzasano delikatnie przez noc
w 4°C, w tym czasie biatka specyficznie wigzaty lipidy unieruchomione na blotach (Ryc.4.2).
Roztwor zlewano i rozpoczynano przemywanie blotow poprzez 3-krotng wymiang buforu
ptuczacego FB3 w ilosci 5 ml, za kazdym razem na 5 minut z delikatnym wytrzasaniem. Po
doktadnym przemyciu podtozy i usuni¢ciu bialek, ktore nie zwigzaly si¢ z zadnym lipidem
dodawano 2.5 pl przeciwcial anty-GST w 5ml buforu BB2 i wytrzasano delikatnie w
temperaturze pokojowej przez 1-2 godzin. Roztwér zlewano i rozpoczynano ponowne
przemywanie blotow, poprzez 3-krotng wymiang buforu ptuczacego FB3 w ilosci 5 ml, za
kazdym razem na 5 minut z delikatnym wytrzasaniem. Nast¢gpnie dodawano roztwor
przeciwcial II-rzedowych (przeciwciato anty-mysie, zwigzane z peroksydazg chrzanowa), w
ilosci 1.5-2 ul w 5 ml BB2 i wytrzasano delikatnie w temperaturze pokojowej przez 1-1,5
godzin. Roztwor zlewano 1 rozpoczynano ponowne przemywanie blotow, poprzez tym razem
4-krotng wymiang buforu ptuczacego FB3 w ilosci 8 ml, za kazdym razem na 5 minut z
delikatnym wytrzasaniem.

Biatka rozpoznane przez przeciwciata wizualizowano z uzyciem systemu chemiluminescencji
ECL Plusl (Amersham) na kliszy rentgenowskiej (Kodak, X-Omat S), w czasie ekspozycji
30-50 min.

Powinowactwo biatek do okreslonych fosfatydyloinozytoli, okreslano na podstawie obecnos$ci
oraz sily sygnalu w postaci ciemnych prazkow na kliszach — w miejscach gdzie nakraplano
okreslone lipidy. Klisze nastgpnie skanowano a uzyskane obrazy przygotowano do pracy w

programie Adobe Photoshop (Adobe Systems).
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Sklad buforow i roztworow:

Fat Blot buffer-1(FB1): 50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl.

Fat Blot buffer-2(FB2): 50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.06 % Tween-20.

Fat Blot buffer-3(FB3): 50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NacCl, 0.1 % Tween-20.

Blocking buffer-1(BB1): 3% albumina bydlgca, bez zawarto$ci kwasow thuszczowych, zawieszona w
buforze Fat Blot buffer-1.

Blocking buffer-2(BB2): 3% BSA (bez kwasow tluszczowych) w buforze Fat Blot buffer-2.
Blocking buffer-3(BB3): 3% BSA (bez kwasow tluszczowych) w buforze Fat Blot buffer-3.
Roztwor biatek z GST: 0.5 pg/ml w buforze FB3

Roztwor przeciwciat anty-GST (1:2000) 2.5 ul/ 5 ml BB2

Roztwor przeciwciat II-rzedowych: przeciwcialo anty-mysie, z peroksydaza chrzanowga
(1:3300) 1.5-2 pl/5 ml BB2

4.6  Metody mikroskopowe

4.6.1 Obserwacje mikroskopowe

Prace mikroskopowe, wykonywane byty w Pracowni Mikroskopowej Instytutu Biologii
Molekularnej 1 Biotechnologii UAM. Obserwacje prowadzono korzystajac z mikroskopu
konfokalnego A1R-SI firmy Nikon.

Stosowano nastepujace ustawienia:

1) biatko eGFP - wzbudzenie: laser 488 nm (Argon), lustro dichroiczne 405/488 nm, filtr dla
emisji: 500-550 nm

2) barwnik FM4-64 - wzbudzenie: laser 488 nm (Argon), lustro dichroiczne 405/488/561 nm,
filtr dla emisji: 570-620 nm

Do obserwacji protoplastow Arabidopsis thaliana stosowano obiektyw o powigkszeniu 100x
z imersja olejowa (Plan Apo VC 100x Oil DIC N2), natomiast do obserwacji komorek
epidermy Nicotiana tabacum stosowano wstepnie obiektyw o powigkszeniu 20x (Plan Apo
VC 20x DIC N2), a docelowo, wykorzystywano obiektyw o powigkszeniu 40x z immersjg
wodng ( Apo 40x WI S DIC N2).
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W kazdym z eksperymentéw obserwowano ponad 100 transformowanych protoplastow

A. thaliana oraz co najmniej 3 fragmenty transformowanych lisci N. tabacum.

Wstepng analiz¢ uzyskanych obrazow przeprowadzano w programie NIS Elements
Viewer (Nikon Image Software), natomiast docelowo korzystano z programu ImageJ lub NIS
Elements AR (Nikon Image Software). Ostatecznie obrazy zostaly przygotowane w

programie Adobe Photoshop (Adobe Systems).

Sekwencje czasowe zostaly zapisane w formie pliku avi., za pomocg programu NIS
Elements AR (Nikon Image Software). Pliki video zostaly zapisane na ptycie DVD i

dotaczone do niniejszej pracy.

4.6.2 Barwienie liSci Nicotiana tabacum barwnikiem FM4-64

FM4-64 to zwigzek ktory barwi btong komorkowa, a nastepnie, wraz z uplywem czasu,
kolejne przedziaty btonowe (Bolte i wsp. 2004).

W celu jego zastosowania przygotowano 200 pl roztworu 150 pM FM4-64. Roztwor
barwnika podawano na spodnig strone liscia. Inkubowano przez 30 minut na lodzie, tak aby
zahamowa¢ proces endocytozy. Nastgpnie barwnik odmywano sterylng woda. Tak
przygotowane liscie obserwowano przy pomocy mikroskopu konfokalnego w odstepach

czasowych co 15 minut.
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5 Wyniki

5.1 Analiza bioinformatyczna

Pierwsza czgs¢ analizy bioinformatycznej przeprowadzono w celu wyboru biatek do
badan oraz oceny domen jakie one niosg. Poniewaz wybrane biatka potencjalnie wigzg btony
w komorce, w drugiej czesci analizy skupiono si¢ na oddzialywaniach tych bialek z
fosfatydyloinozytolami. Chcac ocenié¢ ich potencjalng zdolono$¢ do wigzania tych lipidow,

sprawdzono, czy zawierajac one aminokwasy odpowiedzialne za takie interakcje.

5.1.1 Wytypowanie bialek do badan

Powstala w ostatnich latach idea istnienia w komorce roslinnej funkcjonalnego i
strukturalnego kontinuum WMC, sugeruje, ze komunikacja migdzy elementami systemu bton
wewnetrznych, jest w duzej mierze zalezna od biatek pelnigcych funkcje lacznikows,
zdolnych do wigzania lipidow blonowych czy cytoszkieletu. W celu zidentyfikowania
nowych, dotad nie -charakteryzowanych biatek roslinnych, potencjalnie petigcych
wspomniang funkcj¢ lacznikowa, dokonano przegladu protein kodowanych przez genom
Arabidopsis thaliana. Wybor tej rosliny do badan byl poparty faktem, ze nalezy ona do
organizmow modelowych, co wigcej byta do tej pory szeroko analizowana w Zakltadzie w
ktérym wykonywano prace.

Do analizy wykorzystano narzgdzie SMART, umozliwiajace przewidywanie obecno$ci
domen funkcjonalnych w biatkach. Podczas przegladu protein Arabidopsis thaliana zwrécono
uwage na te niosgce domeny takie jak: PX, ENTH, PH oraz FYVE, znane z ich oddzialywan z
fosfatydyloinozytolami (rozdziat 1.3.1). Dodatkowym argumentem przy wyborze biatek, byta
obecno$¢ w ich strukturze innych konserwatywnych motywow strukturalnych n.p.

odpowiedzialnych za oddziatywania z cytoszkieletem lub innymi biatkami.
5.1.1.1 Wybor bialek niosacych domen¢ PX

Jedna z dotad najlepiej poznanych domen oddziatujacych fosfatydyloinozytolami jest
domena PX (rozdziat 1.3.1.3). Narz¢dzie SMART ujawnito, ze genom Arabidopsis koduje 11
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bialek wyposazonych w t¢ domeng. Do dalszych analiz, wybrano trzy biatka, dotad nie
charakteryzowane, niosgce poza domeng PX, dodatkowo takie konserwatywne motywy
strukturalne, jak: domen¢ SPEC (SPEC. ang. Spectrin-like repeat), motyw superhelisy (ang.
coiled-coil) (opis funkcjonalny motywow w rozdziatach 5.1.1.1.1 oraz 5.1.1.1.2) oraz helise
transbtonowa. Obecnos¢ takich elementéw w wybranych biatkach sugerowata udziat tych
protein w procesach przeptywu bton w komorce. Bialka te na potrzeby niniejszej pracy
okreslono skrotami: PXS (At4g32160), PXC (At3g15920), PXX (Atlgl5240). Brak do tej
pory jakichkolwiek danych literaturowych na ich temat. Ponizej dokonano opisu wybranych
biatek na podstawie dokonanej analizy bioinformatycznej oraz wysunigto hipoteze funkcji

jaka moga one petni¢ w komorce.
5.1.1.1.1 Bialko PXS (At4g32160)

Sekwencja genu biatka PXS, oznaczona w bazie Gene Bank numerem GI:42567324,
sktada si¢ z 2169 nukleotydow i koduje biatko o dtugosci 723 aminokwasow i przewidywanej
masie 81,82 kDa. Sekwencja aminokwasowa biatka PXS zawiera dwa konserwatywne

motywy strukturalne takie jak domena PX oraz SPEC (Ryc.5.1).

_”

(Ryc.5.1) Schematyczna budowa biatka PXS (http://smart.embl-heidelberg.de/)

Domena PX: wystepuje miedzy 50 - 161 aminokwasem biatka PXS. Opis funkcjonalny
domeny jest zawarty w rozdziale 1.3.1.3. (Sekwencja nukleotydowa zostata dotgczona w
postaci zalgcznika nr 1).

Domena SPEC: wystepuje miedzy 462 - 589 aminokwasem biatka PXS. Do tej pory
wielokrotnie odnotowano udziat tej domeny w oddzialywaniach z cytoszkieletem, np. w
przypadku spektryny, alfa-aktyniny lub dystrofin (Djinovi¢-Carugo i wsp. 1999; Park i wsp.
2003; Kusunoki i wsp. 2004). Domena ta sktada si¢ z 3 helis, druga z nich jest przerwana
proling. W sekwencji helis wystepuja charakterystyczne powtorzenia kodujace: tryptofan na
pozycji 17 aminokwasu w helisie A oraz leucyn¢ na pozycji 2 aminokwasu od konca

karboksylowego helisy C.
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Hipoteza funkcji:

Obecnos¢ domeny PX wskazuje na mozliwos¢ interakcji biatka PXS z fosfatydyloinozytolami
bton. Dotychczas wigkszo$¢ odnotowanych przypadkéw wigzania tych lipidow przez domeng
PX dotyczyta fosfatydyloinozytolu PtdIns(3)P, obecnego w btonie endosomow (Ellson i wsp.
2002). Dodatkowo domena SPEC dysponuje potencjalng mozliwoscia do oddziatywan z
cytoszkieletem, ktory pelni w komoérce wazng role w procesach transportowych. Taka
struktura biatka sugeruje mozliwos$¢ jego udziatu w procesach przeptywu bton np. transportu

pecherzykowego.

5.1.1.1.2 Bialko PXC (At3g15920)

Sekwencja genu biatka PXC, zostala oznaczona w bazie Gene Bank pod numerem
G1:186510127. Gen ten sklada si¢ z 2265 nukleotydow i koduje biatko o dlugosci 755
aminokwasow 1 przewidywanej masie 85,64kDa. Sekwencja aminokwasowa biatka PXC
zawiera dwa konserwatywne motywy strukturalne: domene PX oraz motyw superhelisy
(Ryc.5.2).

(Ryc.5.2) Schematyczna budowa biatka PXC (http://smart.embl-heidelberg.de/)

Domena PX: wystepuje miedzy 115 - 220 aminokwasem biatka PXC. (Sekwencja
nukleotydowa zostata dotgczona w postaci zatgcznika nr 1).

Motyw superhelisy (ang. coiled-coil): wystepuje migdzy 413-474 oraz 497-630
aminokwasem bialka PXC. Biologiczne znaczenie tej domeny jest slabo poznane.
Dotychczasowe dane literaturowe wskazuja, ze biatka wyposazone w ten motyw moga brac
udzial m.in. w regulacji ekspresji gendow (czynniki transkrypcyjne). Motyw ten niosg jednak
takze biatka nalezace do kompleksu SNARE, tropomiozyny i filamenty posrednie (Mason i
Arndt 2004). Domena ta sktada si¢ z 2-7 helis alfa, zwinigtych wokoét siebie w strukturze

przypominjacej sznur (Liu i wsp. 2006).
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Hipoteza funkcji:

Obecnos¢ domeny PX, podobnie jak w biatku PXS wskazuje na mozliwo$¢ interakcji z
fosfatydyloinozytolami bton, w szczegélnos$ci endosoméw. Brak jasnych przestanek co do
udziatu motywu superhelisy w szlakach transportowych w komorce, co wigcej funkcja tego
motywu u ro$lin jest ciggle niejasna. Jednakze hipotetycznie zalozono mozliwo$¢ udziatu

biatka PXC w procesie przeplywu blon, podobnie jak w przypadku biatka PXS.
5.1.1.1.3 Bialko PXX (At1g15240)

Sekwencja genu biatka PXX, wystepuje w bazie Gene Bank pod numerem GI1:30684253
oraz sktada si¢ z 2118 nukleotydow. Gen ten koduje biatko o dlugosci 706 aminokwasoéw i

przewidywanej masie 80,08kDa. W strukturze biatka wystepuja trzy konserwatywne motywy
strukturalne: helisa transbtonowg oraz domeny PXA i PX (Ryc.5.3).

Pl
1 PYA ‘ Py T—

(Ryc.5.3) Schematyczna budowa biatka PXX (http://smart.embl-heidelberg.de/)

Helisa transblonowa: wystepuje miedzy 21-43 aminokwasem biatka PXX.

Domena PXA (PXA, ang. Phox-associated domain): wystepuje miedzy 106-290
aminokwasem biatka PXX. Jest to domena wystepujaca czgsto w sasiedztwie domeny PX,
natomiast jej funckja jest do tej pory niejasna.

Domena PX: wystgpuje miedzy 608-705 aminokwasem biatka PXX. (Sekwencja

nukleotydowa zostata dotgczona w postaci zalgcznika nr 1).

Hipoteza funkcji:

Obecnos¢ domeny PX wskazuje podobnie jak w przypadku biatka PXS oraz PXC, mozliwe
oddziatywanie biatka PXX z organellami obtonionymi takimi jak endosomy. Dodatkowo
obecno$¢ helisy transbtonowej sugeruje, ze biatko to moze mie¢ potencjalng zdolno$¢ do

uczestniczenia w procesach przeptywu bton w komorce.
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5.1.1.2 Wybor bialka niosacego domen¢ ENTH

Ze wzgledu na obecno$¢ sciany komodrkowej sugeruje si¢ duzy stopien homologii procesu
endocytozy zachodzgcego w komorkach roslinnych i drozdzowych (Aghamohammadzadeh i
Ayscough 2009). Jednym z organizatorow procesu endocytozy u drozdzy jest biatko Sla2
(Robertson i wsp. 2009). Biatko to niesie domen¢ ENTH oraz odpowiada za zakotwiczenie
kompleksu biatkowego w blonie podczas wpuklania pecherzyka endocytotycznego.
Dodatkowo peini wazng funkcje w procesie wigzania klatryny oraz podczas polimeryzacji
filamentow aktynowych, co wspomaga proces formowania pecherzyka. Funkcje wigzania
bton jak i klatryny, przypisuje si¢ domenie ENTH, ktéra wykazuje powinowactwo do
fosfatydyloinozytolu PtdIns(4,5)P, (Ford i wsp. 2002) Uwaza si¢ ponadto, ze helisa na koncu
N domeny ENTH ,wnikajac” pomiedzy dwie warstwy blony komodrkowej, inicjuje jej
»wygiecie” do $wiatta komorki, tym samym obnizajac koszt energetyczny potrzebny do
powstania pgcherzyka endocytotycznego (Itoh i De Camilli 2006).

Narze¢dzie SMART ujawnito, ze genom Arabidopsis thaliana koduje 13 biatek niosacych
domeng ENTH. Sposrod nich, dwa biatka poza domen¢ ENTH niosg dodatkowy element
funkcjonalny: biatko At2g25430 — domen¢ ANTH, natomiast biatko At4g02650 — motyw
superhelisy. Obydwa bialka nie byly dotad charakteryzowane. Do dalszych analiz, wybrano
biatko At4g02650, ktore skrotowo na potrzeby pracy nazwano SlaA.

5.1.1.2.1 Bialko SlaA (At4g02650)

Sekwencja genu biatka SlaA, jest oznaczony w bazie Gene Bank pod numerem
GI:30679231, sktada si¢ z 1833 nukleotydow i1 koduje biatko o dlugosci 611 aminokwasow 1
przewidywanej masie 68,25 kDa. Schematyczna budowa biatka wraz z domenami

przedstawiona ponizej (Ryc.5.4).

(Ryc.5.4) Schematyczna budowa biatka SlaA(http://smart.embl-heidelberg.de/)

Domena ENTH: wystepuje migdzy 32-162 aminokwasem biatka SlaA. Opis funkcjonalny
domeny zawarty w rozdziale 1.3.1.4. (Sekwencja nukleotydowa zostata dotagczona w postaci

zalgcznika nr 1).
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Motyw superhelisy: wystepuje miedzy 375-402 aminokwasem biatka SlaA. Opis motywu
zawarty przy opisie biatka PXC.

Hipoteza funkcji:

Przewidywania co do funkcji pelnionej przez biatko SlaA oparto m.in na znanej funkcji jego
drozdzowego odpowiednika - biatka Sla2. Na podstawie obecno$ci domeny ENTH niesione;j
przez biatko SlaA, zalozono, ze podobnie jak w przypadku drozdzowego biatka Sla2, biatko
to bedzie zdolne za jej posrednictwem do interakcji z fosfatydyloinozytolem btony
komorkowej - PtdIns(4,5)P,. Zatozono mozliwo$¢ uczestniczenia tego biatka w procesie

formowania pgcherzyka endocytotycznego, przy blonie komorkowe;.
5.1.1.3 Wybor bialka niosacego domeny PH, FYVE

Zarowno domena PH oraz FYVE, s3 znanymi, do tej pory wielokrotnie opisywanymi
domenami oddziatujagcymi z fosfatydyloinozytolami (rozdziaty 1.3.1.1 oraz 1.3.1.2).

Narzedzie SMART ujawnito, ze genom Arabidopsis thaliana koduje ok. 50 biatek
niosgcych domene¢ PH oraz 16 bialek niosgcych domen¢ FYVE. Sposrod nich mozna
wyr6zni¢ grupg 9 biatek nalezacych do rodziny PRAF. Jako jedyne, biatka nalezace do tej
rodziny, sa wyposazone réwnoczesnie w domen¢ PH oraz FYVE. Dodatkowo niosa one
region RCC1, motyw superhelisy oraz domen¢ BRX. Poza biatkiem PRAF1 (At1g65920)
biatka te nie byly do tej pory jeszcze w ogéle badane (Jensen i wsp. 2001). Sposrod 9 biatek
PRAF, do analiz wytypowano bialko PRAF4 (At1g76950).

5.1.1.3.1 Bialko PRAF4 (At1g76950)

Sekwencja genu biatka PRAF4, jest oznaczona w bazie Gene Bank numerem
G1:30699216 oraz sktada si¢ z 3309 nukleotydow. Gen ten koduje biatko o dlugosci 1103
aminokwasow. Przewidywana masa tego biatka to 120,41 kDa. Jego schematyczna budowa

wraz z domenami zostata przedstawiona ponizej (Ryc.5.5).

-@-&(m collcolled o

(Ryc.5.5) Schematyczna budowa biatka PRAF4 (http://smart.embl-heidelberg.de/)
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Domena PH: wystepuje miedzy 14-128 aminokwasem biatka PRAF4. Opis funkcjonalny
domeny zawarty w rozdziale 1.3.1.2. (Sekwencja nukleotydowa zostata dotagczona w postaci
zalgcznika nr 1).

Region RCCL1: wystepuje miedzy 238-299 aminokwasem biatka PRAF4. Nazwa regionu
pochodzi od jego funkcji w regulacji kondensacji chromatyny. Do tej pory opisywany byt
zwykle jako czynnik wymiany nukleotydu GDP na GTP na matych GTPazach Ran w jadrze
komoérkowym (Dasso 1993; Hao i Macara 2008). Stosunkowo niedawno udowodniono jednak
takze oddziatywania regionu RCC1 z innymi GTPazami, w tym z rodziny Rab, obecnymi na
endosomach (Jensen i wsp. 2001).

Domena FYVE: wystepuje w zakresie miedzy 628-694 aminokwasem biatka PRAF4. Opis
funkcjonalny domeny zawarty w rozdziale 1.3.1.1. (Sekwencja nukleotydowa zostata
dolaczona w postaci zatgcznika nr 1).

Motyw superhelisy: wystepuje migdzy 826-905 aminokwasem biatka PRAF4. Opis
funkcjonalny motywu zawarty przy opisie biatka PXC.

Domena BRX: wystepuje miedzy 1020-1078 aminokwasem biatka PRAF4. Jest to krotka
domena sktadajaca si¢ zwykle z ok. 35 aminokwaséw, znajdujaca si¢ na koncu C biatka. Do
tej pory funkcje bialek niosacych ta domene wigzano z procesami wzrostu komorek, lub

regulacjg kondensacji chromatyny (Briggs i wsp. 2006).

Hipoteza funkcji:

Biatko PRAF4 jest wyposazone w dwie domeny potencjalnie zdolne do wigzania
fosfatydyloinozytoli: PH i FYVE. Dotychczasowe badania wskazuja, ze domena PH ma
zdolno$¢ wigzania m.in. PtdIns(4,5); w blonie komoérkowej, lub PtdIns(4)P rowniez w blonie
komorkowej lub w strukturach aparatu Golgiego. Domena FYVE z kolei znana jest z
oddziatywan z fosfatydyloinozytolem PtdIns(3)P, obecnym na endosomach (rozdziat 1.3.1).
Specyficzno$¢ wigzania fosfatydyloinozytoli przez domeny biatka PRAF4 nie jest znana.
Mozna jednak przypuszczaé, ze obeno$¢ dwodch istotnych domen, o do tej pory szeroko
udokumentowanych oddzialywaniach z fosfatydyloinozytolami, §wiadczy o mozliwym
zaangazowaniu tego biatka w procesach przeptywu bton w komorce. Poza domeng FYVE,
innym potencjalnym lacznikiem biatka PRAF4 z endosomami jest region RCCI1, znany z
wigzania GTPaz, rowniez nalezacych do rodziny Rab (Jensen i wsp. 2001). Cze$¢ biatek Rab
wystepuje na endosomach (rozdziat 1.2.1.2). Zatozono wigc, ze istnieje prawdopodobienstwo

oddziatywania biatka PRAF4 z endosomami oraz uczestniczenia w ich transporcie.
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Ostatecznie wigc wyselekcjonowano do badan pig¢ dotad nie badanych biatek Arabidopsis
thaliana: PXS (At4g32160), PXC (At3g15920), PXX (Atlgl5240), SlaA (At4g02650),
PRAF4 (At1g76950).

5.1.2 Ocena obecnosci aminokwaséw konserwatywnych w domenach PX,

ENTH, PH, FYVE, odpowiedzialnych za wigzanie fosfatydyloinozytoli

Chcac oceni¢ potencjalng zdolnos¢ domen wytypowanych bialek do wigzania
fosfatydyloinozytoli, dokonano wnikliwej analizy ich sekwencji aminokwasowych. Na
podstawie dostgpnych danych literaturowych okreslono aminokwasy konserwatywne w
biatkach wczesniej zbadanych, odpowiedzialne za wigzanie fosfatydyloinozytoli. Nastgpnie,
w celu zweryfikowania obecnos$ci tych elementow w analizowanych domenach dokonano

przyrownania ich sekwencji, korzystajac z programu ClustalX.
5.1.2.1 Ocena obecnosci aminokwasow konserwatywnych w domenach PX

Do tej pory domena PX zostata skrystalizowana m.in. w przypadku takich biatek jak:
podjednostki oksydazy NADPH - p40P"™ oraz p47°"™, kinazy-3-fosfatydyloinozytolu klasy
Il, niektérych neksyn sortujacych, czy wybranych bialek kompleksu SNARE np. biatka
Vam7. We wszystkich wymienionych biatkach, rozpoznano sekwencje konserwatywne
odpowiedzialne za wigzanie fosfatydyloinozytoli (Bravo i wsp. 2001; Karathanassis i wsp.
2002; Xing i wsp. 2004; Honbou i wsp. 2007; Ryc. 5.6, A):

Motyw RRY lub RRF: Najistotniejszy w motywie jest aminokwas $rodkowy — arginina (R),
ktory jest odpowiedzialny za wigzanie 3-fosforanu. Eksperymenty wykazaty ze jego brak
uniemozliwia zwigzanie PtdIns(3)P (Bravo i wsp. 2001). Rownie konserwatywna jest
pierwsza arginina. Pomimo braku bezposrednich interakcji z 3-fosforanem, odpowiada za
tworzenie wigzan wodorowych utrzymujacych zwartg strukture kieszeni wigzacej
fosfatydyloinozytol. Gtéwng funkcja ostatniego aminokwasu - tyrozyny (Y) lub fenyloalaniny
(F), jest stabilizacja oddziatywan argininy z 3-fosforanem. Motyw ten nie wystepuje w
domenach PX wiazacych PtdIns(4,5)P, (Bravo i wsp. 2001).

Motyw bogaty w proling PXXP: odpowiedzialny za tworzenie petli, wspottworzacej kieszen
wigzaca fosfatydyloinozytol.

Aminokwas K (lizyna): aminokwas odpowiedzialny za wigzanie 1-fosforanu
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Aminokwas R (arginina): aminokwas wiazacy grupy hydroksylowe fosfatydyloinozytoli
Kotwica hydrofobowa: sktada si¢ z dwoch aminokwasow hydrofobowych, najczesciej z
dwoéch leucyn (LL), na odcinku bogatym w proling. Obecno$¢ dwoch aminokwasow
hydrofobowych w bezposrednim sasiedztwie wzmacnia wigzanie bton, co ufatwia ich
penetracje.

Oceniono obecno$¢ elementow wigzacych fosfatydyloinozytol w domenach PX

analizowanych biatek (Ryc.5.6, B):

A 4

P40 1 MAVAQQLRAESDFEQLPDDVAISANIADIEEK-RGFTSHE-VFVIEVKTKG- - - -~ GSKYLI YRRYRQFHALQSKLEE
P47 1 c-cemmeemcmaca- MGDTFIRHIALLGFEKR - FVPSQHY - VYMFLVKWQD- - - = = LSEKVV EIYEFHKTLKE
CISK §----========= HTMDYKESCPSVSTPSSDEHREKKKRFT - VYKVLVSVGR- - - - - - SEWFVFRRYAEFDKLYNTLKK
PLD1 75-----======-~ YLSGCPTKAQVLEVERFTST-TRVPSIN-LYTIELTHG - - - - - EPKWQVKRKFKHFQEFHRELLK
SNX3 20---=======-- DAYGPPSNFLEIDVSNPQTVGVGRGRPT- TYEIRVKTNLPI - FKLKESTVRRRYSDFEWLRSELER
VAM? 2---m=mmm=mmn- AANSVGKMSEKLRIKV----- - DDVKINPKYVLYGVST------- PNKRLYKRYSEFWKLKTRLER
CPK 1391---------- RODGRIKEVSVFTYHKK - - - -YNPDKHY - IYVVRI LREGHL - - - - EPSFVERTFDEFQELHNKLST
BEML 271---=======- oNKSAKLVDGELLVKAsve--SPGLEDE-KYWFLVCCBLS---NGKTRQL@ngQDPYDLovoLLD
P40 81 ALACTLBTLBAK---------- VYVGVKQETAEMRI PATNAYMKSLLSLP - - VWV LMDEDVRIFFYOSPYDSEQV
P47 67 PENRIIq:tEiPK ---------- WF- DGORAAENRRGTIITEYCS TLMSLPT - - KI SRCPHLLDFFKVRPDDLKLP
CISK 67 AMALKI[PAKR=-=-=-====--~ IFGDNFDPDF I KQRRAGLINEF IQNLVRY PE- - - LYNHPDVRAFILOMDS
PLDLl 155 EEPREMHSLERS---------- SENMIREEQF LGRRKQUEDYLTKI LKMPM- - - YRNYHATTEFILDISQ
SNX3 87  ---VVVHPLHGKAFLRQLPFRGDDGIFDDNFIEERKQGUEQFINKVAGHPL- - - AQNERCLHMFILQDET
VAM7 59  TIPYDFHEKHG----- VLDRRWQRRYDDPEMIDERRIGLERFLNELYNDRFDSRWRDTK I AQDFILOLSK
CPK 1451 --LWKLBGHHNR- -~~~ --- MVLGRTHIKDVAAKRKIELNSYLQSLMNAST - - DVAECDLVCTFFHPLL
BEM1 346 WSKRIMBYIG----------- PVPYVTNSITKKRKEDILINT YVADLVNLPD- Y I SRSEMVHS LNN

Bu1B--ABKWEDEQR
Hrxo

Ryc.5.6. A. Poréwnanie sekwencji domen PX bialek skrystalizowanych: p40°" (Homo Sapiens), p47""* (Homo
Sapiens), CISK (Cytokine - independent survival kinase) (Mus musculus), PLD1 (Phospholipase D 1) (Homo
sapiens), SNX3 (Sorting nexin 3) (Homo Sapiens), VAM7 (Vacuolar morphogenesis protein 7)
(Saccharomyces cerevisiae), CPK-C2alpha (Phosphatidylinositol 4-phosphate 3-kinase C2 domain-containing)
(Homo Sapiens), BEM1 (Bud emergence protein 1) (Saccharomyces cerevisiae). Strzatka zaznaczono
aminokwasy konserwatywne odpowiedzialne za wigzanie fosfatydyloinozytoli. (Zrédto: Bravo i wsp. 2001,
zmienione). B. Poréwnanie sekwencji domen PX biatek p40P"™ pa7°"™ CISK, PLD1, SNX3, VAM7, CPK-
C2alpha, BEM1, wraz z domenami PXS-PX, PXC-PX i PXX-PX (niebieska strzalka). Czerwona strzatka

zaznaczono aminokwasy konserwatywne odpowiedzialne za wigzanie fosfatydyloinozytoli.

Analiza ClustalX wykazata, ze zar6wno w przypadku domeny PX biatka PXS jak i PXC,
obecne sg wszystkie wazne elementy konserwatywne (RRF, PXXP, K, R, LL)
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odpowiedzialne za oddziatywania z fosfatydyloinozytolami (Ryc.5.6, B). Jedynie w
przypadku domeny PX biatka PXX nie zidentyfikowano: motywu PXXP oraz kotwicy
hydrofobowej (LL) (Ryc.5.6, B). Wyniki te wskazujg na potencjalne oddziatywania domen
PX biatek PXS oraz PXC z fosfatydyloinozytolami, prawdopodobnie z Ptdins(3)P, ze
wzgledu na obecno$¢ motywu RRF. W przypadku domeny PX biatka PXX, brak wskazania
dla oddziatywan z wybranym fosfatydyloinozytolem.

5.1.2.2 Ocena obecnosci elementéw konserwatywnych w domenie ENTH

Zarowno bialka z rodziny epsyn jak i biatka adaptorowe AP180 (Adaptor protein 180),
naleza do dobrze poznanych organizatorow procesu endocytozy zaleznej od klatryny (Ford i
wsp 2001; Ford i wsp. 2002). Bialka te pelnig kluczowag role w procesie formowania
pecherzyka endocytotycznego ,,wnikajac” domeng znajdujaca si¢ na koncu N biatka
pomigdzy dwie warstwy btony komorkowej, inicjujac jej ,,wygiecie” do $wiatta komorki (Itoh
i De Camilli 2006). W przypadku bialek AP180 jest to domena ANTH, ktora jest
homologiczna do domeny ENTH, wystepujacej u epsyn. Obie domeny maja zdolnos¢ do
wigzania fosfatydyloinozytolu PtdIns(4,5)P,, oraz klatryny.

Poznana struktura przestrzenna niektorych z biatek AP180 oraz epsyn pozwolila
zidentyfikowa¢ aminokwasy odpowiedzialne za wigzanie PtdIns(4,5)P,. W przypadku
skrystalizowanej epsyny-1, kluczowa role w wigzaniu fosfatydyloinozytolu petnig trzy
aminokwasy hydrofobowe (L6, M10, 113), ktore wnikaja pomiedzy dwie warstwy btony
komorkowej. Takie same aminokwasy zidentyfikowano w innych biatkach z rodziny epsyn
(Ford i wsp. 2002). Poza tym okres$lono nastgpujace aminokwasy odpowiedzialne za wigzanie
fosfatydyloinozytoli (Ryc.5.7):

Aminokwasy: argininy (R7, R8), histydyna (H73), asparagina (N30), decyduja o wigzaniu 4-
fosforanu fosfatydyloinozytolu.

Aminokwasy: lizyna (K11), arginina (R25), arginina (R63), decyduja o wigzaniu 5-fosforanu
fosfatydyloinozytolu.

Te wystepujace w przypadku bialek z rodziny epsyn aminokwasy nie sg jednak zachowane w
biatkach z rodziny AP180, gdzie domena ANTH zawiera inne elementy konserwatywne
wigzace PtdIns(4,5)P; (Ryc.5.7).
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Ryc.5.7 Poréwnanie sekwencji domen ENTH bialek: Epsyna-1 (Rattus norvegicus), Epsyna-1 (Homo Sapiens),
Epsyna-2 (Homo Sapiens), Epsyna-3 (Homo Sapiens), Epsyna (Drosophila melanogaster) (aminokwasy
konserwatywne zaznaczono na niebiesko) oraz sekwencji domen ANTH biatek: CALM (Clathrin assembly
lymphoid myeloid leukemia) (Rattus norvegicus), AP180 (Rattus norvegicus), LAP (Leukemia associated
protein) (Drosophila melanogaster) (aminokwasy konserwatywne zaznaczono na fioletowo). (Zrédto: Ford i

wsp. 2002, zmienione).

Oceniono obecnos¢ elementow wigzacych fosfatydyloinozytol w domenie ENTH biatka
SlaA:

A

YEpsinl
hEpsinl
hEpsin2
hEpsin3

dEpsin

s 1ar-ENTH

rEpsinl
hEpsini
hEpsin2
hEpsin3
dEpsin
E)S1arA-ENTH |

B

rCALM

rAP180

dLAP

) S1aA-ENTH

QD 0 O QO

rCALM

rAP180

dLAP

) S1aA-ENTH

Ryc.5.8 A. Porownanie sekwencji domeny ENTH biatka SlaA (niebieska strzatka) z domenami ENTH biatek:
Epsyna-1 (Rattus norvegicus), Epsyna-1 (Homo Sapiens), Epsyna-2 (Homo Sapiens), Epsyna-3 (Homo Sapiens),
Epsyna (Drosophila melanogaster) B. Porownanie sekwencji domeny ENTH biatka SlaA (niebieska strzatka) z
domenami ANTH biatek: CALM (Rattus norvegicus), AP180 (Rattus norvegicus), LAP (Drosophila
melanogaster). Czerwona strzatka zaznaczono aminokwasy konserwatywne odpowiedzialne za wigzanie

fosfatydyloinozytoli.
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Podczas analizy porownawczej sekwencji domeny ENTH biatka SlaA z sekwencjami
domen ENTH wybranych biatek, zidentyfikowano jedynie dwa zachowane aminokwasy -
argininy (Ryc. 5.8, A, czerwona strzalka). Nie udato si¢ zidentyfikowaé pozostatych
elementow odpowiedzialnych za wigzanie fosfatydyloinozytoli. Dokonano wiec porownania
sekwencji analizowanej domeny z sekwencjami domen ANTH wybranych biatek (Ryc. 5.8,
B). Poza obecnoscia konserwatywnej lizyny (Ryc.5.8, B, czerwona strzatka) nie odnotowano
innych elementow typowych dla domeny ANTH, odpowiedzialnych za wigzanie
PtdIns(4,5)P..

5.1.2.3 Ocena obecnosci elemetéw konserwatywnych w domenie PH

Znanych jest ponad 100 biatek zawierajacych domen¢ PH (rozdziat 1.3.1.2), z czego
wiele zostato skrystalizowanych m.in. niektore biatka nalezace do fosfolipaz C (PLC, ang.
Phospholipase C), wakuolarnych biatek sortujacych (VPSs, ang. vacuolar protein sortings),
biatek o alternatywnej ramce odczytu-ARFs (ARFs, ang. alternative reading frame proteins)
i innych. Domena PH wykazuje najwicksze powinowactwo do fosfatydyloinozytoli
PtdIns(4,5)P, (Dowler i wsp. 2000). Jednakze z innych badan wynika, ze domena PH obecna
w roznych biatkach, moze wykazywa¢ odmienng swoisto$¢ wigzania fosfatydyloinozytoli. Co
wigcej, niekiedy domeny PH nie wigzg zadnych fosfatydyloinozytoli. Na przyktad z 33 biatek
drozdzowych zawierajacych domeng PH, tylko jedno biatko - Numlp (Nuclear migration
protein), wigze fosfatydyloinozytol - PtdIns(4,5)P, (Ferguson i wsp. 1995).

Stwierdzono, ze w bialkach niosgcych domeng PH, ktore wigza fosfatydyloinozytole
PtdIns(3,4,5)P; lub PtdIns(4,5)P,, domena ta zawiera 3 zachowane aminokwasy
odpowiedzialne za wigzanie tych lipidow. W przypadku biatka Grpl (Gla-rich protein)
nalezg do nich: lizyny (K273), (K282) oraz arginina (R284) (Lemmon 2004). Te same
aminokwasy  zidentyfikowano rowniez w innych domenach oddziatujagcych z
fosfatydyloinozytolami (Ryc.5.9, A). Co prawda w przypadku drozdzowego biatka Numlp,
zamiast lizyny w 32 obecny jest inny aminokwas hydrofilowy - histydyna (H). Nie zaktoca to
jednak wigzania PtdIns(4,5)P,. Podobnie w przypadku fosfolipazy C, lizyna jest zastapiona
argining (R) (Lemmon 2004, Ryc.5.9, A).

Oceniono obecnos¢ elementow wigzacych fosfatydyloinozytol w domenie PH biatka PRAF4:
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Ryc.5.9 A. Porownanie sekwencji domen PH biatek: DAPP1 (Dual adapter for phosphotyrosine and 3-
phosphotyrosine and 3-phosphoinositide) (Homo sapiens), Grpl (Mus musculus), PLCS (Rattus norvegicus),
Numlp (Saccharomyces cerevisiae). Strzatkg zaznaczono aminokwasy konserwatywne odpowiedzialne za
wigzanie fosftydyloinozytoli. (Zrédto: Lemmon 2004, zmienione). B. Porownanie sekwencji domen PH biatek:
DAPP1 (Homo sapiens), Grpl (Mus musculus), PLC3 (Rattus norvegicus), Numlp (Saccharomyces cerevisiae),

wraz z domeng PH biatka PRAF4 (Arabidopsis thaliana) (strzalka niebieska). Czerwong strzatka zaznaczono

aminokwasy konserwatywne odpowiedzialne za wigzanie fosfatydyloinozytoli.

Analiza ClustalX wykazata, ze w sekwencji domeny PH biatka PRAF4 obecne sg dwa
aminokwasy zachowane: lizyna (K, B1), arginina (R, B2), odpowiedzialne za wigzanie
fosfatydyloinozytoli (Ryc.5.9, B). Trudno okresli¢ wptyw braku aminokwasu lizyny (K, B2),
na interakcje z fosfatydyloinozytolami, ktory jest zastgpiony aminokwasem hydrofobowym -
fenyloalaning (F) (Ryc.5.9, B).

5.1.2.4 Ocena obecnosci elementow konserwatywnych w domenie FYVE

W odréznieniu od innych domen wigzacych fosfatydyloinozytole, FYVE wykazuje duzy
stopien swoisto$ci w wigzaniu jednego z nich: PtdIns(3)P. Przyjeto, ze domena FYVE o
»typowej” strukturze zawiera nastepujgce aminokwasy zachowane, odpowiedzialnych za
wigzanie fosfatydyloinozytolu PtdIns(3)P (Begona i Drgbak 2002; Ryc.5.10, A):

Aminokwasy RK lub RR — odpowiedzialne za wigzane 1-fosforanu
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Aminokwasy HH-R- odpowiedzialne za wigzanie 3-fosforanu

Aminokwasy RVC — gdzie aminokwas arginina (R) odpowiada za wigzanie 3-fosforanu

Obecnos¢ takich aminokwasow konserwatywnych dostrzegalna jest m.in. w biatkach
takich jak Vps27 (Vacuolar protein sorting-associated protein 27), EEA1 (Early endosome
antigen 1), czy Fabl (1-phosphatidylinositol 3-phosphate 5-kinase) (Ryc.5.10, A).

Na Ryc.5.10 wida¢, ze sekwencja domeny FYVE biatkka PARF-1 (obecna nazwa
PRAF1), odbiega od typowego uktadu aminokwasdéw. Roznica dotyczy motywu HH-R, gdzie
zamiast drugiej histydyny (H) wystepuje asparagina (N), a zamiast argininy (R) tyrozyna (Y).
Poniewaz jest to sekwencja kluczowa do wigzania PtdIns(3)P (Begona i Drgbak 2002), uwaza
si¢, ze biatko PRAF-1 niesie domen¢ FYVE o ,,nie-typowej” strukturze, przez co nazywamy
ja ,wariantem” domeny FYVE. Mozna si¢ rowniez spodziewaé, ze domena FYVE
zawierajaca inny zestaw aminokwasow od tych wymienionych powyzej, bedzie wigzata inny

fosfatydyloinozytol niz PtdIns(3)P.

Oceniono obecno$¢ elementow wigzacych fosfatydyloinozytol w tej domenie biatka PRAF4:

A
Vps27 177 @
EEA1 1358
PARF-1 644 §
Fab1 247

Ryc.5.10 A. Poréwnanie sekwencji domen FYVE biatek: Vps27p (Saccharomyces cerevisiae), EEA1 (Homo
Sapiens), Fabl (Saccharomyces cerevisiae), PARF-1 (Arabidopsis thaliana). Czerwonymi ramkami zaznaczono
aminokwasy konserwatywne wiazace PtdIns(3)P. (Zrodto: Begona i Drebak 2002, zmienione). B. Poréwnanie
sekwencji domen FYVE biatek: Vps27p (Saccharomyces cerevisiae), EEA1 (Homo Sapiens), Fabl
(Saccharomyces cerevisiae), PRAF-1 (Arabidopsis thaliana), wraz z domeng FY VE biatka PRAF4 (Arabidopsis
thaliana) (strzatka niebieska). Czerwong strzatkg zaznaczono aminokwasy konserwatywne odpowiedzialne za
wigzanie fosfatydyloinozytolu Ptdins(3)P.

81


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/P40343.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/Q15075.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/Q15075.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/P34756.3
http://jxb.oxfordjournals.org/search?author1=Begon%CB%9Ca+Heras&sortspec=date&submit=Submit
http://jxb.oxfordjournals.org/search?author1=Bj%C3%B8rn+K.+Dr%C3%B8bak&sortspec=date&submit=Submit
http://jxb.oxfordjournals.org/search?author1=Begon%CB%9Ca+Heras&sortspec=date&submit=Submit
http://jxb.oxfordjournals.org/search?author1=Bj%C3%B8rn+K.+Dr%C3%B8bak&sortspec=date&submit=Submit

Analiza ClustalX wykazata, ze w sekwencji domeny FYVE biatka PRAF4, podobnie jak
w przypadku biatka PRAF1, wystepuje inny zestaw aminokwasoéw od ,,typowego”. W obu
przypadkach w sekwencji motywu HH-R zamiast drugiej histydyny (H) wystepuje asparagina
(N), a zamiast argininy (R) tyrozyna (Y). Dodatkowo, w przypadku biatka PRAF4
aminokwasy w elemencie RK, wystepuja w odwrotnej kolejnosci — KR (Ryc.5.10, B).

Wyniki te wskazujg na duze podobienstwo pomiedzy domenami FYVE biatek PRAFI i
PRAF4 oraz, ze stanowig one ,,wariant” domeny FYVE. Analiza ta daje przypuszczenia, ze

domeny te bedg wykazywaly inng swoisto$¢ wigzania fosfatydyloinozytoli od typowe;j.

5.2 Badanie powinowactwa domen analizowanych bialek do

fosfatydyloinozytoli

5.2.1 Wybor analizy Fat blot oraz domen do badan

Jak wczesniej opisano (rozdziat 1.3), fosfatydyloinozytole, zlokalizowane w roéznych
przedziatach btonowych, sg wigzane przez okreslone domeny biatkowe. Analiza
bioinformatyczna wykazata, ze wszystkie analizowane w tej pracy biatka zawieraja domeny
potencjalnie oddziatujgce z fosfatydyloinozytolami (rozdziat 5.1.1). Dokonano rowniez oceny
obecnosci aminokwasoéw konserwatywnych odpowiedzialnych za wigzanie tych lipidow
(rozdziat 5.1.2).

Dane literaturowe wskazuja, ze poszczegolne fosfatydyloinozytole wystepuja w
okreslonych przedziatach btonowych (rozdziat 1.3). Z tego powodu zbadanie powinowactwa
domen do okreslonych fosfatydyloinozytoli, moze da¢ pewne przypuszczenia z ktorymi
przedziatami blonowymi moga one oddziatywac.

W celu okreslenia zdolnosci domen biatkowych do wigzania fosfatydyloinozytoli stosuje
si¢ r6znorodne metody biochemiczne. Mimo, ze w ostatnich latach pojawily si¢ mozliwosci
takich obserwacji in vivo, to uzyskiwane wyniki sa czesto niejednoznaczne (Varnai i Balla
2008).

W niniejszej pracy w celu sprawdzenia czy wytypowane biatka wigza
fosfatydyloinozytole, ich domeny odpowiedzialne za takie interakcje (PX, ENTH, PH,
FYVE) zostaty poddane analizie Fat blot.
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Analiza Fat blot (rozdziat 4.5.5) to metoda relatywnie nieskomplikowana oraz niezbyt
kosztowna. Jej duza zaleta jest wymagana niewielka ilos¢ badanych biatek (1 pg biatka/
analizg) oraz mozliwo$s¢ porownania ich powinowactwa do wszystkich typoéw
fosfatydyloinozytoli w jednym badaniu.

Analiza Fat blot dotyczy obserwacji in vitro, dlatego material badawczy - domeny,
musialy by¢ wczesniej poddane nadekspresji, wyizolowane i oczyszczone.

Do analiz wybrano nastepujgce domeny:

° Biatko PXS (At4g32160) - domena PXpxs

. Biatko PXC (At3g15920) - domena PXpxc

° Biatko PXX (At1g15240) - domena PXpxx

. Biatko SlaA (At4g02650) - domena ENTHsgjaa

o Biatko PRAF4 (Atl1g76950) - domena FYVEprars
o Biatko PRAF4 (Atl1g76950) - domena PHprar4

o Biatko PRAF1 (At1g65920) - domena FYVEprar1

Poniewaz w Institute of Molecular Biology w Kopenhadze, dokonano wcze$niej analizy
Fat blot dla domen PH (najwyzsze powinowactwo dla PtdIns(4,5)P,) oraz FYVE (najwyzsze
powinowactwo dla PtdIns(3)P) biatka PRAF1 (Jensen i wsp. 2001), zdecydowano o uzyciu
réwniez tego biatka w celu poréwnania wynikow. Z powodu mutacji w obrebie sekwencji
kodujacej domen¢ PH w dostgpnym cDNA biatka PRAF1, do analizy uzyto jedynie domeng
FYVEpraF1.

5.2.2 Nadekspresja domen bialkowych w fuzji z GST

Nadekspresja wybranych do analizy domen miata na celu nie tylko uzyskanie znacznych
ilosci wyizolowanych i oczyszczonych domen biatkowych, ale rowniez otrzymanie ich w
fuzji z S-transferazg glutationu (GST). Fuzja z biatkiem GST pozwala na oczyszczenie biatka
po jego nadekspresji, na drodze chromatografii powinowactwa. Zredukowany glutation jest
naturalnym substratem dla S-transferazy glutationowej, ktora wiaze z duzym
powinowactwem w zakresie pH od 6,5 do 9,5. Zwigzane ze ztozem biatka wymywa si¢
nadmiarem glutationu. Fuzja z biatkiem GST pozwala w nast¢pnej kolejnosci na detekcje

immunologiczng biatek podczas analizy Fat blot.
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5.2.2.1 Przygotowanie konstrukcji genetycznych do nadekspresji bialek

W celu wykonania konstrukcji genetycznych do nadekspresji bialek, zdecydowano o
uzyciu wektora pGEX-4T-1 (rozdziat 3.3.3.4). Korzystajac z bazy danych REBASE
dokonano wyboru enzymoéw restrykcyjnych: BamH1 oraz Eco R1, ktore miaty by¢ dalej uzyte
w procesie trawienia wektora i1 insertow przed procesem ligacji. Wybor tych enzymow
spowodowany byt brakiem miejsc restrykcyjnych przez nie rozpoznawanych w sekwencjach
analizowanych domen przeznaczonych do wklonowania.

Pierwszym krokiem procedury byto wykonanie reakcji PCR, w ktérych do sekwencji
analizowanych domen biatkowych dodawane byly miejsca restrykcyjne, rozpoznawane przez
enzymy BamHI1 i EcoR1 (amplifikowane sekwencje w zalaczniku nr 1). Reakcje prowadzono
z wykorzystaniem matrycy w postaci zamowionego cDNA analizowanych biatek (rozdziat
3.3.1), starterow do nadekspresji (rozdziat 3.3.2) oraz polimarezy typu pfu. Temperatury
hybrydyzacji starterow dopasowano zgodnie z zaleceniami producenta, natomiast czas
trwania elongacji ustalano wg predkosci syntezy 1000nt/60sek. Produkty reakcji PCR

rozdzielono w 1% zelu agarozowym (Ryc.5.11).

Ryc.5.11. Produkty reakcji
amplifikacji sekwencji
kodujacych domeny biatkowe
oflankowane miejscami
restrykcyjnymi rozdzielone w
1 % zelu agarozowym z

bromkiem etydyny.

Oznaczenia sciezek:
M.GeneRulerTM 1 kb DNA

Ladder. Pozadane produkty
PCR oznaczono prostokatami
W sposOb nastgpujacy: 1-4
produkty reakcji PCR dla
domeny PHprars 440nt; 5-8
produkty reakcji PCR dla
domeny FYVEprars 317nt; 9-
12 produkty reakcji PCR dla
domeny FYVEprarr 427n0t;
13-16 produkty reakcji PCR dla domeny ENTHgj,a 531nt; 17-20 produkty reakcji PCR dla domeny PXpyxs 459nt;
21-24 produkty reakcji PCR dla domeny PXpxc 474nt; 25-28 produkty reakcji PCR dla domeny PXpyxx 426nt.
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Po elucji z zelu odpowiednich prazkéw oraz oczyszczeniu DNA, sekwencje byly trawione
enzymami restrykcyjnymi BamH1 oraz Eco R1 a nastgpnie poddawane ligacji z wektorem
PGEX-4T-1 (rozdziaty 4.4.3.1, 4.4.7.1.1, 4.4.7.2.1). Pelnymi wektorami transformowano
nastepnie bakterie E.coli, po czym wysiewajac je na pozywke z karbenicyling (gen opornosci
obecny w wektorze pGEX-4T-1), przeprowadzano selekcje stransformowanych Kkolonii
bakteryjnych. Z namnozonych w pozywce ptynnej bakterii, izolowano pelne wektory, po
czym sekwencjonowano je w celu sprawdzenia poprawnosci wklonowania insertoéw. W taki
sposOb otrzymano nastepujace konstrukcje genetyczne wyposazone w sekwencje

analizowanych domen biatkowych:

. PGEX-4T-1_ PXpxs
. PGEX-4T-1_ PXpxc
. PGEX-4T-1_ PXpxx
. PGEX-4T-1_ ENTHsja

pG EX-4T-1_ FYVEprar4
pG EX-4T-1_ PHprAFs
PGEX-4T-1_FYVEprar1

Doktadny opis procedury znajduje si¢ w rozdziale 4.4.7.

5.2.2.2 Nadekspresja i oczyszczanie bialek rekombinowanych

Przygotowanymi wektorami transformowano bakterie szczepu BL21, po czym
przeprowadzano nadekspresje biatek wg procedury opisanej w rozdziale 4.3.5.

W celu uzyskania wydajnej nadekspresji, dopasowano nastgpujace parametry:

- temperatura, w jakiej prowadzono nadekspresje przed dodaniem induktora IPTG: 37°C
- zageszczenie kolonii bakteryjnej w momencie dodania induktora: OD = 0,6

- ilo$¢ dodanego induktora: IPTG = 1mM

- temperatura, w jakiej prowadzono nadekspresje po dodaniu induktora: 18°C

- czas trwania nadekspresji: 4 h po dodaniu induktora

Zastosowanie takich warunkoéw pozwolito na uzyskanie duzych ilosci nadeksprymowanych
bialek, ktére nastgpnie poddano izolacji oraz oczyszczaniu (rozdziat 4.5.3).
Uzyskane oczyszczone bialka wraz z probami pobranymi na rdéznych etapach ich izolacji

rozdzielono w 12% zelu poliakryloamidowym SDS-PAGE (Ryc.5.12 — 5.18).
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K SFE1 E2 E3 E4

K TF SF E1E2E3 E4

Ryc.5.12 Elektroforeza biatek bakteryjnych w
12% zelu poliakryloamidowym.

Wyniki nadekspresji rekombinowanej domeny
Pprs:GST;

sciezki:

M — marker mas czasteczkowych Precision Plus
Protein™Standards

K- pula bialek bakteryjnych bez nadekspresji
Bialka po nadekspresji:

TF-pula biatek w zawiesinie bakteryjnej po sonikacji w
trakcie izolacji

SF-pula biatek rozpuszczalnych

E1-E4 biatka oczyszczone o masie 41kDa

Ryc.5.13 Elektroforeza biatek bakteryjnych w
12% zelu poliakryloamidowym.
Wyniki nadekspresji rekombinowanej domeny
PXpxc:GST;

sciezki:

M — marker mas czasteczkowych Precision Plus
Protein™Standards

K- pula biatek bakteryjnych bez nadekspresji
Bialka po nadekspresji:

TF-pula biatek w zawiesinie bakteryjnej po sonikacji w
trakcie izolacji

SF-pula biatek rozpuszczalnych

E1-E4 biatka oczyszczone o masie 42 kDa

Ryc.5.14 Elektroforeza biatek bakteryjnych w

12% zelu poliakryloamidowym.

Wyniki nadekspresji rekombinowanej domeny
PXpxx:GST;

sciezki:

M — marker mas czasteczkowych Multicolor High Range
Protein Ladder

K- pula biatek bakteryjnych bez nadekspresji

Biatka po nadekspresji:

TF-pula biatek w zawiesinie bakteryjnej po sonikacji w
trakcie izolacji

SF-pula bialek rozpuszczalnych

E1-E4 biatka oczyszczone o masie 42 kDa
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Ryc.5.15 Elektroforeza biatek bakteryjnych w

12% zelu poliakryloamidowym.

Wyniki nadekspresji rekombinowanej domeny
ENTHgjaa:GST;

sciezki:

M — marker mas czasteczkowych Multicolor High Range
Protein Ladder

K- pula bialek bakteryjnych bez nadekspresji

Biatka po nadekspresji:

TF-pula bialek w zawiesinie bakteryjnej po sonikacji w
trakcie izolacji

SF-pula biatek rozpuszczalnych

E1-E4 bialka oczyszczone o masie 43 kDa

Ryc.5.16 Elektroforeza biatek bakteryjnych w
12% zelu poliakryloamidowym.

Wyniki nadekspresji rekombinowanej domeny
FYVEprar4:GST;

sciezki:

M — marker mas czasteczkowych Precision Plus
Protein™Standards

K- pula bialek bakteryjnych bez nadekspresji
Biatka po nadekspresji:

TF-pula bialek w zawiesinie bakteryjnej po sonikacji w
trakcie izolacji

SF-pula biatek rozpuszczalnych

E1-E4 bialka oczyszczone o masie 40kDa

Ryc.5.17 Elektroforeza biatek bakteryjnych w
12% zelu poliakryloamidowym.

Wyniki nadekspresji rekombinowanej domeny
PHprara:GST;

sciezki:

M — marker mas czasteczkowych Precision Plus
Protein"™Standards

K- pula biatek bakteryjnych bez nadekspresji
Biatka po nadekspresji:

TF-pula biatek w zawiesinie bakteryjnej po sonikacji w
trakcie izolacji

SF-pula biatek rozpuszczalnych

E1-E4 biatka oczyszczone o masie 37kDa
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Ryc.5.18 Elektroforeza biatek bakteryjnych w
12% zelu poliakryloamidowym.

Wyniki nadekspresji rekombinowanej domeny
FYVEpgar1:GST;

sciezki:

M — marker mas czasteczkowych Precision Plus
Protein™Standards

K- pula bialek bakteryjnych bez nadekspresji
Bialtka po nadekspresji:

TF-pula bialek w zawiesinie bakteryjnej po sonikacji w
trakcie izolacji

SF-pula biatek rozpuszczalnych

E1-E4 bialka oczyszczone o masie 40kDa

Oszacowano przyblizong ilo$¢ oczyszczonych biatek na 1pl roztworu (Bradford 1976):

o PXpxs:GST~300ng/pl

° PXpxc:GST~70ng/pul

° PXpxx:GST~100 ng/pl

o ENTHslaa:GST~85ng/ul

. FYVEprars:GST~2000ng/ul
. PHprara:GST~600ng/ul

. FYVEprar1:GST~200ng/pul

5.2.3 Analiza Fat blot

Przystepujagc do analizy Fat blot przygotowano zestaw blotow z nakroplonymi

fosfatydyloinozytolami o stezeniu 32-256 pmol/ul. W analizie zastosowano dwa ich typy. W

pierwszej kolejnosci stosowano blot typu I, a nastgpnie jesli analiza wymagata

uszczegdlowienia, korzystano z blotu typu II (rozdziat 4.5.5.1).
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Przed rozpoczeciem wilasciwej analizy Fat blot wpierw nalezato zoptymalizowa¢ warunki
dla oddziatywan biatko-lipid. Testom poddano: sktad buforéw, czasy inkubacji, pH
roztworow, temperatury inkubacji parametry techniczne, jak i parametry techniczne: wielko$¢
blotow oraz naczynia do inkubacji. Ostatecznie dopasowane warunki analizy zostaly opisane
w rozdziale 4.5.5. Pozwolily one na uzyskanie wysokiej efektywnosci wigzania lipidow przez
domeny. Dla kazdej domeny przeprowadzono przynajmniej 8 powtdrzen analizy 2z
zastosowaniem roznych blotow. W pracy przedstawiono po jednym reprezentatywnym blocie
dla kazdej domeny. W niektérych przypadkach dokonano wyboru dwoch reprezentatywnych

blotow.

5.2.3.1 Proby kontrolne

Jako kontrole pozytywna zastosowano dimer domeny FYVE - 2xFYVE, pochodzacej z
mysiego biatka HRS (HRS; ang. hepatocyte growth factor-regulated tyrosine Kkinase
substrate), poniewaz powinowactwo tej domeny do fosfatydyloinozytoli zostato juz wczesniej
potwierdzone eksperymentalnie (Vermeer i wsp. 2006). Natomiast jako kontrole negatywna
zastosowano wolne bialko GST. Oba bialka zostaly uzyczone do analiz przez dr Teuna
Munnika z Instytutu SILS w Amsterdamie.

Wedlug oczekiwanh domena 2XFYVE wykazala zdecydowanie najwigksze
powinowactwo do fosfatydyloinozytolu PtdIns(3)P. Z kolei wolne GST nie zwigzato zadnego
fosfatydyloinozytolu (Ryc.5.19).

5.2.3.2 Analiza powinowactwa domen: PX, ENTH, PH i FYVE

analizowanych bialek do fosfatydyloinozytoli

Podczas analizy Fat blot wszystkie z analizowanych domen wigzaty fosfatydyloinozytole,

zaobserwowano nastgpujaca swoistos¢ ich wigzania:

Domena PX bialka PXS, wykazata zdecydowanie najwigksze powinowactwo do
fosfatydyloinozytolu PtdIns(3)P (Ryc.5.20).

Domena PX biatkka PXC wykazata najwicksze powinowactwo do dwoch
fosfatydyloinozytoli: PtdIns(3)P oraz PtdIns(4)P (Ryc.5.21).
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Domena PX biatka PXX oddzialywata z roznymi fosfatydyloinozytolami, brak jednak

widocznie dominujacej swoistosci wigzania ktorego$ z nich (Ryc.5.22).

Domena ENTH biatka SlaA preferencyjnie wigzata fosfatydyloinozytol PtdIns(4)P. Poza tym

zaobserwowano rowniez silny sygnat dla fosfatydyloinozytoli: Ptdins(5)P oraz PtdIns(3,5)P2
(Ryc.5.23, Ryc.5.24).

Domena FYVE biatka PRAF4 wykazata zdecydowanie najwigksze powinowactwo do
fosfatydyloinozytolu PtdIins(4)P. Poza tym zaobserwowano $rednio silny sygnat dla
fosfatydyloinozytoli: PtdIns(5)P oraz PtdIns(3)P (Ryc.5.25, Ryc.5.26).

Domeny PH bialka PRAF4 preferencyjnie wigzata fosfatydyloinozytol Ptlns(3,5)P, oraz
PtdIns(4)P. Poza tym odnotowano srednio silny sygnat dla fosfatydyloinozytoli: PtdIns(5)P
oraz PtdIns(3)P (Ryc.5.27, Ryc.5.28).

Domena FYVE biatka PRAF1 wykazata najwyzsza swoistos¢ wigzania fosfatydyloinozytolu
PtdIns(4)P. Poza tym zaobserwowano $rednio silny sygnat dla fosfatydyloinozytoli:
PtdIns(5)P oraz PtdIns(3)P (Ryc.5.29, Ryc.5.30).

Ryciny:
Kontrola pozytywna  Kontrola nagatywna
P3P PISP  64pmol
256pmol Y o) O rae
128pmol O o O PLeP
spmoll O Q Qeer
32mol O O O PI3.4),
Pl4apP Pl(l.!:)'
256pmol O O On(a_s),
128pmol O O Oriass,
&4pmol O O O PA
32mol O o O
| 1 1 2x FYVE wolne GST

Ryc.5.19 Analiza oddziatywan domeny 2xFYVE oraz wolnego biatka GST z fosfatydyloinozytolami.
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Ryc.5.20 Analiza oddziatywan domeny PX biatka PXS z fosfatydyloinozytolami, z zastosowaniem blotu typu
I. 1- sygnat dla fosfatydyloinozytolu Ptdins(3)P.

Prap PSP Gdpmol
somol /O QO QOwoe
il QO Q Oew
sl QO Q Qe
el Q Q  Qmes
PP PIAS)
#eml QO QO Qros,
Wl O Q  Qrus
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- Q9 g Q
| in domena PXC-PX

Ryc.5.21 Analiza oddziatywan domeny PX biatka PXC z fosfatydyloinozytolami z zastosowaniem blotu typu I.
1- sygnat dla fosfatydyloinozytolu PtdIns(3)P, 2- sygnat dla PtdIns(4)P.
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Ryc. 5.22 Analiza oddziatywan domeny PX biatka PXX z fosfatydyloinozytolami, z zastosowaniem blotu typu

I1. Brak widocznej dominacji w powinowactwie do ktorego$ z fosfatydyloinozytoli.

P3P PSP Gdpmol
wpmol / O O QOeweoe
2mell O QO QOrwe

spmol] QO Q Qree
well Q Q  Qred

P4P  PI4.S)

o O O O PY3.5),
128pmol O O om 5.'
64pmol O O O PA
32mol O O O
| i m

domena SlaA-ENTH

Ryc.5.23 Analiza oddziatywan domeny ENTH biatka SlaA z fosfatydyloinozytolami, z zastosowaniem blotu
typu I. 1- sygnat dla fosfatydyloinozytolu Ptdins(4)P, 2- sygnat dla PtdIns(3,5)P;.
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SlaA-ENTH

Ryc.5.24 Analiza oddziatywan domeny ENTH biatka SlaA z fosfatydyloinozytolami, z zastosowaniem blotu

typu Il. 1- sygnat dla fosfatydyloinozytolu PtdIns(4)P, 2- sygnat dla fosfatydyloinozytolu PtdIns(5)P, 3-
sygnat dla PtdIns(3,5)P.
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PRAF4-FYVE

Ryc.5.25 Analiza oddziatywan domeny FY VE biatka PRAF4 z fosfatydyloinozytolami, z zastosowaniem blotu
typu I. 1- sygnat dla fosfatydyloinozytolu Ptdins(4)P, 2- sygnat dla fosfatydyloinozytolu PtdIns(3)P, 3- sygnat

dla Ptdins(5)P.
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Ryc.5.26 Analiza oddzialywan domeny FYVE biatka PRAF4 z fosfatydyloinozytolami, z zastosowaniem blotu

typu Il. 1- sygnat dla fosfatydyloinozytolu PtdIns(4)P, 2- sygnat dla fosfatydyloinozytolu PtdIns(5)P.
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PRAF4-PH

Ryc.5.27 Analiza oddziatywan domeny PH biatka PRAF4 z fosfatydyloinozytolami, z zastosowaniem blotu
typu I. 1- sygnat dla fosfatydyloinozytolu Ptdins(4)P, 2- sygnat dla fosfatydyloinozytolu PtdIns(3,5)P, .
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PRAF4-PH

Ryc.5.28 Analiza oddziatywan domeny PH biatka PRAF4 z fosfatydyloinozytolami, z zastosowaniem blotu
typu 1. 1- sygnat dla fosfatydyloinozytolu PtdIns(4)P, 2- sygnat dla fosfatydyloinozytolu Ptdins(3,5)P, , 3-
sygnat dla fosfatydyloinozytolu PtdIns(3)P, 4- sygnat dla fosfatydyloinozytolu PtdIns(5)P.
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PRAF1-FYVE

Ryc.5.29 Analiza oddziatywan domeny FYVE biatka PRAF1 z fosfatydyloinozytolami, z zastosowaniem blotu

typu I. 1- sygnat dla fosfatydyloinozytolu PtdIns(4)P, 2- sygnat dla fosfatydyloinozytolu Ptdins(3)P , 3- sygnat

dla fosfatydyloinozytolu PtdIns(5)P.
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Ryc.5.30 Analiza oddziatywan domeny FYVE biatka PRAF1 z fosfatydyloinozytolami, z zastosowaniem blotu
typu Il. 1- sygnat dla fosfatydyloinozytolu PtdIns(4)P, 2- sygnat dla fosfatydyloinozytolu PtdIns(5)P , 3-
sygnat dla fosfatydyloinozytolu Ptdins(3)P.

5.3 Lokalizacja subkomorkowa analizowanych bialek

Poniewaz brak jakichkolwiek danych literaturowych dotyczacych wytypowane do badan
biatek, nie znana jest rowniez do tej pory ich lokalizacja w komorce roslinne;j.

W niniejszej pracy, na podstawie analizy bioinformatycznej oceniono, ze wszystkie
analizowane Dbiatka niosg domeny funkcjonalne potencjalnie oddzialujace z
fosfatydyloinozytolami (rozdziat 5.1). Nast¢pnie za pomocg analizy Fat blot zbadano do
ktorych fosfatydyloinozytoli wykazuja one najwigksze powinowactwo (rozdziat 5.2). W
zwigzku z uzyskanymi danymi, wskazujacymi na potencjalne oddzialywania wytypowanych
bialek z lipidami bton komoérkowych, zdecydowano o zbadaniu ich lokalizacji
subkomoérkowej. Miata ona m.in. na celu okreslenie czy bialka te sg zlokalizowane w
przedziatach uktadu wewnatrzbtonowego, a jesli tak, to w jakich i czy ich lokalizacja moze

wskazywac na udziat w procesach transportowych np. czy sa zlokalizowane w pecherzykach.
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W pracy podjeto probe lokalizacji in vivo wybranych bialek w dwoch uktadach
modelowych:
1) w protoplastach uzyskanych z komoérek mezofilu lisci Arabidopsis thaliana (rozdziat
5.3.2);

2) w komorkach epidermy lisci tytoniu Nicotiana tabacum (rozdziat 5.3.3).

Po okresleniu lokalizacji subkomoérkowej, podjeto probe kolokalizacji biatek z
barwnikiem FM4-64 (rozdziat 5.3.4), ktory w pierwszej kolejnosci barwi btong komorkows a
z uptywem czasu kolejne przedziaty endocytotyczne (Bolte i wsp. 2004). Analiza ta miata na
celu sprawdzenie, czy lokalizacja poszczegolnych biatek pokrywa si¢ z przedziatami

wybarwionymi przez uzyty barwnik.

W celu przeprowadzenia analizy, najpierw nalezato wykona¢ odpowiednie konstrukcje
genetyczne niosgce geny analizowanych biatek w fuzji z genem biatka zielonej fluorescencji.
Nastepnie konstrukcjami tranformowano protoplasty, lub bakterie Agrobacterium
tumefaciens, ktore posredniczyly we wprowadzeniu konstrukcji do komorek lisci tytoniu.
Otrzymane transformanty poddawano obserwacjom mikroskopowym przy uzyciu mikroskopu
konfokalnego NIKON A1R-Si. Obserwacje prowadzono wg parametrow podanych w
rozdziale 4.6.1.

5.3.1 Przygotowanie konstrukcji genetycznych do analizy

5.3.1.1 Dobor wektoréw pSITE do analizy

Do badan wybrano system wektoréw pSITE (rozdziat 3.3.3.2), pozwalajacy na ekspresje
genoéw analizowanych biatek m.in. w fuzji z bialkiem wzmocnionej zielonej fluorescencji
(eGFP). W zaleznosci od pozadanej fuzji analizowanego biatka z eGFP, uzyto nastgpujace
typy wektorow pSITE:

-pSITE-2NB — do fuzji na koncu aminowym eGFP

-pSITE-2CA — do fuzji na koncu karboksylowym eGFP

Poniewaz wszystkie z analizowanych bialek maja na jednym z koncow domene wiazaca
lipidy bton (PX, PH, FYVE, ENTH), konstrukcje genetyczne przygotowano w taki sposob
aby biatko eGFP taczylo si¢ po stronie przeciwlegtej do tej domeny. Miato to na celu
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unikniecie zaktocenia naturalnej lokalizacji analizowanych biatek, lub odci¢ecia eGFP wraz z
peptydem sygnalnym. W zwiazku z tym, ze biatko PRAF4 zawiera dwie domeny wiazace
fosfatydyloinozytole (PH, FYVE), przygotowano wektory dla fuzji tego biatka w obu
orientacjach.

Ostatecznie zastosowano nastepujace wektory dla analizowanych biatek:

Wektor pSITE-2NB (fuzja N-koncowa z eGFP) — dla biatek: PXS, PXC, SlaA, PRAF4
Wektor pSITE-2CA (fuzja C-koncowa z ¢GFP) — dla biatek: PXX, PRAF4.

5.3.1.2 Wprowadzenie genow analizowanych bialek do wektorow typu pDONR, a
nastepnie docelowych pSITE-2NB oraz pSITE-2CA

W 1 reakcji PCR matryce analizowanych genéw (rozdziat 3.3.1) wyposazano w
sekwencje adaptorowe a nastgpnie w II reakcji PCR w druga cze$¢ sekwencji flankujacych

(attB1 oraz attB2), koniecznych do zajscia rekombinacji typu Gateway (rozdziat 4.4.5):

I reakcja PCR - do sekwencji analizowanych gendéw dodano miejsca adaptorowe. Reakcje
prowadzono z wykorzystaniem matrycy w postaci zamoOwionego cDNA, starterow
adaptorowych (rozdziat 3.3.2) oraz polimerazy typu pfu. Temperatury hybrydyzacji starterow
dopasowano zgodnie z zaleceniami producenta, natomiast czas trwania elongacji ustalano wg
predkosci syntezy 1000nt/60sek. Produkty reakcji PCR rozdzielono w 1% zelu agarozowym.
Odpowiednie prazki wycigto oraz oczyszczono z zelu metodg gel out (rozdziat 4.4.3.1), a

nastepnie poddano II reakcji PCR.

Ryc.5.31 Przyktadowy zel ukazujacy produkty po | reakcji PCR
rozdzielone w 1 % zelu agarozowym z bromkiem etydyny. Oznaczenia
sciezek: M. GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder; 1-3 produkty reakcji PCR

odpowiadajace zamplifikowanemu genowi biatka PXC, oflankowanego

sekwencjami adaptorowymi — 2494nt.
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Il reakcja PCR - do uzyskanych sekwencji z odcinkami adaptorowymi dodano sekwencje
flankujace — attBl i attB2. Reakcje prowadzono z wykorzystaniem matrycy w postaci
wycietego 1 oczyszczonego DNA z poprzedniej reakcji, starterow Uni (rozdziat 3.3.2) oraz
polimerazy typu pfu. Temperatury hybrydyzacji starterow oraz czas trwania elongacji
dopasowano jak w | reakcji PCR. W celu sprawdzenia poprawnosci zajscia reakcji, po 4ul z
kazdej mieszaniny reakcyjnej rozdzielano w zelu agarozowym, reszt¢ poddano oczyszczeniu
metodg clean-up (rozdziat 4.4.3.2). W ten sposob otrzymano fragmenty DNA, oflankowane

odcinkami attB1 i attB2, gotowe do wklonowania do wektora:

e attB1-PXS-attB2 e attB1-SlaA-attB2
e attB1-PXC-attB2 o attB1-PRAF4-C-attB2
e attB1-PXX-attB2 o attB1-PRAF4-N-attB2

W | reakcji rekombinacji typu Gateway (rozdziat 4.4.5.2) otrzymano 6 wektorow typu
PENTR:

. PENTR_PXS . PENTR_SlaA
. PENTR_PXC . PENTR_PRAF4-N
. PENTR_PXX . PENTR_PRAF4-C

W Il reakcji rekombinacji Gateway (rozdziat 4.4.5.3) otrzymano nast¢pujace konstrukcje
genetyczne:

. pSITE-2NB_PXS (PXS::eGFP)
. pSITE-2NB_PXC (PXC::eGFP)
o pSITE-2CA_PXX (eGFP:PXX)

PSITE-2NB_SlaA (SlaA::eGFP)
PSITE-2NB_PRAF4 (PRAF4::eGFP)
PSITE-2CA_PRAF4 (eGFP::PRAF4)

5.3.2 Analiza lokalizacji subkomorkowej bialek w protoplastach

Arabidopsis thaliana

Do przeprowadzenia analizy lokalizacji subkomorkowej biatek w protoplastach
korzystano z komorek mezofilu lisci 3-tygodniowych roslin A.thaliana. Wyizolowane
protoplasty (rozdziat 4.2.3) transformowano konstrukcjami genetycznymi (rozdziat 4.2.4):

o pSITE-2NB_PXS (PXS::eGFP) J pSITE-2CA_PXX (eGFP:PXX)
o pSITE-2NB_PXC (PXC::eGFP) o pSITE-2NB_SIaA (SlaA::eGFP)
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Stransformowane protoplasty poddawano obserwacjom mikroskopowym (rozdziat 4.6.1). Dla
kazdego z analizowanych biatek dokonywano przynajmniej 3 powtorzen izolacji i
transformacji protoplastow. Do obserwacji wybierano protoplasty, ktore charakteryzowaty sie
ogolnie prawidtowym wygladem (sferyczny ksztatt, rownomierny rozktad chloroplastow). W
pracy, dla kazdego biatka, =zaprezentowano obrazy 3 protoplastow najlepiej

odzwierciedlajacych ich wyglad.

5.3.2.1 Analiza lokalizacji subkomérkowej bialek w protoplastach Arabidopsis thaliana

- kontrola pozytywna

Wiasciwg analiz¢ lokalizacji subkomorkowej biatlek w protoplastach Arabidopsis
thaliana poprzedzono eksperymentem kontrolnym, obejmujacym nadekspresj¢ niezwigzanego
biatka fluorescencyjnego - eGFP. W tym celu protoplasty transformowano pustym wektorem
pSITE-2CA. Uzyskane obrazy (Ryc.5.32) wskazywaly na rozktad sygnatu fluorescencyjnego
w obrebie cytoplazmy oraz jadra komorkowego, co jest zgodne z dotychczas opisywang

lokalizacjg tego biatka (Hanson i Kéhler 2001).

Ryc. 5.32 Analiza lokalizacji subkomoérkowej niezwigzanego biatka eGFP w protoplastach A.thaliana,
transformowanych pustym wektorem pSITE-2CA. Sygnal fluorescencyjny wskazuje na lokalizacje

cytoplazmatyczng oraz w jadrze komérkowym Nikon ALR-Si. Skala: Spm

5.3.2.2 Analiza lokalizacji subkomérkowej bialka PXC w protoplastach Arabidopsis

thaliana

Podczas analizy lokalizacji subkomorkowej biatka PXC::eGFP w protoplastach

A.thaliana, obserwowano intensywny sygnat w okolicy btony komdrkowej (Ryc.5.33 A, B;

100


http://jxb.oxfordjournals.org/search?author1=Maureen+R.+Hanson&sortspec=date&submit=Submit
http://jxb.oxfordjournals.org/search?author1=Rainer+H.+K%C3%B6hler&sortspec=date&submit=Submit

D, E), jak rowniez w obszarze cytoplazmatycznym (Ryc.5.33 A, B; G, H), gtéwnie w postaci

ziarnisto$ci oraz wigkszych pecherzykow.

Ryc.5.33 Analiza lokalizacji subkomérkowej biatka PXC::eGFP. w protoplastach A.thaliana.

A,B; D,E: sygnat fluorescencyjny zlokalizowany m.in. w okolicy btony komérkowej w postaci ziarnistosci, A,B;
G,H: sygnat fluorescencyjny w postaci pecherzykdéw w obszarze cytoplazmatycznym. A,D,G: obraz catosciowy.
B,E,H: obraz kanatu fluorescencyjnego, C,F,I: obraz uzyskany w $wietle przechodzacym. Wszystkie obrazy

pochodzg z jednej ptaszczyzny. Nikon A1R-Si. Skala: 10um

5.3.2.3 Analiza lokalizacji subkomérkowej bialka PXX w protoplastach Arabidopsis

thaliana

Analiza lokalizacji subkomoérkowej biatka eGFP.::PXX w protoplastach A.thaliana,

wskazata jednoznacznie, ze sygnal fluorescencyjny jest lokalizowany na obwodzie
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protoplastow (Ryc. 5.34 A, B; D, E; G, H). Swiadczy to przypuszczalnie o lokalizacji biatka
PXX w blonie komérkowej. Na niektorych obrazach sygnal pochodzacy z btony komdrkowej
widoczny byt w postaci drobnych ziarnistosci (Ryc. 5.34 D,E).

Ryc. 5.34 Analiza lokalizacji subkomodrkowej biatka eGFP::PXX w protoplastach A.thaliana.
A,B; D,E; G,H: sygnal fluorescencyjny zlokalizowany na obwodzie protoplastow. A,D,G: obraz cato$ciowy.
B,E,H: obraz kanatu fluorescencyjnego, C,F.,I: obraz uzyskany w $wietle przechodzacym. Wszystkie obrazy

pochodza z jednej ptaszczyzny. Nikon AI1R-Si. Skala: 5um, 10um.

5.3.2.4 Analiza lokalizacji subkomérkowej bialka SlaA w protoplastach Arabidopsis
thaliana

Podczas analizy lokalizacji subkomoérkowej biatka SlaA::eGFP w protoplastach

A.thaliana obserwowano sygnat, gtdéwnie w obrgbie pecherzykow, ktore znajdywaty sie¢ w
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okolicy btony komoérkowej (Ryc.5.35 G, H), jak rowniez w obszarze cytoplazmatycznym
(Ryc.5.35 A, B). Poza wickszymi pecherzykami obserwowano réwniez niewielkie
pecherzyki, ktore znajdywaty sie gtownie w okolicy blony komoérkowej (Ryc.5.35 D, E). Na
niektorych obrazach odnotowano agregaty biatka fluorescencyjnego (Ryc.5.35 D, E). Mogly
by¢ one wynikiem zaburzonego procesu jego faldowania lub transportu do przedziatow

docelowych.

Ryc.5.35 Analiza lokalizacji subkomérkowej biatka SlaA::eGFP. w protoplastach A.thaliana.

A,B: sygnat fluorescencyjny widoczny w obrgbie pgcherzykow w obszarze cytoplazmatycznym; D,E: sygnat
fluorescencyjny widoczny w obrebie drobnych pecherzykow przy btonie komérkowej oraz w postaci agregatow
biatka;G,H: sygnat fluorescencyjny w obrebie wiekszych pecherzykow w okolicy btony komorkowej; A,D,G:
obraz catosciowy; B,E,H: obraz kanatu fluorescencyjnego; C,F.I: obraz uzyskany w §wietle przechodzacym.

Wszystkie obrazy pochodza z jednej ptaszczyzny. Nikon A1R-Si. Skala: 5um, 10pm.
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5.3.2.5 Podsumowanie analizy lokalizacji subkomérkowej bialek w protoplastach

Arabidopsis thaliana

Analiza lokalizacji subkomoérkowej z zastosowaniem protoplastow A.thaliana pozwolita
na uzyskanie wynikéw dla trzech bialek: PXC, PXX oraz SlaA. Mimo wielokrotnych
powtdrzen eksperymentu, nie udato si¢ uzyska¢ wynikow dla biatka PXS.

Przeprowadzone obserwacje okazaly si¢ najowocniejsze w przypadku analizy dla biatka PXX,
ktorego lokalizacja dos¢ jednoznacznie wskazuje na blong komorkowa. W przypadku biatek
PXC oraz SlaA analiza wskazata na ich przypuszczalng lokalizacje w obrgbie struktur
pecherzykowych.

Poniewaz protoplasty sa pozbawione $ciany komoérkowej, a co si¢ z tym wigze majg utracony
naturalny ksztatt komorki, uzyskiwany obraz byt czesto trudny w interpretacji. Z tego powodu
zdecydowano o kontynuacji analizy z wykorzystaniem komorek epidermy Nicotiana

tabacum.

5.3.3 Analiza lokalizacji subkomorkowej bialek w komorkach epidermy

Nicotiana tabacum

W celu przeprowadzenia analizy lokalizacji subkomorkowej bialek w komorkach
epidermy Nicotiana tabacum, w pierwszej kolejnosci przeprowadzono transformacje bakterii
Agrobacterium tumefaciens (rozdziat 4.3.3) nastepujacymi konstrukcjami genetycznymi:

. pSITE-2NB_PXS (PXS::eGFP) PSITE-2NB_SIaA (SlaA::eGFP)
. PSITE-2NB_PXC (PXC::eGFP) DSITE-2NB_PRAF4 (PRAF4::eGFP)
. PSITE-2CA_PXX (eGFP:PXX) PSITE-2CA_PRAF4 (eGFP::PRAF4)

»Pelnymi” bakteriami Agrobacterium tumefaciens transformowano liscie 3-tygodniowego
tytoniu Nicotiana tabacum (rozdziat 4.2.5), ktore po 2 dniach od transformacji poddawano
obserwacjom mikroskopowym (rozdziat 4.6.1). Dla kazdego z analizowanych biatek
dokonywano przynajmniej 3 powtorzen transformacji komoérek tytoniu. W pracy, dla kazdego

biatka, zaprezentowano obrazy 3 komorek epidermy, ktére najlepiej odzwierciedlaty ich

wyglad.
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5.3.3.1 Analiza lokalizacji subkomorkowej bialek w komoérkach epidermy Nicotiana

tabacum - kontrola pozytywna

Wiasciwg analize lokalizacji subkomorkowej biatek w komorkach epidermy Nicotiana
tabacum, poprzedzono cksperymentem  kontrolnym, obejmujagcym  nadekspresj¢
niezwigzanego biatka fluorescencyjnego - eGFP w tych komdrkach. W tym celu do lisci
tytoniu wprowadzono za posrednictwem bakterii A. tumefaciens pusty wektor pSITE-2CA.
Uzyskane obrazy wskazywaty na rozktad sygnatu fluorescencyjnego w obrebie cytoplazmy
oraz jadra komorkowego, co jest zgodne z dotychczas opisywanag lokalizacja tego biatka

(Hanson i Kohler 2001). Przyktadowy obraz przedstawiony ponizej (Ryc.5.36).

Ryc.5.36 Analiza lokalizacji subkomoérkowej niezwigzanego biatka eGFP w lisciach N. tabacum,
transformowanych pustym wektorem pSITE-2CA. Sygnal fluorescencyjny wskazuje na lokalizacje

cytoplazmatyczng oraz w jadrze komorkowym. Nikon A1R-Si. Skala: 50pm.

5.3.3.2 Analiza lokalizacji subkomodrkowej bialka PXC w komoérkach epidermy
Nicotiana tabacum

Podczas analizy lokalizacji subkomoérkowej biatka PXC::eGFP w komoérkach N.
tabacum, obserwowano sygnat w obrebie $srednich i drobnych pgcherzykow (Ryc.5.37 B, C,
D). Zlokalizowane one byty w bliskiej odlegtosci od btony komodrkowe;j. Filmy (film 5.1, 5.2)
ukazuja, ze pecherzyki te poruszaly sie wzdhuz btony, niekiedy przesuwajac si¢ w glgb
komorki. Kilka z obserwowanych pecherzykdéw po odlaczeniu od btony komorkowej, z
powrotem do niej wrocito. Wyniki te w duzej mierze pokrywaja si¢ z wynikami uzyskanymi
podczas obserwacji lokalizacji tego biatka w protoplastach, z tg rdéznicg, ze obraz komorek

tytoniu pozwolit na doktadniejsze okreslenie lokalizacji obserwowanych pecherzykow.
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Ryc.5.37 Analiza lokalizacji subkomérkowej biatka PXC::eGFP w lisciach N. tabacum; A: obraz catej komorki,
sygnat fluorescencyjny w okolicy btonowej, rowniez w postaci pgcherzykoéw, B: fragment komorki, sygnat
fluorescencyjny gtéwnie w postaci drobnych pecherzykéw w okolicy blony komorkowej, C,D: fragment
komorki, sygnat fluorescencyjny w postaci $redniej wielkosci pgcherzykow w okolicy btony komorkowe;.
AB,CD: zlozenie dwoch obrazow: uzyskanego w $wietle przechodzacym oraz z uzyciem kanatu

fluorescencyjnego. Nikon ALR-Si. Skala: 10pum, 20pum.

5.3.3.3 Analiza lokalizacji subkomodrkowej bialka PXX w komdérkach epidermy

Nicotiana tabacum

Podczas analizy lokalizacji subkomorkowej biatka eGFP::PXX w komorkach N.
tabacum, obserwowano sygnal pochodzacy z btony komoérkowej (Ryc.5.38 A, B, C, D). W
niektorych miejscach sygnat widoczny byt w postaci drobnych ziarnistosci (Ryc.5.38 B, D).
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Analiza ta pokrywa si¢ z danymi uzyskanymi z obserwacji w protoplastach.

Ryc.5.38 Analiza lokalizacji subkomorkowej biatka eGFP::PXX w lisciach N. tabacum; A,C: obraz calej
komoérki, sygnat fluorescencyjny w blonie komodrkowej, B,D: fragmenty komorki, sygnal fluorescencyjny w
btonie komorkowej oraz w postaci drobnych ziarnistosci. A,B,C,D: ztozenie dwoch obrazéw: uzyskanego w

$wietle przechodzacym oraz z uzyciem kanatu fluorescencyjnego. Nikon A1R-Si. Skala: 10pm, 20um.

5.3.3.4 Analiza lokalizacji subkomodrkowej bialka SlaA w komérkach epidermy

Nicotiana tabacum

Podczas analizy lokalizacji subkomoérkowej biatka SlaA::eGFP w komodrkach N.
tabacum, obserwowano sygnal fluorescencyjny glownie w obrebie dwoch rodzajow
pecherzykow. Pierwsze z nich — drobne pecherzyki, byly widoczne w bezposredniej okolicy

btony komoérkowej (Ryc.5.39 C, D). Film nr 5.3 ukazuje ich ruch, gtownie wzdtuz btony
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komorkowej. Druga populacja pecherzykow byta wicksza oraz nie wykazywata ruchu.
Obserwowano ja réwniez w okolicy btony komodrkowej, jednak nie w jej bezposrednim
sasiedztwie (Ryc.5.39 A, B). Co ciekawe na jednym z obrazéw (Ryc.5.39 C), sygnat
fluorescencyjny widoczny jest wokot jadra komorkowego, co moze sugerowac lokalizacje w
strukturach retikulum endoplazmatycznego. Niekiedy, widoczne byly agregaty biatka
fluorescencyjnego (Ryc.5.39 B), co moze wskazywac na zaburzony proces jego faldowania
lub transportu do przedzialéw docelowych.

Uzyskane wyniki powtarzaja si¢ w wigekszo$ci z wynikami uzyskanymi podczas obserwacji

protoplastow.

Ryc.5.39 Analiza lokalizacji subkomorkowej biatka SlaA::eGFP w lisciach N. tabacum; A,B: obraz calej
komorki, sygnat fluorescencyjny w pecherzykach, C,D: fragmenty komorki, sygnal fluorescencyjny w
pecherzykach w okolicy btony komorkowej. A,B,C,D: zlozenie dwdch obrazéw: uzyskanego w $wietle

przechodzacym oraz z uzyciem kanatu fluorescencyjnego. Nikon A1R-Si. Skala: 10um, 20pm, 50pm.
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5.3.3.5 Analiza lokalizacji subkomoérkowej biatka PRAF4 w orientacji eGFP::PRAF4 w

komoérkach epidermy Nicotiana tabacum

Obrazy uzyskane w trakcie obserwacji lokalizacji subkomorkowej biatka eGFP::PRAF4
w lisciach N. tabacum (Ryc.5.40), wskazujg na rozklad sygnatu fluorescencyjnego w obrebie
cytoplazmy oraz jadra komérkowego. Wynik taki jest porownywalny z obrazem fluorescencji
niezwigzanego biatka eGFP (rozdziat 5.3.3.1). Wskazuje to na prawdopodobne odcigcie

biatka fluorescencyjnego podczas obrobki kompleksu.

Ryc.5.40 Analiza lokalizacji subkomoérkowej biatka eGFP::PRAF4 w lisciach N. tabacum; A,B: sygnal
fluorescencyjny w cytoplazmie oraz jadrze komoérkowym, B - powigkszenie obrazu A; C,D: sygnat
fluorescencyjny w cytoplazmie. A,B,C,D: ztozenie dwoch obrazdéw: uzyskanego w $wietle przechodzagcym oraz

z uzyciem kanatu fluorescencyjnego. Nikon A1R-Si. Skala: 20um, 50um.
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5.3.3.6 Analiza lokalizacji subkomérkowej bialka PRAF4 w orientacji PRAF4::eGFP w

komoérkach epidermy Nicotiana tabacum

Podczas analizy lokalizacji subkomorkowej biatka PRAF4::eGFP w komodrkach N.
tabacum, obserwowano sygnat fluorescencyjny w rownomiernie rozmieszczonych, bardzo
licznych, gtownie zlokalizowanych w bliskiej okolicy btony komoérkowej pecherzykach.
Struktury te nie wykazywaty ruchu.

Ryc. 5.41 Analiza lokalizacji subkomorkowej biatka PRAF4::eGFP w lisciach N. tabacum; A,B,C,D: sygnat

fluorescencyjny obserwowany w licznych, gtoéwnie przybtonowych pecherzykach; A,B,C,D: ztozenie dwoch
obrazow: uzyskanego w $wietle przechodzacym oraz z uzyciem kanatu fluorescencyjnego. Nikon A1R-Si.

Skala: 20pum, 50pm.
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5.3.3.7 Podsumowanie analizy lokalizacji subkomodrkowej bialek w komdrkach

epidermy Nicotiana tabacum

Analiza lokalizacji subkomorkowej bialek w komorkach epidermy tytoniu, pozwolita na

uzyskanie wynikow dla nastepujacych biatek: PXC, PXX, SlaA oraz PRAF4. Mimo wielu
powtorzen analizy, nie udato si¢ uzyska¢ wynikéw dla biatka PXS, tak samo jak w przypadku
obserwacji protoplastow.
W wigkszosci przypadkow uzyskane wyniki pokryly si¢ z tymi uzyskanymi podczas
obserwacji protoplastow. Dla bialek PXC, SlaA oraz PRAF4 lokalizacja wskazywala
struktury pegcherzykowe, gtdéwnie w okolicy przyblonowej. Niekiedy obserwowano réwniez
pecherzyki znajdujace si¢ w dalszej odleglosci od btony i wigksze (w przypadku biatka SlaA
lub PXC). Lokalizacja biatka PXX wskazywata jednoznacznie na blon¢ komoérkowa.

5.3.4 Poréwnanie lokalizacji subkomorkowej wybranych bialek z

przedzialami wybarwionymi przez barwnik FM4-64

Ze wzgledu na uzyskanie w poprzednich obserwacjach wynikow wskazujacych na
przypuszczalng lokalizacj¢ analizowanych biatek w systemie bton wewnetrznych,
zdecydowano o podjeciu proby kolokalizacji tych bialek z barwnikiem FM4-64.

Barwnik FM4-64 internalizowany przez komorke, najpierw wybarwia btong komorkowa,
nastgpnie pojawia si¢ w obrebie réznych populacji endosoméw (po okresie 30-60 minutach),
az dociera do endosoméw pdznych (po ok. 3 godzinach). W ostatecznosci wyznakowana jest
takze btona wakuoli — tonoplast (po 3 do 10 godzinach). FM4-64 nie znakuje bton retikulum
endoplazmatycznego ani struktur aparatu Golgiego (Samaj i wsp. 2006).

Do analizy wybrano dwa biatka o odmiennej lokalizacji: biatko PXC, ktorego analiza
wskazata na lokalizacje pecherzykowa (rozdzial 5.3.3.2) oraz biatkko PXX, ktore
obserwowano w btonie komorkowej (rozdziat 5.3.3.3).

W celu przeprowadzenia analizy w pierwszej kolejnosci bakterie Agrobacterium
tumefaciens transformowano konstrukcjami genetycznymi pSITE - 2NB_PXC oraz pSITE —
2CA_PXX (rozdziat 4.3.3). Nastepnie ,,pelnymi” bakteriami Agrobacterium tumefaciens
transformowano licie 3-tygodniowego tytoniu Nicotiana tabacum (rozdziat 4.2.5).
Bezposrednio przed obserwacjami mikroskopowymi, Stransformowane wczesniej liscie

tytoniu, inkubowano z barwnikiem w celu jego wprowadzenia do komorek (rozdzial 4.6.2).
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Tak przygotowane liscie obserwowano, przy pomocy mikroskopu konfokalnego, w odstepach
czasowych co 10 minut, dostrzegalne réznice byty jednak widoczne dopiero po uptywie 50
minut. Dla kazdego z biatek wykonywano przynajmniej 3 powtérzenia natomiast w pracy

zaprezentowano po 1 typowym obrazie komorek dla czasu T:0 oraz T:50 min.

5.3.4.1 Analiza kolokalizacji subkomorkowej bialka PXC w komorkach epidermy

Nicotiana tabacum z barwnikiem FM4-64

Analiza kolokalizacji subkomorkowej biatka PXC z barwnikiem FM4-64 wskazywata,
odmienng lokalizacj¢ dla barwnika FM4-64 (lokalizacja btonowa) i dla biatka PXC
(lokalizacja przybtonowa, pecherzykowa). Po czasie 50 minut, nadal obserwowano btonowa
lokalizacj¢ barwnika, ale rowniez w postaci matych przybtonowych pecherzykow (Ryc.5.42
F, strzatki czerwone). Lokalizacja taka tylko miejscami pokrywata si¢ z lokalizacja
pecherzykowa biatka PXC (Ryc.5.42 F, strzatki zo6tte), poniewaz wigkszo$¢ wyznakowanych
przez to biatko pecherzykow (Ryc.5.42 F, strzalki zielone), nie pokrywata si¢ z tymi
wybarwionymi odczynnikiem FM4-64. Co ciekawe kolokalizacja obserwowana byta rowniez

w strukturach, ktére mogty wskazywac na otoczke jadra komorkowego.

Ryc.5.42 Analiza kolokalizacji biatka PXC::eGFP z barwnikiem FM4-64 w lisciach N. tabacum; A,D:
lokalizacja biatka PXC; B,E: lokalizacja barwnika FM4-64; C: obraz zlozony z A i B, F: obraz ztozony z D i E.
Nikon A1R-Si. Skala: 20pum.
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5.3.4.2 Analiza kolokalizacji subkomorkowej bialka PXX w komorkach epidermy

Nicotiana tabacum z barwnikiem FM4-64

Analiza kolokalizacji subkomoérkowej biatka PXX z barwnikiem FM4-64 w komorkach
epidermy N. tabacum, wskazywata na podobng, cze$ciowo pokrywajaca si¢ lokalizacje
blonowg dla biatka PXX oraz barwnika. Po czasie 50 minut, lokalizacja nadal w wigkszosci
si¢ pokrywata (Ryc.5.43 F, strzatki zotte).

FM4-64 T0l MERGE

T:50min IMERGE T:50min

A

Ryc. 5.43 Analiza kolokalizacji biatka eGFP::PXX z barwnikiem FM4-64 w lisciach N. tabacum; A,D:
lokalizacja biatka PXX; B,E: lokalizacja barwnika FM4-64; C: obraz ztozony z A i B, F: obraz ztozony z D i E.
Nikon A1R-Si. Skala: 20pum.

5.3.4.3 Podsumowanie analizy kolokalizacji subkomoérkowej wybranych bialek z

barwnikiem FM4-64

Wykonano analiz¢ kolokalizacji subkomorkowej barwnika FM4-64 z biatkami: PXC oraz
PXX. W przypadku biatkka PXC kolokalizacjia byla prawie niezauwazalna, bowiem
lokalizacja wigkszos$ci pecherzykow - wyznakowanych biatkiem fluorescencyjnym oraz tych
wybarwionych odczynnikiem FM4-64, nie pokrywata sie. W przypadku biatka PXX,

obserwowano kolokalizacje z barwnikiem w btonie komorkowej.

113



6. Dyskusja

U wszystkich eukariontow system bton wewnetrznych odgrywa w komoérce kluczowa
role zarowno w syntezie jak tez sortowaniu, transporcie i degradacji jej czasteczek. Wiedza na
temat biatek odpowiedzialnych za prawidlowe funkcjonowanie systemu bton w komorce
ro$linnej jest wcigz daleka od satysfakcjonujacej. Dlatego celem nadrzednym niniejszej pracy
byto zidentyfikowanie oraz mozliwie najpetniejsze poznanie funkcji kilku, dotad w ogole nie
badanych biatek roslinnych, potencjalnie zaangazowanych w organizacje¢ systemu bton w
komorce, w tym m.in. w transport pecherzykowy.

Niezwykle przydatng metoda, pomocnag nie tylko przy wyborze czasteczek do analiz, ale
rébwniez przy odpowiednim doborze technik badawczych sa obecnie analizy
bioinformatyczne. Stanowig one narzedzie coraz powszechniej wykorzystywane oraz
umozliwiajace coraz szerszy wachlarz analiz, ktore pozwalaja precyzyjnie zaprojektowaé
badania laboratoryjne i w rezultacie skroci¢ ich czas.

Analiza bioinformatyczna postuzyta w pracy do wyselekcjonowania biatek potencjalnie
zaangazowanych w przeptywie bton w komorce roslinnej. Przy ich wyborze, za punkt wyjscia
uznano obecnos¢ w  strukturze biatek domen potencjalnie oddzialujacych @z
fosfatydyloinozytolami bton biologicznych. W tym celu wykorzystano narzedzie SMART,
ktore ujawnito biatka Arabidopsis thaliana zawierajace takie domeny, jak: PX, PH, FYVE,
czy ENTH. Bioragc pod uwage obecno$¢ roéwniez innych konserwatywnych motywow
strukturalnych potencjalnie odpowiedzialnych za oddzialywania z cytoszkieletem lub innymi
biatkami, ostatecznie wyselekcjonowano do badan pie¢ dotad nie charakteryzowanych biatek,
ktorym przyporzadkowano nastgpujace skroty: PXS (At4g32160), PXC (At3g15920), PXX
(Atlgl5240), SlaA (At4902650), PRAF4 (Atlg76950) (rozdziat 5.1.1). Brak do tej pory
jakichkolwiek danych eksperymentalnych dotyczacych tych bialek. Dysponujemy jedynie
kilkoma publikacjami na temat rodziny biatek PRAF (Jensen i wsp. 2001; Begona i Drebak
2002; Wywial i Singh 2009).

Hipotetyczna funkcja wybranych do analiz biatek wskazywata na ich potencjalny udziat
w przeptywie blon m.in. za posrednictwem oddziatywan domena — fosfatydyloinozytol
(rozdziat 5.1.1). Analiza sekwencji tych domen wskazala obecnos¢ pewnych
konserwatywnych elementow odpowiedzialnych za wigzanie fosfatydyloinozytoli (rozdziat

5.1.2). Nalezy jednak zwroci¢ uwage, ze oparta na analizach bioinformatycznych ocena
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zdolnosci domen do wigzania lipidow, jest prognozowana i zawsze wymaga potwierdzenia

eksperymentalnego.

6.1 Powinowactwo domen do fosfatydyloinozytoli

Wiedza o fosfatydyloinozytolach rozwija si¢ obecnie w szybkim tempie. Jest to m.in
spowodowane ich stosunkowo poznym odkryciem. W przypadku roslin, dopiero w potowie
lat 80 po raz pierwszy stwierdzono, ze istniejg rézne ich formy, zalezne od stopnia
ufosforylowania pierScienia inozytolowego, jak roéwniez zaproponowano ich udzial w
procesach sygnalizacyjnych (Boss i Massel 1985; Drebak i Ferguson 1985; Irvine i wsp.
1989). Z tego powodu, fosfatydyloinozytole oraz biatka efektorowe, ktore si¢ z nimi wigza,
stanowig obecnie jeden z wazniejszych punktow zainteresowan biologdw komorki. Duzym
utrudnieniem eksperymentalnym poza lokalizacja btonowa, jest dynamiczny charakter tych
lipidow, ktore podlegajac ciagtym procesom fosforylacji i defosforylacji moga wystgpowac w
7 r6znych izoformach w komorce (Simonsen i wsp. 2001).

W celu okreslenia zdolnosci domen biatkowych do wigzania fosfatydyloinozytoli bton
stosuje si¢ roznorodne metody biochemiczne. W ostatnich latach pojawity si¢ mozliwosci
takich obserwacji in vivo. Miedzy innymi osrodek SILS w Amsterdamie jest w trakcie
opracowywania biosensoréw tych lipidéw w postaci znanych juz domen wybranych biatek,
wykazujacych duzy stopien specyficznosci w wigzaniu okreslonych fosfatydyloinozytoli. Do
tej pory przeprowadzono taka analizg, wykorzystujac fuzj¢ z biatkiem fluorescencyjnym YFP
m.in. dla domen: 2xFYVEurs, YFP-PHrapp1, PHpLc1, jednakze uzyskiwane wyniki sg czesto
niejednoznaczne (Vermeer i wsp. 2006; van Leeuwen i wsp. 2007; Vermeer i wsp. 2009).

Metoda Fat blot jest analizg pozwalajacg na zbadanie wigzania fosfatydyloinozytoli przez
domeny bialkowe w warunkach in vitro. Co wygodne, technika ta umozliwia oceng
powinowactwa okreslonej domeny do fosfatydyloinozytoli w jednej analizie oraz dobor
uzytych do analizy lipidow, jak i ich stezen, w zaleznosci od potrzeb (opis procedury w
rozdziale 4.5.5). Minusem tej metody jest sztuczne $rodowisko, w jakim nastepuje
oddzialywanie, ktore jest dalekie od warunkéw obecnych w komorce. Z tego tez powodu
analiza ta wymaga wcze$niejszego opracowania warunkow buforowych, temperaturowych i
innych w celu ich zoptymalizowania.

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki analizy Fat blot (rozdziat 5.2), wskazuja, Ze metoda

ta jest skuteczng technikg pozwalajacg na wizualizacj¢ oddziatywan biatko-lipid. W pracy
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udowodniono, ze wszystkie poddane analizom domeny: PXpxs, PXpxc, PXpxx, ENTHsjaa,
FYVEprars, PHprars, FYVEprar1 wiazg fosfatydyloinozytole. Mozna wigc przypuszczac, ze
majg réwniez zdolno$¢ oddzialywania z blonami komorek ros§linnych. Domeny wykazaly
najwiekszg specyficzno$¢ wigzania zwykle jednego z uzytych fosfatydyloinozytoli i mniejsza,
Kilku dodatkowych. Wigkszos¢ z domen wykazata dominujagce powinowactwo do
fosfatydyloinozytolu PtdIns(4)P, ktory w komorkach zwierzecych wystepuje w przedziatach
btonowych aparatu Golgiego oraz TGN (Di Paolo i De Camilli 2006). U roslin PtdIns(4)P
najczesciej wykrywa sie¢ w blonie komorkowej oraz w strukturach aparatu Golgiego (Vermeer
i wsp. 2009). Taka specyficzno$¢ wigzania tego lipidu wykazaty domeny: ENTHgjaa,
FYVEprars, PHprara, FYVEprari. Fosfatydyloinozytol Ptdins(4)P jest substratem do
wygenerowania PtdIns(4,5)P, do ktorego, wedlug dostgpnych danych literaturowych,
najwigksze powinowactwo wykazujg domeny PH oraz ENTH (Harlan i wsp. 1994; Itoh i wsp.
2001). W zwigzku z tym wynik wigzania przez domeny ENTHgaa 0Oraz PHprars
fosfatydyloinozytolu PtdIns(4)P, nie odbiega znaczgco od spodziewanego. Brak
powinowactwa do fosfatydyloinozytolu PtdIns(4,5)P, byt rowniez wczesniej przewidywany z
analizy bioinformatycznej tych domen, na podstawie ktorej stwierdzono brak niektorych
aminokwasow odpowiedzialnych za wigzanie tego fosfatydyloinozytolu (rozdziat 5.1.2.2,
5.1.2.3). Wigzanie fosfatydyloinozytolu PtdIins(4)P przez domeny FYVE zar6wno w
przypadku bialka PRAF4 jak tez PRAFI jest jednak zaskakujace. Glownie ze wzgledu na
szeroko dotychczas udokumentowang specyficzno$¢ wigzania lipidu PtdIns(3)P przez domeng
FYVE, co rowniez potwierdza eksperyment kontrolny (rozdziat 5.2.3.1) (Gaullier i wsp.
1998; Misra i Hurley 1999; Kutateladze i wsp. 1999; Gaullier i wsp. 2000; Stenmark i wsp.
2002; Stahelin i wsp. 2002; Kutateladze 2006; Kutateladze 2007). Otrzymany w pracy wynik
dla domeny FYVEprar1 jest rowniez odmienny od tego uzyskanego w 2001 roku w
laboratorium Karen Skriver, gdzie wykazano najwigksze powinowactwo tej domeny do
PtdIns(3)P (Jensen i wsp. 2001). Nalezy jednak zwrdci¢ uwage, ze w analizie wykonanej
przez dr Karen Skriver nie uzyto PtdIns(4)P, co wigcej sprawdzono powinowactwo domeny
FYVE jedynie w stosunku do fosfatydyloinozytoli: PtdIns(3)P, PtdIns(3,4)P, oraz
PtdIns(3,4,5)P;. Wiadomo jednak, ze z tych trzech uzytych fosfatydyloinozytoli, u roslin
wystepuja tylko dwa, poniewaz PtdIns(3,4,5)P; nie zostat do tej pory zidentyfikowany w ich
komoérkach (Zarsky i Potocky 2009).

Uzyskany w niniejszej pracy wynik wigzania przez domeny FYVEprars 0raz FYVEprari
fosfatydyloinozytolu Ptdins(4)P, sugeruje, ze moga one Stanowi¢ ,,wariant” domeny FYVE.

Przestanki takie pojawity si¢ juz podczas analizy ich sekwencji, gdzie zaobserwowano brak
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Kilku aminokwasow, kluczowych dla wigzania PtdIns(3)P (rozdziat 5.1.2.4). Wynik taki
sugeruje, ze poza ,typowymi” domenami FYVE, ktére wiaza specyficznie PtdIns(3)P,
wystepuja rowniez ich ,,warianty”, o innej swoistosci wigzania fosfatydyloinozytoli, co moze
wynika¢ z ich sekwencji aminokwasowe;j.

Co cickawe domene PHprarps wigzata z duzym powinowactwem fosfatydyloinozytol
PtdIns(3,5)P,. Jest to pierwsze udokumentowane oddzialywanie domeny biatka roslinnego z
tym fosfatydyloinozytolem.

W przypadku biatek PXS oraz PXC domena PX wykazata z kolei najwigcksza specyficznos¢
wigzania do PtdIns(3)P, ktorego lokalizacje przypisuje si¢ blonie endosomoéw zarowno u
roslin jak i zwierzat (Di paolo i De Camilli 2006; Vermeer i wsp. 2006). Lokalizacja taka
potwierdzitaby czg¢sciowo hipoteze¢ uczestniczenia tych bialek w procesie transportu
pecherzykowego (rozdziat 5.1.1.1.1, 5.1.1.1.2). Wyniki te sa zgodne z dotychczas najczesciej
odnotowywang specyficznoscia wigzania fosfatydyloinozytoli przez domen¢ PX (Bravo i
wsp. 2001; Xu i wsp. 2001; Kanai i wsp. 2001; Kutateladze 2007). Potwierdzity one rowniez
przewidywania bioinformatyczne, gdzie stwierdzono obecnos$¢ wszystkich aminokwasow
zachowanych, odpowiedzialnych za wigzanie PtdIns(3)P w obu domenach PXpxs 0raz PXpxc
(rozdzial 5.1.2.1). W przypadku domeny PXpxx podczas analizy Fat blot, wykazano z kolei
brak dominujacego powinowactwa w wigzaniu okreslonego fosfatydyloinozytolu (rozdziat
5.2.3.4). Potwierdzito to czg¢$ciowo przewidywania bioinformatyczne gdzie stwierdzono brak
Kilku aminokwasow odpowiedzialnych za wigzanie charakterystycznego dla domen PX
fosfatydyloinozytolu PtdIns(3)P (rozdziat 5.1.2.1).

6.2 Lokalizacja subkomorkowa bialek oraz jej analiza w KkonteksScie

oddzialywan z fosfatydyloinozytolami

Chcac zbada¢ lokalizacje¢ subkomoérkowa wybranych bialek, zdecydowano si¢
wykorzysta¢ dwa uktady modelowe. Poczatkowych obserwacji dokonano w uktadzie
homologicznym, uzywajac protoplastow Arabidopsis thaliana. Poniewaz jednak brak $ciany
komorkowej powodowat zmiang naturalnego ksztaltu komorki, a przez to trudnosci podczas
interpretacji uzyskiwanych obrazéw, zdecydowano o zastosowaniu do dalszych badan
komorek epidermy lisci tytoniu. Z kolei w trakcie przygotowywania konstrukcji do
transformacji, w przypadku obecnos$ci domeny wigzacej fosfatydyloinozytol po jednej ze

stron biatka, stosowano fuzje¢ z bialkiem fluorescencyjnym po stronie przeciwlegle;j.
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Poprawno$¢ wyboru orientacji biatka eGFP w stosunku do badanych biatek oraz doboru
uktadu doswiadczalnego potwierdzity uzyskane wyniki.

Wyniki wskazuja, ze wigkszo$¢ analizowanych bialek (biatka PXC, SlaA, PRAF4) jest
zlokalizowanych w strukturach pecherzykowych (rozdziaty 5.3.2.2, 5.3.2.4, 5.3.3.2, 5.3.3.4,
5.3.3.6). W wigkszosci znajdowaly si¢ one w bezposrednim sasiedztwie btony komorkowej,
czgsto poruszajac si¢ wzdluz tej btony. Niektore filmy pozwolily zaobserwowaé, ze
poszczegolne pecherzyki odrywaty si¢ od blony w glagb komorki. Trudno jednoznacznie
okresli¢, do jakiej populacji pecherzykéw nalezy przyporzadkowacé obserwowane struktury.
Biorgc jednak pod uwage domeny, jakie niosa analizowane biatka, ich oddziatywania z
fosfatydyloinozytolami oraz ich wystgpowanie w okolicy btony komoérkowej, mozna
przypuszczaé, ze uczestnicza one W Szlakach retrogradowych. Wiadomo, ze sktadowe
systemu bton, ktore uczestnicza w szlakach retrogradowych, przechodzac przez zestaw
roznych przedzialéw endosomow, sortuja pobrane czasteczki, niekiedy kierujac je z
powrotem do blony na drodze recyklizacji. Niejednokrotnie zaobserwowano réwniez duza
ptynno$¢ przechodzenia endosoméw wcezesnych w  struktury tubularne, ktére tworza
endosomy recyklingowe (Geldner 2004). Mozna wigc przypuszczaé, ze obserwowane
pecherzyki nalezaty do jednych z wymienionych struktur.

W przypadku biatka PXC, na korzy$¢ hipotezy dotyczacej obserwacji endosoméw
recyklingowych, swiadczy jeden z filméw (film 5.1), na ktérym obserwowano ruch drobnych
pecherzykow, ktore po oderwaniu od btony komoérkowej, z powrotem do niej wracaty. Jest
rowniez mozliwe, ze byly to endosomy wczesne. Znajduje to swoje odzwierciedlenie w
wyniku analizy Fat blot, gdzie domena PX bialka PXC wigzata PtdIns(3)P, ktory jest
fosfatydyloinozytolem obecnym na btonie endosomow (rozdziat 5.2.3.3) (Vermeer i wsp.
2006). Ruch obserwowanych struktur zwraca takze uwagg na role motywu superhelisy w
biatku PXC. Mozna bowiem przypuszczaé, ze podczas gdy domena PX odpowiada za
wigzanie z btong, drugi element funkcjonalny w biatku — motyw superhelisy, odpowiada za
jego ruch wzdhuz filamentéw aktynowych.

Podobne pecherzyki jak w przypadku biatka PXC, obserwowano podczas analizy biatka
SlaA. Drobne pecherzyki poruszaty si¢ wzdhuz btony komoérkowej (film 5.3). Mozna wiec
réowniez w tym przypadku przypuszczaé, ze byly to struktury odpowiadajace endosomom
wczesnym lub recyklingowym. Wiadomo, ze drozdzowe biatko Sla2, do ktorego badane
biatko SlaA wykazuje podobienstwo strukturalne, uczestniczy w | etapie formowania
pecherzyka endocytotycznego w blonie komorkowej (Robertson i wsp. 2009). Mozna wigc

przypuszczaé, ze i u roslin bialka te petnia podobng rol¢ w procesie endocytozy. Domena
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ENTH drozdzowego biatka Sla2 wigze specyficznie fosfatydyloinozytol PtdIns(4,5)P, w
btonie komodrkowej. Domena ENTH biatka SlaA wykazata jednak dominujgce powinowactwo
do PtdIns(4)P (rozdziat 5.2.3.5). By¢ moze wskazuje to na nieco odmienng rolg tego biatka,
np. w dalszych etapach formowania pgcherzyka endocytotycznego. Wiadomo bowiem, ze w
przypadku komorek drozdzowych, po odcigciu pecherzyka od blony komoérkowej, dochodzi
do defosforylacji fosfatydyloinozytolu Ptdins(4,5)P, do PtdIns(4)P na blonie endosomu
(Robertson i wsp. 2009). Lokalizacja PtdIns(4)P nie jest jednak jeszcze dokladnie
udokumentowana u ro$lin, a dotychczasowe rezultaty badan potwierdzaja jego obecnos¢
jedynie w btonie komorkowej oraz diktiosomach aparatu Golgiego (Vermeer i wsp. 2009).
Nalezy rowniez zwréci¢c uwage na obserwowany ruch biatka SlaA. W przypadku
drozdzowego biatka Sla2 ruch odbywa si¢ wzdhuz filamentéw aktynowych, przy czym swoj
udziat zaznacza domena ILWEQ, uczestniczaca w polimeryzacji tych filamentow (McCann i
Craig 1997). Istnieje wigc przypuszczenie, ze analogiczg funkcje petni motyw superhelisy
biatka SlaA, a w zwigzku z tym uczestniczy w ruchu tego biatka. Potwierdzenie takiej
hipotezy dostarczyloby istotnej wiedzy na temat ciagle stabo poznanego motywu superhelisy.

Lokalizacj¢ pecherzykowa wykazato rowniez biatko PRAF4, nalezace do rodziny biatek
PRAF. Uzyskany wynik odrozniat si¢ jednak od lokalizacji biatka PXC oraz SlaA, znacznie
wigkszym zageszczeniem pecherzykow (rozdziat 5.3.3.6). Byly one zlokalizowane w bliskiej
okolicy btony komorkowej. Struktury te jednak nie wykazywaly ruchu. Biatko to
hipotetycznie powinno mie¢ zdolno$¢ oddzialywania z endosomami za posrednictwem az
dwoch elementéw — domeny FYVE oraz RCC1 (rozdziat 5.1.1). Zaskakujace okazaty sig¢
jednak wyniki analizy Fat blot, gdzie domena FYVE, zamiast spodziewanego oddzialywania
z fosfatydyloinozytolem PtdIns(3)P, wigzata ze zdecydowanie najwigkszym powinowactwem
PtdIns(4)P  (rozdziat 5.2.3.6). Co ciekawe, takze duza specyficzno$¢ wigzania
fosfatydyloinozytolu PtdIns(4)P wykazata domena PH (rozdziat 5.2.3.7). Mozna wigc zadaé
pytanie, za jakie oddzialywania jest w takim razie odpowiedzialny region RCCI1, skoro
analiza Fat blot zakwestionowata oddzialywanie domeny FYVE z fosfatydyloinozytolami
endosoméw. Mimo otrzymania niespodziewanych wynikéw analizy Fat blot, nalezy jednak
podkresli¢, ze biatko to niepodwazalnie jest zlokalizowane w strukturach pecherzykowych.

W przeciwienstwie do wyzej oméwionych biatek, biatko PXX zar6wno podczas analizy
z uzyciem protoplastow jak 1 komorek epidermy lisci tytoniu, wykazato lokalizacje w btonie
komorkowej (rozdziat 5.3.2.3, 5.3.3.3). Wynik ten nie znajduje jednak odzwierciedlenia w

analizie Fat blot, podczas ktérej nie wykazano zauwazalnej specyficznos$ci wigzania
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okre$lonego fosfatydyloinozytolu przez domen¢ PX (rozdzial 5.2.3.4). Lokalizacje taka

nalezy wigc przypisa¢ obecnosci helisy transbtonowej na koncu N biatka (rozdziat 5.1.1).

6.3 Whioski

Na podstawie uzyskanych wynikow i ich analizy mozna wypunktowa¢ nastepujace gtowne
wnioski:

1) Wszystkie z  analizowanych  biatlek majg  zdolno$¢  oddzialywania z
fosfatydyloinozytolami, w wigkszosci z PtdIns(4)P

2) Biatka te sg zlokalizowane w przedziatach systemu bton wewngtrznych, zwykle w

przedziatach pecherzykowych.

6.4 Podsumowanie i dalsze perspektywy badawcze

W niniejszej pracy podjeto probe blizszego scharakteryzowania kilku, dotad nie
badanych biatek - potencjalnych organizatoréw systemu bton w komorce roslinnej. W tym
celu analizie poddano 5 biatek Arabidopsis thaliana: PXS (At4g32160), PXC (At3g15920),
PXX (At1g15240), SlaA (At4902650), PRAF4 (Atlg76950).

Przeprowadzone badania pozwolity stwierdzi¢ dwa istotne fakty: po pierwsze wszystkie
wytypowane biatka wigzg fosfatydyloinozytole, po drugie sg zlokalizowane w przedziatach
systemu bton wewngetrznych m.in. w strukturach pegcherzykowych. Informacje te stanowia
przestanke o ich potencjalnym udziale w procesach transportowych w komorce, m.in. w
transporcie pgcherzykowym.

Wykazana zdolno$¢ do wigzania fosfatydyloinozytoli, jest tym istotniejsza, iz w ostatnich
latach wskazuje si¢ na kluczowa role tych lipidow w organizacji systemu bton oraz
transporcie migdzy jego przedziatami (Di Paolo i De Camilli 2006; Krauss i Haucke 2007;
Clague i wsp. 2009; Mayinger 2012). Nininiejsza praca wnosi ponadto nowe informacje o
oddziatywaniach domen bialek ros§linnych z fosfatydyloinozytolami.

Poniewaz uzyskane wyniki $wiadcza 0 potencjalnym udziale wybranych biatek w
procesach transportowych w komorce, warto byloby sprecyzowaé¢, w jakich doktadnie
szlakach pelnig swojg funkcje. W tym celu wartoSciowe bylyby analizy z uzyciem
inhibitoréw, takich jak np. wortmanniny, ktéra hamuje produkcj¢ PtdIns(3)P, a co si¢ z tym
wigze wstrzymuje procesy endocytotyczne. Warto bytoby rowniez zbadaé¢ wptyw Brefeldyny
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A, ktora hamuje powrot czasteczek do btony po ich pobraniu na drodze endocytozy (Contento
I Bassham 2012). W celu doktadnego sprecyzowania charakteru struktur, ktore obserwowano,
warto byloby powtdrzy¢ obserwacje z zastosowaniem odpowiednich markeréw okreslonych
przedziatéw blonowych. Nalezaloby roéwniez zwroci¢ wickszg uwage na bialka z rodziny
PRAF, m.in. ze wzgledu na unikatowy zestaw domen w ich strukturze. Ciekawym
eksperymentem byloby zweryfikowanie zdolnos$ci regionu RCC1 biatka PRAF4, do pelnienia
funkcji czynnika wymiany nukleotydéw guaninowych, na matych GTPazach Rab na
endosomach, tak jak to uczyniono w przypadku biatka PRAF1 (Jensen i wsp. 2001). Skoro
nie stwierdzono dotad wystepowania homologicznych biatek w komorkach zwierzgcych ani
drozdzowych, warto byloby oceni¢ czy biatka nalezace do rodziny PRAF, s3 zaangazowane W

mechanizmy swoiste tylko dla komorki roslinne;.
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7. Streszczenie

Waznym, lecz ciaggle stabo poznanym elementem kontinuum $ciana komérkowa - btona
komorkowa - cytoszkielet (WMC) w komorce roslinnej jest jego cze$¢ wewnatrzkomoérkowa.
Jego elementem jest zlozony system blon wewngtrznych, ktory odpowiada m.in. za
kompartmentacj¢ komorki roslinnej. Elementy systemu komunikujg si¢ miedzy sobg gtownie
za pomoca transportu pecherzykowego. Transport pecherzykowy oraz zwigzany z nim
przeptyw blon, sa uwarunkowane ciggiem nast¢pujacych po sobie oddzialywan miedzy
réoznymi biatkami oraz migdzy biatkami a fosfatydyloinozytolami - lipidami bton
biologicznych, odpowiednio zorganizowanymi w czasie i przestrzeni.

W pracy podjeto probe poznania nowych, dotad nie charakteryzowanych biatek
Arabidopsis thaliana, oddziatujacych z lipidami bton, potencjalnie uczestniczacych w
procesach transportowych w komorce m.in. w transporcie pecherzykowym. W tym celu do
badan wytypowano 5 bialek Arabidopsis thaliana, ktore okreslono skrotami: PXS
(At4g32160), PXC (At3g15920), PXX (Atlgl5240), SlaA (At4g02650), PRAF4
(Atlg76950).

Korzystajac z narzgdzi bioinformatycznych oceniono obecno$¢ aminokwasow
zachowanych w domenach wytypowanych biatek, odpowiedzialnych za wigzanie
fosfatydyloinozytoli. Przeprowadzona analiza Fat blot pozwolita stwierdzi¢, ze wszystkie
analizowane domeny bialek wigzg fosfatydyloinozytole w warunkach in vitro. Wigzaty one z
najwigkszym powinowactwem PtdIns(4)P oraz z mniejszym PtdIns(3)P, PtdIns(3,5)P, oraz
PtdIns(5)P. Analiza lokalizacji subkomoérkowej biatek pokazata, ze wszystkie sa
zlokalizowane w przedziatach systemu blon wewnegtrznych, w wigkszosci w strukturach
pecherzykowych. Pecherzyki wyznakowane przez analizowane biatka czesto wykazywaty
dynamicznych ruch wzdhuz blony komoérkowej. Jedno z bialek (PXX) byto zlokalizowane w
btonie komdrkowe;.

Biorgc pod uwage uzyskane wyniki, mozna przypuszczac, ze wybrane biatka sg w istocie

zaangazowane w procesach transportowych w komorce roslinne;.
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8. Abstract

An essential, although still poorly understood, element of the cell wall-plasma
membrane-cytoskeleton (WMC) continuum in plant cells is its internal part. There exist a
complex system of internal membranes sub-dividing the cell into a number of membrane-
bounded, discontinuous compartments. Exchange of material between them is thought to be
achieved by vesicular transport. There exist the anterograde and retrograde trafficking
pathways. Many of these events are regulated by the cooperative actions of distinct proteins
and interactions between proteins and phosphoinositides, which are membrane lipids.

The goal of the work was to identify and assess the function of several yet unidentified
Arabidopsis thaliana proteins which are potentially implicated in plant cell membrane
trafficking. For this purposes five proteins have finally been chosen to further exploration,
which were called: PXS (At4g32160), PXC (At3g15920), PXX (Atlgl5240), SlaA
(At4g02650), PRAF4 (Atlg76950).

With a series of bioinformatics analyses the existence of some conservative amino acids
responsible for phosphoinositides binding, in domains of selected proteins, have been
checked. Following bioinformatics analyses, phosphoinositides-binding properties have been
tested in vitro, using Fat blot procedure. It was revealed that all of tested domains bound
different phosphoinositides. Most of them preferently bound PtdIns(4)P and with the less
affinity PtdIns(3)P, Ptdins(3,5)P,, PtdIns(5)P. On the other hand subcellular localization of
the proteins have been explored. Obtained results indicated that these proteins localize to
some compartments of plant endomembrane system, mostly to some vesicles. The dynamic of

these vesicles was often observed. One of the proteins (PXX) localized to plasma membrane.
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Zatagcznik nr 1

Sekwencje nukleotydowe domen zostaty 0znaczone kolorem zélty, startery je flankujace-

kolorem niebieskim.

PXS-PX -459nt

CAGGCATGACGGAACATCGCCGCTTCCATTAGGAATGGATTGGAGTCCTCCACCGCGCAAATGGAATGGT
AGAGATACTGTTTGGCCTCATGACCCTCGAACTGGATGGAGTTATTGCGTTACAATACCCTCGTGGATTG
TCCTTCCAAAATCAAGAAATTCAGATCCTGTTGTGTTTTACAGGGTTCAGGTAAGTGTGCAATCCCCTGA
AGGTATTACCACAATGCGAGGAGTGTTGAGACGATTTAATGATTTTCTAAAGCTATTAACGGATCTTAAA
AGAACATTTCCTAGAAAAGGTTTCCCATCAGCTCCCCCCAAAGGGCTGTTGCGTATGAAAAGCAGAGCAG
TGTTAGAAGAGAGAAGGTGCTCTCTTGAGGAGTGGATAACAAAGCTATTATCTGATATAGAATTGGCAAG
AAGTGTCGTAGTTGCATCCTTTCTTGAACTAGAAGCTGCTGCTAGGTCTGCATGCCAAGATGTAGATCAG
AATGCTTCTGATTCCAATAATGATAGAAGTAGCACAAGTTCGTCGCCTATGGTTCACCCAAGTTTGAGCT

PXC-PX -474nt

CGTTACCTCTGGGAATGGATTGGAGTTCTCCTCCTCGTCATTTGGAAGGAAGGCGACACGGTTTGGCCACA
TGATCATCGAACTGGTTGGAGTTACTGTGTCACTGTCCCTTCTTGGGTTGACCTTCCCAAGTCAAGCGTT
TCAGATCCTGCCGTGTTTTATAGAGTGCAAGTAGCGATACAATCTCCTGAGGGAATCACTTCTGCTAGGC
TGGTACTTAGGAGGTTCAATGATTTCTTGGAGTTATATTCGTCTATTAAAAAGGAGTTTGTGAAGAAAAG
CTTACCCCAGGCACCACCAAAGAAGATTCTGAGGATGAGAAACCAGACACTTTTGGAAGAGAGGAGGTGC
TCTCTGGAAGATTGGATGAATAGACTTTTGTCAGATATTGATATATCCAGAAGCGCTCTTATAGCTACAT
TTCTTGAGCTTGAAGCTGCTGTCAGGTCTTATTTTAATGATGAATATCAAGAAACTGAAGATACCTCTGG
GGACATTCCGTCACTTCTACCTACCACCATCTCTGATGTCCCTGGTAGTTCATCAGTTACCATAGATCAT

PXX-PX -426nt

TAGACGATGATGATAGTGATGATTCTGAAGATGGCGTTCTTTGACTAGATCATACAGTGGAATGTCTGCAAC
GTCATCTACATCATACGTTTCAGCGGCAGAAAGTGACCTTCCCAATGCCCCTAAAAGTTCTTTGTTGGTT
GATTCCTTTGCGAAGTTGAGATGTGAGGTTCTGGGTGCCAATATTGTGAAGGGTAGTTCTAAGATGTTTG
CTGTGTATTCAGTTGCAGTCACAGATGAAAGTAATCATAGCTGGTCTATCAAAAGAAGATTTCGACATTT
TGAGGAGCTTCACCGACGGCTAAAAGTGTTTCCTGAGTACAAACTTCATTTACCGCCAAAGCATTTCCTA
TCAACAGGCGTGGACATACCTGTTATCCAAGAGCGATGTGTACTACTTGACGAGTATATCAAGGTCAAAC
GCCATGTCTCTTGTTTTTAACTATCTGTTCATGCTTTACATGGTGTATTGTATATGGAGTATGTTTTATT

S1aA-ENTH - 531nt

GTAGGATTAGCCAAAGTCGGTGGTCGAAGCAGTTCTTTAACGGAACTCGAAATAGCTGTCGTGAAAGCGA
CGCGACATGATGACTATCCAGCGGAGGACAAGTACATTAGAGAGATTTTATGCCTAACTTCTTACTCACG
CAATTACGTAAGCGCTTGTGTGGCAACTCTCTCGCGACGGCTCAACAAGACCAAGAACTGGTCGGTTGCT
CTCAAAACCTTGATTTTGATCCAACGGTTGCTAACAGATGGAGATAGAGCCTACGAGCAAGAGATCTTCT
TCGCGACGAGACGAGGAACGAGATTGCTTAACATGTCTGATTTCAGAGATGCGAGTCAGTCTGATTCGTG
GGATTACTCTGCTTTTGTTCGGACTTATGCTTTGTATTTGGATGAACGTCTTGATTACCGGATGCAAGGA
AGACGAGGGAAAAAAAAAAGTGGTGGTGGTGGTGGCGGTGATGGTGATTCCGGCGAGGAAGATGATCATC
GAGGGACAAGCAACGATATTCGGTCGAAAGCTATTGTGGTTAAATCTAAACCAGTCGCAGAGATGAAAAC
AGAGAAAATCTTCAACAGAGTACAACATTTACAACAGCTTCTTGATCGGTTCTTGGCTTGTCGTCCAACA

Praf4-PH 440nt

CACATGGAATGGCAGATCTTGTGACCTA>TAGTAATGCCGACCACAACCTTGAACAGGCATTGATTACAT
TGAAGAAGGGTACTCAACTTTTGAAATATGGTCGCAAAGGGAAGCCCAAGTTTTATCCTTTCAGACTGTC
TAGTGATGAAAAATCTTTGATCTGGATATCAAGTAGTGGTGAAAAGCGACTGAAGTTAGCATCTGTATCT
AAAATTGTACCTGGGCAGAGAACTGCTGTTTTCCAGCGTTATCTTCGCCCAGAGAAAGATTACTTATCCT
TTTCTCTCTTATACAACGGAAAAAAGAAGTCTCTTGACTTGATTTGTAAGGACAAGGTTGAGGCTGAGAT
TTGGATTGGAGGCCTGAAAACATTAATATCCACTGGGCAAGGCGGGCGCTCAAAAATCGATGGCTGGAGT
GGCGGAGGLCCTTTCAGTTGATGCCAGCAGAGAATTGACATCAAGCAGTCCAAGTAGCAGTTCTGCCAGT

Praf4-FYVE-317nt

GCTTTGAAGGATAGACACGTAAAATACATTGCTTGCGGATCG>AATTACACTGCAGCCATATGTCTTCAC
AAATGGGTGTCTGGTGCTGAGCAGTCTCAGTGTTCAACCTGTAGACTGGCTTTTGGGTTTACACGGAAAA
GACATAACTGTTACAATTGTGGACTTGTGCACTGTCATTCATGCAGTTCAAAAAAAGCATTCCGAGCTGC
ACTAGCCCCAAGCGCGGGAAGACTATATCGTGTCTGCGATTCTTGTTATGTTAAGCTCAGCAAAGTGTCT
GAGATAAACGATACTAACAGAAGGAACAGTGCTGTGLCCTCGTCTTTCAGGGGAGAATAGAGACAGATTA
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Prafl-Fyve-427nt

TAACTTCATTTGGAAATGTTTATACTTGGGGAAAAGGCATGAATGGACAACTTGGTTTAGGTGACGTTAG
AGATAGAAACTCTCCTGTTCTTGTTGAGCCTTTAGGTGATAGGTTGGTAGAAAGTATAGCTTGCGGGTTG
AATTTGACGGCTGCGATCTGTTTACACAAAGAGATCTCTTTGAATGATCAAACCGCTTGTAGTTCTTGCA
AATCAGCTTTTGGATTCACAAGGAGAAAGCATAACTGTTACAACTGTGGTCTATTGTTTTGCAATGCATG
TAGTAGCAAGAAAGCGGTAAATGCTTCGTTAGCACCGAATAAAAGCAAGCTTTCTCGGGTTTGCGATTCT
TGCTTTGATCATCTATGGAGTATAACAGAGTTTTCAAGAAATGTTAAGATGGATAATCACACTCCGAGGA
TGCAGATGGTTACACGAAGAGTATCTGAGGATTTGACAGAAAAACAATCAGAGAATGAGATGCAGAATCT
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