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ABSTRACT

The effectof global warming are becoming more apparent every year. The real threat
from advancing climate change makes the discovery of plant tolerance mechanisms to
moderate and prolonged temperature stress particularly important. Previous studies on
Arabidopsis thliana have shown that the absence of mitochondrial proteases FTSH4 (
mutant) or OMAL1 ¢malmut ant ) , do not affect plant growt!l
morphological and developmental changes underfoegr m st ress at 30AC.

The studies carreeout in this thesis showed that the proteases FTSH4 and OMAL are
involved in the thermotolerance of plants to ldagn stress of moderately elevated
temperature, but not to shddgrm acute heat stress. One of the most important results of this
study indcates that the morphological and developmental changes observedtsh#tend
omalmut ants growing under 30AC stress are |inke
insoluble protein aggregates in mitochondria. It has been documented that tdwypco
activity of FTSH4 protease and, to a lesser extent, OMAL protease, as well as the chaperone
function of FTSH4, are crucial for the protection of mitochondrial proteins from thermal
aggregationln addition, it has been shown that small heat sipocteins (SHSPs) are a major
component of aggregates identified in mitochondria.

Identification of putative substrates and protein partners of the FTSH4 and OMA1
proteases based on-tomunoprecipitation and global analyses of the mitochondrial proteome
(ITRAQ and COFRADIC) in plants lacking the studied proteases showed that, despite some
substrate differences, these proteases are involved in the control of the quantity and/or quality
of the same mitochondrial complexddndeniably, these proteases are imed in the
stabilization and assembly of the respiratory chain complex | subunits, although the role of
FTSH4 in this system appears to be more signifidamnthermore, the interaction of FTSH4
and OMAL1 with elements of the MICOS and SAM complexes sugdes involvement of the
studied proteases in the control of mitochondrial ultrastructure; however, the molecular basis
of this relationship is not yet fully understood. Proteomic studies also indicate a role of FTSH4
protease in the control of the abunda of cytochrome C and nucleotide transporters located
in the inner mitochondrial membrane, among others.

The study also showed that the FTSH4 protease forms a large supercomplex of about

3-4 MDa and additionally lownolecular membrane complexes. The giopartner oFTSH4
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in this highmolecularweight complex is the SLP1 protein, and probably the gpatific

product of theAt3g5110Qyene as well. Despite the documented role of SLP1 in supercomplex
stabilization, the functional significance of SLPIegulating FTSH4 activity andce versa

as well as the exact subunit composition of the complexes formed by FTSH4 require further
investigation. Nevertheless, the results presented in this thesis indicate that, although FTSH4
and OMAL1 proteases are wely to form a complex together, both play an important role in
plant thermotolerance to moderately elevated temperature stress, and their absence induces

similar changes in the mitochondrial proteome.
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UPR (ang. Unfolded Protein Responseé odpowi ed¥ organi zmu na
ni epoprawnie zwinifdtych/zgoUonych biagek

WT (ang.Wild Typg i typ dziki
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1. WSTNP
1.1.Wprowadzenie

Termotol erancj a r oSa dzisiejszyeh czaschj daficiowane pkop ul ar ne
odpowied¥ roSlin na pojawiajNce sifAn zmiany w
zdol noSi tea®yoireagodania mrkany temperatury w cejrzys o sowani a si fi
donich co umodblsiewi aetirmwani e. Wi adomo jednak, U
otoczenia mogN byi doSi mocno zr-Unicowane, z
z drugimzeciwnie-d gkl i czne | ub postfApuj Nce stopni c
dokgadne poznanie i zrozumienie r-Unych me c
temperatury i zaangaUowane w nie Dbiagka |jest
Swi at a.

Na kondycp r oARabidopsis thalianai st ot n yma wemgeyatura otoczenia
(znaczenienar - U mia eova@ 1), czasék€pozycji na dane warunki orezas trwania przerwy
mi fdzy zachodz Nategokil uzmioavrea njie, s t precyzyjne ok
wykonywanych b a d aSH#va-Cprreia i in., 2013 Przeprowadzono wiele analiz
przesiewowych w poszukiwaniu biaBed&z Ntakaonwgoa Uo
skupiano sin na Kkaddarkiodaowaodgeantrywkh owani e ro
t e mp e rHStangrhBat §ock, pozwal aj Nevet ekmetSodli ér ancj i pod
(BT, ang.basal thermotolerange Z czasem badania te poszerzontzw. termot ol er anc
n a b yAT,Ning(acquired thermotolerange, czyl i termotol erancjn ro
poddano adaptasyN mni ej drastycznych warunkachj Jednak
poj awi aj Ncym s itérminoldgii e&bteleranci rfestenmotolerancja na

umiak owani e tempesatuk (WMHT, ang. thermotolerance to moderately high

temperatur® W dobie globalnego ocieplenivg a Sni e te war unki naj |l epi
dotykaj Ncy roSlinnoSi na cagym Swiecie.
12Architektura mitochondri -w

Mitochondrium organel | um charakterystyczne dl a

eukariotycznych,ot ocz one jest, diwgmaN bjewaimioutern N ( OM,
membrang or az bgJonN wémenmembranga N K tl -Moreeaosdl zodde Isi e b i
przestrzeni N mi i dintgrinenbrane sphie. ( | BMSo n aanwgewnfit r zna
natomiast przedzi ag zmangynatnalEigurally N @ot wc hoedry
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wobrfibie I M wyr - -Uni amy ibngrdoounidarg membrahe zin Nb § d rBiiv
grzebienia (CM, angeristea membrane , przy czym ta ostatnia twi
macierzy, natomi asd dddM dareygnzewrintwnondejgl ( OM

M

matrix

cJ

cJ

(A}

Figura 1.1. Schematyczne przedstawi eni eWsaraczhaintoe k 2 @ Wiy it miztnoNc
mitochondrialnN (OM), wewnntrznN bgoniA mitochondri al
grzebienia (Crgbi,enpog(NXIz)eniar zgestrze®® mindzybgonowN (
(matrix). Niebieskie plamki w macierzy to rybosomy; czerwone plamki w CM to kompleksy mitochondrialnego
ga® ucha oddechowego. Rysunek pochodzi z Tang i Zhu (
Miejsca kontakipomi fdzy gr zebi eni gmig Nc zleBd gnrozsezbN en
(CJs, ang. crista junction$ a same grzebienie w zaleUno¢
bi oenergetycznego i etapu rozwoju maj N zr - Or
2012). Ro z k g angp | & blsi- avg k avwyocbhr nbi e bJgony wewnhAtrzn
kom-r kach jIBMijestbpoogdaotban yw bi agka uczestniczNce
ii mporcie biagek ZKaSMowasychvzpNdgrmrecwma w biagk
bi ogenezRheSKk| asgytnt.een bi agek rosfordacjiloksydacyjnejal ny c t
(OXPHOS,ang.oxidative phosphorylatign(Vogel i in., 2006). Na poprawnek s zt agt owan
grzebieniu ssak-w wipggmwo hdhUydi meryzacja kompl eksu
MICOS (ang mitochondrial contact site and cristae organizing syjte@maz regulacja
aktywhio&dk aVeD®sA in., 2009; Perkins i in., 2009; Cogliati i in., 202818§.
Podobnej sytuacj i mo U n abrak dotychczgs infbrmacgnardelt u  r o !
funkcjonalnego homptbgwadataijtaagp Ihg2WA2) o m- w
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1.21. Kompl eksy bi aJstrakierg mivaboboddai - w

Kompl eks MI COS okreSlany wczeSme@ni rwadnr U
roln w wutrzymani ui amicthad dhedkn durriyal giryzcenbiienCJ s,
wt wor zeni u miejsc k o n(Pfanket uin.,n201A4)destyonwlysbte a OM
konser wat ywny mi ndzy gatunkami , |l ecz j ego S
jednoznaczny. Kompleks MICOS tworzony jest prawelabo bni e przez co naj mn
udr o0dLyu ssak-w (Khosravi i HaMobugprzypadRabh2 0; Mur
kompleks ten identyfikowano jako kompleks o masie ~1.5 Maifer i in., 2011yon der
Malsburg i in., 2011; Alkhaja i in., 2@1 Ott i in., 2012, 2016 tymczasentzw. profilowanie
kompleksomu d&ng. complexome profiling) oparte o BNPAGE (ang. Blue Native
Polyacrylamide Gel Electrophore$isspektrometiimas wykonane przez Huynen i in. (2016)
wy k @z ae s z ac un kdstawawegoi kenipleksud3vilCOB v ludziéalynie~700
k Da. WSr.-d dobrze poznanych podjednostek kom
wyr -0Onii naleUOy MIC10, MIC23 (lub MIC26), MIC
(Figural.2A; MunozGomez i in., 2015; Huyan i in., 2016 ColinaTenorio i in., 202D
MI C25 to biagko charakterystyczne dla kompl ek:
Mur herjee i inuwz@ORdni aDNAIGL i M@l2 gOBICHD10)
wu k §adzi eKhessad ¢ Hagnen, 2P0), aczkolwiekprzypuszczenial ot ycz Nce t yc h
bi agek wci NU wymagaj N dalszych badak®&,: - rpodobn
wy k az ai g iz poljedpostkami kompleksu MICOBI( 1@z me z i aAmand, 2015
iin., 202).

Nal eUOy podkirredjl NdN rUel rdown model owani u str ul
dwab i a BIKE&i MIC10 (Bohnertiin, 2018Liiin., 2016). N\adprodukcjaMIC60 i MIC10
prowadzi doz a b u grzeleiel mitochondrialnych (Rabl i in., 2009) oraz silnej deformacji
CM i CJs (Bohneri in., 2015) . Co ciekawe, w przypadk
odgr ywa p o,jako ppdatdlvowa @ddjgdnostka MICOS oraz partner syntazy ATP,
pegdgni Nc odrfnbne funkcje w ksztagdgtowamiSci@r zekt
tlenowym (Rampdl i in., 2022). Z kolei MIC26 i MIC27st anbiva§lka subkompl e
tworzonego przez MIC10kt -crzei agaj N wsp-lnie w celu regul
zarzNdzaj N stabilnoSci N i mont aUem kompl ek:¢

superkompl eks: - w bigoanymet pzazyawld®Podobni e poprzez
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kardiolipiny CL)(Anand i in., 2020). Zaprezentowano,
antagoni styczny, odpowi edn iobgomer ME10gWebdri z uj Nc
in., 2013; Koob i in., 20%Rampeltiin., 2018).

Kompl eks MI COS oddziaguje z esortmagnand t a mi
assembly machinely bgony zewnftrznej t wo rmithobondial i ks zy
intermembrane space bridgipgOtt i in., 2015. Kompleks SAM, nazywany-rwni e U T OB
(ang.t opogenesi s of the midharelproteingr il aulb cwtrearz me
TOB/SAM, odpowiada za wprowadzenie do GMnsportowanych poprzez kompleks TOM
(ang. translocase of the outer membrane bi age k @6b agtyrgwekkb.,ugo@3.e b
UdroUdUy kompleks SAM tworzy FRaal®Q; Chanaz z
i Lithgow, 2008 Wenz iin.,, 2015. W skgad kompleksu SAM u ss
SAM50, MTX2 oraz MTX3 KozjakZavlovic i in., 2007 Huyneni in. 2016) . Gg -
komponent kompleksu SAM, SamSAM50, oddzi aguj e z kogmpeitsi ednost
Ml COS poprzez specy Figuak2hNDarshdi me2011; Xie OnT, ROA7 (
Sastriiin., 2017Abuduiin., 202). Ponadtop g nowy mi ar owy |l udzki komp
~222. 8 MDa w swoj e] strukturze posiada pr awc
i DNAJC11 (Huynen i in., 2016/an Strien i in., 2019). Przy czym DNAJC11 uznawany jest

przez niekt-rych jako stagy el ement kompl eks

NH2 COOH

ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ? R —
M A
@ IMS

I R 11 S 1
AN g LITTRS 1]

==

MICOS
Figural2 . Schematyczne przedstawienie mitochondrialnego

wewnfitr Kompleks SAM(Sam50, Sam35 i Sam3i7kompleks MICOS (Mic12, Mic27, Mic26, Mic10,

Mic60 i Micl9)w or gani zmi eS adm5000 ddJdbew ov8 §j & jkampleksem MICOS poprzez

domenn WF@Qfawgaspaacowana naiip@als. B .Miejsce koht&ktu w organizmie

r o S| iFigorgpathodziZiiin. (2019.0M, bgJona zewnitrzna; | MS, przestr z
w e w mnznat
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W przypadkomploésks nbgony wewniytwazrkdju,czlwNr
wutrzymaniu pogdgNczeE& CJs, architekturze bgony
zbgonN z ejesnzigcydawane mniej poznany. U Arabidopsis zidentyfikowano
homdogii d w - cedaennych ewolucyjnie konserwatywnyclbo i agek kompl eksu Ml
MIC10i MIC60 (Heazlewood i in., 2004; MungZomez i in., 2015 a i;lAnand i in., 2021).
ObecnoSi pozostagych homolog-w r-wnieU jest
potwierdza ] Ncych t o edasyghéZerpas eim, 2GlBadanea przeprowadzone
przez Michaud i in. (2016) a Ar abi dopsi s wykazaggodj ddcen d tCkeN
TOMA40 translokazyz e wnntr znej bgony mi tochondrial nej
t r a navbgd kampleksu lipoproteinowego MTL (angitochondrial transmembrane
lipoprotein complex Figura 12B) i odgr ywa i stotnN roln w tr a
wszczeg-lnoSci f os f)Buadardaypizeprevwadzomekolepazezilinig. ( P E
(2019) wykazg vy , Ue el e mentjgk MIC60MPOM4E0Kk BOM20M RISP wraz
zbi agkiem bgony zewnntrznej DGS1 (DGD1 SUPPE

whomeostazie | ipid-w organelll] roSlinnych, p
kontaktu z ER i/lub chloroplasa mi w celu ugatwienia importu |
(Figural2B). Li i in. (2019) opisuj NowyWiegedl&mij n n

wprostj fNerymianu AKompl elei MM C®B8du do roSlin
Kompleks SAM u Arabidopsisnatomiast, podobniejak ui nnych organi z m-

odpowiadaz a wpr owadzlaai g lbowygetk do OMolMBprzezch t r an:

kompleks TOM. Wobr nbi e kompy re kBywb a3iM a w SAMBOS. 0

iSAM502, ameakkKMyXTi., Bior Nc pod uwadtznawkngad dr oC

jest za homolog biagka Sam37. Z kol ei ze wzgl
wszystkich ludzkich izofornMTX (MTX1, MTX2, MTX3), trudnojednoznaczni® k r e S| i | |,
kt -rej i zoformy wgaSciwie jest h o mamiastgi em ( A

danych na temat wystfApowania u r oSNiemniejwi nksze
jednak u Arabidopsis, SAM50-2 i MI C60 zostagy zidentyfi kows
wsp:- meay Ncmi tsodihozpdotlaa Ny we WTISA4, commo dje
wskazywa h a i ntpeormd kiddjzty el ement ami( OWlaGOSEsik aSAM iun .r,¢
Warto zauwaUyl, Ue FTSH4 jest niezbfidna dla st
prowadzi do upoSI ienbdoogiima t ochoast i uja0QrGy bal a
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Smakowska iin., 2006. Ze st awi ajvwWiorzystantemAnthalibrap e e z ent uj Nc
oddziagywanie MIC60 z TOM40 w potencjal nym

zdanymi wskazuj Ncymi na-2irnt eMlakéco np onmlehj dizye wi/
biagka te wsp opokrojussazégdiBo mpl ek s

1.2.2. Struktura mi t ochondri -w w podwyUszonej temper a
PodwyUszona temperatura spowodowana gl obal
mi aga negatywny wpgyw na wzr omalhe funkcjpnowapieo wy r o
organel | i [ powoduj Nc zaburzeni a.Pmetabehi ez
mitochondri-w oraz zahurbderipalozasstresuavysokiey kt ur
temperatury (Rurek i in., 2014yV nasionachMelanoxylon brauna Glycine maxtrudno
zidentyfi kowal strukturn grzebieni mi t ochon
wp gy we mwysdkiej eeraperatuy (Reis i in., 2021; Xin i in., 2014), prawdopodobnie

dl at ego, Ue stres ci epl nyNadodstawiewahdobserracjd o u s
zsugerowano, i U utrzymanie stabilnoSci bgo
temperaturowego jest konieczne, abpodabmychowal
ef ekt uzys k mjtaeji sgntazy kapdmlipioyg B 8 wa d zuatyCf w dwg o ni e

w r o Sldécmodzewh- w ¢ d@ Amiany ultrastruktuy mi t o ¢ h ¢ abderwiujenvy
mitochondriao ni et ypowych ksztagtach i rozmiarach
(Pineaui in., 2013).Badania Tsukimoto i in. (203 ok a,zaley w odpowi edzi
podwyUszonej temper at akulyzgniasepoawe dowegehragr
mitochondri - w. Jak wiadomo, wielofunkcyjne
przebudowuj N sifi w wdpoweedzSrodowbsRower 02:
Mitochondria dynamicznie zmieni ajfiXji Brakoj e Kk s
r-wnowagi mindzy tymi zdarzeniami moUe prowa
a takUe powodowal dddcdat krouweh!| z atobrez e nii az dvo | |
(Linkermann i in., 2014; Tong i in., 2020). Przebadane przez Tsukimoto i in. (2022) mutanty

slohs orazdrpsa/drpsb,p o z bawi one bi ag e Kragmentagimintyacdch owm dorrio-cv

charakteryzuj N BdmymnamiztNeoh omydd § ta mi i nad\
podwyUszonej temperatury. Co ciekawe, wspomn
istotnN rolfi w stabilizacji kompleksu bdono\
Brak poprawnegop o d z ipravip W z i do przesuninci a sin dy
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aspowodowane tymrocesenf or mowani e sifi wydduUonych mitocl
proces mitofagii. Zatem prawidgowe funkcj onc¢

usuwanie ich uszkodzonejpwiy d ajkbuszdwe w ter motol erancj.i r

1.3.System OXPHOS (angoxidative phosphorylatioh

Tworzenie adenozynotr - -jfosforanu (ATP) popr:
ma kluczowe znaczenie dla kom-rek eukariotyc.
oddechwy m zwanym r-wnieU §a@cuchenmngtelechans por t u
transport chain , kt -ry zl okali zopwany bgeste wmiweovrhrotl
Wpraktycznie wszystkich kom-rkach eukariotyc
kompl ek s - wh: komplekdu odehydrogenazy NADH (kompleks [), kompleksu
dehydrogenazy bursztynianowej (kompleks 1), kompleksu reduktazy cytochromu c (kompleks

L) kompl eksu oksydazy cytochromu ¢ (kompl
na ubichinon,ruchomiyr ansporter el ektron-w w obrnbie wew
Ubichinol (zredukowana forma ubichinonu) przenosi elektrony dalej na kompleks lil. Z kolei

w transporcie elektron-w z kompleksu 1I11 do k
i hydrofi | owe bi agko zl okali zowane w mi t ochondr.i
Kompleks syntazy ATPo kr e S1 any r - wni e b ejisankioforkainynpriee k sV,
jest cznSci N ETC, wraz z pozost aBraumi202. omp| ek s
Meyer iin.,2022.

Wi inkszoSi koodnpd erkess twe ks y skodewana jedStXpR ez @&hom

j Ndrowy, syntetyzowana w cytoplazmie i posttr.
Kilka podjednostek kodowanych jest natomiast na genomie mitochondrialnym
isyntetypwanych bezpo S raehdnitochondralaych: \Wymagda dodatkowej
koordynacj.i pomi hdzy d wo ma przedzi agami ko
zsyntetyzowane podjednost ki muszN byl prawi d
kompleks, a odpowiedniezomi eszczeni e kompleks-w w obrnbie
i stotne nie tylko dla sprawnego wytworzenia e
dla poprawnej architektyrgrzebieni mitochondrialnychF(chs i in., 202 Kompleksy
oddechowe =N predwlodwdarycznie na r-Unych etapa:
proteoliza umoUliwia syntezn, mont aU, ochronn

wydajny i zgodnie z okreSlonymi potrzebami (S
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1.3.1. Kompleks I: Kompleks dehydrogenazy NADH

Kompl eks | j est naj wi nkszym spoSrzed komy
wzgl ndu na wystnpowanie ramienia obwodowego
bJonowego kszt adt €igurap.3; Buitema irmi, 2089)Ul ir to @mpieksL k (
| charakteryzuje sin obecnoSci N od strony
domenyo CA (domena anhydgaamyyp rveiygINcwejnefj ymu cent
rami eni a Klgscmioim,e292). S@mo t o rami n z (ksozlee i ]
wpor -wnaniu z tym wystiApuj Ncym u ssak:- w.

Zgodni e z aktual nNv wsikejdazdN, k oumpA reskbsiud olp ssi tsa
~1000 kDa wchodzponad 40 podjednostek,t -‘trweor zN rami i obwodowe,
isf er yomeN¥rigural3;Senkleri n. , 2017a). Ramifn bJonow
modug- - wkPP: zPkol ei rami i obwodowe FigwalB.ada mo
W ostatnimczasiez o s wwggywaczone Ww r o0z dstzuktentegaokondpeksu at o mo
u r oPFglrals; Kiuschiin.,2021; Klusch i in., 2023).

yCA domaing, bridge domain,,,

z Z
8 B
z
g
o z
3
g MA
IM
IMS
NDdLNDG”
modul Pp modul Py, Rami¢ blonowe
Figura 13. St ruktura kompl eksu | u g a @Mbdematomawy #oenpldksuwl e g o
Arabidopsis, prezentuj Ncy dwUuwzglomdmri oma mi @miaimzcéahwed @

bgoweq w obr fibi@niloddnpsowwé ke dwmy ro mo d u § %iPINZ @ p rQe e mtzo wreorda gty
domenii 9CA oraz most ek §Nc z Nbriggeddtai Figura pochedziiz Klmscho b wo d o \
i in. (2021). Wprowadzono nieznaczne modyfikacje. MA, macierz mitochondrialbd; b Jona wewnihtr zeé
przestrze® mindzybgonowa.
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Warto zaznaczyl, Ue domena oCAyfigmymost aj e
kompleksem lipidowymt wor z N\ve y nmotsz  §NczNcy ramiin obwodov

UwaUa sin, Ue ten kompkebswyl dpadowy amod&cibyi

kompl eksu | u roSlin. Co wincej, ostatnie
butyrylo’krotonylo-CoA i jonu Zf*w modul e o CA, wskazuj Nc na m
enzymatycznN t e] domeny (Klusch i in., 2023).

Funkcja mitochadrialnego kompleksud 0 s t a § as zzcbzaeddgebntem i € s a k - w
i gr zyb - w. dndkliedtydun niketgnoagnidoadeninowegdNADH) i redukcja
ubichinonu zachodzN w dw-ch r-Unych domenach f
ramienia obwodowego. Obiecakcjed Nc z N eprzenoseenia glektronw , na Kkt - -re
skgadaj N si i flamoomo (FMNX)I| iektastry d e | -siazkowe Ko &cowa
translokacja proton-w odbywa sin nat omi ast [

sprzinUenia przenirasisd mikacpl elptrrodmo-nw wi wt obr fib

przedmiotem dyskusji. Obecnie jednak nic nie
kompl eksu | r-Uni s iowanegaldlafineychrgameukamouw.z apr op on

Por - wnsakndi geodjednostek komples u | u ssak-w | roSli
A. thalianawy kazag o, Ue zdecydowana wifnkszoSi podj e

gatunkami (Cardol, 2011, Senkler i in., 201 Mjemniej jednaka U dzi ewi il podj ed
uznanychb y @za unikalne dla kompleksu | urAabi dopsi s. Biagka te
przypominaj Ncych anhydr az3y CAMIR2g)|,0 wkwat ympai§ eg abmme
oni eznanej funkcj.i (okreSlane jako P1 i P2), &
we wn fthrgzonneyj mi t o c h o nAdlglB320 iPAB3¢g1l01{0TulAMRIdbpsis) oraz
dehydrogenaza -galaktonel,4-laktonowa (GLDH), terminalny enzym szlaku biosyntezy

kwasu askorbinowego. Naj nows ze dane prezentt
wskazujN jednak na obecnm®igodaddat koBégm, biokdle
P9 (Klusch i in., 2023).

Wi fkszoSl podjednostek kompleksu | u roSli
igrzyb-w, jest kodowaShadpmzepndpedomsi &krowmi e
jest kodowanych w genomie mitochoianym. Dodatkowou r ¢ dvie ipodjednostki
rami enia obwodowego, NAD7 i NAD9, r - -wnieU sN

na obecnoSi dodat kowej domeny o9CA, proces mont
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przebiega szl ak aim{Meyern in.k2alila iyinmR013Ligas i in.,c2&1B

Meyer i i n. 2019) oraz angalUuje dodat kowe
bi agko GLDH. Przypuszcza siin, Ue GLDH moU
intermediaty &komps$teaksN dwwolkni-ane tuU przed
mo d u gdo kompleksu I $aufari i in., 2020).

1.3.2. Kompleks II: Kompleks dehydrogenazy bursztynianowej

Kompl eks dehydrogenazy bursztynianowe|] |
zaangaUewanywmokwasywk tri kaTChpjaksiyET® (wersom  (
2013, Huang i Millar, 2013, Huang i in., 2019). Katalizuje on utlenianie bursztynianu do
fumaranu w reakcj.i cyklu TCA, redukuj Nc | e

oksydacyjnej ubichinon. Elektkony pobi erane sN przez kof akt

ubichinon przez kr-tki ga@®uch transportu el
siarkowych. W przeciwie@EGtwie do pozostagyc
proton-w przeBgomwewmiitoeghdlndrialnN. Pozwal a

elektron-w do ETC.

IMS

IM

MA
Figural4 . Schemat kompl eksu IImo@l&;ﬁmzﬁ.qntoajedddmléhidsmtﬁgyo. A.
tworzN cznsSl kompl eksu wystaj NcN sdNobgmand iee rwzegmezmit tr zcnheg
znajduj Nce sin tam SDH3 i SDHEDH6 i SHé c pfrizypnmnes zdkzal no 8|
znajduj N sin w cznSci bgonowej , SDH5 rmirezzyn abnjao.n i leM, nha¢
wewnfitrEnaprdaevstrze® mindzybgonowa; MA, maci erz mitoc
(2019.

Skgad podjednostkowy kompleksu |1 jest w
podjednosteKSDH1-SDH4). Podjednost ki S Ddwd, natomi&sDSB2 s N h
iSDH4 sN hydrofobowe i tworzN w obr Figuiae | M Kk
14A) . Charakterystyka kompl eksu 11 u roSlin
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duUy (~160 kbDa, podczas gdy u bak welabiny i Zwi e
(gatwo rozpada sin pod wpgywem det éduaggeant - w) (
in., 2010). Skgada sifn on z oSmiu podjednoste
(SDH1-SDH4) oraz czterech dodatkowych (SDBBHS8) (Figura 1.4B) Bi agka SDHG6
iSDH7 tworzN czinSi domeny kotwicy bonowej . Pr
sin po bgonie helisy podjednostek SDH3 i SDHA4,
(Schikowsky i in., 2017). Z kolei SDH5 jest prawdopodobnie zlakaana na styku domeny

hydrofilowg [ domeny kobwiatyzbgpaow®OHS8, Lkt - -rej ma
49k D a, ni e jest obecnie znana. Dodat kowe pod)]
kompl eksu || nowN, | etcyzwn o &t yec hppoadaosb cdoi Blz m a n Bl
mi tochondrialnego kompl eksu I anhydrazy wngl o
podjednostek r-wnieUO w tym przypadku moUna

przebiega u roSlin niing2009).i nny mi dr ogami (Huan

1.3.3. Kompleks Ill:  Dwufunkcyjny kompleks reduktazy cytochromu c i

mi tochondrial nej peptydazy przetwarzaj Nce,j

Kompleks reduktazy cytochronwk at al i zuj e utl enienie ubichi
czNsteczek cytlacmroomwid,z amieagpk & bWzeineNr 2 Ntz a wi €
igrzylbompl eks 111 skgada sWyir zUridyepatjeddastkiic h p o dj
bezpoSrednio uczestniczNce w transporcie el ek
podjednost ki cytochromu c¢c1 i cyiowez haprthuj Ny e d
Siplo stroni e wyeksponowane,j do macierzy mitoch
o0 masie<l5 kbDg okr eS|l anych | ®QIR10j akkar EQRG aczaj N
bezpoSrednio uczest ni cW Miehondriactbryadnjsaf eprrzees eeklweekntc

podjednost ki Ri eske po odcinciu z biagka ©pre
kompl eksu [ 11 i uznana zZa j ego j edAanast N p
mi tochondrial nego kompl eksu [ 1 z wktey z Nt i

orozdzielczoSci athtoumotwee ji (iXi.a i200n0.),. 1KOTp| ek s
w formiedimeruo masi e c zB0kDa.c zk owe | ~

Strukdop8tfinnego ok omipslkeikesju uzyskambdiai Aethatianao S ¢ i
(Dudkina i in. 2005a)a p o c z batdakia ma¢igna radiatap o zwol i §y na anal i
kompleksu w rozdzielczinSci2seth@®mawmeaji a( Malt d/arzdNd
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super kompddeehowychwo z wo |l i gy na ahllaw i z @ z dkzoinepll cezkc
at omowej r -idopsis @guralb; Khisclailn., 2023)Ro S1 i nny k amkfpllee k s
t worzy dimer (2 I 10 podjednostek) i pod Kk
zwi erzNt ,i gawgsdliyb-sskgad podj edn & Nutd dardgzo k o mp |
por - wn yWyazipadkA. thalianaws zy st ki e Isi alglkla, kzoanpwyejkNt ki
sN kodowanenij didtr owet ,kpiez ¢fjSesdincossaj N po dwi e i zo:

MA

IMS

Rieske

Figura 15 . Struktura kompleksu ul t o §odeFatonomyakomplekdueldk h o we g o
Arabidopsis, preent uj Ncy dwustronne rozmieszczenie dziesiRfci
[ll. Figura pochodzi Klusch iin.(2023. MA, macierzmi t ochondr i al magt rizd, b dM&Snapwew
mi ndzybgonowa.

To co jednak mocno osdrl-10nitao roBd d man§l kw m
dw-ch podjednostek mitochondrial nej peptyda:
Eriksson i in., 1994). WczeSniej zauwaUono,
zwierzNt i grzyb-w wykad uyNg lpfedvenre eldwdrn ejdEs
do dw-ch podj eviPrPo $MPRbKIendér iPYaffe, 198Schulte i in., 1989).
Jednak w mitochondriach zwi evrtyh mogjediostkacth ej s c e
rdzeniowychniez 0 s zaahpwane. Zamiastge, dwie rozpuszczalne podjednostki obecne
w macierzy mitochondrialnej tworzN aktywnN
rdzenia reprezentuj N aktywne podjednostKki p
MPP.Co w a {imomwanywkompleks lllz oSl in skutecznie usuwa
mitochondrial nych kodowa nEiksdonijinNi94pBreani{(nBr a un
1995). Kompleks llur oSl in jest winc e nlzeydmeankridd wunf un
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wy st fipuj Ncylkecynych, stikiurak o hpulneksu mifidzy r - Uny mi

mocno konserwatywna (Mal donado i in., 2021).
Ni edawno odkryto, Ue montaU kompleksu 1|11
(Sch2fer20R0)i.n Mitochondri a roSlinne zawierajl

podednost kn transl okatora biagkowego typu bakt

zwierzNt i grzyb- - w.,wwitophormnagrarddkna dozr Na ksui fiT aitmBt e r |
p-FTnegmoet apu kompleksu |11, poniewaét transl c
zaburzona.

1.3.4. Kompleks IV: Kompleks oksydazy cytochromu ¢

Kompl eks 1V jest enzymem koE&owym ETC. Pr z¢
tlen czNsteczkowy, kt - ry jest redukowany do w
z transl okacj Bi eprrzof omi woczhomari al nej do pr ze
(Wi kstr°m i Sharma, 2018). Rdze& katalityczny
W mitochondriach ssak-w podjednost ki te sN o
wszystkie sN Ktadswnmblecwo i maHje t @ankompieksu B0 15) . S

ssak-w zostaga okreSlona przy pomocy Kkrystalo

Figura 16. Struktura ko mp|l eksu | V §a (Ec Madblagrzestdahrey dkdmplakeugl¥igna

radiata, prezéét uj Ncy dwustronne rozmieszczenie podjednostek.
COX-X1. Figura pochodzi Maldonalo i in. (2021). Wprowadzononieznacznemodyfikacje. MA, macierz
mitochondrial magtrizd,, bMSnapwewstrze® miAidzybgdgonowa

PoczNtkkjpawdo podj ednost kowy roSlinnego kompl e
z wykorzystaniem metodgN-PAGE w pogNczeniu ze spektrometri
Klodmann i in., 2011Senkler i in., 2017hama s n k o mgzdcenars ma ~210 kDa

(Senkler i in., 2017). Ast osowani e w ostatnim czasie jedno
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elektronowej (ang.cryo-EM) pozwol i § ozbadamiet e g 0 kompl eksu w r 0:
atomowej Figural.6; Maldonado i in., 2021)Ve d gpuoponowanego modelu kompleks ten

sk § a datrzexh podjednostek rdzeniowych (COXIDX2i COX3) oraz kilku mniejszych

podjednostekldpr zedni o sugerowano, Ue niekt-r-e z ty
X1, COX-X2, COX-X3, COX-X4) sN specyficzne jedyniie dl a
Kl odmann i i n. 2011; Senkl er [ i n. 2017) .

(zwy j Nt ki Xm) COX najprawdopodobni ej homol ogan
wystfipugdNakcw u droUdUOy (Maldonado i in., 20

1.3.5. Cytochrom c

Cytochromcjet magy m, zasocjowanym z | M po str
biagkiem zawi er a joBlektyonyzkoenpieksuBin & elnwmp | @ls | V.
cytochrom c¢c dodat kowo przyjmuje elektrony z
askorbimanu oraz (ii) mitochondrialnej konwersji mleczanu do pirogronianu (Bartoli i in.,
200Q Welchen i in., 2016Welchen i Gonzalez, 2016y Ar abi dopsi s obecne
izoformy cytochromu c¢c. RoSliny pozbawione ge
Drastyczna redukcja cytochromu ¢ poprzez m
zmniejszenie kompleksu oksydazy <cytochromu
systemu OXPHOS wmnitochondriachArabidopsis (Welchen i in., 2012).

1.3.6. Kompleks V: Kompleks syntazyATP

Ostatni etap syntezy ATP katalizuje komplekssyntazaATPSk ada si i ona z
cznSci, zagQgnbi emregz ws kbigeorna vea ncezjii Sdcd nraci er zy
kulistej, okFkeéeKlpomgeNiczjomlko s r amzewn @imr zcreynr.r
Zgodni e z teori N chemiosmotycznN, synt aza
wel ektrochemicznym gradiencie proton- w, t wo
przez kompl eksy gaCEcucha oddechowi TP, w ct
Szczeg:- gotruktury kompl eksu mi t ochlohaldniae ne
przedstawione u eukatioo w ( K¢ hl br an ditmitoctbdiathej synta2y ATB | F
(wraz z ramieniem centralnym) u droUdUy, ssa
okr eg&lhanj ako U, (Figlal7A)., Sik giad Upodj edn(wsz kowy
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zrami eniem zewnifitrznym) nieznaczniFgual70ni sif
Artika, 2019 R° hr i cht). i in., 2021

Fy

a, A6L, k, j ATPS (A6L)

Fo DAPIT (K)

(o

Figura 1.7.St r ukt ur a kompl ek s u egb. AgSEt@&natyczhyarysumek dnitochomdualne;

syntazy ATP.Oznaczono bgemomaN wysitSdj Fc N do macielziwni Mitocho
przerywanN zaonsakionaopadjced nkavmit e kABezvgre mitdrozznidso i w

Figura pochodzi z Courbon i Rubinstein (2028. Model przestrzennyssaczegokompleksuV (owca)

p r ez e mdzmigsitregie podjednostek d w- ¢ h  p Eigurs poehodziyPimkei in. (2020. Do figur
wprowadzononieznacznemodyfikacje. MA, macieranitochord r i al n a ; | VA, t rbzgao;n al MBe,w pr zest
mi ndzybgonowa.

St r u kntitechondrialnej syntazy ATPo ni ski ej rozdzielczoSc
mikroskopii elektronowej uzyskano dtampleksu zmi t o ¢ h @iendniaka (Buwitemaiin.,

2009). Przypominaona strukiumi t ochondri al nej syntazy ATP ze
podjednostkowy syntazyt WdPnize rboaSllarRAGEbmned od Ns
wpogdgNczeniu ze spektr ome:tMeyerNin. 8@8Klodntendirz,| e wood i
201, przegl Nd iw iZm.nca2020) . Opi sano wsziyst ki e
idodat kowo dziesifnl r - -d{mkahe Sg ahjyedh g &tkeok ac z S «
OSCP podjednostka i 6 kDa u Arabidopsis). Co ciekawe,
FAd zastwpsejffipuj NcN u innyclokoregSanaiszaMoRw podj ed
(R°hricht U wniks26068d).roSlin podjednostki U,
kodowane mitochondrialnie (Unseld i in., 19%azlewood i in., 2003b).

Dimeryzacja bmpleksusyntazyATP j est jednym z ggdg-wnych el
mor f ol ogi i grzebieni mi $ @k owd r(iPalumyahld u d e
Di meryzacj a opi er a sin na magych podj ednost
(podjednost kamoeno mekrty rsey rotlaoky jANTP pod kNtem 90
bgony przez di mer (Arnol d i i n. 1998a Bor nh?o\
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Spikes i in., 2020). Zespody wyUszego rzndu
k; Arnold i in., 1998; Wagner i in., 2010; Guo i in., 2@LBarca i in., 2018; He i in., 2018;

Pinke i i n. ., 2020) . Dotychczasowe pr-by zi
podjednostki k w roSlinach, =zar-wno na dr od
sekwencji), 8ugepoweosdigy, sUé&.w modew uog-olSd i n
podjednostki kKR® hr i cht .Di merr.y <<2WrRtlgzy ATP sN stosun
kwi t nNcyc h, miaaandriactzielonejatgi Palytomellaspokez a gy si i ni ezv
stabil ne, w omaniziyzewykorzystamozly pierwszych analiz strukturalnych
(Dudkina i in., 2005b).

1.3.7. Supermolekularna struktura systemu OXPHOS

Kompl eksy bi agkowe mi tochondrial nego sys
wbardziejz o Uone. sZoska oyt o pousrsaazk -puM e r wysrzzyy bo dnk
analizy oparte na BNPAGE (Arnold i in., 1998Sc h& gger i Pfeiffer, 2
obecnoSi superkompl eks-w oddechowych zostag
wtymr - wni eU r o Szastosowani@wyadEMtproizogonlai gokr e Sl eni e s
niekt-rych z tych superkompl eks: - wletsiinpzdzi e
2016 Sousa i in., 201:6Guo i in., 201B; pr ze gl Nd w ;Wiuschiini, ®23). 2020
Wszystkie superkompleksy oddechowe zawieraj N
z bgonowym ramieniem kompl eksu | al bo z jec
kompl eksu | V. Superkompl eksyi I amaize/rwajniec es Nk

"respimsomami”. D | a ssak-w opisano dwa typy respir

I+ 2+1V 12y lub I+l 241V 2. Fizjologiczne rol e super ko
irespirasom-w sN wci NU-Pegraz zEerduez, 201 8lenkodigi B.k us j i |
2017 Hirst, 2018 Wu i in., 2020St uc hebr ukhov i i n. 2020) . S

asocjujN do jeszcze winkszych struktur zwany
Superkompleksy .podeobdmo we |, pokazpiSrizsog cesrtzaNg y

opisane z zassowaniem metody BNPAGE (Eubel i in., 200Fubel i in., 2004Krause i in.,

2004 pr zew! DNddki na i in. , 2006) . Naj bardzi e]j S

pomi hdzy komplegkskatmiryl biyg | pi erwszym strulk

superkomplekse oddechowym =z jakiejkolwiek grupy or

Najnowsze dane zaprezentowane przez Klusch(iB 02 3) wykazagy, Oe w
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mi fdzy komp]l sebkisoernN ttzydppdjeandstki zlokalizowane w ramieniu
bgo

gonowym HKommploal§ sdnostka B14.7 oddziaguj Nca z
I

I I, podjednostka kompl eksu I o nazwie P9 o
podjednostka B22 oddzi agakpnpeksullzt(MEFwi e fiMMPPr ot e a
Asocjacje koimpll¥ksNwullroSlin stosunkowo sgab

I 2+IV @12 oraz I+ll+IVasz 0 st ady udokume nt-PAGE di@ziemraakap o mo ¢ N
i szpinaku Eubel i in., 2004Kr ause i in. , 2004) . Pinvivewi duj e
wwewnnt genep mitochondrial nej wsp-§istniejN n
zespogy supramol ekul arne.

DI a

suger owano, Ue skgada sin z dw-ch kopi.i Mo N ¢

kil ku roSlin opisano szczeg-Ilnie dul

dimerycznego kompleksu Il (superkompleks-lll 4; Eubel i in., 2003). Jednak analizy tego
superkompleksu z ziemniaka za pomocN mikrosk
uj awni gy, Ue zawiera on tylko jednN kopin di
zdwiema kopiami monomerycznego kompleksu l.e \Wdj pracy Braura (2020 ten

superkompleks o#lll2 z ost a g bgndni e 0z nac ztla w kikkua k 0 Sup e
wczeSniejszych publ i kdlkj @aydomina Svielkoomktowyp | e k s
respirasomy wysminpapg Nonglilasy atyns 8ak bwaklje w ni
dw-ch monomer -w kompleksu 1V. Stillg+éve jeste  si n |
fizjologicznie najistotniejszN jednostkN mont
invivo(Bultemaiin , 2009), ale nie jest identyfikowany

kompl ekslV.w | |1

138.System OXPHOS w podwyUszonej temperaturze
ETC jako Kkluczowy el ement systemu OXPHOS,
wyt war zania ATP, powikNzjah yr g aekstty wRFBnAFEfUo rzm ptr o
sN produkt ami ubocznymi wi e | nie nmiejojedmakto w met actk
mitochondriaz ar az obok ,sfledmgml asitegdw wiwywatbmkach
fizjologicznycho k o0p@ % e | e kt r o n podlegawoitalvej dnotze transferu, ale
Zzami ast tego bezpoSrednio wycieka z ETC i wcC
ponadtlenki lub nadtlenki Tur r ens i i n. 200 3; Cadenas i Da

produkcjiRFTw mi t ochondwa Garme rol koampul eks | [ [ 11 (
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Huangiin., 2015c hol kompl eks 11 r-wnieU przyczyni a

2017; Shin i in., 2020). ProdukcjRFT j e st i stotnie zwinkszona
spowodowanych wys(okhNo utdehmupreyr ait uirn. , 2017; Noct
moUe zaburzabgdmtpepagpat ap$Siwphjiyadpikimdipidilipidt er ak c j
prowadzNc do nieszczelnoSci bgon i wutraty gr
i Sharkey, 200 ; Zhang i Shar key, 2009) . W zwi Nzku
stresem cieplnym skutkuje powstawanieRFT i jednoczesnN per oksy
bgonowych, co dodatkowo przyczynia sin do ut

H¢ ve i1011). RET,i Zmieniony status redoks w mit
mechani zmy, kt -re utrzymujN funkcje tych or

zal eUne o dheaHsBdek pfoseinspystemy wychwytywanidkFT i sygnali zac

wst e c z n \20Q3)SJako mikcz obosieczRFTmo gN odgr ywal i stotnN
sygnalizacyjnych, ale wi 1 k s z o n &RFTprodJdeu kperjoawadzi | do uszko
(Van Aken, 2021) . Warto naltemka ovadprl H202)0 e naog

zaobser wowanAr aubirdoSlsii s w warunkach dgugot ry
5dni ), ale nie w war unkiacAhC, k r4-0t kmieng)o,, ao sstarne (
zudzi agem katalazy 2 (CAT2) powi Nzano z odpo

Kompleks | j&o kluczowe nejsce produkcji RFT] e st jednoczeSnie
podatnym na uszkodzenia oksydacyjne elementem ETC, a jego podjednostki nieustannie
ulegaj N rotacyjnely sogdtieads!l wy kpa iujeetkiostkdi z i e .
ramienia obwodowego (Nelsonn.i2013; Liiin. 2017; Szczepanowska i in. 2020).

Wzr ost pgynnoSci bgon spowodowany stres
zapotrzebowani e kom-r ek na energin oddechoc
mindzybgonowej mitochondri - -mwi éhramaj 2u8yanite zsiu
do wutrzymania si gy napndowe]j proton-w wyma:
Zmni ejszenie si gy napndowej proton-w do synt

el ektron-w w mitochondrial nymrygia.@01ld)c hu tr ans

l4Mechanizmy kontroli j a kMit&hbondriamquality cdntooh d r i - w
mechanisns, MQC)
Prawi dgowe funkcjonowanie mitochondri  -w wy
jakoSci . Oreejhmunji N moyn &ioaditeciohduid Ne e z przediehn o
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i mportem do mitochondri - w | aikin. j e dh Nt r Pomi
om- wi anetmindlkt -re czynnikentoli wegon puy Ntcemuwe wn N

mitochondri - w.

141. Mi tochondrialne proteazy bgony wewnntrznej
Budowa bli iapjikdbomwoa b § oenjgst @ fis@tmyimaelemetitem
wodpowi edzi organizmu na sStres. Jej struktur
podwyUszonej temperatury. Dy nami-tpdowgm z mi any
wywogane stresem tagmperlha us movzyeny -slpriaswiwa Une w
adaptacyjnej wydaj N sin byl zlokalizmiwane w j
proteazy mit ochon di{ANa A joraZkOMAL r ol i j akoSci

1.4.1.1.Proteazai-AAA (FTSH4) vsproteazy m-AAA (FTSH3 i FTSH10)

Dwie wysoce konserwowane heksameryczne proteazy AAA fdiigaseassociated with
various cellularactivities), i-AAA T mA A A, zostagy znalezione w mit
wewnntrznej praktycznie wszystkicdlog EtsaHk ar i ot -\
(ang.FilamentationtemperaturesensitiveH), s poSr - d wszyst kich zident
typu AAA, okafNag nsieixzbbyhN| ebscherigniacalioW yow aelarz NS ¢ i
(Tomoyasu i in., 198 Tomoyasu i in., 1995; Ogura i in., 199€o0 ciekawe proteazaFtsH
UE.colikontrol uje pozi om?3x(Heymamet ., 1895; JomayaR ptalH ( G
1995) , kt -ry odpowi adagena wt samkkrbyeg eajpi Neigioks :
bi agka o proteaky (Yta iZNekahigashi, 1999

Proteazai-AAA eksponuje swoje centrum katalityczne do IMS, natomiasfAA

skierowana | est W st r o(frigura @Ay Okie mofeazynAAAoO c hondr

zawieraj N domenii AAA oraz domenni proteolitycz
Zn**(HExxH) (Figural8BiC). Domena AAA, kt - rax omadl alotdyovbmdls id
bi agka opieku@Ezego, wi NOe i hydrolizuje AT
proteolitycznegoKigural8D;Gl ynn, 2017; Opali EGka i Janska,

Proteazy-AAA i mAAAodgrywajN k1l uczowN rol i w kontroli | a
proteomu (MtPQC, angnitochondrial protein quality contrdl . Proteazy te wusu
zlokalizowane, niewgdgaSciwie zwininte, cznScio

bi agka, rozbsjiaj Ncagme mtay mmeetydowe (Leonhard
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tym samym ich toksycznej akumulaciji. Ponadto, protéa®fAi mAAA wykonuj N r - w
wysoce specyficzne reakcje proteolityczne,
zaangaUo wa nowe dzlakiwneteboliczo®u i - $ n . , 2015) . Na uw
r-wnieUO udziag tych proteaz w ograniczone,j p
prekursorowych wybranych substrat-w na dr o
(HeidornCzarna i in, 2022). Spektrum substratowe protedAA i mAAA jest stosunkowo
szerokie,gd w0 ot eazy te degraduj N nie tylko subst
bjony, ale odpowi adaj Mlokalizowanycev®Mz IKMS PAAS) eol i z T

a t a k atierzywnitochondriainepffAAA) (Opal i Gska i Janska, 2
ND AAA PD
Cl i X )
PO I )
™ WA WB HEXXH
D _ADP

A
]
§ ATP hydrolysis
% cycle
c
8|l
"
(e ATP
Apo \
Substrate 90°
ATP hydrolysis *
cycle < @
EA Y AN
| > |
Y ./ — O Substrate
4 '\\_l\\‘, @ ATP
Matrix i

Figura 1.8. Proteazy i-AAAi m-AAA wewnnitrznej b § o Rysunekiogadycnh oadelur i al nej
ssaczymA.Lokal i zacj a wzgl fidR Buddvg protepz: MTS set kewaezn cA AaA . ki er uj Nc a
N-k 0 Ec 0 wa wiap mfeagneentami transmembranowymi (TM), AAAlomena AAA waz z motywem

Walker A i B, PD- d o men a proteolityczna z konseéeTrTMMEXKH).wnym mo
C. Rozmieszczenie domen @ wz gnieniech modelu @ § k o wB.gSoc.h e mat yczny rysunek

i hydrolizy ATP.Rysunek pochodzi®hbaiin.,(2020.1 M, bganarwaw | MS, przestrzeG&

Proteaza-AAA zbudowana jest ¥YmesZeBciduopddyedn:
ussak-w (Web.erRiwnine( u99®&S!1 i n wySsAAFPSHI e t yl k
(Gi baga i i n. 20009; Smakowska i in., 2016
(Uran-wka i in., 2005), chohlecpo&SzNt kvows t ma
ichl or opl aspgracvni amySdh nw war unk §éDhangshortdak i e go
dodatkowo drugiego kompleks##A AA, t wor zonego przez proteazn
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2005). Ostatnie analizy proteomi &2 anglongykazagy.
day proteaza FTSH11 =zl okalizowana jest wygNcznie
Zkolei proteazymAAA w droUdUach zorganizowane sN jak
zgoUone z podjednostek Yt almAAA Yttvadroz N Aallbdo ihd
oligomernc zne kompl eksy skgadaj Nce sifn wydNcznie
oligomeryczne kompleksy zgoUone z AFG3L2 i p
(Koppen i in., 2007). mAAdo rkigea drag $licien rsd ik amppl
FTSH3 i FTSHD , mo g Nt wolub zhgtéreoligomenyo (Piechota i in., 2010).

Mo Ul i woSiI tworzenia homooA.itglmmeuyernyeh Kempl
jednej proteazy moUe prowadzil do przynajmniej
drugi enzym (Piehota i in., 2010)Niemniej jednak FTSH3 wuwaUana | est Z a
proteazfin w |liSciach roSlin typu dzikiego, st
FTSH10 w mutancie pozbawionym proteazy FTSIR8chota i in., 2010)Ostatnie dane
prezendlugiN, zU&k zaangaUowany w rozpoznanie pod]
obwodowego kompleksu | jest prawdopodobnie hdraksamer FTSH3 | e nig hetere

heksamer FTSH3/FTSH1Gifari i i n., 2023) . Wy ni Ki te pot wi
FTSH3, was ktaazkuJeN na pewnN zr - -UnicowanN sel ekt yw
dw-ch proteaz.

Analiza BN-P A GE mi tochondrial nych kompl eks:-w wys
wykazaga, Ue proteaza FdGSH4zewodywarkdmmhehs w

o zastosowanynar k e r mas szacowano na ~1.5 MDa (Uran
dotychczas i nformacji na t ewegd tegd Gdmgleksbn e go s k
Wprzypadku FTSH3 i FTSH10 zidentyfi kowano kom
wc hodz N r biynyi(Ridghotp rim,l2010Zar - wno FTSH3 jak i FTS
t wor zy Fihoneoligomeryczne kompleksy z prohibitynanW pr zeci wi e Est wi e
droUdUOy i ludzi, mAvAAzenilr abomplpsks- west Sc
kompleksu PHB Sugeruje si , U ep eRp#wEgo rodzaju rusztowang! a kompl eks - w

FTSH3 i FTSH10 (Piechota i in., 2010)

Utrata proteazy FTSH4 u Arabidopsis upoSled
etapie wzrostu rozety w warunkacha dod@wagikeagad ki
(Gi bal a i i n. , 20009; Kicia i in., 2010) . Znac
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41:36534

mutantaftsh4od not owano natomi ast w warunkach umiar
(30AC), podczas gdy jego wzr os tniejesizakurzeng k o wa n
(Dolzblasz i n., 2016; Smakowska i in., 20l@HeidornCzarna i in., 2018). Stres
temperaturowy powoduje u tego mutanta op- T
rozmi ar rozetyFiguad9jugofl FThbermemi pvwd mimiyemnt al i
oraz nieregularne zNbRMWywarziaemoblrasvnele Ol iakain
ikarbonyl owanych bi agek, zwi fkszonNgiaiti cz b
mitochondrig i zmni ej s@LomnnNitartaaHishdwt ov@ir u n koat crhw adjgeugm
stresu 30AC ( Sm#@lbcws kpaojniea digmori, (RPe0 1z6a)o.bser wo wa
pozomRFTs powodowany brakiem FTSH4 indukuje prc
zaburzaj N sygnalizacjin auksyny, po&wadhziN&Zhao
i in., 2014). Co wincej, moduluj Nc zakres
FTSH4 moUe r-wnieU regulowal ekspresjni czy

kontroluj N syntezni kwa s uprosesthttofagiiisarnzeaig o Sil | 1z | a

(Zhang i in., 2017). Proteaza FTSH4 jest po
kompl eksu |, jak r - wni e UKdoodrpileejkcszua kV is yisnt.e mu:
ma znaczNcy wpgyw na il oS- wi glynkojSonalnae8l

wwarunkach

Figura 1. 9. Mo r ftsidl o gnalaw prourt- avnta-nw u do WT w warunkach
stresu temperaRoSOweggom2(n3 ®AEC) .rwee M5NMSer 1.6% saghardzy + 1%
agar. Skala=t m.r -tdgo: materiadgy wfasne.
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PoSr-d rodziny FTSH proteaza FTSH4 wykazuje
d r o UShddharomyces cerevisifgeUr ant owka i in., 2005). Niekt -
proteoli ycznych w mitochondriach droUdUy to pod]j
(Cox2) oraz podjednostka 1 kompleksu dehydrogenazy NADH (Nadl; Pearce i Sherman,
1995; Augustin i i n. 2005) . Z kol ei ponad
zidentyfikowano j&o przypuszczalne substraty YMEIdsaczego homologa proteazy FTSH4
(Potting 1 in., 2013 Rainbolt i in., 2013 Saita i in.,, 2018 Richter i in., 201%
We wn Nt r z mi t,opcr hzoenndorsiza¥ dnee §TRARDYj RRELID1 i PRELID3B,
at akUe TRI AoPrlz,y khte-treyr oodwi mery z PRELI D1 i PRELI |
Zwi fkszona preot @eolSirza,niwzktmYMBELhondmmiaé jnNz & i c
fosfolipid:-w. Podobni e, i mport nowo zsyntety
ograniczonWN pdz&MEA4l edmr adacjn podjednost ek

kompleks-w TIM23 i TIM22 (Rainbolt i in., 201
m. i n. ROMO1, podjednostkn kompleksu TI M23, K
importu nowo zsyntetyzowaneg Y ME1 L , co wskazuje na intryguj

sprzinUenia zwrotnego ( Riicehkit@emdjeednmst ki20K®mp !
systenu OXPHOS Ndufb6, Cox4iCox2s N substr at ami proteolityczn
(Stiburek i in., 2012), a w penych warunkach fizjologicznychawett a k Ue pr ot eaza Ol
(Brambley iin., 2019praz MIC60 i SAMMS50 (Li i in., 2016; Tarng i in., 2020) przypadku
roSlinnej proteazy FTSH4 zidentyfi kowano doty
a mianowicie akotwiczone wwe wn fnthl @aoreij e bi-2 Pamd& T MPCH 7
(Opalinska i i n. ., 2017, 2018) . Wykazano r - w
uszkodzone biagka w mitochondriach Arabi dopsi
Poza substratami proteolitycznymi poddg mi cagkowi prami prottazg r adacj i
i-AAA lub mAAA na uwagi zasdguguj N r-wnieU substraty

biagko Atg32, mitochondrialny receptor zI|l okal
mitochondri-w do de gur adacldiUya u tOkfaaskpot @0 ona &i nne. j,
domenaegobi agka eksponowana jest do I MS, gdzie na
pr otieAaAZAn Ymel (Wang i in., 2013) . Proces ten

oddziaguje bezpoRPrtegdmri o zAtlygi8ggkpamwadz Nc do p
(Okamoto i in., 2009). Brak jednak bliskiego homologa Atg32.vhaliangaUadne bi agk o

34



zewnntrznej bgony mitochondriwl nedbtychwrasp od o br
potwierdzone eksperymentadni Z kol ei wd§raniczonep puoteslizy rpmteaz w
mAAA wyr -Unil naleUy rybosomalne biagko MrplL
i in., 2011; Koppen i i n, 2 Kobdziejczakriia.z2018)e go r o
Odci nci encjpziokalzeMangjena k o Ec u ma &kl uczowe znaczer
rybosom-w, a w konsekwencji dla transl acji n
U ssak-w ponadto istotne mnéaoczégpoerrw- -enze guudlzaic
wprzetwarani u bi agka OPAT1 i-AMA, jak am-A Avn,0 cphrooit eva zpar z y
MmAAA sugeruje sin, Ue enzym ten dziaga w spc
i in., 20009; Consol at o i i n. 2 OHbi@ologa J ak
funkcyjine@ bi agka OPAL1l

1.4.1.2 ProteazaOMA1

Proteaza OMA1 zostaga poczNtkowo =zidentyf.i
proteaza bgdony wewnhitmwAZAmrejw pdoltreadldd yxzaanteNp ic
Ox al r(aszwa ang.oyeflapping with then-AAA protease 1OMAL) ( K2 ser | i
2003). Homol ogi OMAl1l znaleziono zar-wno u pr
wyj Nt k ami (Levytskyy i i n. 2017) . OMA1l | es
mot yw wi?NONExyx H)n, al e eno grateamAAA i WiAAATRR posiada
domeny AAA, w zwinNekadddATPpd pymepesdlt U dr oUdO
wnor mal nych warunkach enzym ten jest gg:-wnie
jak r-wnieU zmiany pnypmi®chendrialiejp r wevad iz Nr dmoe js zly
aktywacji OMAL (Baker i in., 2014; Bohovych i in., 2014; Zhang i in., 2014).

Podobni e j ak w  pr zyylk ¢FkSH4, brakSproteazy @MAZ b a wi o
wwar unkach umi ar kowanego stresu apadazenels z on e
wzrostu i Mmgdawio.j2017)rObsgiwvdwane ¢miany fenotypowe mutanmal
sN jednakUe ni eco s §fshi§Figeral®). Nsemroesjednakk u wehao eru t a
w tym przypadku obser wuj emy OXPHOS. Brak protedzyl n kK ¢ j C

OMA1 powoduje w szczeg-I| noSci,coimobsebvewanoe a Kkt
zar -wno w pwalrsu rakweoonty ¢ hj a(kL DOr, - wen2i Ae@Jp ovd wwal suzndkraecjt
temperaturfLD, 3 0 A(®ligdali i n., 2017). Po &kwuyt ksoaweangioee & e m

ni ewi el ki m segokothgléks vymiki zapgezeintowane przez Migdal i in. (2017)
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sugeruj N, Ue proteaza OMA1l reguluje aktywnoSi

kontroli proteolitycznej rsheagd i cdniegdp w | fau mkc
kompl eksu V. Co ciekawe, naj prawdopodiNbni ej b
stabil noSi kompl evigdaliin|2017u Ar abi dopsi s (

Z literatury wied o mo , Oe droUdUowa Omal poSredni cz
zsyntetyzomnego Cox 1, kt - ry w kom-rkach pozbawior
zostag poprawnie zgJgoUony ( Kdparte inafuoksjenfiinek i i n.
kompl ementacji wykazagy, Ue u Arabidopsis Ol
degradacyynNrpilUdtUeavej (Migdal i in., 2017). C
bi oenergetyki mit ochondmio-Sw, klotmpd £tkrsu kwt uo ¢ d
udr o0dUy, ssak-w i roSlin (Bohovych i in., 201

zostbhbgaedpoznana jako kluczowy gracz w kontro
z prdAAAzKNontroluje przetwarzanie OPA1 u ssak
2009; Head i in., 2009; Anand i in., 2019PAlor az jej droUdUowy homol

magymi GTPazami poSredni czWcsystkzw- oz opmy md wbo e
formy OPA1, zvioNzamain(H@RIAQMNG omNaz r oz pfuosrzneiiz al n N
kr - (SIORA1). Kr-tkie formyzexPAdiotonger dgnegi sjN OB

wjednym z dw ch mi e jvsys tdiipfugiNac y ¢ tee (81 ijSB)Miejssa te u k t u
rozpozawane sN odpowiedni o przeZzZzchowta@mazn rOMAD wi
mindzy formN dgugN a kr - tpépkwne stauktury kgizabienz o we w
i dynamiki mitochondri w(Ge i in., 2020).W d r o Unbhidmiastb i a §igmd jest
proteolitycznie przetwarzane przez romboidalr
2003). Podobnie jak w przypadku OPAImi t o c h ondr iCdloni8d wibN UaNjckeo
kardi Obppbswgiva jako UQCGB)Kit ezthe n g a Jésiwwammoent aU kompl ek
11 i stabilizacjn zwi Nzanych superkompl eks:  w,
u s s @esmwsiin,20)5 Co ci ekawe, usunincie Cllorf 83

w mont aUuu kW npd perkzse z de st &d(Patténzim, 2014 Dgsowlsj e dno s t

i in.,, 2015). Innym znanym substratem OMALl u ssak | e st DELE1, bi agk
wodpowi edzi adaptacyjnej na stres wywogany dy
Ni edawno wykazangi elle | udz kcil9% elemént Kokmeksi MICOS,

wpewnych warunkach f ipzétveaizanga NkzonGiccun pnrozUeez bpyri o t
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OMAl1l (Tang i in., 2020). Substraty proteol it
roSlinnegMApLr onti eep zzyo spsEdfENopisane.

142. Bi agka SPFH jako biagka oddziaguj Nce z pr

Segregacja skgadni k-w bgony w funkcjonal
organi zacj i wszel kich bgon kom:-r kowhiagka Znal
rusztowania bgdgony | es tSPRHogomatin, grohibitira flotlllkn, SPFH
HfIC/K) family) , zr - Uni cowana griwmgakk oviysd miwaitj Wwryyxdh
i eukazaaengawowanych w tworzenie dulUgch kon
funkcjn r us z-lipolowgctE(Browmar] ikim, w200y, Pozaor gani zacj N Db
istabilizacjN kompleks-w BXPHQ®, Nbiradvhaeld
w regulacji funkcjonalnej proteaz, w tym proteaz mitochondrialnych.

WSr - d miitaolcnhyocnhd rbi agek nal eUNcych do rodz
(SLP). Przedstawicielem te]j g r stpmatinlike ppoteim B,- w | e s
kt -beerze udzi ag w fuodjrizemiiu oklnonpd reiksww i I
wwewnintrzneghogodni al mefo |stotnN rol N SLP2 |j
bogatychwCL,Lwa Unych dla stabilnoSci kompleks:-w odc¢
I i mf o c Christievi inT 2011, Christie i in., 201Rlitsopoulosi in., 2015 . Wy kaz ano,

SLP2bi erze udziag w montaUu i/lub Aobrocieodo s
Christie i in., 2012). Genom Arabidopsis d uj e z kol ei d®Ba PRI, apka NSk
par al ogami powst agy mgenuvwnaliway drzewau filogenetydznegoa c j i
wykazaga, Ue biagka te spokrewnione sN z |1
ci ekawe ,nsetcja FTDNEW geri e k o dSLPINaleynies L P2, wpigyowsad na
kompl eksu I r nimpowp Nizlaom e lhje kidi-ew, | mnych ko mpl

oddechowych (Gehl i in., 2014).

Badania dotyczNce skgadu podjednost kowego
w mitochondriach r-Unych organizm-w wykaza
bi agkowych SLRAAesSypuatpazma gpadkunpAAl,obni e
gdzie oddziagywa@@HB zZbimpg&imbi tzynraodzi ny SPF
uprzedniozaprezentowan€Steglich i in., 1999;Piechota i in. 2010Boehm i in., 2012,
RichterDennerlei i in., 2014 . Podobi e@Etwo rebacjpei zwymikka ,
interakcjn mifdzpi aggdrko tdovwanao gjr wP amibakt er i i
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SPFH biagka HfIl K i Hf | C oddziaduj N bowiem z h
jego aktywnoSi proteolitycznNy HBHa&pKE€pdrzowdmo
modul at or regul uj Nc FtsH Keéhara iain.,al996,11998)u Btrakturaa t - w

kompleksu FtskHf | KC skgdadaj Ncego sifn z 12 kopii HfIK
FtsH zost aga niedanmoprez Qiad ionw(d023. 4 sak: - w nat omi ast
wWraz z proteazami PARL i Y M(ELPZ, PARIs YyMEJL)wor zy Kk
0 masie ~2 MDa (Wai i in., 2016). Podobny komple&sbserwowana Trypanosoma brucei

gdzie TbSIp2 o ddz iTagnelj et wor z Nc kompl ek sSamcchimasi e ~1

iButi kofer, 2 Redrrbspara clRssomalog proteazy-AAA , IAP-1, formuje
wraz z bidgKyemuBePROmMpl eks w wewnftrzne,j bgo
iin., 2007). Co ciekaway s s aTkbrueeipizy brakui-AAA b i a § R2odergyfikowane
jest w kompl ek s, adpdwiednio nli5WDa ie-]L.1 MDa $Waki in., 2016;
Serricchio i Buti kofer, 2021) . W zpi-AZAy padku s
przyczyni a sin pr awd ogpkotdyovbrnad Sc i d op¥MEILe bt Yy Wy e |
zapewniaj Nc | ej odpowi edni N organizacj i prze:
powyUszych biagek w kompleks SPY moUe ugat wi
substrat-w YME1lL i PiARL.akStLyvn o ig uR AIRKel avo bvenc P
hamuje aktywno §Waiign, 20063SLR2¢hro®O MAVL t e d §isfgrois - b
biagka OPA1 przed p zeodireny OMAly eapabiggaznacznefi c i e m
fragmentacj i. nbgtuogcah oin dkrri--bawemistone mproce3iE Wizl s N
wewnnfnt r z mwghonbriglwen y

U s s aykazang wSleP 2 o d d z w migrehjbiesnami(Christie i in., 2011;
RichteeDennerleiniin., 2014. Jak ws p o nprohibitynpg Nbcoamy Useijii z pr ot e
mMAAA i  t wor mbdulzwj. Nza Kroanpd ellams.yProhbitham-AQA
complex;Steglich i in., 1999Richte@ennerlein i in., 2014)SLP2 i PHB2p e § maiem
podobnN:pfouralgajj™ organi zowal mi krodomeny | ipi
proteazy AAA (Deshwa i in, 20200d d z iaangyew mi ndzy SLP2 i PHB2 s
organi zacjn wszystkich protKgrall®BaCruaeiig.f r ukt ur |
2008;RichterDennerleiniin., 2014Alavi, 2021).Cowi icejw &K P&S|I onych war u
fizjologicznych tworzy agregatwrazzPHB dest abi | i zuj Nc tym samym
i aktywuj Nc proteazin VWyMAalz a(n®e nbionwiie mi n.Ue XD
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reguluje aktywnoSi i poziom protadi YL OMALDN
wbgonie (Anderson i in., 2020) .

Figura 1.10. Proponowany model organizacji protecazAAA w_ kompl eksy wy Uszego rz
Zwr -cwonsat roni pr zest rmoeaza-AAAT modUzey bajdochzeiziakglizowanymi o
przeciwnej str onSLR2iPARIOZnwr -weeownnenntatiezsptreitochondrialnej proteamy
AAA mogN o dgdrehibitngnyi (PEBL i PHB20znaczone na rysunku jako PHBprawdopodobnie
OMAlL,pr ot eaz Nw zswtrp-reczaoansN r zeni B @ d k g bmioddandgzey\DNAIC19
(TIM14) zostj o ni edawno zidentyfi kowane w badaniach proteo
pr ot eaz NmAMAGBysuhekdochodzi z Alavi2021).l M, bgona wewnitrzna.

U Arabidopsisnic nie wiadomana temat regulacji proteazAAA ze strony stomatyn.
Dot ej pory wykaSzaPnlo tjweod yzryi ed, mtub prawd®potibbrae) h o
wraz zSLP2r - wnheteotb | i gomeryczny ploadmnglask g,PAGHz i rayj u
migruje razemz superkompleksem-lll 2, mylnie opisanym dotychczas jako superkompleks
l-1ll4. Brak SLPl1powoduj e zaburzenie kompleksu | i ] €
(Gehl i in.,, 2014).War t o zaznaczylane Ue dotSavi mide ze E ¢
koi munopercypitacijij nwsriaizdiz W maSQliPhtnSiRaik cbi a§
apr ot @sHa(@paknskaiin.,, 20175 uger uj Nc tym samym, Ue pod

innych organizm-w, r-wnieU u roSlin biagka t

1.4.3. UPR (ang.Unfolded Protein Respose)

PodwyUszona temperatur a mo (he niepoprasvmiea d z i |
sfagdowanych biagek, ich rozwijania |l ub two
hydrof obowe interakcje mindzy uszkodzonymi,
Wilkening i in., 2018. W odpowiedzi na nagromadzenie niepopravnis f a g dlabwa n y c h
rozwinintych biagek kom- r kiazakdBRR@ugunfoldedp e cy f i

protein response, kt -ra polega na transkrypcyjnej i
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bi agka zaangaUowane w usuwan iraanie homeostacy pr ot e o
komowek( Santi ago i i n. 2020) . Kom:- r ki wykor zy:
ki erowania substrat-w biagkidwyaodh whidelizag | aki p o
l ub cagkowitej degradacjw. | iNtagrl ®&tpured e dodo sttea § ¢
retikulum endoplazmatyczneg(ER, angendoplasmic reticuluin zwana UPRR (Howell,
2013). Informacje o od%angMitechandrialunfolden Brot@m dr i - w
Responge r - wnieU sN dostinpea, tamakowwpekypwaddznar
niewielka (Tran i van Aken, 2020)liemniej jednak UPR™ jako ewolucyjnie konserwowany
mi tochondrialny mechanizm odpowiedzi na stre
organi z m- w,S. cerevikide €denorhabitis elegars, Drosophila melanogaster
Homo sapiensA.thalianas w cel u utrzymania proteostazy i
i in., 2016; Tran i van Aken, 2020). Choci alU
sygnagowe aktywdwaeaer ipar zfeznkUcPfRonal ne Mgen- - w d«
wykazuj N znaczne MVasAkep,20@)ni e sin (Tran i

Wiele, r-Unych szlak-w aktywowdoksyceny j est W
we wnitrzu mitochondri - w ( Waun gs sia Kiakiywacjg 2e0s2 2 ) .
CHOP. CHOP odpowiada za regulacjn transkrypcy
HSP10 i HSP60 w celu zwinkszenia zdorbemoSci mi
iHoogenraad, 2007). Warto zauwaUyl ,guleacGHOP |
odpowiedzi UPRR,  Zabur zenie proteostazy mitoGhondria
co wskazuj e, Ue CHOP a kek gtwesoyyeh zeKalzgwangceh j n tyl
wmitochondriach. Co ciekawe, elementy wi NUNce
niekt-rych gen- w, takich jak HSP60O0, HSP1O0, mt
endonukleaza G i tioredoksyna 2 a t ak Ue YME1L 1 ,proteaayktSHb ga r o S|
(Zhao i in., 2002; Aldridge i in., 2007).

Wiele dowod-wzpdahadz Nec ywhls @k z yws tpaordikerne S| a |
gg-wnym el eMheszintegnowahyRAak odpowiedzi na stres (ISR, artggrated
stress respon3eW k o m- r k a cI$R psnsagakv-regulacji UPR a jego mechanizmy
mol ekul ar ne zal eON od f o0 s ycanegy Ilczyrmika inicjapoji d j e d n 0 S
transl acji 2 (el F20). Co wail icejrot@aae ni OMRAL ( 2
zmol ekul arnych skgadnik-w I SR w kom-rkach ssa
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przetwarzaniecboi agka bgony wewnntrzdej j mgbodkhondarzie
a

(DELE1s), kt -r gromadzi sifn w cytozolu i wy

144. Mage biagka szoku smalehpdtshelkpooteijJs HSPs, ang.
Mage biagka szoku cieplnego (sHSPs) to ni
stanowwNzpiéinin obrony przed stresem zwi Nz
zwi nildbtryooH agdmiwadelc h( Hasl beck i Vierling, 2
szybko syntetyzowane w odpowiedzi na stres ¢
iin., 2008; Waters iin., 2008aobserwowanponadta ch wudzi ag w rozwoj u r
stosowanego stresu (Wang i I n. , 2004, Ma i [
kDa w przypadku form monomer ysasoaugwdr, z Hc zkw ev
oligomery skgdgadajNce sifi z co najmniej 12 mc
sHSBposi adaj N konserwatywnN domenfin rdzeni owN
kt -ra jest hokmoysgalkizmp zZokiahdavwn-ujy.N, Sdec rsed S
wi NON zdenaturowane pod wpdgywem stresu biagk
[ utrzymuj N zdenaturowane biagka w stanie zoc¢
p-Ffniejsze ponowne funkcjorkalGre yxzwi rziai eilenyzx t
(Nakamoto i Vigh, 2007). Ponadto, sHSRogN r - wni eU przyczyni al ¢
podczas stresu poprzez wiNzanie sif z nimi [
i Vigh, 2007;Ho r vi§tihn. , 2008) .o0HJecmeS|Iw ncystHBSPs!l ws,N j N
endoplazmatycznym, chloroplastach, peroksysomach i mitochondriach (Waters i Vierling,
2020) . DotychczaspebgtihoShy ol gs H&RKabadlg dawa § ¢
roSlin, z wyj Nt ki em mentyfikkevanego duDi mdlanogagter HSP 2
(Dabbaghizadeh i in, 2018Niedawno przeprowadzone badamay k az a gy , Oe r -
ussak- -w w eoptymanctknaacghe cyt ozol owe HSP i mportow

mi ndzybgdgonowe|j mit ochondr i -nowy (Adridenssems itinwo r z N

2023) . WSrszdentffikowasyehSuR. thalianawy r - Uni amy m. in. | e
zlokalizowanyw y § N ovzmitacteondriach (HSP26.5) oraz deHSPsk i er owane zar -
do mitochakdrii -evhl oropl ast - w ( 5iPIA,320). i HSF

Jednoczesne obni Uenie poziomu wszystkich tr:
do drastycznych zmian we wzroScie wegetatyw

optymalnych, sugeruj Nc tym samym warankaet nN r o
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bezstresowych (Escobar i i n. 2021) . Prawi e w
gg-wnie pozyt yswmnyo dwpodwive dsiHSH oSl in na zastoso
Warto jednak zaznaczyl, Ue Sabserwivali natomiast 2 016 )
efekt przeciwnyz mni ej szonN tol erancjfin na stres ciepln
r o SArabidopsisk onst yt ut ywni e e k sAgnostissjolonifeangAIM8PAZ h s HS P s
l ub AsHSP26.8a. Odkrycieddoopodkij &S§lya sHERE, | E
opi ekmdBhe € jméeiakowego przegoUenia na wszyst ki

2. CEL PRACY

Celem niniejszej pracy bygo zbadanie mol eku
wstApnych zwi Nzku mindzy mit dMAHo rad rt iea Imoy mil ep ra
roSlin na stres umiarkowani edop o didegtylilagio n e j t e
konkretnych substrat-w badanych proteaz (poc
proteolizie) oraz identyf i kahdckpnirolopanyehtcpezezz w we wn
owe proteazyDodat kowym cel em bygo okreSlenie partne

wysokoczNsteczkowe kompleksy wraz z proteazN
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3. MATERI| A GIFTODY
31.Materiagy
311.Materiag roSlinny
Podczas realizacji rozprawy klorskiej obiektemb ada E by g rzodki ewni
(Arabidopsisthalianp. Je Sl i ni e wskagziamdadyackad)yp r ©Sl
Do bada@® wykorzystano nastnpuj Nce roSliny:
f WTiroSliny typu dzikiego
 ftsh4li poj edynczy mu tDAA W genie A2gP6140(SALKNO35IO7).
Mut ant zostag schar akt eSmagkovskaaim (2016), Heidelna | a |
Czarnaiin. (2018)
1 omali pojedynczy muta t z i iDNew gepiNALSH1740 (SALK _088054C).
Mutant =zostag sMiddairina(ROl®Br yzowany w
1 slpl-171 pojedynczy mu a n't z -DNAswe gemig A¥@7685 (SAIL_210 D11)
utworzony na tle mutantaqrtl-2 (Copenhaveri in. , 1998) . Mut ant
scharakteryzowany w Gehl i in. (2014).
1 slp21 1 pojedynczy muta t z i DBl w ggniél At54100 (SALK_138526).
Mut ant zostag scharakteryzowany w Gehl [ [
 FTSH4™8Yimut ant z wprowadzonN nieaktywnN prot.
utworzony na tle mutanttish4-1. B i FA$HK makowang e st FineGt Mubant
zosapmmigsany w Opali GBGska i in. (2018) .
f hotlipoj edynczy muDNAmgenie Atign4816 (SBLK N66B74Eharng
iin., 2006).
f mge2lipoj edynczy mu tDAA W genie Atdg26E0 (SALK_075614).
Mut ant zostag schar alkt eryzowany w Hu i i n.
ftshl1lipoj edynczy mu-DNAwtgeneAtSg58576(3ALK _0B30%7)
ftsh4-3 7 pojedynczymut an't z -DNAvs gemiedj2d26140(SAIL_1283 F10).
Mutant posi ada f unkcj) on adzbawioneb@k @ §Hc @ . FZMbBdttdangt
scharakteryzowanwy Gibala i in. (2009).
1 ftsh4-2 7 pojedynczy mu a n t z -DNAswegeriej ARR@6T40 GABI_103HO09.
Mut ant zostag scharakt)eryzowany w Gi bal a i
§ ftsh37i pojedynczy mutat z i -DNAewrgenje Ri2gP080 (SALK_037144).
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1 ftshl07 pojedynczy mutat z i ns©NA W benielT Atl§7510 (FLAG_461H05)

o0 ekotypie Wasilewska.

 ftsh3/1Quciszonyi PO dW- j Ny muztoannN w3k Swyaeios eaz FTSH3

( At

iFTSHIO (Atl® 7510) =za pomocN techni ki i nterferenc

doktorskiej diMarty Kici (2011).

f OMAI°Eimut ant o zwi ks z (Atbgsl740pkosdp rkeosnjtir oOMW 1p r o m

konstytutywnego wirusa mozaiki kalafiora 35S (anm@auliflower Mosaic Virus
CaMV35) . ONBAIL zipkowanej e st FhAG. MNtant opisany w pracy
doktorskej dr Renaty SkibiecBgaszczak (2017) .

 FTSH4°E i mut ant konstytutywpegnejkspgegp&ouj NNcDN
(At2g2 6 1 4 0) pod kontrol N promotora 35S wirusa
rewersyjna utworzona z wykorzystaniem mutdtga4 1 (ftsh41-FTSH4) Bi ag4« o FTSH
znakowane jest met k NOPbBAGEsKat ania.opi(28ng) v

T WTwasit oSl iny typu dzikiego o ekotypie Wassile
3.1.2. Szczepy bakteryjneEscherichia coli
Podczas realizacji pracy dokt ornmskkmpetgntnyrla st os o w:

k o m- E. eok

f Chemi kompet e tohbeH skUifttmy Fhirmo Fisher Scientific o genotypie:
F-0801I1 acZ M1 5-argh Ul@OaecAlrendAl hsdR17{nkk+) phoA supE44
thi-l gyr A96 rel Al &

f Chemi kompet eB toli@n & o3T@REEfirmy Thermo Fisher Scientific

0 genotypie Fmc r A dgdRMSmc r B C) 080l acZmpM15 ml acX74

r

p( alreau) 7697 gal U gal K psL (StrR) endAl nupG

3.1.3. Plazmidy

Wektory stosowane do otrzymania konstrukt

enzymani restrykcyjnymi:

1 pGEM3zf(+) (Promega)- wektor wykorzystany w toku klonowania sekwenciji

k oduj NaD$,cahg.coding sequendep ot encj al ny prhteazFuSIH4 t r a 't
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iOMA 1 wytypowanych na podstawi e @pSni k- w
wprowadzano pod promatem T7. Klonowanie przeprowadzono z wykorzystaniem
obecnych w polilinkerze miejsc rozpoznawanych przez enzymy restrykcyjne. Utworzone
konstrukty posguUygy do ihoiSowizydskzaeGEchp dri tay
mitochondi- w Markerem selekcyjnymw bakteriach jest ampicylinaBPo pr awn o S
transformant - w s p-iebieskefoadr oncz padN D.iagJgads

Wektory stosowane do otrzymani a konstrukt

technologin typu Gateway:

T

PENTR-d-TOPO (Thermo Fisher Scientific) wektor wykorzystany w toku klonowania
sekwencji koduj Ncych SLP1 i FTSH4. Dzi ki
att, moUliwe bydghwenecek wydewp Wyynd e adpek y c h
wektor -w ekspresyjnych niahonolagicand.Marleremr e a k c |
selekcyjnym w bakteriach jeknamycya.

PSAT4-DEST-nEYFP-C1 (pE3136), CD31086_ pSAT4DEST-n_1-174 EYFRC1 -

tzw. wektor docelowy, bnAndNcy pod kontrol N
biagka fuzyj ne g oragmerdem (1774 ) anaczika KYERNaIGI0 GEc u
badanegob i a gVlarBerem selekcyjnym w bakteriach jemsmpicylina. Wektor ten
wykorzystywany bygd w ckadujeNdkyowmoWaml ai sEK
ZpSATSDEST-CEYFRC1 ( B) tworzy kadmplagty whdE Ba dF&LE od
PSAT5-DEST-cEYFP-C1(B) (pE3130), CD31097_pSATSDEST-C_175end_EYFP-
ClB-tzw. wektor docel owy, bAdNcy pod kontr
ekspresjn biagka fuzyjnego wraz z koG owym
C-k 0 CEcdanedpoa i a. §arkerem selekcyjnym w bakteriach jeshpicylina. Wektor

ten wykorzystywany OGS wbLEDEISHANrdz pSAT4o wa ni a
DEST-nEYFRC1 t wor zy kompl et do bada@® oddzi agyw

3.1.4. Oligonukleotydy
Syntezn st ar t ewychdoanmphfikage e ky g d ry avjai koduj Ncych b

do reakcji PCR w czasie rzeczywistym oraz reakcji sekwencjonowania zlecano firmie Eurofins

(Niemcy). Sekwencje wraz z opisem starter- - w
w Tabelacl3.1-3.3.
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Tabela31l.Spi s starter -wwwykakzyet khpyolbowa® sekwencj i
Podane numery akcesyjne pobrano z bazy danych TAIR. W przygab8H4i SLP1pr oj ekt uj Nc st art
pomininto kodon STOP. Mi e pyshcnakleazes d rr ey &bzoagzamne koldrera p o s z c z e
czerwonymNa ni ebiesko zaznaczono sekwencjfi ke@ ementarnN

koduj Nc

NAuCrr;Ie r Gen Starter Lewy (Forward) Starter Prawy (Reverse)
A5q08060| B145 | TACCGGAATTICATGGCGAA | CGCICTAGATTATTTCTCGTAG
g (Furry) ATCAGTGTCGAC CCTCCACCAC
n2002050|  B1g | TACCGGAATTCATGGAGGT | CGOGGATCOCTAAGCATTAGC
g TCCAGGTTCATCGAAG AGTTTTAGGGATAAGAGG
n2aa7730|  pa | TACCGGAATICATGGCAAC | CGOGGATCCTTACTCTTGGAC
g AAGAAATGCTTTG CTCTGGCTG
TACCGGAATTCATGAGCGG | CTCGGATCCTCAGTATCCCCA
Al3g52300)  ATPd AGCCGGTAAGA GTTGTCATTACG
CTGCGGAATTCATGCAAGG | CGOGGATCOCTAGTAACCTCC
At5g10860) CBSX3 TGTGATTCGATCC CTGAATATACGCA
TACCGGAATTCATGGCCGC | CGOGGATCCTCAGAAAGACTT
A4g15910| LEAA4L TCGTTCAC TGCTTTGTTTTTCAAAAG
At2g26140| FTSH4 ATG(AS%EGAGGCGC CGATACTGGCGCCATGTCTT
ATGAACCACCTCGTT
At4g27585| SLP1 e, CTGCGGATCCTTGTTGCGG

Tabela32.Spi s st arwamychwweaksjaclo BC&R w czasie rzeczywistynRodane numergkcesyjne
pobrano z bazy danych TAIR

NAugle ' Gen Starter Lewy (Forward) Starter Prawy (Reverse)
Gen referencyjny

At3g18780] ACT2 | GGCATCACACTTTCTACAATGAGC| ACCCTCGTAGATTGGCACAG
Geny Mitochondrialnego UPR

At5g51440| HSP23.5 TGGCGTCATCATCGGCTTTAG TCATAGTTTCTGGCGGCGTT

At4925200| HSP23.6 TGAGAATCGACATGCCTGGG TCCGATTACCGCTCTCTCCT

At1g52560| HSP26.5 ACACCGACGATCATGGCTAC GCCCTGGAACCTCGTATCTG

At3g22370| AOX1A | AGCATCATGTTCCAACGACGTTT | GCTCGACATCCATATCTCCTCTG

At2g21640| UPOX ATCATCATGCAGGAAGAGGGTG | GAAGCTCCCGAATATCTTGTCC

At2g33210| HSP60 CCTTCACAGCACAGACCTTGAT ACTGGCCCTCAAGAAGCAAA

At4g37910| mtHSC701 AGGTTTGGTGGGCAAGTTGA CTTGCACTTTGGGAACACGG

At5g55200| MGE1 GTCGCTCCGAAACCATGGAAC GCTTTCCCCACCTCCACATTC
Geny Chloroplastowego UPR

At4924280| cpHSP701 CTCGTGAGGAAGGTGACTGG AACACCACCTAGGGTCTCCA

At5g15450| CLPB3 TGAATGCTGCAAGGTCAATC TCCTGTCTGCAATTCGCTTC

Geny UPRRetikulum Endoplazmatycznego

':‘g%‘;%%i% BIP1/2 TCACTTGGGAGGTGAGGACTTT | CTCACATTCCCTTCGGAGCTTA

At2g32920 PDI9 GCCCTGTTGAAGTGACTGAACT TGTCAGGTAQ%Q':AGAGATAAA

At2g25110 SDF2 CCTCCATAGCCATGACAAGAA TTCTCCCGAATTCCACACAC
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Tabela 3.2. Spisstagr - w st osowanych w reakcjaecdh PCR w
NAuE;nle ' Gen Starter Lewy (Forward) Starter Prawy (Reverse)
Geny Cytoplazmatycznego UPR
At1g56410| HSP70T1 | GGAATCGATCTTGGTACTACGT | CTTGATTCTTAGCAGCATCACC
At5g02490| HSP7015 | CTGAGAAAGATGTTAGGGGTGT | TCTCTAAAGGCCTCTTAACACG
At5g02490| HSP7062 GCTGCTAAGAACCAAGTCGC CGACAGCGTTCTTGACCGTA
Pozostage
At2g26140| FTSH4 GCTATGGAGTACAATCCGAAC CTTCTTCGTGCAAACCAAGTC
At4g27585 SLP1 GGGTCTTCAGTGCCTTCGTT TGTGCTCGATTCACCTGGTC

Tabela 33Spi s

st ar t e rwamwch dos dekwenzjgnewaniaStartery komercyjne: M13 (w4#3),

M13 (uni21), M13 (rev29). Starter FTSH4 (59814): starter do amplifikacji fragmentu gertlSH4

kompl ementary

do sekwenciji ob

ej muj Ncej odcinek

Startery wykorzystywane do sekwencjonowania

M13 (uni-43) M13 (uni-21) M13 (rev-29) FTSH4 (594614)
AGGGTTTTCCCAGTC | TGTAAAACGACGGCC | CAGGAAACAGCTATG | AGCTCTTATCGAGG
ACGACGTT AGT ACC ACAGAGG

315 Przeci wci a §drzasdetgkejiammenolpgicznych

W Tabeli3.4 zaprezentowano zestaw ptzé wc i a §

detekcji immunologicznej.

stosowanych w

czasie r 2

od 594

ekspe

Tabela34.Spi s pr z-éelccr wdodawyth stosowanych i mmunodetekcji
Przeci weinaipaw el
Nazwa Opis tr - dgo Typ Rozci e
ACO1 przeci wci a Agrisera (AS0%21) poliklonalne 1:10000
CytC przeci wci a  Agrisera (ASO843A) poliklonalne 1:5000
Thermo Fisher Scientific
FLAG przeci wci { (F1804) Sigma Aldrich monoklonalne 1:5000
(F3165)
FTSH3 przeci wci a Wy k Xgrr]isaerr: ¢ pr poliklonalne 1:1000
FTSH4 przeci wci a Agrisera (AS07205) poliklonalne 1:1000
FTSH10 przeci wci a Agrisera (AS07251) poliklonalne 1: 1000
HSP23.5 przeci wci a Agrisera (AS1532979) poliklonalne 1:500
HSP23.6 przeciwcid a kr ; Agrisera (AS152980) poliklonalne 1:1000
HSP26.5 przeci wci a Agrisera (AS152981) poliklonalne 1:1000
HSP70 przeci wci a Agrisera (AS08 347) poliklonalne 1:5000
IDH przeci wci a Agrisera (ASO&03A) poliklonalrne 1:5000
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Tabel a 3.

4 .

Spli-5 z

pPdewgctlwcshagdgsbwanych

mmunodetekciji

Nazwa

Opis

tr-dgo

Typ

Rozci e

LETM1

przeci wci a

Dzi nki upr z
Oliviera van Aken,
University of Lund, Sweder]

poliklonalne

1:5000

MGE2

przee i weci aga

Dzi nki upr ze
YeeYung Charng,
Agricultural Biotechnology
Research Center, Academ
Sinica, Taipei, Taiwan

poliklonalne

1:2000

NAD9

Dzi nki upr ze
M. Gualberto and dr
Geraldine Bonnard, CNRS
Strasbourg, France

poliklonalne

1:5000

PHB

Dzinki upr z €
Wataru Sakamoto, Okayam
University, Japonia;
Piechota i in., 2010

poliklonalne

1:10000

PREP1

Dzinki upr z €
El Ubi ety ®ltya
of Stockholm, Sweden

poliklonalne

1:1000

RBL12

Kmiec-Wisniewska i in.,
2008

poliklonalne

1:1000

RISP

Dzinki upr z
Monika Murcha, University
of Western Australia,
Australia

poliklonalne

1:1000

RPS10

Agrisera (AS15 3067);
KwaSniak i

poliklonalne

1:500

SLP1

QD

Dzi nki upr z
Bernadetty Gehl,

Uniwersytet Oxfordzki,
Wielka Brytania;
Gehliin., 2014

poliklonalne

1:5000

TIM17-2

i wd

Dzi nki upr z
Monika Murcha, University
of Western Australia,
Australia

poliklonalne

1:10000

TOM40

Dzinki upr z
Monika Murcha, University
of Western Australia,
Australia

poliklonalne

1:1000

Przeci wmenidhddgvwae

Opis

tr-dgo

Typ

Rozci e

Kozi

e przeci wci a

kr -

przeciwkotr zAdowym pr |

l'iczym (G

Agrisera (AS0%02)

poliklonalne

1:20000

Kozi

e przeci wci a

my si m

( GUM)

przeciwkotr zAidowym pr |

Agrisera(AS09627)

monoklonalne

1:10000
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3.1.6. Komercyjne produkty i zestawy odczynnikowe

Zestawy:
Zestaw do oczyszczania RN&eneMATRIX Universal RNA Purification Kit (EURX)

Zestawd 0 o c zys zc z aBymaecledh i8&l DNA RBcevery Kit(Zymo Research)
GeneMATRIX Agarose-out DNA Purification Kit (EURX)i Basic DNA Purification Kit
(EURX)

Zestaw do oczyszczania DNA z mieszaniny reakcyfaepeJET PCR Purification (Thermo
Fisher Scientific)

Zestaw do izolacji plazmidZR Plazmid MiniPrep Kit (Zymo Research)

Zesaw do odwrotnej transkrypcjiHigh-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems

Oparty na retikulocytach, bezkmwtrorTknoTwy Ts7y st e
Coupled Reticulocyte Lysate System@romega)

Zestaw do klonowania ystem Gateway)p ENTRET®POE Cl oni ng Kit, W
Shot E TOP10 Che mikael(lhwtrog€p mpet ent

Zestaw do klonowania (reakcja rekombinacji, system Gateveag)t e way E LR Cl on a
Il Enzyme mix (Invitrogen)

Zestawy do detekcji chemiluminescencyjneClarity Western ECL Substrate (Bio-Rad)
i WesternBright Quantum kit (Advansta)

Zestaw odczynni k- wDClPmtein Assag(BizRad)i a bi agek:

Zestaw odczynni k-w do wywcCaestreanmDENTAL Xisagy r adi ©
(KODAK)

Inhibitory:

Inhibitory RNaz: Ri boLock RNase | n KThdrmot Eisher $cierttific)U/ OL )
iRecombi nant RNasi nE Ri {Rvomega)l ease | nhibitor

Inhibitory proteaz:Protease Inhibitor Cocktail (EDTA-Free,100xin DMSO) (Bimake)

Enzymy:
DNaza I:DNase I(Invitrogen)

PolimerazyDNA: Phusi onfFidieghty DNA Pol (Jhermo Rishes (2 U
Scientiic)iDr eamTaq Gr een DNA RiuhérmorsheaSsientifi)s5 U/ OL)

LigazaDNA:T4 DNA Li g a@netroged U/ OL)
Proteinaza KProteinase K(BioShop

49



Antybiotyki:

Ampicylina (SigmaAldrich)
Kanamycyna (BioShop)
Ceftriaxone (Sigma)

Enzymy restrykcyjne:

EcoRI( 10 U/ OL) (Thermo Fisher Scientific)

BamHI( 10 U/ OL) (Thermo Fisher Scientific)
Xbal( 10 U/ OL) (Thermo Fisher Scientific)

Kpn, HC( 50 U/ OL) (Thermo Fisher Scientific)
Pstit 10 U/ OL) ( Screwmificmo Fi sher

Markery mas:

Bi agkowy mdorekleerkt maé$é or ezy w wa:irRiecidiondPlus denat u
ProteinE Dual @wlRad)j St andards

Bi agkowy mar ker ma s diNaeie&eMaokBr &Jnyst aiah § an
Standard (Thermo Fisher Scientific)

Wzorcewi e | k o SReifect BINsSAKbDNA Ladder (EURX)i Perfect 1001000 bp DNA
Ladder (EURX)
Dodat kowe materiagy eksperymental ne:

Kolumny do wi Powaoe& 8§ 0banapcCap(fhersio Fisher
Scientific)

96-d 0 § k o weHaml W te k iFWell BCR Plates(Bio-Rad)

Folia do zaklejanigp g y Mierkseal 'B' PCR Plate Sealing Film, adhesive, opticalBio-
Rad)

Membranailmmun-Bl ot PVDF Membrane, 0. (Bio-Qan) Rol I, 26

Got owe Uel eNgtiade RAGBW e 3-Tris,d.0 mrd, ¥ini PBieis Gel
(Thermo Fisher Scientif)c

Odczynnik reakcyjny do PCR w czasie rzeczywistfgnT PCR Mi x QB RE A
Biotechnology)

Z § o U eFLAGY Any-Flag Affinity Gel (Bimake)
Buf or o b 2xii 4 UaeinnliSgmple Buffer(Bio-Rad)i o pi sywane dal ej w
jako 2xSB i 4xSB
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Znakowana iatopem 35[S] kmetioninal -35[S}methionine (ImCi, 37MBq) (PerkinElmer)
Klisze radiograficzneCar est Be a ME x E  NSRym4 Aldriah)
Mieszanina dNTPANTP Mix (10 mM each) (Thermo Fisher Scientific)

Pozostage odczynni ki :
A ADP -Al&ichy ma
A gaa SigmaAldrich)

A a g a\pptichem) ( A etanol (Chem
A akrylamid (MP formalrkphyd

Biomedicals) A glicerol

A APS (Sigma Al dr_i

h
A CTP ()SI g ma

A askorbinian ,sodu
(BioShop)

A ATP (BioShopy HEPES(Sigma
A I PTG (BioSho

A dakrymmid (MP

Biomedicals) A izopropanol
ABis-Tris (MP A KCl (Chempu rA)
Biomedicals)

A ¥PBy (Chempur)
A bgnkit bromofenol ow,

(POCH) kwas
aminokapronowy (MP

Abgnkit bryl an Bismadicals)
Coomase G-250

A kwas octowy

A DTT (1 CN Bi ofmendeitciaolnsi)na ( Bi 0 S
A EDTA (Bi oShofp)Mg(ICN

Blomed cals
vl ipals)

W g BOCH)

A[hrr)mcznl k (POCH)

A'Z\ drolpcsh)( Bi oShop)

A HCI (Chempur/:\ Nacl (BioShop)

AAI OIADH( é>rp)pl i ch

/-\p)NaOH (Chempur)

A( Ol apnu rs)odu ( Bi o

per kol ( Si gma A

A piasek Si 02 (Si
Aldrich)

A pirofosforan te
(Sigma Aldrich)

Cphl rogro)nl an (Bi

A It §rilantow

Coomabss?eR-ZSOy A kwas ortof os'g’f orNé)Swa (BioShop)
(Chempur) A podchloryn sodu

A bromek etydyny g .

Aldrich) A nhetlonlna( |gma A poUywka LB (POF
Aldrich)

A BSA (BioShop)

A LB (Roth)

bursztynian (BioSho

CAPS (BioShop)
A "'mannitol

A
A
A CHAPS ( Rot h)aldrich)
A
A

digitonina (ASiMe® (Bi oSho

Idrich
) A metanol
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A" -cysteina (Biogh%p)

p)

A poUywka MS (Sig
Aldrich)

A RADRSigma

. Aldrich)
g ma

A Rotiphorese 309
rroztw-r (Roth)

A sacharoza (Bi oS

(Chempur)



A sSDS (Roth) A tiomocznik (APOWH)i nomycyna
A sole Ga-mborgla TBRi s ( MP Bio(?ﬁoesgop)cals)
(Sigma Aldrich) A Tr i00qHiukaX A -gél (BioShop)

A  TEMED ( Bi OShAOpT)weenZO (Mer,(&lsi-erer;:aptoethanol
A TES (BioShop)

3.17.Bazy danych, Opr ogr a mbismdormatacznei stoshveanez nd z i a
w trakcie realizacji pracy doktorskiej

Bazy danych:

BazadanychTAIR (http://www.arabidopsis.ojg

BazadanychUniProt (ttp://www.uniprot.orgy
Baza danych SUBAStps://suba.live/search.htiml
Baza daych DAVID (https://david.ncifcrf.gov/home.j$p

Programy | narzndzia bioinformatyczne:
Program ePLANTHttps://bar.utoronto.ca/eplan{Fucile i in., 2011; Waese i in., 2017)

Program Clustal W i jegdunkcja dopasowywania wielu sekwencji (angultiple sguence

alingmenj (https://www.genome.jp/toolbin/clustalw

N a r z i Donble®igdst Calculator f iThermy Scientific

(https://www.thermofisher.com/pl/en/home/brands/thesuientific/molecular
biology/thermescientific-restrictiormodifying-enzymes/restrictiognzymeshermo
scientific/doubledigestcalculatorthermascientific.htm)

N a r z nviitarates http://mitf.cbrc.jp/MitoFates/cgbin/top.cg) T Nar zndzi e predykec

do identyfikacj. domni emanych mit @ukidsawadr i al ny
iin., 2015)

Nar z n dPrebexr (https://urgi.versailles.inra.fr/predojai Nar zndzi e predykcy]j
identyfikacji domniemanych o Ec owy ch sekwencj i kieruj Ncych
2004)

Server TargetP2.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/services/Tar@e®® 1 Nar zndzi e

predykcyjne do identyfikacji domniemanychké Ec o wy ¢ h s e k w e inmdejsc kKieruj
c i n(Armenterosiin.2019)
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http://www.arabidopsis.org/
http://www.uniprot.org/
https://suba.live/search.html
https://david.ncifcrf.gov/home.jsp
https://bar.utoronto.ca/eplant/
https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw
https://www.thermofisher.com/pl/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/thermo-scientific-restriction-modifying-enzymes/restriction-enzymes-thermo-scientific/double-digest-calculator-thermo-scientific.html
https://www.thermofisher.com/pl/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/thermo-scientific-restriction-modifying-enzymes/restriction-enzymes-thermo-scientific/double-digest-calculator-thermo-scientific.html
https://www.thermofisher.com/pl/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/thermo-scientific-restriction-modifying-enzymes/restriction-enzymes-thermo-scientific/double-digest-calculator-thermo-scientific.html
http://mitf.cbrc.jp/MitoFates/cgi-bin/top.cgi
https://urgi.versailles.inra.fr/predotar
https://services.healthtech.dtu.dk/services/TargetP-2.0/

N a r z nMitaProe 1l (https://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.htihli Nar zndzi e predykc

identyfikacji domniemanych M o Gc owy ch mi t ochondrialnych pr e
(Claros i in., 1996)

Narzndzi e D dtpg/diMbldiidvtoni/DeepTMHMMIi Nar zndzi e predykoc
okr eS|l ani a-hdlikalpyohlibetgi ér ya koawy ch bi agek transme
1.0.24) Hallgreni in., 2022)

Oprogramowania:

ImageJ Fiji (Fiji)

SnapGeneE Viewer 5.0. 4
CFX Maestrd oprogramowanie doRCR(Bio-Rad)

3.2. Metody
321. Hodowl aA thaightzen wzgl indu na warunki temper a

3211Hodowl a w warunkach optymalnych (LD, 22A

Pok - j hodowl any (fi topterom)u z dmwiaa lomiHdeay @ii e § @
photoperiodLD)i16 godzin Swiatgdga i 8 godzin é&i emnoS$S
oraz temperaturze 22/&@.i wilgotnoSci na pozi

3212Hodowl a w warunkach umi arkowanego stresu
Safa hodowlana z warunkami fotoperiodu dni a

poziomie60%. Hodowle prowadzono womorze hodowlanej firmy SANYO.

322. Hodowl aA.tha@ighhzen wzgl idu na zastosowane pod
Nasiona przeznaczone do wysiewaniaoadpg o Ue st age | ub do hodowl
wstnpnie padryzdyziazgi B48t Bpni e sitampearajufze k ac j i
4AC przez 48 h.

3.2.2.1 Hodowle wodne

W250300 ml kol bach Erl enmayera umi2ébsgiMSZ ano p
(Murashige i Skoogtzw. 0.5 M3, 3% (w/v) sacharoza, 2 mM MES, 1.8 goli Gamborga

B-5,pH 5.7), do kt -rej dodawano antybiotyk |
wysterylizowane i poddane stratyfikacji nasioAa thaliana Tak przygotowane kolby

pr zenoszono do odpowiednich warunk-:-w i hodoc

wyt r zNsaj Nc z priandkoSci N 80 r pm.
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https://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html
https://dtu.biolib.com/DeepTMHMM

3222Hodowl e na poUywce stagej

Po uprzedniej sterylizacji i stratyfikacji, nasioAa thalianawy si ewano na pgytKki
zpoUywk N 0.5 rodS+ agar (518 ogh MS, 1.5% sacharoza, 1% agar
bakteriologiczny, pH 5.7)Hodowle prowadzono w odpowiednich warunkach przez okres
maksymalnie 2 tygodni.

3223Hodowl e na podgoUu naturalnym (ziemia)

Ho d o w.lthdlianapr owadzono na poddiesthnina zi&nti kwiawes t an o wi
zperlitem i nawozem, przygotowanej wW proporcj.i
nawozu. Przed przeniesieni e mA. thaligapionc zrNa kpavadbd o C
wysi ewano nsa apghadowanoktak ez okres 2 tygodni w odpowiednich

warunkach. Po tym czasie siewki przenoszono do pojedynczych doniczzk 2 mi N

ikontynuowanN hodowl .

3.2.3. Sterylizacja nasion

W zaleUnoSci od rodzaju prowadzonej hodowl i ¢
prob- whidoEppmpeo objAtoSci 1.5 ml w przypadku n
podgoUu stagym |l ub do falkonu o objntoSci 15
hodowli wodnych. Nasiona zalewano 1 ml (lub 10 -nlodowle wodne) 70% roztworem
etanoluiinkubwano ze stagym mieszaniem przez 5 min.
dwukrotnie 1 ml (lub 10 ml hodowle wodne) sterylnej wody i zawieszano w 1 ml (lub 10 ml

- hodowle wodne) 5% roztworu wybielacza ACE z dodatkiem 0.1% Ta268erPo 8 min

inkubacjizesa gym mi eszaniem, nasiona ponownie kil kuk
Wysterylizowane nasiona zawi e sodyairpoddawanoni e wi e |
stratyfikacji.

3.2.4. Hodowla bakterii E. coli

HodowleE. colipr owadz ono n a LBioahar(butaiBertani & §/lyekstraktu
droUdUowego, 10 g/ | tr yhakteoatogiczegd! gb | wNpelywd &
pgynuBedgz agarupr z e z okogo 16 godzin w temperatul
wytrzNsano przy prnadkoSci 1p6dgoplhe. uW upefgac
oodpowiednant ybi ot yk. W przypadlebieeaslkeélec jpiodgetlied N |
ponadtoo IPTG 1 00 ©Ogaami2)o Og/ ml )
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325. 1 zol acja mitochondri - w

Mitochondria izolowano z -2ygodniowych siewek hodowanych w formie hodowbdnych

w temperaturze 22AC |l ub 30AC. Ilzolacjh prze
przez Lyu i i n. (2018). Wszystkie etapy 1izol
osad zawierajNcy oczyszczone mitofertlboWBiri a z&
0.3 M sacharoza, 10 mM TES, pH 7.5). Wyizolowane mitochondria wykorzystywano
bezpoSrednio do dalszych eksperyment-w bNdF¥
przechowywanow8 0 A C .

326.1 zol acja agregat - -w bi agk dolyitonte XAl0O0er ozpuszc
l zol acj a agregat-w biagkowych ni erozpuszcz
przeprowadzona na podstawie Bender i(2011) z wprowadzeniem kilku zmianF{gura

43N . Agregaty izolowano z mitochon22ACwl ul S|
L D, 30AC. Do prob- wki przenoszono porcjn wy
300 Og biagka mitochondx i mimego pirOGOswk @ 6 eviaN o

wt emperaturze 4AC. Uzyskany osad zawikszano
buforu i i nkubowano na | odzie przez 30 min.
(TOTAL), kt - rN przeznaczano do precypitacij.i b i

(TCA) (pod 0z dX2idaRpzost agN cziSi pr - bHitachiprzeavano (
30min z prai@®@WOScwi Ng 15t emperaturze 4AC. Uzy
(SUPERNATANT) a obecne w nim biajjikazgpopgmealoT@

powstagy osad ponownie zawi éeqnnzamesywnbeOo wptr

iwi rowano w ultrawir-wce jak powyUej. Supern
w 50 fddusolubilizacyjnego (PELLET. Pr - by bi agkowe, kt-re p
pomocN TCA, r -wnieU zawieszano w 50 Ol buf

inkubowano przez 5 min w temperaturze 95AC
|l dentyfikacjn wybranych biagek w zebranych g
(podr 0z d32ila gz wykorzystani emTabela84).npnych przeci

W przypadkuideny f i kacj i cagej pul i bi agek w agreg
w Tritonie X-1 0 O , osad uzyskany po ostatnim ultrawi
buforu |izujNcego. Nastnpnie zawiesinn podd

(25% TCA) podrozd2i ad®o3 wystuszeni u, osad wysyganc
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MS/MS (ang.Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrométry | dent yf i kacj n
zlecono Laboratorium Spektratnii Mas, IBB PAN w Warszawie.
U Buf or |0.5%jv)NGton %100, 30 mM Tris, pH 7.4, 200 mM KCI, 5 mM EDTA,
0.5 mM fluorek fenylometylosulfonyl(PMSF)
U Buf or sol 2Bi ImMz TjrNsy: pH 6. 8, @nerBapioefanol, v) SDS,
8 M mocznik, 2 M tiomocznik, 0.08% (w/v) bghn

3.27. Pr ecypi t azzjs@asowaniemikedsu trichlorooctowego (TCA)

Zawi esinn biagek zawieszano w jednakowej obj At
80AC przez cagN noc. Po b6k ulaglprzezds miby wi r o
wt emperaturze 4AC.anSupezranSatoasnad oidnrkze20oAwCa)n o w

100% acetonu w temperaturz20 AC pr zez 45 mi n.owmewirowanou b acj i

zpridko®0O0ONx28 przez 10 min w temperaturze 42

suszono na powietrzu przez kilkamat. Ostateczny osadwieszano we wskazanym buforze

328. 1l zol acja cagkowitego RNA z roSlin

Do izol acji cagkowitego RNA stosowano komer c\
Purification Kit Mat er i ag wy | S etygadmiowe sievki poayskiang ¥ hoBlowli
wodnych | ub poj edtyyngcozden,i omiyocche rlwissl teknii h6o o wh a g |
wykonywano zgodnie z protokodgem zagNczonym p
pr - bki z ewentual nych zanieczyszcze@®& wW post
dodak owy et ap trawienia preparatu RNA roztwor el
stnlUeni e uzyskanego RNA mi erzono z wykor zy
(podrozd2ziag 3.2.10

3.2.9. Izolacja plazmidowego DNA zE. coli

Do i zol acji p | Fa wlisiosiwanozestawh B d B Wé $ mi d - QWssici pr ep E
Procedurin przeprowadzono zgodnie z protokoget
wyj Sciowy stanowi gy g§gNcznie 3 ml cagonocnej

plazmidu mierzono z wykorzystaniem spektrofoetru DeNovix.

32.10Pomi ar stnUenia RNA i DNA
StnUenie RNA i DNA w badanej pr-bie okreSlanc
dgugoSci fal.i 260 nm z zastosowaniem spektro
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podstawie jednoczesnyahddgoudgeozScti- wf aalbis 02 B @ n mj

iokreSlenia stosunk-w 260 nm/ 230 nm i 260 nt
uzyskanego preparatu wzglndem obecnoSci o
organiczty mi i zanieczyszcze@® bi agkami

3211Pomi ar stnUenia biagka

StnlUenie biagka w wyizolomanygchy migogbasSaidr if
z wykorzystaniem komercyjnegpe st awu odczynni k-w DC Protein
pomi ar u Lzoodyfigkadj@ydo pomi aru pobierano peo 1.5
zawi eszano w 3.5 pddbzd®Bi28p sih BaugdEmi alno ster
koEowej objnantoSci 25 Ol. Nastnpnie pr-by p
przez producent a. DI a kdadJdaetgkoo wmp o ki raz yuw Ns psotr
zwyk or zystaniem roztwor - -w al bumi Bgvinezserusnur o wi
albumin w zakresie stnUe@® od 0.25 mgl/igsdno do 2.

stinUenie badanej pr - bki

3212Frakcjonowanie biagek mitochondrial nych
3.2.12.1. Rozdzi ag na fradszcgjzial byafBek zwoRzanyc!
iintegralnych biagek bgonowych

Frakcjonowani e mi t o c h o4tygodniowyeh hodowlil wodryehy c h z
przeprowadzano wedgug publikacij. Mi I | ar [ t
zmi an. Do prob- wkii Spowizeelhoo swzyd rzeoco Ipoowacny ch mi t o«
300 Og biagka mitochondrialnego i wi rowano |
4AC. Uzyskany osad zawi esK®mo (wH300Kkdhe BPuf dmn
zamraUano w cimkagYana,zoaximast fmprei e wirowano
135 000 x g (ultrawi r-00®k3a3 )Hiw atcenmp, e rraottuorrz eP 140
to rozdziela biagka rozpuszczalne, kt -re zi
zwi NzanychteghdlomWNch bhinagek bgdonowych, Kkt - r
Otrzymany supernatant (t zw. pr - ba Rozpuszc
precypitpofgrobdpfagaBomhi &@&st osad zawC®szano
(pH 11.5) i inkubowanmma | odzi e przez 30 min. Nastnpni e
przy prnindkoSci 135 000 x g wW temperaturze
Peryferyczne) pogddnozd}iagaBsa@dTZAw{eszano
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solubil i zvuj Necre-gboa (ltrzt egr al ne) . Bi agka rozpus:z
wytrNceniu z roztworu za pomocN TCA r - -wnieU z
Do wszystkich pr-b d&xSBWweMEPp pPaklpr@ygbubwanoe
inkubowano przez15mn w t emper aturze 56AC z wytrzNsani e
U Buf or sol:d% {(wlviSps, p.NM NaOH

3.2.12.2. Rozdziag na frakcjn biagek rozpuszczaln
Mitochondria izolowane z -Bygodniowych hodowli wdnych poddano frakcjonowaniu

z wykorzystanien 1 M NaCl oraz 100 mM N&GOs na podstawie metody opisanejSelffer

i i n. 2022. bWagka- - mi & pwibrOonwdagi oa | mrezgeoz 5 min  z
21000 x g w temperaturze 4AC. Osad mitochondr
NaCl lub 100mM NaxCOs. Pr - by i nkubowano na | odzie przez
przez 30 min @®0OprxidgoSw itNenpler aturze 4AC. S
precypitacjiz a p o moc N pDd3% oT @4 ndtoiiasBosadl zawieszano w buforze

2x SB( +ME). Wz yst ki e pr-by ostatecznie (+th-MByi eszano
i inkubowanoprzez80 min w 95AC z wytrzNsaniem 650 rpm.
r-wnielUO 25 Og biagkaembydchpoddamaénegakcikonow
3.2.13.Badanie topologii

3.2.13.1. Badanie topologiibi agka OMAL1l

DoSwi adczenie wykonano na podstawie protokog

zwprowadzeniem kilku zmmnabygWametioademdmwiyaq Sci
2t ygodni owych hodowli wodnycl©OMAI? o bwdAKEs wmg Rej
ekspresji proteazy OMA1l znakowanej] znaczni ki e

mitochondria rozcie@®zano do koG owego stnUen
pobieranopo 4®g bi agka mi Nachdmpadicalpoagd ii- mi zawi es z
w 1 mlbuforureakcyjnego pr - by i nkubowano na | odzie przez
dodawano roztw-r proteinazy K do OR0zmgek ani a Kk
i inkubowano na lodzie przez 30 min. W celu zahamowanianaktp S ¢ i proteinazy K
dodawano roztw-r 100 mM PMSF (ko owe stnUeni
przez 3 min. Nastnpnie pr - by 000ixgwtengperaturzer zez 1
4AC. Osad mitochondri al nySB@E-aME), e saz omaos twi p&d eOlp

denaturowano przez 10 min w temperagurz9 5 AC z wytrzNsaniem 450 rp
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U Bufor reakcyjny: 20 mM HEPESKOH, pH 7.4, 50 mM sorbitol, 8 mM KCI, 1 mM octan
magnezu, 0.8 mM KHPQ4, 0.2 mM chlorek magnezu.
0 Roztw-r pramgmnazy K:

3.2.13.2. Badanie topol ogi. biagka FTSHA4

DoSwi adczenie wykonywano nSchfe dind £022)vwBadanieme t o d
topol ogi i bi agka FZ Svkdrzystpnieme p g 9y wh d zmoineon ar u s .
mitochondri w , mi t,aczyll oaganell pazbawionychkb Jony zewaktrzwaj g U
zsolubilizowane]j frakcNatebdagewejwyiniStco o wy mo
topol ogi i bi agka FTSHA4slpblyitppwamaizt2ggodniowyechr i a mi

hodowli wodnychPr ecypi tacjn bi agek saaywparnzadziae 83.8.7 w s p o
zzastosowaniem 25% TCA. Osad bix®HROME) zawie
i inkubowano przez80 min w 95AC z wytrzNsaniem 650 r
pr-by.

3214Badani e termotol erancij.i roSlin

Testy termotolerancji wykomyano w oparciu o Hu i in. (2012) z wprowadzeniem kilku zmian

(Figura 4.3. Pr zed rozpocznci e manot gratyfikaei prrea Sidain a p o
wt emper at W ztee S4 M@niowe Tsiewki hodowane w temperaturzeA22
poddawano stresowi cieplnemu pozei nkubacjn pgytek w tempera
W teScie shaiferm(aegnirgd thermotolerange5-dniowe siewki hodowane
wtemperaturze 22C wst fApnie aklimatyzowano do podw)
inkubacjn w temper atiwriiz e & [So/2gsdziwnezmegenerdcji g o d

w temperaturz&2A C , si ewki poddawano ostremu szokowi
przez 150 min. |ewgtersm Saguired thiermdtolefaed-gniowe siewki

hodowane w temperaturze 22C r - wnih et)i ewsakl|l i matyzowano
podwyUszonej temper at ur-gnioywepréghr@racji W temperaturz nast
22AC, siewki poddano dzi &dTampirzewy SOk iméjn.t evmp ¢
5-dniowe siewki hodowane w temperaturz2A C y wt awi ano na dzi agani e
podwyUszonej temperatury 33AC przez okres ¢
Arabidopsis wysiewano na pgytKki z poUywkN
podwyUszonN temperatur N wykoNWR Eadlactiony. Da a my k a
testu TMHT stosoWM&8no molywksiach.a5 oza, a pgy
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umi eszczano w szafie hodowl anej w warunkach d
stresem ciepga przenoszono z powr amay do wa
morfologicznwanoSpbnokbesiwookogo 10 dni
3.2.15.Techniki elektroforetyczne
3.2.15.1. Elektroforeza DNA w Uelu agarozowym
Preparaty DNA poddawano rozdziagowi el ektrofo
prowadzono w buforze gllx TZAEpr -NhamUelnak Jawdahe
(podrozd?i.agel kI r®foreznd0ep omadzemay pmaPi Nei L
wt emper atur ze pokojoweji.al €0 olrakod Edzed ruy md orkauz
z wykorzystaniem transiluminatora (BRad).
U Bufor 50x TAE: 2M Tris, 1 M kwas octowy, 0.05 M EDTA, pH 8.3
a t el agarozowy 0.®8%, 1%1ubl.3%u(\W/v) dgarédz&p bufix TAE,

0.03 mM bromek etydyny

3.2.15.2. El ektroforeza biagek w waPAGHkach denatu
El ektroforezn biagek amdowwa dw owar wn Kaed hu der d tawk
wobecnoSci dodecyl osiarczanu sodu (SDS) w opa

przez Laemml{1970.

JeSl i nie opisano inaczej, pr-by na Uel pr:
mitochondrialnéulw 4008gi z2awi EB@almix 8B) buf or z e
zawi eraj Ncym -n5e% klapht o & 0 %n &1 . Pr-by kr-tko wirtr
temperatura pokojowa), a nastnpnie MAG@Gkubowan

zwytrzNsaniem 450 r penk,. WP oc ezl auk od@Ecnzad ruerja cijni k ubbi aacy
na Uel l ub przechowy2v®A® dvo tcanpsezyadhur 22k s pe
Dwuwar st wowy Uel pol i akryflahed35dowy przygotowan

El ektroforezn prowadzono w buf or aneProfeanlIlL a e mml i
Cell(Bo-Rad) przy stagym napinciu 160 V przez pie
okogo 45 min. Jako biagkowy marker mas zastos
Xtra(BioRad) w objntoSci 5 Ol

U Bufor Laemmli (10x): 1.92 M glcyna; 0.25 M Tris, pH 8.3; 1% (w/v) SDS
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Tabela35.Skgad dwuwar spolialoywamidowegdistosowanego do elektroforezy SDBAGE. |
Uwzgl ndniono proporcje odczynnik-w do przygotowania |
Uelu zd&dgregocoajstiUeni u 4 %.
t el rozdzi 10% 12% 16% tel zaghsz 4%
H20 (MiliQ) 4.0 ml 3.3ml 2.0 ml H20 (MiliQ) 2.7 ml
1.5 M Tris-HCI, pH 8.8 3.3ml 4.0 ml 5.3 ml 1 M Tris-HCI, pH 6.8 0.67 ml
30% roztw 30% roztw
Rotiphorese (stosunek Rotiphorese (stosunek
29:1 akrylamidu do 2.5ml 2.5ml 25ml 29:1 akrylamidu do 0.5ml
Metylenobis-akrylamidu, Metylenobis-akrylamidu,
ROTH) ROTH)
10% SDS 0.1ml 0.1ml 0.1 ml 10% SDS 40 (
10% APS 0.1ml 0.1ml 0.1 ml 10% APS 40 (
TEMED 4 OIf 4 Ol 4 Ol TEMED 40

3.2.15.3. El ektroforeza biagek wPAGEY unkach natyw
JednokierunkowN el ektr of o-D 8N-FAGHE) prowadzano haa ¢ h  n
podstawieSc h2 gger (2001) oraz.PMzyhAytbowlhaya Iipri b.
wykonywano w temperaturze 4AC.

Przywyot owani e pr -bBPA@GEDO rozdziagu BN

Biagka mitochondrialne zawieszano w buforze
biagek mitochondri-w/1 g digitoniny. Pr.-by i
przez kolejne 20 mixngu®trzymany supechatantSpzeéndszorno8do 0 0 0
prob-wek zawierajNcych bufor obci NUaj Ncy wr
digitoniny. Tak przygotowane pr-by wd0lBowano
X g | nastnpni e zebrmnamy rs wmed rrat &ntz rbo zadjzkio
NativeMark™ Unstained Protein Standard (Thermo Fisher Scientific) z wykorzystaniem
komercyjnie dostfipnych pol i akl2% (Thermo &Fishery c h U
Scientific).

Warunki elektroforezy

Elektrofore i prowadzano w temperaturze 4AC z wyko
Mini-Cel | ( Ther mo Fisher Scientific) i Dbuforach
Coomassie €50 (Coomassie Brilliant Blue& 5 0 ) i anodowym przy poc
nat u@&n mA. Po okogo 40 min b2s0 wymieniartna d o wy
bufor katodowy bez Coomassi e. Po zako@&czonyrm
za pomocN koloi daRs0pgdromadzw@argl GORB A@dii &l or
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poddawano transferowi na membrann pPedDbDl z dzipadd
3.2.19 . W przypadku pr - b pirkierenekn(2DcBNSDSPAGE), na t z w.
zUelu wycinano odpowi edlndmymdadgkomddiekBlaimi z bi
i w takiej formie przechowywano w temperaturz8 0 AJA@ moment u wykonani a |
2-D BN/SDSPAGE.
U Buf or s ol B®bmMHEPES]pN .4 150 mM octan potasu, 10% (v/v) glicerol
U Bufor solubi |l i z3)mM &BPES, pHi7.4g16Qa ndvhoctan potasu, 10%

(v/v) glicerol, 5% (w/v) digitonina
U Buf or obci NI&Q NmM -dmthekaprpitowy, 100 mM Bigris, 5% (w/v)

Coomassie Brilliant Blue @50, pH 7.0
U Bufor anodowy (10x):500 mM BisTris, pH 7.0
U Bufor katodowy (10x): 500 mM Tricine, 150 mM Bidris, pH 7.0
U Bufor katodowy z Coomassie (10x)500 mM Tricine, 150 mM Bigris, 0.2% (w/v)

Coomassie Brilliant Blue @50, pH 7.0

3.2.15.4. Elektroforeza 2-D BN/SDSPAGE (ang. Two-dimensional Blue
Native/Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis

Paski (heMicewenj Ilce rozdzi el one wD BNzPAGE) pi er ws z

kompl eksy mitochondrialne inkubowano w 15 ml

57AC przez 35 min z <c¢ciNggym gagodnym miesza

hybrydyzacyj nymni( &o&® kkjotnie B alteadzyste] wddzie w celu

usuninci-merkapteé&t &nol u. Tak przygotowane pastk
10% Uel e poliakrylamidowe (opis poniUej), uni e
1.5% roztworem agr oz y i wraz z markerem mas Precisior

Rad) poddawano rozdzi ag o win Pratearwly Reth (BeRad)t ani e m
Wprzeci wi e@Estwie do wczeSniej opi saneq el ektr
PAGE) podr o B@.253a,§ do rozdziadgu pr-b z -Dzastosow
BN/SDSPAGE zastosowano system elektroforetyczny
Jagow, 198y Zastosowane®@!| i akr yl ami dowe Uele (1.5 mm, 8 %

przygot owdabai36ved gug
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Tabela 36. Sk gJad Uel u poliakryl ami dowego -DsBNEBDSIPAGEY € g 0 do

Uwzgl ndniono proporcje odczynni k-w do przygotowania |

wartwy Uelu o stnUSBPACERGE okr eS|l anej jako A
tel rozdziel 10% tel tzw. GEIRA 8%

Buf or Uel owy 10 ml Buf or Uel ow 3.35 ml

Roztw-r akryl 6.25 ml Roztw-r akry, 1.60 ml
87% Glicerol 4 mi 87% Gilicerol -

Woda sterylna 9.75 mi Woda sterylna 5.05 ml

10% APS 100 ¢ 10% APS 33.5

TEMED 10 ¢l TEMED 3.35

Elektroforezin prowadzono w temperaturze 4AC
Cell (BioRa d) w buforach anodowym i katodowym p
pierwsze 10 min, a nastnpnie przy 140 V.

0 Ro zt akrylamidu: Akrylamid/Metylenolis-akrylamid 49.5:3

U Buf or Ue:IBblWris bage3 k3o (w/v) SDS, pH 8.45

U Bufor katodowy (1x): 0.1 M Tris base, 0.1 M Trycyna, 0.1% (w/v) SDS, pH 8.25

U Bufor anodowy (1x):0.2 M Tris base, pH 8.9

U Buf or sol ubbuforufP8lcgwy, 2% (-mefkapoetB®@S, 10 %
0 Roztw-r 4agapodw/ v) agaroza, 0.01% (w/v) b

katodowy

3.2.16.Western blotting

Biagka rozdzi elPAGEdub tCaBNPrAdGGEz e oS @A wano transf
na me mPVDR (pdlifluorek winylidenu) w celu analiz immunologicznych. W pracy
wykorzystano techni kn t r ans f-(€yclahexylamik®le g o w
propanesulfonic acid), pH 11.0& apar aci e Criterion -Radel ekt r
Transfer prowadzonpr zy st ag y-2 Vipraez oknlcih wterBp@raturze pokojowej

z zastosowaniem wkgJgad-w @hgacdlaNcM3cmr 4 eaudd oa
wt emper aturze 4AC. WydajnoSlI transferu sprav
Coomassie Brilant Blue G250 podr ozdzi)aBo 3za@aka@®& 2onym tr e
membr anin bar wi ono @aomasse BidliannBlueR5®dzt Wor @mz ep g u
me mbr any W roztworze odbar wi aj Ncym i dokun
odbarwiano z wykorzysttne m 100 % me t aprezezl 5umin wpb@farke alB3®,

anastfipnie inkubowano w roztworze bl okuj Ncyn
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WTIBST) przez 1 h w temperaturze pokojowe]j l ub
bl okowani u me mizykratmen w lpui@re KTBIT o(2x 5 min, 1x 10 min)

iumi eszczano w roztworzeTamldpsd) wi ewdni ahe (prrozSeccii
zastosowanych przeci wci a5 me taperatarze pdkojowej b o wa n o
l ub przez cagN nodt¢yw tceampératmembe ahACpoRPR@wni e
i poddawano inkubacji z roztworem odpowiednich przeciwa-§§z idowych spr ziUo

zperoksydaz NTabela34dy apowhRz (1 h w temperaturze p

ponownie pgukano | akunodeyektiDo imimunpdetdckjisstwsowano i mm

oparte na chemiluminescencj.i komercyjhnie dost
Rad) oraz Western BrightQuant um ( Advansta), a s@BMXag odc z)
ChemiGel Imaging( Syngene). IntenoskxwesdSonepr NObSci owo

oprogramowania ImageJ Fiji (Fiji).

0 Ro zt @oomassie Brilliant Blue R-250: 0.05% (w/v) Coomassie Blue-B50, 40%
(v/v) metanol, 7% (v/v) kwas octowy

U Roztw-r od e (wimgtaNot, ¥ % (v/v) kwas octowy

U 10x Bufor TBS, pH 7.6:1.4 M NaCl, 0.2 M Tris base

U 1x Bufor TBS-T, pH 7.6: 1x TBS + 0.1% (v/v) Tween 20

3217Met ody barwienia wUeMiwualizacji biagek

3.2.17.1. Bar wi enie Uelu poliakrylamidowego roztw
(CBB) G-250

3.2.17.1.1Barwienie koloidalnym roztworem CBB G-250

Po rozdziale elektroforetycznym Uel i nkubowa

koloidalnymCBBG2 50 przez co naj mniej kilka godzin |u

barwnika wymienianod wu kr ot ni e na Swi eOy. Nastnpni e

iumi eszczano w 10% roztworze (v/owbakwasuwiac ttadv

Uel skanowano w cel u Nagddstawie Dyballaiiny208@anego obr a

0 Roztw-r kol oidal ny Co2b0E&RBBsG2%0): B0R2% (wh)iCBBAt Bl ue
G-250 5% (w/v) siarczan glinu uwodniony, 20% (v/v) metanol, 2% (v/v) kwas

ortofosforowy
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3.2.17.1.2Barwienie szybkie roztworem CBB G250 (barwienie z zastosowaniem
roztworu tzw. Rapid CBB G-250)

Po rozdziale elektroforetycznym (hkubowanmi eszc
gagodnie kogyszNc przez 15 min. Pot e260 Ue | b
przez elkoga n30 W mindzyczasie dwukrotnie wym
250 na SwieUy. Nastihnpnie Uel przeplkkasuwwano w
oct owego pr6z0ezmionk owjocedOu odbar wienia tga. Po
w celu detekcji uzyskanego obrazu.
U Roztw:-r ut25%ea/l)&ppideoagol, 10% (v/v) kwas octowy.
U Roztw-r barwi Ncy Rapi d -250 @ apad<BB G250:400| | i an't

(v/v) kwas octowy, 0.006% (w/v) Coomassie Brilliant Blu&&0.

3.2.17.2. Autoradiografia

Suszenie barwionego Uel u i wi zualizacja r af
autoradiografii Zdgddnipr zzppowh ddzeakjvasniak opi s an
Owczarek iin(2023. W skr -cie, po rozdziale elektrofoc

roztworemtzn. RapidCBB G250 podr 0 z d32i17ald® . Nasthnpnuktpacpgsk?é
w o d iRkubacji w 5% roztworze glicerolle | poddaewhuno( $ulz 70AC) i
w kasecie do radiografii. Od tego momentu wszyskkiejnekroki wykonywano w ciemni,

przy Swietle czerwonym. Na UOel nakgadano kI i
w temperaturze pokojowej na kilka dni. Po odpowiedm o kr esi e naSwi et

wywogyWwWasohki fis i s k an oanamanalizy uzyskanegamobrgzw.

3.2.18 Ko-immunoprecypitacja (Ko-IP)

W doSwiadczeniu wy k o fFlagy sAffiaity o Gel z (Bonbke). Ant i
Koi mmunoprecypitacij i konyvane haargkajgctNroitpohdndridiriych § e k
izolowanych z 2 ygodni owych roSlin hodowanych w war
zwy kor zystani e m-FAG.zW preypadkuladd aannitay bi agek odd
zproteazN FTSH4 zasARTsHt'Wam& |jiakionh koem$lrion n
mutanta insercyjneditsh41. MutantFTSH4*8Yz e wz gl idu na obecnoSci
w domenie proteolitycznejw prpouc@amkowrmhS 4 sp
( TRAP), poniewaU biagkauiwe N&jNNspmotze @lrioziea z(
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2018). W przypadku poszukiwania biagek oddziaguj
zastosowanoOMAI®hZa@ zwiSiksnzonN ,elas$prjeaskjoN koMA Ir ¢
wykorzystana 0 S| i ny.Dioyswiu aWT z e ni ep owytk-ornzaerogiczaychhd b i o |

dla kaUdego zestawu.

Pobi erano po 300 Og biagka mitochondri - w, Kt -
21000 x g w temperaturze 4AC. Uzyskany osad

(koEowe stnUeni er u) mg ibn kaytkawan anlp rozudzo 30 mi |
z ci Nggym mi-owergrmadchi e mt teonrd) . Materi ag, kKt -ry
oddzielano poprzez wWiOr0owang ep rzz epzr nldk orBicn Nw 18e
Uzyskany supernatant przenoszonmdowe j pr ob - wki typu eppendor f.
z pr-b pobierano [{NPUROa pdo se w@er ncaz it usuper
dopegnieniu buforem nakgadano na zr-wnowaUone
W czasie inkubacji mi t owrhriomd ¢ Thetr monaFipsoherdy 8
nakgadano po 200 Ol buf oru WASH1, a nastnpnie
Kol umnn intensywni e mi e s(@Gxmgprzezlmmnwtempesatuae z pr N ¢
4AC. Przes Nwd uwnlie warny&E 40 p0eemo vamite p r2z0e0p glulk i wan
buforu WASH1 mieszano i wirowanp ak powRtUeregpgJuki wanie zgoUa b
powtarzano jeszcze dwukrotnie.

Ze wzglndu na rekomendowanN prze@O@rddbucent a
uzyskanego na etapiecos ubi | i zacj i mitochondri-w superna
dodat kowe 50 Ol buf oru WASHLI1. Tak przygot ows:
zr - wnowaUo ny rFLAGH mKilsowanapnzezy3 h i 15 min w temperaturZe @

zci Nggym mi ewerendioetmor()eendPo tym czasi e, pr - by

1000 x g przez 1 min w temperaturze 4AC. Z ka
iprzenoszono do nowychFLOWOHROUWGHK Pywyposépgegngpgort
odrzucano. Na z Po Od rbaukf joaPdua YA SgH@ k4 owano pr z e
wt emperaturze 4AC z -overNrgiipyrat mir @ sz aaninears t(fepmd e
zpr ndk ®9®Oi Np5n przez 1 min w temperaturze 4AC.
Ol buforu WASH2,i pwi-rboyw amkicoeSsea0anm rgiprzez 1 min

wt emper atur ze 4AC. Pr z ekmptie. kFo woatatrime wirewsarkuo n'y wa n o
zkaUdego przesNczu poWASe) arPozpst 89y Opr peas Mki
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Elucji biagek zwi Nzanyzcahstzmes owanllem wwk omyww as!
Laemml i . Kolumny ze zgoUem przenoszongo do n«
na zgoUe nakgad2x8Bbemmeb8lOa O o dtudmaoluu i pr - by
10 min w temperatur ze0 2rOpAnC. zPrwyhk y zwisr@@Ow eemo 1z
X g przez 2 min. Zebrany do pr-b-wek przesNc
przez 3 min z wyEWATN®Danikamd4b0 prpim | NPUT, F
dodawano po 10 OME)imkubowano pxz8&8B (®6bmin w temj
z wytrzNsanPioepm adwsn0 Sripm.r zeprowadzonej kKoi mmu
poprzez i mmunoblotting. Do i mmunodetekcji p (
ELUAT, przed nagoUeni e mmerkaptddtariol. pr - by uzupegn
|l dentyfikacjn biagek-FLWIGNzparzyecphr ozveadz o e ma ¢
MS/MS (ang.Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrométripo analiz LGMS/MS
pobierano po 60 Ol pM S /bM SE LzUoAsSTt. a gA/n aw yikzoyn aln@
Proteomi ki [ Spektrometrid.i Mas w Magopol sk
Jagiell o@Eski eRjioa gwk aKruawkaodwainee. z a i n tsepreajknti oargyy
nastfinpuj Nce kryteria: 1. Biagka =zidentyf.i
biologicych; 2 . Bi agka zidentyfi kowane z o 2 p ey
eksper ymenci eadamychFTSH4E®E labhOMA®F); 3. Biajka ni eobecn
wp r - b koatwlhych(ftsh41lubomal + tka zdgntyfikowane z 2-&rotniewy Us z y m

Sr e dwynikiem bigka w pr -bkach badanych w por-wna.
4Bi agka zidentyfikowane ze Srednim wynikiem
0 WASH 1, pH 7.7: 50 mM Tris HCI, 150mM NacCl, 0.1mM EDTA, 10% (v/v) glicerol,

pH 7.7

U Bufor solubilizacyjny (Lysis buffer): WASH1 + 1% (w/v) Digtonina + 1mM PMSF +

1x EDTA-free inhibitor

0 WASH 2, pH 7.7 WASH1 + 0.1% (w/v) digitonina + nM PMSF + 1x EDTAfree

inhibitor

3219Anal i zy por-wnawcze proteomu mitochondri a
W ramach pracy doktorskwegewpkahaog zosSagy
mi tochondri al fisedg omainut pmotr - wnani u do WT z W\

spektrometrii mas: analiza iTRAQ i analiza COFRADIC.
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3.2.19.1. Analiza iTRAQ (ang.lIsobaric Tags for Relative and Absolute Quantitatipn
Analizy iTRAQ pozwahj N na gl obalne por-wnanie dw-ch 1u
szczeg-gowo opisana w Maziak i in., 2021. W ni
r-Unicowej do por-wnania proteomu mhalizgchondr i
iITRAQ wykonanez o st agy z wykorzystaniem -dniovyohc hondr i
roSlin typu dzi fish4é@malumrawangch wiommi mddowiw wodnych
wwarunkach LD, 22ALnadriazy lzb,st 8 fapdatriprk onane  \
Spektrometrii Mas, IBB PAN w Wszawie W badani ach wykorzystano
bi ol ogiczne dla kaUdej z pr-b.
3.2.19.2. Analiza COFRADIC (ang. Combined Fractional Diagonal
Chromatography
Globalne analizy COFRADI ozwal aj N na i dent y fkiokdccojwily cho wo |
sekwencj i pofipppNtydhwwwypsgani zmi e. Met oda sz
w Staes i in., (2011, 20}7. Po kr - -tce, poprzez zabl okowani
wol nych grup aminowych i zastosowani2é46 mocno h
trinitrobenzenesulfonicacjd, kt -ry sel ektywnie wiNUe sin do
trypsynN reszt ami nowych, moUl i we | est zi den
cififcia naturalnie wystfipuj Ncych w organi zmie
uzyskanyoh typuo8ki kinutaa pezbagibnggb ebatdanej proteazy
moUl i we jest zdefiniowanie miejsca cifncia w
Anali zy COFRADIC wykonanemzmstaghomrdrwykvwrizzyc
z14dni owych r kSleigno toy pauftshtiizomaa uptawiamych w formie
hodowli wodnych w warunkAmcdl iLDy 2®dAtCa Py awy Kdn
Proteomics Cor e, Uni wer syt et w  Gh e nThe w Bel
Arabidopsis mitochondrial Merminome:identification of protein substrates for the inner
membr ane FTSH4 and OMAW hnmaed anil aph owelesrezsyst an:
bi ologiczme pdl-d.kaUde|j
3.2.20.0dwrotna transkrypcja
Reakcjn odwr ot ne|j transkrypcji egorRblAv@mkbz ono z
matrycy i zestawu High capacitfpNA Reverse TranscriptionKier ocedur i pr zepr ows

wedgug protokogu zagNczonego przez producent a
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6nukl eot ydowych s t a rrandom - hexamigroMieszanyi cnil (reemadk.c y j |
przygotowanN jako 2x RT Master MThermoFiskewi er aj
Scientifig , mi eszano z RNA w stosunku 1: 1. jOtrzyr
jako matryca do reakcji PCR.

3.2.21 Reakcja PCR (ang.polymerase chaimeaction)

3.2.21.1. PCR klasyczny

W celu amplifikacji sekwencj. koduj Ncych (
w kolejnym kroku do klonowanija przeprowadzano era k ¢ j n PCR z wy kor :
poli merazy DNA 0 wysoki e]j wi e-FideldySBDNA r epl i
Pol ymer ase) . Jako matrycn stosowano CcDNA wuz

(podr 0z d32i2;§ Mi eszaninfin reakcyjnN przygotowywa

przez producenta. Wykaz stosowdnych starter:
3.2.21.2. PCR kolonijny
W celu potwierdzenia obecnoSci ws t Rewkk c jwi we

przeprowadzano z wykorzystaniem polimerazy DNA Taq (DreamTaq Green DNA
Pdymerase)Jakof r - d g o stosowanoykolgnie bakteryjne wybrane na etapie selekcji

b i eigheskie podr oz dz)i kolgnieZawkeszandy 10 Ol steryl nej !
anastnpnie do reakcji PCR pobierano po 1 O
zawiesiny bakteryjnej jako Fr-dgo DNA, et ap
Wykazsts owanych startefabeli3lzami eszczono w

3.2.21.3. PCR w czasie rzeczywistym (ang. quantitative real time PCR, gRIPCR)
Analizn ekspresji gen-w metodN iloSciowego
got owe | mi eszani ny pRTz yP QRU yMi i xa CEXgBTRGEN ¢Byak | e r
Time PCR Detection System (BRad) i oprogramowania BiRad CFX Maestro. Do reakcji
wykorzystywano 1&k r ot ni e rozci e@® zony CcDNA uzyskany
(podr oz d2z).iJakggeRref@en&yjdy zastosowano 4T 2A. thaliana(At3g18780).
Startery PORzamiesztzonodadali3.2.

32220czyszczanie produkt-w reakcji PCR

3.2.22.1. Oczyszczanie produkt- -w reakcj.i PCR z UC
t el po rozdzi al eode £ d B.R. Y tinteszezano aaztranglomingteyz

a nastnpnie przy uUyciu skalpela wychDNAano pr
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z UOveykozystang eden z zestaw-w do io zoysst Zipzoawainad XN
zprotokogem zagNczonym przez pr oduezenot a. St n
z wykorzystaniem spektrofotometru DeNovix 6 dr oz d 2i ag 3. 2. 10

3.2.22.2. Oczyszczanie produkt- -w reakcji PCR z mi
W przypadku produkt -w reakcji PCRodkbzdei po
3215) widniagy na (eldnetgwl, k o wywagoegacipr NUk a,
oczyszczania produktu bezpoSrednio z mieszan
GeneJET PCR Purification Kit . Postnpowano zg
producent a. StnUeni e nozywykoraystanigro spekirotoforaetria t U mi
DeNovixpodrozdziag 3.2.10

3.2.23 Klonowanie wstawki DNA

3.2.23.1. Klasyczne klonowanie poprzez trawienie enzymami restrykcyjnymi

Kl onowanie gen-w koduj Ncych potencjalne subst
analiz COFRADIC dove kt ora pGEM3Zf ( +) przeprowadzono w
Listn uzyskanych pl aTami3d.- w zaprezentowano w
3.2.23.1.1.Trawienie enzymami restrykcyjnymi wektora i wstawki

Do trawienia wektora pGEM3Zf (+) i danej wst a
eny m-w restrykcyjnych f i (Tabela3')he Nmct Bws h@eo $Hei
jednoczesnego, podw-jnego trawienia materiagu
wW oparciu o narzndzi e Theroa Sciestific BtosgnarsotbufoG/al c ul a't
rekomendowane przez producent a. Pr-by inkubowa
16 godzi n) . Po zakoE&zeniu reakcj i trawi eni

st osowanycwe degnuzgy nwyw ycznych producent a.

Tabela 3.7. Spis zrekombinowanych plami d -utworzonych w trakcie realizacji pracy. Zaprezentowano
nazwn i wiel koSl genu stanowzblstgw weRZgmkw, shagwwa we kK
kl onowani a d| aPokanéndreegy@akcesyjng pobrane z bazy danych TAIR.

Numer AGI Gen Wi el k o S | Wektor docelowy | Enzymy restrykcyjne
At5g08060 B14.5 (Rurry) 396pz pGEM3Z{(+) EcoRl; Xbal
At2g02050 B18 309pz pGEM3Zf(+) EcoRI; BamHI
At2927730 P2 339pz pGEM3Zf(+) EcoRI; BamHI
At3g52300 ATPd 507 pz pGEM3Zf(+) EcoRI; BamHI
At5g10860 CBSX3 621pz pGEM3Zf(+) EcoRlI; BamHI
At4g15910 LEA41 312pz pGEM3Zf(+) EcoRlI; BamHI
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3.223120czyszczanie produkt- -w trawieni a

Po zako®&zonej reakcji trawienia, mieszaniny
z a p ozastawlN GeneJET PCRurification Kit Postnpowano engodni e
zagNczonym przez producent a.

3.2.23.1.3Ligacja wektora i wstawki

Oczyszczone po trawieniu wektor i wstawka poddawano procesowi ligacji z wykorzystaniem

Ligazy T4. W projektowaniu wa tosumek wetorarde a k c j i
wstawki 1:3. Wpr zypadku transformacji O sSgabej wy d
wylicze® il oSci wektora i wstawki potrzebnyc
dosthnpny pod z algtpenewdnsilicoanidlesseldir.delin_Ingut.htinllub

wartoSci te wyliczano(dWugp&flciwst awlkwm/-d§u gm:
wektora, gdzie Amd oznacza il oSi anlembufjoru Re ak c
rekomendowanego przez producPRr-thay diongkNuchzoowa
wt emperaturze 21AC przez 1 h. Nast fippeeze enzy
10 mi n. Pr - by kr - -tko Wi rowano [ umi es zcze

chemk ompetentnych DH5U przepr owa d zpodioadzialee d § u g
3.2.24

3.2.23.2. Klonowanie z zastosowaniem systemu Gateway

Kl onowanie gen-w koduj WNektdr -FMDEPHAYFRCISLP1 d
i pPSATSDEST-cEYFRC1(B) przeprowadzono z wykorzystaniersystemu Gateway.
Zsyntezowane metodNp@®€RoZdaigamigkroddywd NE®. 1odp o w
biagka pozbawione kodonu STOP wprowad@Dano do
z uUyciem zestawu odczynniTOP®EdEG!l bhonmgwKnt aw
Shot E TOP10 ChemE.cdilPopgtGpmwanentwedjug proto
przez producenta z wy d g u Ue nWyotowanez faznidy i nk ub
przej Sciowe przed wklonowaniem do wektora d
(podrozdz a g B..2.KI7onowani e wektor - w wyj Sciowyc
ekspresyjnych  (pDEST) przeprowadzano za mpo ¢ N reakcji rekomb
zwy korzystaniem zestawu GatewhBliy&st®niChNniasal
transf or mowan o potrazditaegr ). 2DHBYUs i(ewano na podg
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Plazmidy wyizolowane zawvyselekcjonowanyctt r ansf or mant -w mi agy posg
oddziagywa@& Bi FC.

3.2.24 Transformacja bakterii

Chemikompetentne baktere. coiDH5U tr ansf or mowano met odN sz«
podgawie Sambrook i in 1989. W @ gorcji lwaktegii, chemhikompet@ntnych

DH5U umieszczonych na | odzie dodawano ~50 ng
|l i gacyjnej . Zawiesinn bakteryjnN inkubowano r
przmoszono na 30 sek. do bl oku grzejnego nagr

zawi esinfi szybko ,doddwgne dilana req ra ml o dma by wk i p g
iinkubowano przez 1 h w temperaturze 37AC z wy
wirowamo przez 5 min z pridkoSci N 6000 rpm w t
odrzucano. Tak przygotowane bakterie wysiewa
antybiotyki | ub iW praypadkuvtiaktezii kransfasneolvanyctt wektoresn.
PGEM3Zf(+) sbsowano podgJoU@alL/Bampi tcRTGHX, wektorem
TOPO-podgoUe LB + kan ap8AT¢DESRNEYFRCIW pSATS®EST-mi
CEYFRC1(B)-podgoUe LB Z wmprawlhchapojedynczych Kk
hodowl e pgdgynne (i%B nodpowidasy antylEatyk). Bakieéyevinkubowano

przez noc (~16 h) w temperaturze 37AC z wytr:
hodowle wodne wykorzystywano do izolacji plazmigo¢ o z d32i9.a §

U poUywka p:gyponthy ikBa L B

0 rozt w-r aampicytng (100myg/ml)

0 rozt w-r k akaremygynag (109 mg/ml)

U pgyt ki L BsallampicginaXx poUywka LB, 1.5% (w/v) agart
mM | PTG, 8palOg/mmo XOg/ ml ampicylina.

U pgytki LB +1.58nw\) agarl bakterdotogicznyopdy wka LB, 100 Og
ampicylina.

O pgyt ki LB + 1k &rma nfywc/yvnja:agar bakteriologiczny
kanamycyna.

3.2.25S e | e k c jniabiedgkie a § o
Do selekcji zr ek ombi n-8Zi(g stgsowano pml a zmil e kwj p Gdma
ni ebi es ki e.lon®varaewistangi dowecktsakpGedZf(+) prze r ywa sekwencj T
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koduj NcNf rj aegdneehvgdlaktozydazy( nazywany fragmentem | a

odpowiedzialnego z a rozkgad b ez b aiGal n(ergmmchlos-indoldor r at u

galaktopiranozyd) do produktu o niebkiej barwie. Brak funkcjonalnego enzymu zatrzymuje

ten proces, -GdoviooremniazmierdopefRopraxvnétransformantyy N z at e m

okreSlano na podis¢emwaekbli ajieigp kabme wwyr os g\

LB + IPTG/X-Gal/lampicyina. Z wybranych pojedynczych kol o

(5 m| pgynnej poUy wk i inBubowano goregx i nocy (16 nha ) . B

wt emperaturze 37AC z wytrzNsaniem 180 r pm.

wykorzystywano do izolacji plazmidgp odr oz d 2 i.agwW 3c.e2l.u9 wst npne,]

pozytywnych transformant . -w z pozostagej Czi

kolonijnego pod 0 z d3221a3g z zastosowaniem starter-w po

obecnej wstawki{abela3.1).

U popUywka pgpolgwkB: LB,

0 rozt w-r aampicytina (100myg/ml)

0 pgyt ki L BGallamplc@inaxX1.5% (w/v) agar dat er i ol ogi czny, po
05mM | PTG, 8@allg/1mmo XOg/ ml ampicylina.

0 pgyt ki L B +1.58nwo\M) agarl bakterologiozy , poUywka LB, 10
ampicylina.

3.226St oki glicerol owe kom-rek bakteryjnych

Do 0.5 ml c agon o c recpliddidawedno &b ml 5086asteryirego yoztwoeuj

glicerol u. Pr - bki del i katnie mieszanoopopr ze

w-80AC i pozostawiono do cagkowitego zamroUen:i

3.2.27.Sekwencjonowanie

Sekwencjonowani e wyi zolowanych plazmid-w zl e
Z usgugi SeqTube. Do wysygki przygotowywano
W przypadku plazmidu pGenr8Zf(+) sekwencjonowanie przeprowadzono z wykorzystaniem
komercyjnego startera M13 (uAB). W przypadku plazmidu pENTR/DOPO do
sekwencjonowania wykorzystywano -Zi)aoradn M1IB o me r c
(rev-29). Dodatkowo, sekwenj onowani e pl azmi du zawieraj Nceg
FTSH4 wymagago zastosowani a dodat kowego st
sekwencj i koduJabetad3d) .t Jgyskinagkasekwencje bad
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zestawiono z odpogw a@gsidNc N( COSkwemen-w z b a
z wykorzystaniem programu Clustal W i jego funkcji depaywania wielu sekwencji

(ang.multiple sequence alingmént

3.2.28.Translacja in vitro

Transidvarowyibr anych substrat-w biagkowswmh wykon
TNT Coupled Reticulocyte Lysate System. Proc
zagNczonego przez producenta. W reakcji St osoa
producenta (RNasine Ribonulease Inhibitor, Promega) cf&Sl-Me t i oni nimer( Per ki nE
Jako matrychi DNA wykorzystywano 2 -30@) zr ekom
zawieraj Ncego wkl onowanN CDP®wy bprreomeog oo r keima §Tk7a .s e
zrekombi nowanych pl aZahelid.7 @trzymanm ipredsiktydranslacijpo w
050lgalizowano za pomocN el ektr odwmdre@zydzw agel
3.2.15.2 i obrazowano z wykorzystaniem autoradiogrgho¢ o z d3z2i1aj . PozostagN
cznSlI mieszaniny przec8b@ydanaomomerteunppraepra
importuzsynte y zowanego biagka do izolowanych mitoch

32291 mport biagek do mitochondri - -w

| mport bi ag eikotopem &rketioninynf3SE viykonano na podstawie metody
opisanejprzePuncan i in., 2015. | mport przeprowadza
izolowanych z 2tygodniowych hodowli wodnych hodowanych w warunkach optymalnych

(LD, 22AC) . Do i mportu wykorzystywano radioaktyw
uzyskane na etapie transla@ji vitro (pod 0 z d 22.28 § Wi zualizacjn radi

znakowanyclb i agek wykonano za pgoommdSRilzqut or adi ogr af i

3.230Pr of i | owani eklastowapi¢ heekarchicane i

Profile iloSciowe biagek oparte na wartoSci a
opart a n a i ntensywnoSci); uSocwowazmohnPfeuszest aigyi n
oprogramowania NOVA (wersja 0.8.0; Giese i in., 2015) ktaz§rupowaie hierarchicznie

przy uUyciu procedury Sredniego powi Nzania ¢
Wymagane wartoSci i BAQ Iriha gleekl owe c Ws 2y g/ ts kiamto

zaprezentowanych przez Rugen i in., 2019.

74



4. WYNIKI

W nini ej szejmaptrearciya ggegm ybjgaydamtwnsercyjmA. thaliana
ftsh4i omal pozbawior odpowiednio poteaz mitochondrialnych FTSHAOMA 1 , kt - -re
zoyt @i sane w wwz dpede gwmzxdl imku na gg- wny cel
roli proteaz FTSH4 i OMA1 w odpowiedzity r oSl i
ftshdiomalp or - wny wa rSd i myagni z yrpou dwarurkacteogtgmaycka r - wn o
dla wzrostu (LD, 22AcCc), jak r-wnieU w waru
temperaturowe§o n®iDr, e zenA ®)w aunyskangch praezeimbie |
danychz ost aga opubl i k@®yna w Mazi ak i i n.

4.1.Typ termotolerancji charakterystyczny dlaFTSH4 i OMA1

Cztery gg-wne typy ¢ter Sbitol enogmc jbiy | wyssktart pe
woparciu o r eUi nermstoleraacgauodstawewa (BT,e glor - t kot er mi
termotolerancja nabyta (SAT, andghd@t-term Acquired Thermotoleragk , dgugoter mir
termotolerancja nabyta (LAT, anglLongterm Acquired Thermotolerance oraz
termotolerancja na umiaskwa ni e wy s o k Nt )e(Hupiénr, 2002y Yeh i if,, TMHT
2012). Ze wzgl nduftshdjaki émektto, nllet ama ryz wwayokzaN g N
zmi any fenotypowe w czasi €igua .9 Snwmkowskaw int e mper
2016, Migdali in., 2017)zdecydowano si i wykonal opisane v
typ termotolerancji (Figurd.l ; Yeh i in., 20ilogScilJarka &ioeng J ®
mutanta Arabidopsisotl, z mut acj N w geni e HSRLA)u,j Ncomi ebw aald
wykazuje on defekive ws zyst ki ch typach t er nharkinodleer an c j
iin., 2005). Mutant insercyjnytshll pozbawiony proteaz¢* TSH11 (Adam i in., 2019,
Urant-wka i in., 2005), zostagdg uUyt ghel ako k
iin., 2006), amge2 pozbawiony mi t ochondrial nego bi a
pozytywnN dla testu TMHT wegkBArabidapsisitypu dzikiegdd 1 2 ) .
imut arntsh4w omalpo testach BT, SAT, LAT i TMHT v
kontroli przedstawiono na FigurZel.
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84:93980

TMHT
33°C,6 dni

22°C,5 dni 22°C,8 dni

BT o SAT &, LAT o
1h
22°C 22°C 22°C 22°C |_| 22°C 22°C
4 dni L 10 dni ; 14 dni : 9 dni 2 dni 14 dni ;
Figura4l. Testy termotol erancj.i i ftsted i omgdl GAyFenotgpasiewsk r f ol ogi A
WT, ftsh41,omalimge2lpo 8 dniach okresu regeneracij.i po zastosowa

stronie). Mutantnge21 - kontrola pozytywna dla testu TMHB. Fenotyp siewek WTitsh41, omal mge21,

ftsh11li hotlpo 10 dniach okresu regeneracji zastosowaniu testu BT lub po 14 dniach okresu regeneracji po
zastosowaniu test-w SAT | ub LAT. Schematy Bhdtl- SAT i LA
kontrola pozytywna w testach BT, SAT i LAT; mutdtgh11- kontrola pozytywna w testachAS i LAT. Skala

=1 cm(Maziakiin., 2021)Wi i c ej s z podrezgzialg 3.2v14.w

Uzyskane wyni ki wsKkTaSHi4 Nj O8AIprai eazsyN w
w odpowiedziach BT, SAT i LAT. Natomiast w warunkach TMHT mufssii4lwy k a z y wa §
silnie zmienionyfae ot yp. W teScie TMHY Jagodiypejweze pom-

z mutantem kontrolnyrmge2wy k az a g r - snmalRdd srwmawut j Nc, kl asyc;

termotol erancji wykazagy, Ue proteazy FTSH4 i

waUne w odpbwngdma przewlekgy, umiarkowanie w
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42Topol ogia proteazy OMA1l w wewnntrznej bgo
lokalizacji jej C-k o (Ec a

Jak opisano we wstihipAé, spr dti@akyamFT SIHKoO
wwewnntrznej chbognodriieal mefp jednakUe dokgadna
dotychczas znana jedynie dla proteazy FTSHA4
podjnto sin pr-by ustalenia topologii r-wnie
antyOMA 1 do deonSivei awlyckzor zystiamrzo Nl iAmiai tdo@rss ge
proteazy OMA1 z -ke (EKOMAIYE, LMig@al irng 20090 upr awi anN

wwarunkach 22AC. | zol owane mitochondria pod
uszkodzeni a bgonkuzjeNwn it v mn yscahmy mu zt yzsw . mi t oy
traktowano proteinazN K w celu wytrawieni
mar kerowych poszczeg:-l nych kompartment . -w tes
A B
FISHs mitochondria mitoplasty
DeepTMHMM - Most Likely Topology | Type: alpha TM r = 1
ke 2 OMA19F
== & S/
0 100 200 300 400 500 600 700 3 o 0 5 10 20 PK (mg/ml)
DeepTMHMM - Posterior Probabilities FLAG
¥ _'# —— (OMA1)
08 45KDa
R
“-————‘ ;Ifli
200 300 400 500 600 700 L_ I il e -.‘ IDH
Sequence 45kDa
OMA1
DeepTMHMM - Most Likely Topology | Type: alpha TM 100 A S — "
75 : 1
‘ DeepTMHMM - Posterior Probabilities 50§ g ? —‘:
. ==
Z e Ergu ¥ - I ‘
i 1o
02 _"’m" kDa
— Outide . Membrana barwiona Coomassie

) 100 200 00 400
Sequence

Figura 4.2 . Topol ogi a AbAnadizg ik ailicod ptzedi. dy wana topol ogia biagek
wygenerowana przez program deepTMHTMM. Czerwonym kolorem zaznaczono zlokalizowanie potencjalnej

domeny transmembranowe]j wzglndem sekwencj.i (0S pozic
wystihipowanBavi dtomadondri a i ©@MAIS iwayskane z nich mifplasty poddano

traktowaniu ProteinazN K. Bi agka wewnfifitrznej bgony F
biagko skierowane do I MS oraz i ntegr alo maciebzy a gk o b
mi tochondrialnej. Natomiast | DH to typowe bkaG&a wyst
bi agka - poPMA&ci wcRLAG Mitochondrig WT nietraktowane PK kontrola negatywna dla

pr zeci w€liAg.gNieteaktdwgne mitdeondriaOMAI°E 7T kontr ol a pozytywna dla p

FLAG.#ini especyficzne wiNzanie.
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Ze wzglndu na zbliUonN przewidywanN topol

42 A) topol ogin OMA1l okreSlano wzglndem prote
przezpr zeci wciaga znajduje sin w przestrzeni n
mi tochondri al nej zastosowano biagko I DH oraz

epitop zlokalizowany jest od strony macierzy. Jak dokumentuje Figara , sygnag od

przeciw¢ a g -FdmMtGy zani ka w podobny spos:--BISH4ak sygn.
Wyni k ten sugeruj e, Ue proteaza OMAL, podobni

przestrzeni mi ndzybgonowe|j

43Udzi ag FTSH4 i OMA1l w kontr ol i indukawangjac j i bi e
umi ar kowani e podwyUszonN temperatur N

431. Wpgyw FTSH4 | ub OMA1l na iloS8Si zagregowanyc
Jednym z efekt-w podwyUszonej temperatur y

agregacij a bi agek. Z danych | i gere@tadw ryo wryicen  sw

rozpuszczalne w roztworze 0.5% (v/v) TritorXXO 0O ( Bender i i n. , 2011) .

postanowi ono por - wnal i | md@ainycharjeroepgsaczainyeh bi a g e |

w Tritonie X100 pomi fidzy r oSl i nami t yfshd-1 idomalk i ego ()
Wyizolowane mitochondria solubilizowano w Tritonie 00 i poddawano ultrawirowaniu

wcelu oddzielenia biagek nierozpuszczalnych w
rozpuszczal nych, kt-re pod3As Wanitoghpndriagh WS uper nat
imutant -w rosnNcych w temperaturze 22AC nie z
biagkowydB, (Bi gubaga. Natomiast w temperaturze
nierozpuszczalnychw detergencieb ieakj mi t ochondei alsyxeozte,g - lkrti-e
zauwa Ual n dshal, wmnigjszynt seopniu u mutantenal a w jeszcze mniejszym

u roSlinA4®TiH.Figur a
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87:50904

A Kontrola (22°C)
SUPERNATANT
bialka rozpuszczalne
=
& Yy
z [:> Triton X-100 :33’05)3 -
3 4°C, 30 min ’ Supernatant
(=)
: :
= =] Triton
| o
\V4 U osad l:'\> X-100 E>
Stres (30°C) ‘ 125,000x g
4°C, 30 min
FRAKCJA U OSAD
CALKOWITA agregaty
B Frakcja calkowita Osad Supernatant C Frakcja calkowita Osad Supernatant

250—
150

100 —
75—

250
150 —

100 —
75 -

50— 50—

37 37

25
20—

15
10—

KDa kDa

14

14

I
12 4 12 -

1.0 x 1.0

0.8 4

=1)

0.8

0.6 1 0.6

(WT=1)

04 1 04

0.2 4 0.2

0.0 - 0.0

Wizgledna ilo$é¢ bialka we frakeji OSAD
versus FRAKCJA CALKOWITA

Wizgledna ilogé bialka we frakeji OSAD
versus FRAKCJA CALKOWITA

uWT = ftsh4-1 moma1 uWT © ftsh4-1 moma1

Figura 4.3. Akumulacja nierozpuszczalnych w Tritonie X1 00 bi agek w fish4tloamalondr i ac!l
wwarunkachumi ar kowanego str esuScchieenpaltn etgeos t(u3 0afgQ)e.g akc.j i bi ac
podatnych na stres temperaturoy.i C. Reprezentatywné e | e-P8BE bar wi one Coomassi e
mitochondrialnymi po traktowaniu Tritonem-K0 0 mi t o ¢ hl conwdarniy-cwh izAtsiad iSmain  WT,

hodowanych w WBIi uBKABhE. RR24AICi za i |kanBochondsamyclhw asafze

wstosunku do cagkowitej frakcji biagkowe] na podst awi
WartioSil oSci podane jako wzglindne w stosunku do warto
PO 0P®; 0P3Q 0.01. IstotnoSi statysByoadeNtakr 86Mant

standar do@gzialSiing2020)W& jii 6 € c z e g poJrozdziales3.2.6
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4.3.2. Brak FTSH4 lub OMA1 a mitochondrialny UPR

Wi el e form dysfunkcji mitochondri - w, w ot
agregat-w biagkowych, aktywuje odpowied¥ tran
UPR (UPR", Nare$ i Haynes, 2019). UPRgu Uy przede wszystkim |
adaptacyjny, kZte- rwyz gJ a@iglaud mnia sotbrsees.wowanN agr ega
ftsh4i omalw stosunku do typu dzikiego (Figurh3 , C i E) zdecydowano
odpowi e®@W Uim&I|WT, ftsh41, ftsh42 i omal uprawianych w warunkach
umi arkowanego stresu cieplnego (30AC) w por -\
optymalnych (22AC). W analizie uwzglnidniono t
UPR™ wybrane na podstawie imfmacji zawartych w publikacjach Wang i Auwerx (2017)
oraz Tran i van Aken (2020).

i WT
6 - ik » fishd-1
g
i ufishd-2
®1 b e % omai
4 *1—4;* l I
el

Log, (30°C/22°C)

0 i ~ E
o LI B . e
- b = -~ wy o ~ L] ~ = xl b [}
s 3 '8 & 4 8§ & #8137z 7§ 3 § 3
[ £ J LE J | JLE = |
UPR™t UPR® UPR* UPR™"
Figura44.Pozi om transkrypt -w wybranychygednwowmpachker o&lyichati
ftsh4-1, ftsh42 i omal Pozi om transkrypt - -w wy™ (A@Xilg JAOX HER6Q w UPR: U
mtHSC761, HSP23.5MGEY), UPR® (cpHSP761, CLPB3, UPR' (BIP1/2 PDI9, SDF2) i UPRY (HSP70TL,
HSP7015) , uzyskano met odN il oScioweg-®CRP)ICR Wz gdnasiye proze o
transkrypt-w w r oSl i nmazceh 3r0ocAsh Neypbor wwntaenmpuerzat ovoSlinam
wyralono jako stosunek Log?2. Czerwona | i niipaziopr zer ywan:
progowy dla istotne]j regul acji (wzr® <Ot /0s*pPeaiot 08, transkr
*}*p O 0. 01. |l stotnoSlI st at y s tStudeatsnSN\NE Mg ¢ ebndi Nadn os tzaan d@o doovly t
(Maziak i in., 202}
Wyni ki uzyskane wraz z dr Al eksandr N Wer eme

nie zaobserwowano silnych zmian poziomnteak r ypt u dl a Uadnego z b:
nat omi ast wyra¥tny whbhekgtotinhyamwszkrowpgt):- wdnbG owa't
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AOX1g HSP23.5 UPOXwe wszystkich trzech mutantach (Figdtd ) . Z badanych me
dl a r oS|I ™nedyig @kspke§ldRSP60by ga prawi e niezmienio
mut antach. Dla por-wnanigan- whandharker owwohe @ v
z UPR chloroplastowym (UPR cpHsc701i ClpB3 Llamas i in., 2017), UPR cytozolowym

(UPRY: HSP70TF1 i HSP7015 Rana i in, 2018) i UPRz wi Nzanym z reti
endoplazmatycznym (UPR BIP1/2, PDI9 i SDF2 Kim i in., 2018) (Figura4.4). Nie
stwierdzono istotnych ++wUmbiadanmycphozimamk er otw)
zwy j NtPDIQeH8P7015,d1 a kt -rych odnotowanwnbpwiwih W3 zo

jak i mutantach.

433. 1l dentyfi kacj a snktogharmdinalnyich aaggrkeogwaetg-ow bi agk owy

W celu identyfikacij.i pol i pepgod: - wpdgny weora |
umi ar kowani e podwy Us z onerezpuszd¢zanm pne Tritoniei-X00 ( 30 A
agregatyz mi t ochondr i - w ftS8%NZ1i omadai zz onhuwotweamnto- W r ak cj e
ianalizowano ich skgdjad biagkowy metodN <chr
spektrometr iM§) madi s(tlaC zidentyfi kowanych b
ak umul wji Nic ycooh 4kratjiemnnitechondiackish41i/lubomalw por - wnani u
z WT zostaga przdist Pwigonma wearp¥pzelnia balina z
w Maziak i in, 2021

WSr - d biagek wyraFTnie akumul uj Nogrialfe si i s
mage biagka szoku <cieplnego: HSP23.5 i HSP:
mut antach na zdecydowanie wyUszym poziomie

podej Sciem eksperymentalnym wykonywanym pr ze

dodat kowe doSwiadczenie, w Kk tftshdly nozdzielana g k a  f
w elektroforezie SD$ A GE a nast npmnd mtengywnigjfrk iu mwanta a ¥
wpor -wnaniu do WT wycinano z Uelu i-M8Bch skt
(Maziak iin.,, 2@1). Anal i zy wskazujs\W, gle wniyanj k s ksjrhSIM i k a
bi agkowych indukowanych podwyUszonNtsh4lemper a
i omal

Ze wzglndu na silnN agr e gftitdl iiomdljaa § ekk U S P
informacjelt er at ur owe wskazujmay nlw HWIMDownedznacoé
stres temperaturowyWaters i Vierling, 202D , w badaniach agregat
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indukowanych podwyUszonN temperaturN skupi onc

SHSP oraz dodatkowowz gl ndni ono trzecie mitochondrial ne
to nie zostago zidentyfi kowane w agregatach bi
spektrometrid.i mas . Dal sze badania przeprowad
skierowanyclpr zeci wko biagkom mitochondrialnym. Do &
zidentyfi kowane w agregatach, a mianowicie bi

podjednostki rybosomalnej (RPS10).

Tabela 4.1 . Wy k a z bi agek zi dent vy fdrozpuszeainyoh hw Tviton &«10® e gat ac h

i zolowanych z mitochondr i -Pw rr-onlyiwa nuop roasvai dayn ybci ha gwk o3weA Qu.:
ftsh4l i omal Szarym <cieniowaniem zazmasunkmo dmwi aWk a a k ukniu Iroewa
w izolowanych agregatach obu badg ¢ h  mu Rodaneg numery akcesyjne pobrano z bazy danych UniProt

oraz TAIR (AGI).

Numer Numer Wart o Wart o Wart o
QIFGM9 At5g51440 | HSP23.5 24kDa | 1.05E+09 | 7.05E+09 | 3.31E+09
Q96331 At4g25200 | HSP23.6 23kDa | 3.04E+08 | 1.79E+09 | 9.11E+08
Q8GUM2 At4g37910 | HSP709 73kDa | 1.12E+08 | 1.51E+08 | 3.61E+08
Q9LDZ0 At5g09590 | HSP7610 73kDa | 1.27E+08 | 8.10E+07 | 3.17E+08
Q8GWWS At5g48030 | GFA2 49kDa |0 0 8.91E+06
Sf}'zg,fg—ARATHGb At5g62270 | Gep1 48kDa |0 0 2.46E+07
QISVW7 At4g35490 | MRPL11 17kDa | 1.23E+07 | 1.19+08 | 2.87E+07
QILUWS At3g22330 | PMH2 65kDa | 1.09E+08 | 2.49E+08 | 1.73E+08
Q9C909 At1g74230 | RBG5 29kDa | 1.28E+07 | 3.71E+07 | 7.07E+07
Q42577 At5g11770 | PSST 24kDa | 3.11E+07 | 1.03E+08 | 4.56E+07
Q945M1 At4g347® | CIB22:B22 | 14kDa | 1.15E+07 | 3.72E+07 | 1.95E+07
gc?AHl_égED 1 At5g52840 | B13 19kDa | 1.46E+07 | 3.11E+07 | 2.60E+07
Q9C6B3 Atlga7260 | GAMMACA2 | 30kDa |0 1.62E+07 | 1.41E+07
Q9FT52; Q2V3P9 At3g52300 | ATPQ 20kDa |0 1.94E+07 | 2.10E+07
Q94K48 At3962530 | At3g62530 | 24kDa | 1.94E+07 | 1.01E+08 | 8.34E+07
QOFLH2 At5g65750 | MPA24 116 kDa | 4.83E+07 | 8.70E+06 | 1.16E+08
ggfigg; ABMQKS: | At1g53240 | mMDH2 36kDa |0 1.64E+07 | 6.92E+06
Q9SUQ9 At4g23680 | At4g23680 | 17kDa | 1.58E+07 | 4.22E+07 | 2.20E+07
QOWVF7 At3g03060 | At3g03060 | 70kDa | 1.47E+07 | 6.87E+06 | 5.02E+07
QILF98 At3g52930 | FBAS 39kDa | 7.99E+06 | 2.30E+07 | 7.96E+06
F4J504; 081235 At3g10920 | MSD1 25kDa |0 3.95E+07 | 3.14E+07
Q9ZWT1 At2g20860 | LIP1 42kpa |0 1.39E+07 | 0
FAJHS4; 004619 At4g01100 | ADNT1 40kDa |0 1.18E+07 | O
Q8VYF7 Atlg71260 | WHY2 26kba |0 2 58E+07 | 2.33E+07
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Figura 45. Akumul acja magych mit oc h ceplnegoi(sHSRsy BIAD9 bRP&Ie k
wr oS!l ifisted¢ h omal upr awi anych w warunkach umi ar kowanego
Al mmunodetekcja HSP23.6, HSP23.5, HSP guszczalnychNosdd)9d

w Tritonie X-1 0 O
frakcij.i bi agek
niewykrywalne w tych warurk c h .

i zol owa ny cB Immunodetéktjd HBP25.5, BIADA CRPS10 w rozpuszczalnej
mi tochondrial nych i
Przedst awi

ono

barwioneCoomassiek o nt r o | a(Maziakj m.(202).i a

Il oSl nierozpuszczalnych w detergencie
i RPS10 byga i st ofiafistlw wg girk-swermoarmi w zmurta$l i na
iloSci HSP23.5, HSP23.6 i RPS10 omaislenevowano

w takim stopniu jak witsh41 (Figura45 A) .

r-Unic dl a

odnot owane

iHSP26.5 w roSlinach uprawianych
obecne we frakcji rozpuszczalnejuf&rnaant) (Figura45 B) . Ni
Ue HSP23.5 i HSP23.®6mitozhiagka
22AC nie bygy one wykrywal4fe za

W mniejszej

Ni eoczeki wani

bi agkeaomHSP2 6k &l ewie muttaengdo emut ant a
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Figura46 . Pozi om magych biage!

A 22°C 30°C B . . .
f y NN 2% e cieplnego (sHSP) w mitochondriach A
s ¥ 8 s 89 5w wyizolowanychz2t ygodni owych roSli
=S v =8 ¢ 2 . | WT, ftsh41 i omal uprawianych
PeSTIE St wwar unkach 22AC i 30/
- e . A. Immunodetekcja HSP23.6 i HSP23.5
[ . po rozdziale biagek mi toc
- D - | 1SP235 §M I Membrana barwiona Coomassiontrola
20iDa T e we nago WBeAnaliza.iloSci owa HSP23. 6
iHSP23.5 we frakcjach
mitochondrialnych na podst
;o HSP2IS * od przeciwciag w stosunku
g %0 membr any przy uUyciu I ma g
o w | WartoSci il oSci podane | a
£ il wstosunku do wartoSci uzys
7 (WT=1). $3r)e dih iS4 MOn © 5 ;
; “*p O 0.*B,0 0.01. |l stotno$S
) 2., , l statystycanvqceniano za
Membrana barwiona Coomassie e e t-Studenta S E M, bgNd standardo

Sr e dMaziakji in., 202).

W nastipnym etapie przetestowano przy uUyc
bi agka hz prr-zerdyzd ag-w mitochondrial nych, j aki e
nierozpuszczalnej w Tritonie-X 00 r oSl in traktowanych temper at
22AC (4Mi gubDwa bi a gk a Scaffold gratemnsHB (prahibityaa) iGLP1
(ang. stomatinlike protein 3 dagy podobny rezultat: zidenty
frakcjach rozpuszczalnych, jak i Ni erozpuszcz
proporcja agregat-w w stosunku do fra&kcji ro
30AC zar-wno w przypadku roSlin WT, jak i obu
PHB u mutantdtsh4l,u Kkt - rego ni e o bejerpuwlwiantoe gavi biika gloa
w30AC i zmi any stosunku agregat - w damaliziar akcj i
LC-MS wykazaga obecnoSIi PHB i SLP (SLP1 i SLP:
Biagka te jednak nie 2Zbpdiady uwo@li ndmrihome ew b
wmut antach w stosunku do roSlin typu dziki
immunologiczna (Figurd.7A ) . Pozostage badane biagka: mi t o
PREP1, homolog biagka G&GraE Bgr 6M6E2a, FTEMA4A7byqg)
we frakcj.i rozpuszczal rFgyradZJar - wno w 22AC, | ak
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93:10027

A 30°C

Frakcja calkowita  Osad Supernatant Frakcja calkowita  Osad Supernatant
l_J_Il ~ b ~ 1 r ! 1T ~ 17 L N 1
XN NN NN YN [N
RN & & \ & D
PHB
— o — - S — —— 30 kDa
- ] o= ———— —— e SLP1
Lo B R 45 kDa
| — -~ — am— f,Tki?“
v ’ e e G— e e— — ‘ 1P21:EkI1;a1
- - o
MGE2
- o - — . — — o — 37kDa
kDa Membran barwiona Coomassie HSP70
l e e e — W ——| 4 kDa
TIM17-2
——— L e 30 kDa
22°C

Frakcja calkowita  Osa Supernatant Frakcja calkowita Osad Supernatant
N I N LI r 1

¥ N RN ¥
N N
X X & X N X
250 — R PHB
150 1 . I il R R 30 kDa
100 —
5] |--———-—-—-SLP1
37 |- — Lad -lfzrkf)l:“
25 | s s g | PREP1
20 120 kDa
15 MGE2
o |- — — - - - |37kDa
a
Membrana barwiona Coomassie HSP70
—— — — —— — | 74 kDa

TIM17-2

|--- ---|joma

Figura4. 7. Immunodet ekcja wybranych biagéROwmtitra&howdniyadh T
WT, ftsh4liomalupr awi anych w war uhkBlchm®rdAde tie K3DjAaC.wy br anyc
frakcjach biagek nierozpuszcel@Oazblowpalychz agr 8§ bivazn y2c2BA)CA G
B). Przedstawiono reprezentatywne i mnGoonwmssielkontrgla wy kKr y t y

n a § o (Maziak ian., 202).
434. Wp gyt ywhb&gka
Jak

0 p pra&dazy RESH4e@tworzenea gr egat - w
wczeShH4ej wy kparzoutjeea z d wiFeT a |
i kibi dplBavi @appd 2k E Ewy & 9 O 2

wsuplo mi nano

ami anowi cie proteazy
drhab. Ma gejdormCzzaatrin N ws kazywagy, Ue biagka zn:
degradowane przez FTSH4 warunkachin vitro (Maziak i in., 2021). W ramach mojego
doktoratu podjnAto pr-bin sprawdzeni a, czy ak
t worzenie agregat-w pod wpgywem umiar kowani

| Anabi dopoisgerkspnBsjonuj NcN p
Opali EBGska i in., 2018).

wykorzystano
wariant proteazy FTSH4{T SH41486Y,

85



94:27577

A Frakqa calkowita  Osad Supernatant Frakcja calkowita _ Osad Supernatant

T 1T Af 1S
s S §
N N N
N N YR
£9 ¢ § & =98¢
p— HSP23.6
- - 20 kDa
l’ — e — - — INAD9
23 kDa
RPS10
e - 20 kDa
PHB
D-------. 30 kDa
g i el as ke
kDa
Membrana barwiona Coomassie i - - ng?)l;“
o eun e s s s | PREP1
120 kDa
MGE2
|- - — — - -‘ 37 kDa
|— - — - — - gskgzo
— p—y— -T‘ TIM17-2
30 kDa

B FTSH4H56Y

Figura48. Znaczeni e akt ywnoSc|protba|zyaFg“S<I-|aqurunledwwlﬁﬁarlmwaglego

stresu ci epllmmeugodetekcROArCadny cAh bi agek w t-rO@rkitbchomndriacy ch Tr i t o
r oSl iftshAWTFTSH4“Yyupr awi anych w 30AC. Przedstawiono repreze
bi agek. Me mbrana bar wi ona CoB. Marfslsgia d3dmowykrosierekVeT, a nago Uer
ftsh41i FTSH4“y pr awi anych na poUywce 0.5 MS + 1. (@legiasacharoza
iin., 2027.

Zaobserwowano, Ue w FrSHAhbki aacGhk a3 OHASCP 2vB . 16i, n iN
iRPS10 sN r-wnieU obecneusw cnziatloncyhcohn dargirael gnayt cahc hr
na poziomie wyUszwmaienUUsz Wi, wj pdnfskdiani u z
(Figura 4.8\ ) . Odkrycie to sugeruj e, Ue nie tylko p
agregac i bi agek, ale tamBbezbnagkakopiwaebSG&E&Eczoddgadk
FTSH4 w umiarkowanym stresie cieplnym jest r
zmi any fendTSHE® upo Silwimnych w 30AC w por-wna
insercyjnymftsh4lpoz bawi onym c¢ a@uaw8Bci e FTSHA4
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435.Rol a FTSH4 w uwalnianiu/ delgir adl eagdgzastiSP 2 3 .

okresu regeneracji

NastfApnie postanowiono sprawdzil, czy
umi arkowanie podwyUszonN temperat urnNanie.l oSi b
Zmi ana nie mogga wi Nzal sifAn ze zmianN ekspr

Figurze46 w t emperaturze 22AC detekcja biagka HS
ni emoUl i wa. W tym cel u, monitorowah®T,pozi on
ftsh41i omalpodczas okresu regeneracgylip o pr zeni esi eniu roSlin
optymal nych (40P AC)Ag( &g amy@@a bimdekowana pr z
wt emperaturze 30AC. Po tym czasi diachm&1 oal pr
immunoblottinguo znaczono i | oS ljachHisrezpudzczinyehgosaibiguask c

49B) i rozpuszczalnych (supernatangidura 4.€). Jak pokazano nkigurze4.9B , il oSI

bi agka HSP23.6 w nierozpuszcznaylcnhejz frroa&klcijn W
Zznacznie zmniejszona wW trzecim i czwartym
HSP23.6 bygd r- -wnonmell pedenwdwany nigura4.®8).zym st
Przeciwnie, poziom zagregowanych HSP23.6 w mitochondffizti41 podczas badanego
okresu regeneracji FRgarad®B®)t.awWaydirkadac 2 ej suutgaebiuljn
HSP23.6 z agregat - - w, a w konsekwencj.i j ego
FTSHA4.

Ze wzglndu na uzyskane pwdp siwyUssziefig ntoznfi &
poziomu biadgka HSP23.6 w okresie RFIsHf®er acj i
pozbawionych aktywnoSci proteolitycznej, ale
Niestety, wyni ki uzys kbaynte pdd vat a rezgeol meu.t aJne dan an
zebranych danych wygl Nda racze,j na to, Oe
FTSH4"8Yz achowuj e sif czfSciomalni @ k mitshdd (Figugap a d k u
49D, wynik reprezentatgwem). USugepnawaki moUea
uwal ni ania HSP23.6 z agregat-w gg:-wne znac:
proteazy FTSH4.
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A Frakcja calkowita ; WT " Sitsh4-1 omal-1

WT Sishd-1

I 1T LI 1
13d +1d +3d +4d 13d +1d +3d +4d 13d +1d +3d +4d
30°C 22°C 22°C 22°C  30°C 22°C 22°C 22°C 30°C 22°C 22°C 22°C

LLI 1
13d +1d +3d +4d 13d +1d +3d +4d 13d +1d +3d +4d
30°C22°C22°C 22°C30°C22°C22°C 22°C30°C22°C 22°C22°C

omal-1

HSP23.6
20 KDa | M. - S D .
FISH4 e E— — e — —
72 kDa
Osad WT Stsh4-1 omal-1
B I L1} 11 1
13d +1d +3d +4d 13d +1d +3d +4d 13d +1d +3d +dd
WT Stsh4-1 omal-1 30°C22°C 22°C 22°C30°C 22°C 22°C 22°C30°C 22°C 22°C22°C
T 1 T 1T 1 : i F 3 § ) i
13d +1d +3d +4d 13d +1d +3d +4d 13d +1d +3d +4d
30°C 22°C 22°C 22°C  30°C 22°C 22°C 22°C  30°C 22°C 22°C 22°C
HsP2s.-6 B el
s | .. . v
FTSH4
72 kDa
C Supernatant WT Stsh4-1 omal
I " 11 1
13d +1d +3d +4d 13d +1d +3d +4d 13d +1d +3d +4d
WI Jish4-1 omal 30°C 22°C 22°C 22°C30°C 22°C 22°C 22°C30°C 22°C 22°C 22°C
] LI | LI | 1 y - -
13d +1d +3d +4d 13d +1d +3d +4d 13d +1d +3d +4d
30°C 22°C 22°C 22°C  30°C 22°C 22°C 22°C  30°C 22°C 22°C 22°C
HSP23.6 “
20kpa | & W -
FISHE e e e e e—— .
72 kDa
Total Pellet Supernatant
FTSH4H56Y r 1T 1T 1
D 13d +1d +3d +4d 13d +1d +3d +4d 13d +1d +3d +4d
30°C22°C 22°C 22°C 30°C 22°C 22°C 22°C30°C 22°C 22°C 22°C
Frakcja calkownta Osad Supernatant
13d +1d +3d +4d 13d +1d +3d +4d 13d +1d +3d +4d
30°C22°C 22°C 22°C 30°C22°C22°C22°C 30°C 22°C 22°C 22°C
HSP23.6 | I " I "
— -
20 kDa -
P (e—ta—]— ||—-4——l
72 kDa

Figura 4.9. Degradacja HSP23.6in vivow mi t ochondr i aftsht1, oroa$i FTEHAMRET. |

A.Cagkowit ai afgrkeokwvaaj at rltakt owa nB. Algr eng a tox h dn é&rgik -ow;e we fral

CRozpuszczalne biagkaD Rez dziakd jfir askucpjeir nazyasikanych z mi
FTSH4%8%Y. Mitochondria wyizolowane z 28 ni owy ch r o S| i n czerwdh@®chddnkg)brazpd, 3 0AC,

1, 3 i 4 dniach okresu regeneracij. (odpowiedni o +1d,

i mmunobl oty wykrytych bonmassiek onMe mb a(A-€5Vadaklieny208ln e Co

4.4.Submitochondrialnal okal i zacja biagka HSP23.6

Fakt prawdopodobnej rel acji mi ndzy badanymi

HSP w umi arkowanie podwyUszonej temperaturze

czy biagka te znajduj N si oF nwoe zfwiaNezgapnnyNhephi ez ¢ k

bi agek bgdgonowych. W t yamec &l ur orfil ti cnc hAgyetadbriidao pisz

W30AC poddawano cyklowi zamraUania/rozmraUani
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97:61911

bgony, nastnpni e odwi r owpdvakioovant 100 M HEOF oz p u s .
(pH 11.5) w celu rozdzielenia biagek peryfe
zidentyfi kowane zostago gg- wni e we frakcji
bgonowymi F F254dstosdwanynii jiekb Kontrole teqkcji (Figura4.1@).Bi a g k a

ACO1 (akonitaza 1) i MGE2 bygy kontr ol ami W

rozpuszczalnych.

A Rozpuszczalne Peryferyczne Membranowe Rozpuszczalne Peryferyczne Membranowe

w | HSP23.6
20 kDa

ACO1
100 kDa

MGE2
—— —
37 kDa

FTSH4
— - o1 Da

—— | TIM17-2

30 kDa

Membrana barwiona Coomassie

Figura 4.10 Submitochonrialna | okal
: HSP23.6 w mitochondriach Arabidopsis.
ME;’::::: DeepTMHMM - Most Likely Topology | Type: Globular A Ml t oc h on d r | a | W-b ftstamgml 7 r o él
ide - . — — — 23 0 Arekcjonowanor o0 z d z ibé lagijkMc rozpuszcz
DeepTMHMM - Posterior Probabilities b I a g k a p elnt@glfalﬁeb y a g B k b g ORO Wy ¢ h '
10 bi agko mar ker owe bi agek rozpus
08 rozpuszczalne biagko macierzy z
wewnnfitrzndajTIMI7-ETISHdgka zintegr o\
zbgonN. Membrana barwiona Cooma
n a § o (BeAnaliza.in silico i przewidywana topologia
02 bi agka HSP23. 6 powzaeg eprogranp wa n a

0wl M . s L deepTMHTMM Pr awdopodobi e@Est wo (oS
sequence wyst Apowani aanowe aomergwmzegibi d e m
sekwenciji ami nowkasowe|j bi agk
zaprezentowano na diagramie. Czerwone pikib e c no S

domeny transmembranowg@}: Maziak i in., 202]).
W zwi Nzku iza gtkyom, WwEReZRhgbHe wi mieyposada w swojej
strukturzed o men tr ansmembr anojeggzxehk autmoiUd 7 evAigags Nve ylcgho

B Hspr23.6

Probability

41B), na podstawie jego =zachowania ,w npooUnyal e j

wni oskoWal bi agko to jest bardzo sil.nie zasoc
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30°C 22°C

A Rozpuszczalne Peryferyczne Membranowe B Rozpuszczalne Peryferyczne Membranowe
T 1T 11 1 T 1T 17 1
\\'\ N \'\ N »? N v'\ Ny »? N ¥OON
N ¥ N N S N N [N
SLP1 FTSH4
— 45 kDa e - 7> kDa
NADY | “J MGE2
D= >3 kDa - — — 37 kDa
RPS10 — e | TIM17-2
- 20 kDa 30 kDa
- Cyt C PR ————— Y e
14 kDa 14 kDa

250
150

100

75

75

50 50

37 37

25

20 25

20
15
Membrana barwiona Coomassie kDa Membrana barwiona Coomassie

15

kDa
Figura 4.11 Slbmi t ochondri al na | ok al iw aitoghandriasty zalosvanych h bi agek
zwarunk-w 30AC (M tocapn22A@ ( Bishdiomalaprawd&8hiyohWWu 30AC
A) i wBpA@anmho frakcjonowani u oddyferyezheaijmdmbradbwea ka r 0z |
Uzyskane pr-by rozdzielono na Uel u i wykonano i mmunobl
zl okali zowane blisko bgony w2wnhndtprznejdst awt oimélastbiFd & elk
z bgonN. Membar aQao nmmasrswie st anBwioktomde obina@kBa@ACeeanay f i k
zaprezentowano riéigurze 4.10
Lokalizacja biagka HSP2 Inié&domeebaaniaiknygh i bgon
bieay celu okreSlenia, j akj egthsta boapguszcxal:
|l okali zowago sin we frakcji bdgonowej wedgug z:
na materiale izolowanynz t emper at ud g d a3tOkAdCwoo rra-zwni eU 2z 22
por - wnawaekym.czeki wano, bi agklomMpAIDOkKk sjua klo fao@Eqg L
oddechowego oraz SLP1, posi adaj Nce wehigug | it
iSweetlove, 2014), zlokalizowmma4ljostIaedyakdef |
zar -wno RPS10, j ak i c yt o cwencjptransmmembranowgch,k a ni e
r-wnielUO zostagy zidentyf i Kiguma.h)e. wRo dfsruankocwuij Nro
bi agka RPS10, cytochrom ¢ i HSP23z 6ninN eb arNd zbo

silnie zwiNzane.
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45Bi agka oddzi agujwinepopzezkolf B Mdnwpkegypitacjn

Dotychczasowa wiedza na temat lwykawaeykh odd zi
z a p o meaneninopkeoypitacji(ko-IP) d ot yc adyfd ej é nt er akcj i z
wt emperaturze optymalnej 01@)yyl iW 22k GaNpGlp ! i
FTSH4 w odpowiedzi roSlin na umiarkowani e
wy kondaAwykoor zystuj Nc mitochondria izol owane
30AC. Dodat kowoSwicawd c zemin® diwatemBerant unzea N
Ko-lPoparta byga Apau gsatprkaotveagniiia ttseushbsttaterappingwo ( an
assay Flintiin., 1997; Flynniin., 2003 r oSl in zawieraj Ncych pr ot
wersjn proteazy FTSH4&TSH4"“8MenyikoRwarkoLmitddhor(dmiay t a n t
kt -re poddano p-Tniej -FAABGys zZowiaNvziamenabi a§éd
i poddano analizie LBAS / MS . Jako kontroln wykorzystano
pozbawionej proteazy FTSH4 (mutdtgh41) . Dofevmiae@l cwykonano w 4 n
powt -rzeniach biologicznych, a w dalszych ai
albo w og-1le nie ziftdhdhalby Zaobkeomoveanooich ao najanieja nt a
25kr ot n N ak umuFTSH4*Y. Biej knau tt sent tadu 9 ¢ angj paeblgtkowen §
kryteria opisae wpodozdziale3.2.18.Na podstawie bazy danych SUBA5 (asgbcellular
localisation database for Arabidopsis protdins okr eS|l ono kom-r kowN
wyselekcjonowanyctb i a @ &dei, na podtawie danych literaturowych i bazy danych
DAVID o k r e SdulimitazhondrialN lokalizace bi a § e k , jak r-wnie0O
skategoryzowano W oparciu o pedgnjedgnebi &agk&cjr
mi tochondrial ne zident yf3okboGvanaprdedzaenp owhan @
w Tabeli4.2orazTabeli 4.3

Stosuj Nc kryteria sel ekcji opi4anebi pdevly C
mitochondriainycro d d zi aguj Ncych =z FTSH4 worazlz3a shiea gwezkr ¢
mitochondrilanych w warunkah 3 0AWart o podkreSIlili, Ue zd:¢
wyselekcjonowanychv analizach LEMS/MSb i agek zI|l okali zowana jest
z oczekiwanN lokalizacjN submitochondrial nN
typui-AAA (Tabelad.2 orazTabela4.3).
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Tabelad.2Bi agka mitochondrialne oddzi aél azy¥3Is&kKAe wwvwas
po kolP zidentyfikowaneme t o d-MS/MISCB i a gka s N upor Ndk o ane/laswm'edgug war
Scord. d | PSIMeénacza | i ¢ Iprepdy@lsswbmat . Lokalizacjabé oznacz
| ok al i z akodame nomesay gkcesyjne pobrano z bazy danych UniProt oraz TARS T ) . Lokalizac]j
okreSlono na podstawie bazy danych SUBJAT |ieramroweunkcj i w
OM,bJjona zewnitrzmfatr 42av, IbNM®,nap mzeeksh irzekd nmi didziybdwjnNove . z
r-wnieU w warunkach 30AC.

Pokrycie a .

Numer Numer . Il oS| I'l oy Wartd Submit. .
UniProt AGI N Se';“,’/f]?”c“ pepty({ PSMs | MS Lokalizacja bl
080983* | At2¢26140 FTSH4 72.66 54 2002 | 14690.26 IM Proteoliza
Q93VP9* | At4g27585 SLP1 76.64 34 1009 | 6995.33 IM Organizacja

mi tocho
SLP2; Organizacja
*

QOLVWO* | At5g54100 | o2 56.61 22 569 | 4135.67 IM i eeho
Q9SD36* | At3g51100 | F24M12.140 62.56 14 219 | 167554 ? ?
Q42290 At3g02090 MPPbeta 53.67 24 245 1458.30 M Komplekslil
P31167* | At3g08580 AAC1 39.90 20 194 | 1302.09 IM Transporter
Q9zU25 At1g51980 | MPPalphal 56.26 23 226 1271.25 M Komplekslil
F4IMB5 At29g07698 ATP1 29.73 22 168 1040.84 | IM>macierz Syntaza ATP
P40941* | At5g13490 AAC2 31.17 14 104 727.97 IM Transporter
004308 | At3g16480 | MPPalpha2 30.06 14 88 524.25 IM Komplekslil
QI9S7L9* | Atlg22450 | COX6B-1 53.93 10 70 459.36 IM? KompleksIV
Qu4Jso* | Atsg13a30 | USREl 26.84 6 64 | 42095 IM Komplekslll
004331 | At5g40770 PHB3 58.12 13 65 420.70 IM Organizacja

mi tocho
Q9LK25 | At3g27280 PHB4 34.41 9 48 356.13 IM Organizacja
mi t ocho
Q9LK29 | At3g27240 | cCYCI-1 46.58 10 76 347.87 IM KompleksllI
Q9C5M0 At5g19760 DTC 32.21 8 57 327.8% M Tonsporter
QO9FKS5 | At5g40810 | CYCI-2 46.58 10 65 323.22 IM KompleksllI
75 kDa;
BODFQY | At5g37510 | o 31.81 20 65 322.85 IM Kompleks!
049203 | At4gl1010 | NDPK3 38.66 9 49 290.36 IM/IMS Synteza
nukl eoz
QISUU5 | At4g32470 | QCR%1 50.82 7 48 249.97 IM Komplekslil
Kompleksl;
Q9SU56 At3g47930 GLDH 31.80 17 55 245.86 IM? biosynteza
askorbinianu
QIFMU6 | At5g14040 MPT3 31.47 11 46 211.55 IM Transporter
048528 | At2g42210 B14.7 50.94 6 39 199.89 IM Kompleks|
Q9SS48 | At3g10370 SDP6 31.16 14 34 197.35 IM/OM? Metabolizm
SDHS; TCA
QOSX77 | At1g47420 | 7o, 35.41 5 28 190.65 IM Komplekd!
Q9FGMO | At5g53170 | FTSH11 3.72 3 47 185.49 IM? Proteoliza
Q9SIL6 | At2g20530 PHB6 31.47 7 35 171.77 IM Organizacja
mi tocho
ASMRD7 | At3g15640 | COX5B-1 22.29 5 38 169.92 | IM>macierz | KompleksIV
Metabolizm
Q38946 | At5g07440 GDH2 35.28 12 29 162.92 ? ami nokw
glutaminianu

AO0A2P2CL MT-CYB;

o AtMg00220 coB 5.60 2 15 138.45 IM Komplekslil
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Tabela4.2.Bi agka mitochondrialne oddziagujNce z FTSH4 w we

Numer Numer NER sZ?(\‘j\%ﬂgi 11 oS I'l oy Wart d Submit. Eunkcia
UniProt AGI [%] ! pepty( PSMs MS Lokalizacja !
QILXJ2 | At3g52730 QCR9 31.94 3 18 137.47 IM Kompleks I1I
AOA1I9LT Edytowanie
2?2
07 At3g22310 PMH1 23.03 12 27 136.13 : A
Q94BV7 | At4g05020 NDB2 18.38 10 20 132.32 IM>IMS Uﬂi”éﬂ“e
GAMMA .
Q9FMV1 At5g63510 CALL: CALL 21.83 5 19 130.74 IM/macier2? Kompleks |
QLIPL4 | At4g28220 NDB1 20.14 10 21 120.48 | IM>macierz Uﬂi”éi”'e
Q8LG56 | At1g05205 | At1g05205 39.56 4 24 120.41 2 ?
QOSI32 | At2g04940 | At2g04940 14.29 5 17 114.72 ? fTrf‘)”i";k"’(‘f’f‘ i
Organizacja
064471 | At2g19080 MTX1 22.54 5 14 105.95 OM/IM mitocho
import
Q9SP35 | A(2g37410 | TIM17-2 21.40 3 21 104.04 IM I mpor t
TCA;
Q8LB02 | At5g40650 | SDH22 17.86 5 15 90.69 IM Kompleksli
FAJKNA | At4g34310 | At4g34310 10.99 11 15 85.73 2 B:OSiy”;eizad _
P83291 | At5320080 CBR2 34.45 9 19 79.13 IMS/ IM? Metabolizm
P20115 | At2g44350 csva 20.89 8 20 78.37 2 TCA; Syntea
cytrynianu
Q67XF2 | At1g29960 |  IMP1-2 18.34 3 8 71.74 IM Proteoliza
FAJWS9 | At5g25450 | QCR72 16.04 2 14 68.21 IM Kompleks 11l
F4I577 | At1g63940 | MDARG 12.74 4 7 62.27 ? Od Etr‘;s"‘” €
A8BMSD8 At2g41600 | At2g41600 22.22 3 8 56.47 macierz Translacja
Q9FK3 At5g51050 APC2 9.03 5 9 46.73 M Transporter
FAIPW4 | At2g31060 | EMB2785 11.24 6 10 43.49 ? B";S?’”;e%ae |

Zestawiaj Nc wyniki uzyskakyozdl adwaeubk bw
specyficznych jedynie dl a war eratkry(habeladnii ar k o we
4.3). SNnit@:chondrialny transpo (At4dgdi100nADKNTIE 0ot y d - |
podjednostka kd syntazy ATP (At2g21870), Fumaraza 1 (At2g47510; FUM1) oraz dwa
bi agka edgintgonRNA M@RF4(ang. multiple organellar RNA diting factor 4
At 59g44780), opi sywan eRNA editny ifactdd intpracting pra®ein4 ( an
ibiagko z r odzi npent&ritdpeptide Rpeat PréteiAtlgdn2y0)(Tabela
43). ADNT1 znaj duj e sin w wewnifitriznewi Nbzgoomyi e
ztransportem nukleotyd- wenprmeSr etdlhilcEon iw  wiyrn
z macierzy mitochondrialnej na cytozolowy AMP i w mniejszym stopniu na ARdngieri
iin., 2008). Sugeruje sin waUnmrNnrkolwh sADNB w
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i wczasie starzenia (da Fonsde& r ei r a | i n. 2021). Adtougi e z
specyficzna tylko dla roSlin podjednostka mi
(Zancani i in., 2020). W mdaelzwsn aPluijren ywy sk dgin
uinnych organizm-w podjednostkn hadd@ddgywar i cht i
waUnN roln w powstawaniu pygku (proces specyf

regul acjn aktywnoSci-ATRilliio cihm.n,dr2 &l M)e.;] Wymr aeqyi

grzyb-w i Athalenep aNitada dwi e izof or my fumar az
mitochondrialnN FUM1 oraz izoformin cytozol owN
katalizuje odwracal nN reakabjjcnzaowodwni ey khu f U
ai naktywacj a genu koduj Ncego t o bi agko S |
(Pracharoenwattana i uicnzes tan@dezytacind@iBifedo t o bi a
RNA (mtRNA) (Small i in.,, 2020 . Warto zaznaczyl ,6 SHAPodzi denty

numerem AOA1R7T3H8 biagko -MOEBFd, nwepponasd¢iawiae (&
drugiego produktu genu At59g44780 wystnpuj Nce
pegnN s ekweEdNojwiBiPRRP$G0 - wni @dngawWowaycj i mtRNA

( Gr gtin.2082)jests zczeg- Il nie istotne w cznSciowej ed
bi ag KRRSIE®niwaiin., 201
KorzystajNc z bazy danych ePlant zanali zow

specyficzne dl a 30AC biedgka npodstwegl ficdieenp | a
interesuj Ncych nas biagek wzrost poziomu tran
obserwowany jedynie w przypadhiORF4i PPR596.Pozos age geny ni e wykaza
wstosunku do pr-b kontrdl nyleh.w Warrz yp ajdekdun aAD N

literaturowe wskazuj N, iU u Arabidopsis biagk:
ni U podstawowych (Sherlock i in., 2001; Mill a
Co ciekawe, tyl ko 8 biagek wnsipe zjaolcezOmsizec za@t

war unkabeled.2i43).SN t o mianowici e: S L BSfomdtifike 4 g 2 75 8 5
protein 2 At5g54100), AAC1 (angADP, ATP carrier protein 1 At3g08580), AAC2
(ang.ADP, ATP carrier protein 2At5913490), UCRIL (ang.Cytochrome k1 complex
subunit Rieskd, At5g13430), COX6BL (ang. Cytochrome c oxidase subunit -&p
At1g22450) oraz produkt gen\t3g51100F a k t identyfikacj.i tych bia
i zol owanych z roSlin z 22AC i 30ALe g wikSxziae p
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oddzi agujinvive BTI®katyny (SLP1 SLP2) to bia

odpowi adaj Ncych w gg-wnej mierze za stabiliz
(Geh!l i Sweetlove, 2014). U ktionkaut yonryg awnsi pz- ng-tw
supge k ompl eks, Kkt -proteagy z rodgifyaddlo b kN-rej nal eUy
FTSH4 (Wai i in., 2016; Serricchio i Butikofer, 202Natomiasto i agka AAC1 i AA
noSni ki ADP/ATP i jedne z Bapbaedziwemitozrpow
(Millar i Heazlewood, 2003), kt-re obok noS

met abolizmu mitochondr wtymmidsbpr yypomni ei 20086)
to proteaza Kadnel mglORB1, ATiPsywane r - wnieU | a
podj ednost ka ko mijuécowegaii eldlinlo cjzaecEcrkboghiedsukbiia d o w a
(Liiin., 2019.Zkoleiki er owana do | MS bgonowa podj edno:s
U ssak-w najprawdopodamhreirajkcgdSmedr indzy w wDao
COX (Tsukihara i in., 1996). Ponadieykazanoz aanga Uowani e t e|j podj ed
funkcji mitochondrialnych poprzez pridimowani e
i in., 2019. Ostanie wymieniond i a § kioa puljddce z FTSH4 niezal eUl
produkt genuAt3g51100 Bi agko t o ni epozmanexatjeaye infaldntacjet e | p
odnoszN sifn do jego nazwy pr zAkeded inhentance ofe | zZ
mitochondria proteifAIM) .

And i za Dbiagek wyselekcjonowanych w 22AC

wykazaga, Ue alU 10 =z (4ng.CyocheoieHAtMgO8220ninaeaejo Wi c i €
MT-CYB), CYC1-1 (At3g27240), CYC® (At5g40810), RISP (At5g13430), MPPalphal
(At1g51980), MPPalpha2At3g16480), MPPbeta (At3g02090), QCR7 (At4g32470),
QCRT-2 (At 59g25450) [ QCR9 (At 3g52730), t o ¢
oddechowego (Tabeld.2) . S p o S podjednodtek, geuynid i agko RI-I3P ( UC!
zidentyfi kowa nwavarankashtBaAiCo (rT-Hvbreiler4 o tu zaznac:
cagkowita podjednost efish4kw3thtée doec zhl B 8i Muta
(Tabela7l I nteresuj Ncy jest fakt, Ue wSr-d biag
znajduj N sin takli tmiztyochodhjded md sne | proteazy
podkreSlili, Ue w przeciwie@EGtwie do innych
wystipuj Ncym w maci er zy mi tochondri al nej

zlokalizowana jest webgahna wewSht komej ekak
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1994; Sj°ling i in., 1996). W warunkach 22AC z

kompleksu | jako kpr ecypi t uj Nce z FTSHA4, a mianowici e
(At5g63510) i 75kDa (At5g37510) orazcaym k s k g a d a n-iGaADHKAI394/939 k s u |
(Tabela4.2) . To ostatnie biadgko ma podw-jnN funkcj
bgonowego kompl eksu I j ako s péSchnfmeyerzimy dl a r
2016; Soufari i in., 202@raz ucestniczy w syntezie askorbinianu (Leferink i in., 20@da
stabilnoSci rami eni a ubAjabidopsise gad o tkmoemp lj elss u r |-\
zidentyfi kowaoddbi@agk @koBBEcHO.WN. piatl N NADS5 i od
poprawne zakrzywienie kompleksswi pgaszczy¥Tnie b@onyCd Kwiusacdj ,i
zaprezentowano, Ue jednym z punkt- - wogestyku kom

wgaSnie miejsce, gdzie B14.7 oddziaGuje z pod

Tabela 4. 3. Bragkaembttdehaguj Nce zBiFa®Hd wzwsakm&kawhos$
pokel P zidentyfi kdo@/MBBi smghadddNLCpor zNdkowanéaswedgug war
Scorg . ol |l oSl PSMs6 oznacza | iczbi dop assuobwa G opcehpotnyddr-iva.l n¢
l okalizacjn biagka. Podane numery akcesyjne pobrano z
okreSlono na podstawie bazy danych SUBAS5, a funkcjn w
OM, bgona zewnmnWweawmzma;a;|l MMSh § onr zes-bi agE&amicidldzyhgoan Nea. z
r-wnieU w warunkach 22AC.
Pokrycie a .
Numer Numer . Il oS| I'l oy Wart g Submit. .
UniProt AGI plagie Se?&(]enql pepty( PSMs MS lokalizacja AL
Q93VPY | At4g27585 SLP1 76.16 31 87 | 6078.28 IM moi“"ta’yzfcéao
080983* | At2g26140 FTSH4 67.64 43 811 5702.70 IM Proteoliza
SLP2; Organizacja
*
QILVWO* | At5g54100 |\ o oo 54.11 19 533 3937.56 IM mitocho
Q9SD36* | At3g51100 | F24M12.140 60.19 11 156 1201.57 ? ?
P31167* At3908580 AAC1 37.27 15 91 632.48 M Transporter
P40941* | At5g13490 AAC2 25.45 10 63 44751 IM Transporter
AOA1R7T3 MORF4; Edytowanie
Ha At5g44780 RIP4 30.99 15 61 313.13 ? TRNA
QUS7L9* | Atlg22450 | COX6B-1 34.03 6 38 273.77 IM? Kompleks IV
Q94JS0* | At5g13430 Ugfslél; 26.84 7 31 | 17017 M Kompleks Il
004619 | At4g01100 ADNT1 26.42 8 19 106.00 IM Transporter
FAd
Q9SJ12 | At2g21870| (24 kO 2375 5 8 68.24 | IM/macierz | Kompleks V
MGP1
P93033 | At2g47510 FUM1 14.63 6 10 61.25 ? TCA
Q9C977 | At1g80270 | PPR596 10.91 6 11 59.72 ? Edmytgm”'e

Opr-cz podjednostek koekpkoerkesc ypilt uij Nceyeh wsr
W22AC zidentyfi kowano orz-owsntiaegly c pr zkeodnspt!|aewkisc-iwe |
amianowicie: 2 podjednostki kompleksu I, SDi22(At5g40650) i SHD5 (At1ga420),
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2podj ednost ki kompl eksu 1|V, w tym oddziaguj
powyUej podj e-il orazsCOX5BL (A1302664B)a t alede N podj edno
syntazy ATP, ATP1 (At2g07699)Tabela 4.2)Wa r t o z dwew aHkCkdroari in.
(2018) w swoich badaniach sugeromald zi ag proteazy FTSH4 w bio
popr zez ko n tizoformyiSDM2B,nthagiaktgrystycznejylko dla nasion (etap
kiegkowani a), wriniegzejgracy tzyffiok ofia sdHLc y fpucz n N d
rozwojowego po ki &Vgkawanieu naa pioarst awi e moi c
mindzy FTSPmddo8BHROwO pozypuszaenid.zal te pr

Obokbi agek systemu OXPHOS w 2BA€@Jka dpowiyNEk
zal ternatywn®Nr tdu oglINe ktrramms-pwa | eDbON bd zaigaeda j tNycceh
z kompleksem | dehydrogenazy NAD(P)H typu II: NDB1 (At4g28220) i NDB2 (At4g05020),
kt -re sN akceptorami el ekt rmdm-dw yppdommdveN gy oot
z NADPH i NADH (Ostaszewsa-Bugajska i in., 2015).

WSr - d pozostagych bwageddaiakdbeatfaifk « owanyth

funkcjach Wyr - Onil tu naleUy bi agkSni ki wo c(hMK
ang.Mitochondrial carrier family, a mianowicie AAC1, AAC2, APC2 (At&j050), MPT3

(At 59g14040) i DTC (At 59g19760)-Nésigin.z2029), jhkd w F e
r-wnieUO kinazn difosforan-w nukleozyd-w (NDF
di fosforan-w trifosforan-w nokadedaoywdowap
(Hasunuma i i n. 200 3; Dorion i Rivoal , 201

wraz z ADNT1 zostagy r-wnieU zidentyfikowa
zwi nksza prawdopodobi e@Est wo, Ue labeld4«3l te r
Na uwaghn zashiugiukhaN malwenWNde do rodziny SPFH,
mitochondri -w i Wyst rOnk tekogyh etdygmintyu j bddaeych w o b u
temperaturach i opisane pawly&k( eksvianedyka y nfi (
w2 2 AiBhibityny(PHB3, PHB4 i PHBB(Tabela4.2)l mpor t blejadguwsk ko - k N
moUpndnotwSrabdidakppk ecypi t uj Ncyc hWyzr -ROmMSH4 tw 2n2as
metaksym 1 (MTX1, At2g1908), homol og bi agka SAM3®Wch | edne
kompleksu SAMz ewn nt r zoraTJTimlBHpogj ednost ka kompl eksu
TIM (Timl7:23) we\®rilnpawesnybsgostratyproteazy FTSH4
Opali Gska)i WBr;d2bLlagek importu uwzmgl ndni
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wewnftrznej-2,bglomyr dj MPHhomol ogi pegdni N Kkl uczowN
prekursorowych bi agek i mpQzarrta oi wra, n2p22h Obdko | MS
zwi Nzanych z ograniczonN-2paotuavalgiiz N alsia@al e M
zideny f i kowane w 22AC biagko safFfIHeInA5g5817Q9)t eol ity
kt -toie§t otna rola w termotol(€hemimg2006.u r oSl in zc
WSr - d biagek =zidentyf i ko wanadermz ywm 2veAvcn imtyrr z- nle
b g o n y chondriginej, dehydrogenaza iggrolo-3-fosforanu (SDP6, angGlycerol3-
phosphate dehydrogenase At 3g10370) , zaangaUowany w e W C
gl i cer of ocomt dotychczas dhieopiséhu Arabidopsis skramblaizfosfolipidowN
(At2g04940Q ang. phospholipid scramblage funkcyjnie odpowiedziall zat r ans | ok acj i
fosfolipid-w w bgonie.

46Bi agka oddzi aguj Nce z OMAmuUwWykKT gwvamiet pojpii z e z

W celu identyfikacj.i substrat - -w i partner -
wykorzystam t e ¢ hiR.i kNia lkeoUy zaznaczyi, Ue w przeci wi
dotychczas bada® z zastosowaniem tej techniki

ekspresjonuj Ncych dodat kowo wprowadzonN prot
OMAIPE, Migdal i in., 201) oczyszczano AFRAG. zDOp oeldsperynaenta y
wykorzystamomawiodhé nyw warunkach 22AC oraz 30AC.

ich elucji poddawano -M3l/emMS.yfld &laec | k omztar golofimow Wk
mitochondri a i zol odekiege WEZ) .r oBo Swi atdegeni e  wy
wdpowt -rzeniach biologicznych, a w dalszych
kt - rych albo w og-1le nie zi dabozagbserwlovsamodacho w r 0

conamnigj2.% r ot n N ak u mwlOBAIER Wy sneult eaknctj osnpoewjanni ea ghyi a §
t a kdbdatkowe krytda opisane w podrozdziale 3.2.1Bare opracowano identycznie jak
daFTSH4 ¢ ozdz) agUday$Skane wyni ki dla pr-b 22AC o
bi agka mitochondrrodpaniedn®o wialkelh 4.4eTakelndt50 wa n o
Zidentyfi kowano 55 biagek w 22AC oraz 17
podstawie bazy danych SUBA5 4#.4ik®. Pbdobaigjgka mi t oc
w przypadku FTSH46zdz i a)lj, 4z6dent yZziNk bwamb i wbsiogugke k w 22 A
do 30MBCorNc pod uwagn topol ogirfo zpdrzoitaeih z4p PR MA 1
zl okali zowane w | MS, I M | ub OM lvydglszychg § - wny m
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analizach Wart o podkr eS| i joware Weanalzach §@I8/MSztbdent y f

wwi fkszoSci przedstawicieldi&wfgaSnie tych prz

Tabela44 Bi agka mitochondrial ne oddziBaig“ﬂngkl\'acajzzys(aMAnJeA AN
pokol P zidentyfi ko@/NMBBi smgh @ad BNk @waoame weddug Maseot t 0 Sc i

Scorg . 611l oSI PSMs6 oznacza |iczbi dopasowa@ peptyd:- w.
l okalizacjn biagka. Podane numery akcesyjne pobrano
okroen®l na podstawie bazy danych SUBAS5, a funkcjn w ofj
oM, bgona zewnnitrzna; I M, bgona webwnangtkraz ao;d dlzM Sa, § upj r Nzcees
r-wnieU w warunkach 30AC.
Numer Numer NER ;?J\(A%ﬂs.i Il oS| 1'lloy Wartd Submit. Funkcia
UniProt AGI (o4 "1 pepty( PSMs MS Lokalizacja !
Q8GXE5* | At5g51740 | OMAL 44.80 20 516 3950.75 M Proteoliza
Organizacja
QOASV5 | At4g39690 | MIC60 56.15 28 193 | 1234.75 M mi t ocho
g : : kompleks
MICOS
P31167 At3g0858) AAC1 33.60 14 142 1107.30 M Transporter
004331* | At5g40770 | PHB3 61.73 13 120 | 1047.72 M Organizacja
mi tocho
QILK25* | At3g27280 PHB4 37.63 10 112 988.67 IM Organizacja
mi t ocho
Proteoliza;
Q84WUS8* | At2g29080 | FTSH3 34.12 25 149 923.91 IM Organkacja
mi t ocho
Q93VP9* | At4g27585 SLP1 47.69 18 150 814.29 M Organizacja
mi t ocho
Q42290 At3g02090 MPPbeta 51.98 20 105 641.43 M Komplekslll
Q9ZNT7* | Atlg03860 PHB2 45.80 10 77 578.10 M Organizacja
mi tocho
P40941 | At5g13490 AAC2 28.83 12 70 551.49 IM Transporter
Q9ZU25 | At1g51980 | MPPalphal|  38.37 16 93 528.19 IM KomplekslI|
Proteoliza;
Q8VvzI8* At1g07510 FTSH10 29.52 20 70 397.32 IM Organizacja
mi t ocho
GAMMA IM/
QICEB3 | Atlg47260 | ~r'cns 56.12 12 65 396.61 matrix? Kompleksl
BODFQO | At5g37510 | " aol | 3074 15 53 | 389.07 M Kompleks
Q9SI32* | At2g04940 | At2g04940 | 3852 12 49 357.44 2 ](Tri”:'c;k%qf‘ i
Organizacja
064471* | At2g19080 MTX1 29.21 7 60 355.38 IM/OM ? mitocho
| mpor't
" SLP2; Organizacja
QOLVWO* | At5g54100 | "o 20 26.93 11 52 328.64 IM mitocho
A8BMSD8 At2g41600 | At2g41600 49.28 8 40 303.50 matrix Translacja
049460* | At4g28510 | PHBL 36.81 8 41 286.50 IM Organizacja
mi tocho
ATJ13, Organizacja
Q39079* | At2g35720 | OWLL; 34.01 15 43 282.16 ? o gt i g] o
atDjC28
004308 At3916480 | MPPalpha2 24.65 11 44 269.54 M Komplekslil
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Tabela 4.4. Biadgka mitochondrialne oddziagduj Nce
Numer Numer NERTR ;?(I\(A%ﬂs.i Il oS| 1'lloy Wartd Submit. Funkcia
UniProt AGI %] ! pepty({ PSMs MS Lokalizacja !

Kompleks SAM
QYSRL6 | At3g11070 | SAMS50-1 14.23 6 31 247.67 oM Organizacja
mi tocho
080983 | At2g26140 | FTSH4 28.73 15 44 245.92 IM Proteoliza
048582 | At5g44780 | MORF4 30.01 16 48 234.31 2 E%tg"NVi”'e
Q84VZ6 | At2g31140 IMP2 40.98 9 37 227.27 M Proteoliza
Kompleks SAM
Q9FFG3 | At5g05520 | SAM50-2 36.07 13 43 222.46 oM Organizacja
mi t ocho
022769 | At4g02580 | 24 kDa 20.00 5 29 193.40 M Kompleks |
CPN6O; Zwijani
Q93ZM7 | At3g13860 20.63 11 26 180.77 ? Odpowi e
MCP4.9
stres
GAMMA M/
Q9FMV1 | At5g63510 | CALIL; 21.43 4 15 165.60 : Kompleks |
matrix?
CAL1
Q94JS0 | At5g13430 Ugfzsll;l; 17.65 4 26 161.41 M Kompleks IlI
GAMMA IM/
Q94AU7 | At5Y66510 | ~r3' s 20.16 6 31 158.52 matrix? Kompleks |
Organizacja
*
Q9SL6 At2g20530 PHB6 27.97 6 29 156.06 IM mitocho
Q8RXF8 | At5g27540 | MIRO1 27.78 12 28 154.89 oM m?r%ar(‘)'zfcr‘]ao
GAMMA "
Q9SMN1 | At3g48680 | CALZ; 19.14 4 14 141.79 : Kompleks |
matrix?
CAL2
Q945K7 | At5g03290 IDH5 21.39 6 12 128.26 ? TCA
Q9LK29 | At3g27240 | CYCI-1 31.60 7 32 127.23 IM Kompleks Il
FAd
Q9SJ12 | At2g21870 | (24 k 33.75 8 18 126.91 IM Kompleks V
MGP1
Q9S7L9 | At1g22450 | COX6B-1 29.84 4 17 126.57 IM>IMS Kompleks IV
Q9SU56 | At3g47930 | GLDH 16.56 9 19 125.33 IM? Kompleks |
MIC10- Kompieks
Q8GWC7 | At1g72170 like; 30.39 2 14 124.16 IM oy
Organizacja
TON14 2 .
. mi t ocho
FAKAX9 | At5g55610 | MDF20.5 17.08 4 15 122.80 oM ?
ABMRD7 | At3g15640 | COX5B-1 21.71 4 18 120.85 IM Kompleks IV
T4C9_180;
PO ? 2
QOSTH7 | At4gl2340 | "rros 18.24 3 17 120.02 7 .
P93834* | At2g19860 HXK2 22.31 8 24 106.08 OoMm Glikoliza
080988 | At2g26080 | GLDP2 7.57 8 13 100.79 ? Metabolizm
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W war

Tabela4.4Bi agka mitochondrialne oddziaguj Nce z OMA1
Numer Numer NER spe(|)<|\(/\r/)é(r:1|§'i Il oS| 1 lio{ War t d Submit. Funkcia
UniProt AGI [%] ! pepty({ PSMs MS Lokalizacja !
QI9FKS5 At5g40810 CYC1-2 31.60 6 23 95.55 M Kompleks IlI
Q9SSB8 At1g80230 | COX5B-2 22.22 4 13 94.57 n|1h£t>rix Kompleks IV
F4KCL7 At5g09420 OM64 14.43 6 9 83.45 OM I mport
Q9ILZM6 At5g02050 | At5g02050 12.73 2 10 80.39 matrix Translacja
PSST; IM/
Q42577 At5g11770 20 kDa 18.35 4 9 80.09 matrix? Kompleks |
AtMg00516
RORZEZCL | AmMgo1120 | NADI 12.62 3 12 74.42 M Kompleks |
AtMg01275
P32746 At5g23300 PYRD 14.13 5 7 72.08 IM Metabolizm
QIFLS8 At5g61810 APC1 10.04 5 8 66.14 M Trasporter
Q9SKM7 | At2g28430 At%%és‘m; 37.65 3 8 61.73 ? Kompleks | ?
3.5
At1g06200; .
Q8W476 At1g06200 FOP14.6 35.44 6 11 60.03 ? Proteoliza
Zestawi aj Nc wyni ki uzyskan(eabeld 44 i 4Bar unk -
wyselekcjonowano zaledwie 4 biagka

podwyUszonej
At4g28390), GYRBM (angDNA gyrase

oxidase 2
MT-CYB) (Tabela 4.5)

jego

wmi

At 3g14415,

peroksysomal nN

tochondri

wewnntrznej

najbardziej ekspresjonowany w warunkach stresowych (van Aken i in., 2009CQrBz

ach

t empe

Bi agko

rat ur y ADP,aATRncaaier opwoiein i3 e
subunit ,BAt5g04130), GLO2 (angGlycolate
opi sy waonag COB- (AMJgoaRZD, ijaczédj o

GLO2
na podstawie bazy SUBAS, aczkolwieka u n a y

(GOX2)

i n.

i zol owanych

zostago
(2022)
| okal i zz@mrcég @y pizZt ujrNeceycchh pz

z roSlin

SANT Pt 0z w annoyS nA A&C 3A D Pk/ t

ry

s k|

w ostat

specyfic

AAC

GO>

as

upr awi g

spoSr - d

(MT-CYB), jedyna podjednostka kompleksu 11l kodowana przez genom mitochondrialny. Co

ci ekawe,

wstawianie do weéewmitthronme i podjdiresgiky GOB Grischkes
iin., 2011) . Trzeci e bi agko, gyraza DNA (!
zl okalizowany w maci ezwiyNazrd ty cjheosntd r2 arhenteg b o Ik

u dr o Ud Upiogepezye kompeksy il jestt kvgmstanyjne
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Podobnie jak w przypadku FTSH4r 0 z d z i )a Granskdyptyp trzech
mitochondrialiych bia § eidentyfikowarych jako substraty proteazy OMAW 3 0AC by gy
analzowanew bazieePlant Zar - wno AAC3, | ak iom@QraBkrypty k az agy
pod wpgywem podwyUszonej temperatury, GYRBWN

praktycznie stagym, wysokim poziomem bez wzgl

Tabela4s5 Bi agk
pokol P zident

a itochondrialne oddziBd@ujkMc eu zadachMAll w wasr
'ty k- e/ Bi sk @ dBNLGCporzNdkowanMasseedgug war
Ms

m
fi
I PS

Scorg . 611 o0S 6 oznacza |liczbn dopasowa®& peptyd:- w. e
l okalizacjn biagka. Padhaneg rmwumgr ydamkycers yynnePrmpdb oraz T
okreSlono na podstawie bazy danych SUBAS5, a funkcjn w
OM,bgona zewnitrzmrat;r 2av, IbN®,nap weeatsk irzEkm nmi dGMAY dDFHwjnNove .
r-wnieU w warunkach 22AC.
Numer Numer Nazwa speitvngr::gi Il oS| I'l oy Wart g Submit. Funkcia
UniProt AGI %] ! pepty( PSMs MS Lokalizacja !
Q8GXE5* | At5g51740 OMA1 39.37 14 179 1359.51 IM Proteoliza
Organizacja
004331* | At5g40770 PHB3 51.26 11 42 393.79 IM mitocho
Organizacja
QILK25* At3g27280 PHB4 30.11 8 34 337.22 IM mitocho
Q93VPY* | At4g27585 SLP1 36.01 13 52 281.38 IM Organizacja
mitocho
Organizacja
Q84WUS* | At2g29080 FTSH3 24.97 17 35 232.56 IM mitocho
Proteoliza
049447 At4g28390 AAC3 11.35 5 30 226.92 IM Tansporter
Q9ZNT7* | At1g03860 PHB2 36.71 8 25 196.09 IM Organizacja
mi tocho
Organizacja
064471* | At2g19080 MTX1 28.89 6 19 136.34 IM/OM mitocho
| mport
049460* | At4g28510 PHB1 27.08 7 19 135.81 IM Organizacja
mi t ocho
SLP2; Organizacja
QILVWO* | At5g54100 MIP23.8 13.47 6 17 124.01 IM mitocho
ATJLS, Organizacja
Q39079* | At2g35720 OWLI; 11.52 5 10 108.70 ? g !
) mi t ocho
atDjC28
Organizacja
Q8vzIg* At1g07510 FTSH10 13.28 9 16 99.38 IM mitocho
Proteoliza
QOSI32* | At2g04940 | At2g04940 | 12.24 4 10 97.86 ? Irgnz'c;k%clf‘ :
Q94BZ7 | At5g04130 | GYRBM 12.57 7 11 69.40 ? Edgﬁl"/‘ia”'e
QOSIL6* | At2g20530 PHB6 23.08 5 9 60.86 IM Organizacja
mi tocho
GLOZ; .
QI9LRSO At3914415 GOX2 18.26 5 10 60.47 ? Metabolizm
AOA2P2CL MT-CYB;
G2 AtMg00220 COB 5.60 2 6 41.14 M Kompleks Il

Opr-cz wymienianych powypleeypitujp dodatkevo 13 wr az z
innych biagek WwTabela 4.5 n kkatc-hr y2®WAd dent yfi kacj i (
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wwar unk a¢Thbel2 24\ CF a k t i ch jednoczesnej ident vy
warunkabh wzr ost u zwinksza prawdopodobie@Est wo,
bi agkowyimvivoBMAalgka te nal eUN do nastifpuj Ncyec
funkcji: a) organi z acj aitnyb(lgHBh yYHB& i PHB3c PHBA d r i a |
i PHB6), stomt yny ( SLP1 i SLP2), me tJEBk(At3g36a2p 1 ( MT
i skramblaza fosfolipidowa)) system proteolityczny: protearyrAAA (FTSH10 i FTSH3)

oraz c) metabolizm: heksokinaza 2 (At2g19860, HXk&n zym kat al i zuj Ncy pi
glikolizy.Jakj uU wspomni ano wcstom&ymb d p p wizead bsjt Bibti yi i yz a
bgony i osadzonych w niej kompl eks-w ( Gehl
prohibityn uwaUa sin, Ue dziagajN one jak
bi agkaed degr adac jmMAAp(Nignarzs | m.r 8000 &€a giekawe,

u Arabidopsis kompleks tworzony przez proteaeA AA oddzi aguj e wgaSni e
(Piechota i in., 2000 ni e dzi wi zatem obecmdASA wSr -whi eU
wymienionychp o wy U e j MTiX1 i A §&3ko z koleprzypuszczalni® i arj&k@Nce by i
cznSciinkkszego kompleksu tworzNcego wjomiNt och
wewnifitrznN .iNa tereaw skramblaz§oslipidowej u Arabidopsis brak jest

istotnych informaji, natomiast w przypadku ludzkiej mitochondrialnej skramblazy
fosfolipidowej (PLSCR3, angPhospholipid scramblase) 3viadomq Ue | est ona

w translokacjif osf ol i pi d-w w &br fpbrizey ctegyonniya,j Nic tsyini d

i in.,, 2003; \a n i I n. 2007) . Co ciekawe, CLPLSCRS3
zwewnntr znej bgony mitochondri-w do bgony ze¢e
t Bid uwalnianie cytochromu ¢ i apoptozn, |jak
funkcjioddechwwej i mor f ol ogii mitochondri - -w (Liu i

uwaghn, Ue podgkoi ¢ oj ak tze mperza oNd deTe@l® 2 /A€ r - w
zpr ot eaz NTabelas2H4 Ostatnim biagkiem zidentyf.i
warunke h | est heksokinaza 2, jeden z enzym-w
Przypuszcza sin, Ue podobnie jak heksokinaz
bgoni e mi tochondrial nej einzymok emetuazlzelsit ame
w kontrd i programowanej]j Smier ci kom-r ki (Kim i
WSrbidagpkekgpituj Ncyczha ek sOdMAAN ova 2 @AICt vy f i k
bi agwkNzanych z organizacj N wultrastruktury
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zl okali zowanego w  iteehondridlbey kenmpleksu MIGOS Nn(MIEG0 m

i prawdopodobnie MICHlke (DUF543)) bi a gk a kompl eksu SAM bgon
(SAM50-1i SAM502) oraz biagka powi Nzane | ub oddzi ag
SAM (MTX1, ATJ13/OWL1 oraz MIRO1) (Tabek4). Jakzaznaz ono powy Uej , MTX1
ATJ13/OWL zidentyfikowano r-wnieUO w 30AC. Co
ussak- -w t vkormN ekwspewl B poSredniczNcy w kontakc
bony mit oThmmnoMTHI vedzz ®NAIC11, homologiem ATJ13 w g tNi p

jako czynni ki s t a WHuynenziur., R@16, VaneStrienk mmpil%e k s

UdroUdUy natomi ast jakobhdmdlah®SamBFestinmgr alen MTXK § 4 d o w
kompleksu SAM  WSr - d zi dent y fpirkeoccwapn yt chhiA Mici yandael ka zkGoo s |
bi agko kodowAt4ge234pr Béeajghgento wykazuje pewnN h
MI C19 (Q®turfioozz i by n. kaz2POKk&l ei u ssak-w jest N
kompleksami MICOS i SAMI nt er esuj Ncym pod kNtathkoejopyras
procesowane przezs acz N OMA1l pod smprgesvewn fpieawjnoylcchgi cznyc

2020). U ssak-w whemahaoogiNrl -R0D1La § kkatecypitsje k o
ZOMA1l oczyszrczimmrNavwi a wySd b wpodiediogkai MICDSaaz a § uj N
SAM50( Mo d i i in., 2019) pegni Nc prawdopodobni e

i I M. W przypadku roSlimwpggwlkumen troowzamn-oj, elmeb r
at akUe odpowiada za poprawnN mor f o20blgcoi mitoc
sugeruje, Ue bi az@kzdonipleksemdMCOS. Pddjednoskmpilekéu
MICOS, MIC60 u Arabidopsis wchodzai - wnw edJk gad duUego, wzbogaco
kompleksu MTL iodgr ywa i stotnN r €bnf wwindejanspowaiel
podjednostka kompleksu I ll-przedepittydj Koywamaz w
wchodzi w skgad kompleksWNaM&Uy ( Meez huaodog 31, iind .
el ementy kompleksu MTL ukomgeksiVdQOFId irng 2049 j ak o s
WSd- bi agek zi dentprfekypomiatnwyjchc g ak oOMAL oczy !
uprawianych w 22AC moUna znale¥i takUe podjed
b o apdchd®zi z kompleksu I, &N t o: C AQA2, CA3C7EKDA, 24kDa, PSST

iNAD1,at ak Ue czynni k skgadania kompleksu | GLDH
specyficznej dla roSlin podjednostkid4&ompl eks
Subrahmani an i in., 2016). W eksperymencie zi
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(RISP, CYC11, CYCZ2 , MPPal phal, MPPal pha2 oraz MPPDb
(COX6B-1iCOX5B2) oraz tyl ko jednd)bi agkodookaeampheak
podjednostkakd zi dentyfi kowana zostaga r-wnieU dl a
(Tabelad.3;r o zdz)iag 4.5

Podobnie jak w przypadku FTSH4, wSr - d bi

22AC wyr-0Onii moUna r-wnieU grupit nal eUNcN d
a mianowicie AAC1 i AAC2 bndNce noSpnakami A
noSni Mg*#PT(Pabelad.4 przegl Nd w Fer mNeseiini, 20000Cq 2020
ciekawe, wSr-d opisanych biagek zidentyfikow

noSni k ADP/ ATP, ¢§TabmaaShowi ci e AACS3

Kol ej nN waaljreNk dgernut pyif itkiowanych w warunkach
Opr-cz wymienianwijazwcze®»MAd] wWBMIPPJjoczyszczaj
proteazy uczestniczNce wangaojhr zdeowamii tuo cbhioangder}
i produkt genuAtlg06200 (HeidornCza n a [ i n. 2022) or az zZ al
wewnntrznej enzymy ko n:proteakyinANA{FRSHS cATSHN0)t o c h o r
orazi-AAA (FTSH4)(Tabela 44) Warto zaznace@pAkopUecyppiot ejal
zOMA1 r-wnieUO w warunkach »0A&dopodpomde&kr e$§|
(Tabela 4.5)

WSr-d biagek zidentyfikowanych w 22AC wy
bi agko a@PQh&eéronih CPNellkke2, At 3gl13860), kil ka biage
metaboliczne, w tym zlokalizowane najprawddpbniej w macierzy IDH5 (andsocitrate
dehydrogenase [NAD] catalytic subunjtA&t5g03290) i GLDP2 (angslycine dehydrogenase
(decarboxylating) 2At 2926 080) or az me mb r a Dilydvoorotdiei a § k o
dehydrogenase (quinoneiAt5g23300)(Tabela 44). Bi agko PYRD pegni r ol
pirymidyn, jak r-wnieU w bezpoSrednim przen:
i stotnym el ementem gJgaG&ucha oddechowego (S
ponadtdbi agko uczest ni cz Kamego RNAeMOREAGMaH inni, 20200 r ga n e
Warto tu podkreSlii, Ue biagko to, w przeci:
skr-conego AtbgdaV@0Kabela 4B8e niudent yfi kowane | est z
048582 dguUszNWSobimhgeegoddizaghaj Nececlsau| QA

wydaj N sin r-wnieU dwa biagka b @otergnvelopewn it r z
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protein 64 At5g09420>bi agko uczestniczNce w imporcie bia
nie zasocjowane z kompleksn TOM ( Li st er i i n. 2007) oraz
kodowane przez get5g55610 s kat egoryzowane jako biagko ucz
s y g n(Talfela 4.4)Duncaniin., 2011, 2013).

4.7 Analiza iTRAQ: Globalne badanie zmian proteomu mitochond i al nego mutant -
ftsh4-1 oraz omal

Aby uzyskal wgl Nd w zmi anfsh4iiromalvecdpowiedzimi t oc h o
na ddjugotrwagy stresu umiarkowanie podwyUszon
analizy proteomiczne oparte na technologii iTRAQ@galsobaric Tag for Relative and
Absolute Quantitaton zar - wno na materiale izolowanym z
22AC, jak i 30AC. StosujNc r-Unicin 20% w il oS
(stosunek mutant/ WT iynwrpmgowefizj@bgicniedsio)nej zmaakyp kr yt e
zidentyfi kowéshaelitfkt 3worm kady roSliny uprawiane
WinkszN |liczbin biagek wyk@aziugwWeywlykrysttaotme m
upravianych w 30AC, a mitsh4iol@liuemak Zideryfikowanaslkpe k
1 bivmRAO/ kazuj Nce zmiany w ob3u0 ArGakiamh abhagalk
nal i cz aBidentydikowadeBi agka spegni aj Nce kryteria st a
na kategorie funkcjonalne zgodniezc h zaangaUowaniem w okreSlone
Ze wzgl ndu na pduwlte bwvadinaNmiz @my e s z ¢ z o nwformia k o Ec u
zaJNc(Tabdlakrd . ZauwaUono og-1nN tendencjn, Ue b
procesy zac h o wewfahdliomsail tzn.ipcohd oibino Si bNd¥F ul ega§e
bNdT¥ o b w iolile badlanych mutantach Ws zy st ki e bi agka opi sa
zaangaUowane w odpowied¥ na str eftshdl)iorawp or t bi e
wi ikszoSl biagek exkspmea)awagreyxdmbndrial nych, w
ul egagy podwy Us zfish#1, ujak ¥ avr omaln Brzeciwnie, wszystkie
zidentyfi kowane biagka kompleks-w 111 [ vV, wi
bi agka zaangaUowtaman svp d ott oir eme@t almeljifzm ami nok:
kofaktor-w bygy obecnhkomwdrmndcel sekey mdtodrcti- w m

Jednym z najbardziej zaskakuj Ncych odkryl
izoform cytochromu ¢ (CYTE i CYTC-2) u ftsh41 w warunkach umiarkowanego stresu
Spadek iloSci CytC, chol fishd4ler - twaW wallukdch, zaobs
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115:13006

optymal ny.ch Md@2mRACp bni Uo ny mitgclondriazhm izolewanych

zftsh4l,j ak r-wnieU jego ndmalwovynikibdng ulgoontystigmogzei goom
S30AC potwierdzono z aFiguadmb2AN ii mBriju n oAdneat! ei kzcaj ip -
CytC w cagkowitych ekstraktach biagkowych z
poziom tego biagka fishdmurtoasnnt Ncwrcihs zwh Figagr-AlCn i(e
4.12C) . Wyni k ten wskazuj e, Ue zmniejszona il
uwol nienia puli cytochromu ¢ do <cytopl azmy
ekstraktach powinien sifn w takim przypadku z

A 22°C 30°C B
r 1 T 1 ~ 18
> > 7 HSP70
N N 2
£ &8 £ =
s Pa. = "wT
- | ftshe-1
HSP70 = o8 .
- z rom
.é 04
CytC E}
- C
| — - 1t kDa E 3 - |

"WT

=omat

Wagledna losé Cyt C (WT=1)

———— - —————— - 2‘1’]@
a

+ oyt cC
T ——— - — , 14 kDa

Membrana barwiona Coomassie

Figura 4.12. Poziom cytochr omu c ftghdly on@) uprawianyohSu wamirekacth ~ WT ,

optymalnych (22AC) i umi ar ko wamnagodetelksja H&8PFWi Cgt€ pop | nego
rozdziale biagekAmatozhondofSal owahbdSR7bi ag€kt Mi wec hoet
na podstawie sygnagu od przeciwciag w stosunku do ba
il oSci podane jako wzglfidne w stosunku do wBOtoSci wu
0.05P O O0.*O0BO 0.01. IstotnoSIi statyst$ftmdBntoac.enBEMp b
standardowy!| dmemdndetiekcja Bi P i aGigtaC hwbcagdkowiytchch z

zr 0 S| i fish4wTtsh42, FTSH#E omali OMAI°F uprawianych w2 2 A @ 0 AMembrana barwiona
Coomassiek ont r ol a A-B:avgaaklienn 20a1). (

107



4.8 Potencjalne substraty protea FTSH4 i OMAL na podstawie kelP oraz analiziTRAQ
Ze wzglndu na funkcjn degradacyjnN badanyc

zagoUenine,) almepostudstratyzywah peodemacj DiddN a

wmut antach pozbawionych jednej Z nich. ZWr - c
wystipuj Nce w zwinkszonej iloSci w mutantach
uzyskanychzanaliz T RA Q. |l dentyfikacja akumul uj Ncych si
wsp-doczyszczaj Ncymi sifn z danN proteazN zwii
potencjalnych substrat-w. NaleUy miel oczywi$§
proteolityznymine aws ze muszN si i akumkb owanbovwgaNRA wni e d

prekursory, a biagko dojrzage wysthnpowal w o mi

proteazy wuczestniczNce,j w dojrzewaniu biagka,

usuwae z kom-r ki innN drogN, nie wykazuj Nc tym
mindzy mutantem a typem dzi ki m. R-wnieU ze
opiekuEczego proteazy FTSHA4, moUna spodzi ewa
wysthnpowalejwzej iloSci ze wzglfiadu na brak ich
Poni ewaU kompleks | jest uwaUany za najbard:z
kompl eks-w OXPHOS (Downs i Heckat hor n, 1998) ,
s k § a d o wy yfikowariyah ezn wykorzygniem techniki iTRAQ. Zmiany wlio Sc i
podjednost ek kompl eksu I z osftstdll yr o zn Neend o f i |
wt emperaturze 22AC, omble tychiwarunkachiebalad’dFiguradr i ac h
4.13A) . Cztery zadnese8kidepgodjkempl ek s dtsh&lmi eni ony
w22AC (NAD7, NADY9, PSST i 13kD) wchodzi w sk
120 kbDa) ' ub zIl okal i z giguad3. Teecgtery podjedgnasigio p o bl |

wystfApuj N w obnji NJonzganda®Bocwa nsiueg eprruot eazy FTSH
Q w optymalnych warunkaclrigura 4.13.).

Nat omi ast w podwyUszone,j temperatur ze zaob
podjednostkach kompleksu | u mutarftash41l oraz 9 u mutantsomal (Tabela 7.
Odpowigl ni o 15 i 6 z nich wy, pddczasgayaddpodjedmostkin i e j s z
w ftsh41 (NAD9, PSST, MNLLiB14.7)i3wmal(PSS, TYKY i B15). akumul c
Wi ikszoSI tych biagek =zl okalizowana | est na
ramieniemk omp |l eksu |, w t yhAgura4.1®mMiBe U mwodungu s@ b e =z
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wyobrazili, Ue przynajmniej ni ekt -re z akum
substratami proteolitycznymi proteazy FTSH4 i/lub OMA1L. Najbardziej prawdopodobnym

kandydatem da OMA1l wydaje sin PSST, gdyU zost at
wsp-goddziaguj Ncych z t NTapelagttheaz N, al e w war

A Jtshd-1

L

G

modul Q

Figura4.13 Wi zual i zacja zmian w il oSci bi agefish4liomhglednost e
w por - vdo\WThna podstawie analizy iTRAQA.Zmi any il oSci owlsh4di age Ncwmmut
w 22ACBLZmi0aAnQy. i | oSci owematriocasgnefkc ywm nwi t2a2nicG ei 3 0AC. Podj
zagNczono w ramce kaUdodpmi Jaorsd| ud a nkogloozriwi nii §esbai pensfk-ig t v
szary-brak r-Unic w iloSci zidentyfikowanego biagka. Pr
zaangaUowane w skadanie kompleksu |, ale niogo jest | «
w Tabeli 71. Architektura kompl eksu | zostaga opracowana n
opublikowana w Maziak i in., 2021.

Warto zauwaUyl, Ue biagka NAD9 ftsh41 PSST
wwarunkach 30AC sNifp ¢4latbme\aaniaa ka gir eigna. , 2021) ,

ich identyfkokRcjwiiaBetedW tych warunkach. Z
uzyskane xo-IPi nt er esuj Nca wydaje sifn podjednostka
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w 220z z pSHtt(Tabela f1p FTa kt-ra akumutsh&l e si n
w warunkach umiarkowanego stredeigura 4.13) . Nal eUOy zwbiagko uwaghrt
wwarunkacl2 2 AW st ipuj e na nieco podwyUszonym pozio
wzgl ndu na =z adtao snd vea nzeo skkraygtoe uwz gl ndni one | akoc
i 1 oScTaelmé]l (

Na podstawikelPwSni & potzencjalnych biagek od

FTSH4w 2 2jAeCs t zl okali zowane W przestr&zeni mi nd
Opala GBskin., 2017). Biagko to poza katalizN os
pegni r-wnieU istotnN, miaené eny matbhyjommNemgol ik o\
(Schi mmeyer i i n. 2016). Analiza iffh RAQ wykaz
w temper atTabela &1 FR@aAL1a | | co moUe wpgywal na o0g
kompl eksu |I. Co ciekawe, biagko to =zPBstago z
222 ATabela 44, jednakUe bez wpgywu na zmiany w

podehost ka 75kDa zostaga zidentyyHij xlbeovaima a vk odc
oddziaguj Nce z obiema badanymi 4RrTabeladadlz ami w t
jednakUe ponownifesh4lyh klos evr wowgmpadikmadek il oSc
wwarunkaclFigua@A3d . ( Dane te mogN sugerowal, UOe
podjednostka 75kDa, to substraty proteazy FTS
pod kontrol N domeny biagka opieku@Ezego.

Wedgug danych pochodzNcyclM17-2 podjedrostkaz i TRA
kompleksu TIM (TIM17:23),k t - r e eksperymanipimigotwierdzonejako substrat
proteolityczny FTSH4 (Opali GBGska i fisml, 2018)

zar -wno w 22Te@la7)lakiidehACi bowdgkha bgdnynwewnn
kt -re r-wnieU akumuluj N sifn w obu b2admongyN h wa
byl potencjal nymi Ssubstrat ami prot @radukt FTSHA4.
genu At 49g16486) moneabndna miompieksa | (Bchulteniagnwe go  k
1994) , podj ednost ka MidHRPE(prodekkgernuAt5GeBAAR, iBsertatai a g k o
bgonowa(Ategg2830, poded nost ka k omp | GOKX2«2 ordz\ADNTD i a g k o

Co ciekawe, ADNT1, mi mo obec nadth4li(Tabeladdthi eU w a
zidentyfi kowalRjegkozioadlka@d os pve kyof i czne dl a FTSHA4
umi ar kowani e podwy  B€maeladd). temperatury 30
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Do grupy biagek akumuluj Ncych sitsh4lw obu
nal eUyU rbiwng ko MGE1 ( h(rabelda@)lg ki ag& aj &s pEj) edn
czynni k-w wymiany nukl eotyd-w dla biagek HSF
2012). 11 0Si MGE1 | eesnalw -3weh@ekhwe drubvhgnibog o n a
biaghp&, GMGE 2, kt -ry jest wymagany w ter mo
przewlekgdgy umiar kowadlyA; s tHuesi ciire.p,l nZ0 A ZF)i,gum
il oSciowych w obuTalea@dhnych mutantach (

Na uwagn zasguguj eAtqgalldGidtt -or yproaduk e gepouy
wog-l e scharakteryzowany. B ftsladd. kvoobu tbadanyck u mu | u
A warunkach (analizy iITRAQ,Tabela

S 71, jak  zidengyfikowen®

zost a@ad&o bi agko oddz
ZFTSH4 nieend atbsewamych
waru n k - wiP, Tdbala 4.2 1 4.8

At3g51100_201
At3g51100_211
At3g51100_172

At3g51100_201
At3g51100_211
At3g51100_172

At3g51100_201
At3g51100_211
At3g51100_172

Figura 4.14. Analiza sekwenciji

ami nokwasowe|j bi agka kodow
B gen At3g51100 A. Przyr . - wnani e
DeepTMHMM - Most Likely Topology | Type: Globular z zastosowaniem programu ClustaB&kwencji

Outside
Membrane

ami nokwasowych biadgek kodow
At3g51100B. Analizyin silicoi przewidywana

Inside

0 % 100 0 200 topologia produktu genAt3g511000 d ugo Sci
DeepTMHMM - Posterior Probabilities 211 a mi n oWwygemesowana przez
10 program deepMHTMM. Diagramprzedstawia

prawdopodobi e@sytswonpowani a
transemembranowej domeny o S pi onowa)
wzglnindem sekwencj i ami nowk a
pozioma). Obecno Si potencjalnyc
oznaczona zostaje kolorem czerwonym.
Sekwencja aminokwasowa bi ac
UniProt.

o o o
S o @

Probability

o
N

Inside

0 50 100 150 200 Bia@ko to mo Ue byi

Sequence

0.0

potencjalnym substratem proteazy FTSH4 al bo
kompl eks. iRrzsyak wanmnmj i ami nokwasowe|] tego |
organizm-w za pomocN BLAST dostarczygdo 48 w
A.thaliana,cosuger uj e, Ue jest to biagko specyficzi
danych UniProt dostpne sN aU trzy sekwencje aminokw:

At3g51100 a i ch przyr - wnani emomshk abzyuij ewy nliek ikerm tosg
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proteolizy f Figuaglhla,j dndllszzg $ekwencj.i ami nok
f or my wskba zaaggkao, tlbe ni e posiada typdigwah domer
418 ) cCo suger uj At3g51006nie jestmckejtk it a ogkeineum z ak ot wi ¢ z
wbgoni e.

Na podstawie wyniklPw kayskkSgca potkeoncj al ny
interesuniNcle miNagkay, kt-ranNsprogoeay®dN2uCwpnNusk
(Tabelad.2 14.4) a w oparciu o analizn 1 TRAQ wi emy,
(Tabela 7.} , SN to: bi agko E MB2931 @6 dla KDStHH wrazn e prze
glikoproteina kodowangorzez genAt2g41600 podednostka kompleksu IV COX5B
i peptydaza z rodziny S24/S26A/S26B/S26C kodowana prze&t@igf620alla OMAL, przy
czym wymieniona peptydaza alktshéiu tych samygh 1 r - wn
warunkach. W przypadku FTSH4 warttew a g i wydaje sin -, wrkitel ebi a
zidentyfi kowano w obu badanych warunWKkKach | ako
i43) , nat omi ast analiza i TRAQ wykazaga jego al
powyUe|j zast osopowan ev@ao Uk Kapb@ahli3WACO® (ci ekawe, z a
COX5B-1,jakiCOX6B1 t o pozamembranowe hydrofil owe bi a

4.9Potencjalne substraty ograniczonej proteolizy proteaz FTSH4 i OMAL na podstawie
analiz COFRADIC

Dane | iteratar ciwemobdogywzNroteaz FTSHA4 [ O
wSwi ecie zwierzNt i droUdUy wskazuj N, UOe pi
mitochondrialne, ale przepr owa-@zaragiiN,2022)h ogr an
Dotychczas brak jest takich infoemc j i w przypadku organizm-w |
zidentyfi kowani a substrat - - w poddawanych ogr

przetwarzaniu) przez proteazy FTSH4 i OMAL, wykonano globalne analizy proteomu
mitochondrialnego z zastosowaniem metody COFRADI@g(aCombined Fractional

Diagonal Chromatography , kt-ra pozwal akonc owy e ht ysfeikkwaemjc

polipeptyd-w bfidNcych efektem cifici aStamsat ur al n
i in., 2011, 201y. Opis tej metody przedstawiono podrozdzia¢ 3.2.19.2.W badaniach

wykorzystano mitochondria izolowane z-l4ni owych r oSl in typu dzi ki
ftsh4liomalu pr awi anych w formie hodowli wodnych w
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W badaniach wykorzystano 3 powtr--rbzenAnaalbizol
wykonane w VIB Proteomics Core, Uniwersytet w Ghent, w Belgii.

Potencjalne substr atpyez proteady kFdoSiHd lubp OMA& t war z
wwar unkach optymal nej l ub podwyUszonej tem
podstawie idetyfikacji N-k o &Gc owy c h i s epkewetnycdj: w obecnych
wmitochondriach WT w fisb41 {uvomalnpi ouw sct ca gngwctha nvt - vy
potencjalnego cinci daabgaddez FTSH4 | ub OMA1l (

Dl a proteazy FTSH4 zi denttgncjalnyroi aubstratamil 1 b i e
przetwar zanymi niezaleUnie od temperatury. \
3 substraty przetwarzane arti-evz gplrezlerntivea raed nwyarh
wwarunkach 22AC oraz 3 bi adk ap opdwyel svzaa rzeajn et e
(30AC) . WSr-d potencjalnych substrat-w FTSH:
zwi Nzane z bgonN wewnihtdgetinmstbichkodtpl etws -

Wprzypadku OMAl1l | okalizacja e@omehogphbngch: 4

r-Unorodna. Dla obu badanych proteaz zidenty
|l okalizacjfi pozamitochondrial nN.
W Tabeli 46 0pi sano z a pomocN sekwenciji amin

Uwzgl ndni ono pozycj i amikrdokwad -zw, dw ohrmici a

Nko@Ea biagka prekursorowego. Jak moUna zauw
zl okalizowane sN w r-Unych czfiSciach potenc,
FTSH4: bi aigentgfikaBjdd e§a&ca cincia pomindzy 4 i E
odNk o Eca bimigekjas;ceP2ci icia w Srodku sekwencji,
akonitaza- mi ej sce ci-He@Epamilndzy €13 i .9 1P daminmo |

sytuacj n zaobsterramo-wa npr odtl eaa zsyu bGMAdentyfikagjad o n u k |
mi ejsca cincia pomindzymi8ejisc® aminrcd kaw apsoemmi, i (
ami nokwasem, -nda§ sMMepobnti Madizg 527 i .52 Uarmei nc
rozmieszczeni e miseejkswean ccjiif cbiiaa guwk oowberjfi bmioeUe by |
fukcj N pegnionego cifncia, jak chociaUby dojr

czy r-wnieU szerokopojnta degradacij a.
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Tabela 4.6 Tabelawyselekcjonowanychs u b s t pgraniczenej proteolizy proteaz FTSH4 i OMALna podstawie analiz COFRADIC.Potencjalne

substraty
podstawie identyfikacjiN«c o Ec o wy ¢ h

cinci

aminokwpszwdpaj Ncych

a

prezetnuje

bi agkowe

przetwarzane
sekwermaejcin ymenp twydj-Nc zni e

przez

proteazy

FTSH4

p 0 z ckyoj GBc aa nbi i naogkkwaa sp- rwe, k ul ri scozrNol w eogdo, ZMwmig i di zl ywi niaviiasir yechi

| u belekajphdavianewna war u n k
w mi t oc ho fist&liulmommal MifScew por - w

docho

mi ej sce s¢iin ¢ iudPodana dumergrakcesyjneapphdang zNbazy dahych UniProt oraz TAIR

(AGI) Lokalizacjn okreSlono na podstawie bazy danychTSKBAR deaafydn kajciy r
sekwencji peptydu daneguibstratu w mitochondriach WT w stosunku do danego mupanta - wnuj Nc okr eSl one warunki
Mi ej sce Sekwencja 22AC 30AC
UNr:igls)rt NXgle ' ('J\l gﬁW? (sekwencja zidentyfikowanego L okalizacja Funkcja
-ang. aminokwasowa) peptydu ftsh4-1 omal | ftsh4-1 | omal
Substraty proteazy FTSH4
Q9SD78 | At5g08060 B14.53 Furry 45 VSTAASSLVQNLR |  Mitochondria System TAK TAK
: (AKS-VS) OXPHOS
52.53 AGSASEAKVAGAT System
Q9ZUX4 | At2g27730 P2, 16 kDa (EQA-AG) ASASAIE(?\ICF%{PKVSED Mitochondria OXPHOS TAK TAK
B18;
NADH dehydrogenase 8-9 KMIATQEEMSAAK Mitochondria/ System
QOSKCI | At2g02050 | "1 1iquinone] 1 beta (SSKKM) IALGSR M OXPHOS LA LA
subcomplex subunit 7
ATP synthase subunit d, 108109 ELKEAEQKSLKESE Mitochondria/ System
QOFTS2 | At3g52300 | ™ iiochondrial; ATPd (LLV-EL) R IM OXPHOS AR AR
- . . CTSSIGGNTESPMG . . .
FAIE14 | Atlgl9140 Ubggggﬂ?kg'ofgt’;?‘es's (S:égl_—‘lc?T) KQSVNPNQSGPTA M”oclrl:/lond”a/ k%g’rfg”rﬁ% TAK TAK
P SSSTGTGEGQR y
Organizacja
Putative ABC1 protein 280281 FMDGAQVNDVDKI Mitochondrid Mi t ocho
004212 | At2g40090 At2g40090 (TME-FM) R M Homeostaza | /K TAK
Lipid:-
Aconitate hydratase 3, 913914 CFKSGEDADTLGL Mitochondria/
QESIIER) | /aEpue mitochondrial (IPL-CF) TGHER Macierz CyKl Krebsa TAK TAK
AOA1I9L q q 37-38 DITSAAPGVSLQKA Mitochondria/ Odpowi e
RF4 At3g06050 Peroxiredoxin IIF (EGT-DI) R Macierz stress TAK TAK
Uncharacterized protein, 3334 . . .
B3H4L6 At5g19151 TEEnEmalEl (YKP-FL) FLEKAEQYER Mitochondria Nieznana TAK TAK
. 208209 KTKAVAAKPKAKE JNdr o
P26569 At2g30620 Histone H1.2 (AVS-KT) R Kom-r ko TAK TAK
67-68 TQAESGSSQQSDSS
Q9LZF2 | At5g03370 Acylphosphatase (SMT-TQ) KTVR Chloroplasty TAK TAK
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Tabela4d6 Tabel a wysel ekcjonowanyc h zyputbaz ETiSH4ti OMAL nagpodatawie amlz C@FRADC. od e o | i
Mi ej sce Sekwencja 22AC 30AC
L’J\lr:ig]r?)rt NAu(r?Ie r (’Il éalf]w? (sekwencja zidentyfikowanego Lokalizacja Funkcja
-ang. aminokwasowa) peptydu ftsh4-1 | omal | ftsh4-1 | omal
Substraty proteazy OMAL
CBS domain-containing
QILEV3 | At5g10860 protein CBSX3, (vgi?fw "VVV'E;FE'E%QALA Mitochondria HOFZZZ%S@Z"" TAK TAK
mitochondrial
. 4243 VMQVTNSSNPELE Mitochondria/ Bi agkqd
Q9SAK9 | Atlg79390 At1g79390 protein (GYG-VM) AR Macierz centrosmalne TAK TAK
ADP, ATP carrier . :
P31167 | At3g08580 | protein 1, mitochondrial; (é%_zl_li) LANDAKARKKGGS M'toclrll/?”d“a/ Transport TAK TAK
AAC1
. Mechanizm
F6A14.21 protein/M20 89 FTNSTTAAAVPPPS . . "
Q9M9T9 | Atlgl8680 endonuclease (SASFT) PPSSPSR Mitochondria mciegga'\\jjiql ) TAK
At4g39690/T19P19_80 527-528 NGTDTVLQLNQKF Mitochondria/ Kompleks
QTS [ ATBLRIED protein/MIC60 (ARSNG) DTLKGTLR IM MICOS/MTL VS
3031 Ochrona
Late embryogenesis (RRSYV) (Y)VATSQNVTAAG Mitochondria/ mi t ocho
QEELES | AR U abundant protein 41 3132 LSKGGSTR Macierz nasion przed VS
(RSY-VA) wysuszeniem
2-oxoglutarate . .
QOFLH2 | At5g65750 |  dehydrogenase, E1 (2%_3/3% AKQYYTKDENR M't,\‘jg::‘i’gr‘i“a/ Cykl Krebsa TAK
component
Avr9/C£-9 rapidly 19-20 Mitochondria; Odpowi e
QEDGY | At elicited protein (GKK-VT) VTAASYVYR Chloroplasty hi poks LaS
Betaoksydacja
kwas -
. . ) t guszczd
3-ketoacyl-CoA thiolase 36-37 Mitochondria, :
Q56WD9 | At2g33150 5 (CLA-GD) GDSAAYQR Peroksysomy _etapie TAK
k i ewnmia i
p-Tniej
wzrostu siewek
Cysteine proteinase 14-15 PLVSVVEGLGGGG | Wakuol a, Odpowi ¢
QEERNIATE || AR ey inhibitor 4 (ILL-PL) GLGSR Plazmatyczna | Obr onna LaS
Early nodulin-like 88-89 Mitochondria/
Q9XGZ3 | At5g25940 protein (AFF-IT) ITADKTIL QGAR IM? Transport TAK
Monodehydroascorbate 45-46 Mitochondria/
F41576 At1g63940 reductase 6 (SLV-TA) TASFANENR Macierz? Antyoksydant TAK
Ribulose bisphosphate 2526 TPEYETKDTDILAA
003042 | AtCg00490 carboxylase large chain (TYY-TP) R Chloroplasty TAK
Biotin/lipoyl attachment
AOA1I9L . - 59-60 AKSSTTTISDGSSD
T30 At3g56130 domagr-gtc;ri]rt]almng (AKA -AK) ASVSDGKKTVR Chloroplasty TAK
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4.9.1. Analiza wybranych potencjalnych substrat:- w ograniczonej proteolizy proteaz

FTSH4 i OMAL

Wniniejs2) pracy przeprowadzone analizy dotycz
spoSr-d wszystkicllabeliadphicaGak owBnyobt awje bi agk
analizie przez innych czgonk-w zespogu. W pr z
biagka OXPHOS: B14. 5a, P2 i B18 (podjednost
komplesku V). Do analiz bioinformatycznych dla OMAZyYy br an o nat omi ast
zhomeostazN RFT biagko CBSX3 oraz biadgko LEAA4]
a takUe biagka MIC60 i AAC1l, kt-rych odrdziagy
rozdz)ag JéedBN 2z najpowshechigiodij sk ydeoht ypz Ngjy &t
N-k o EBEowej sekwencji biagka jest bDdejnapiewadzat
do mitochondi -w biagka. W celu sprawdzenia c¢z)
sin w odcinku odpowi adaj Ncym potencjal nej
wykorzystano programy MitoFates, Predoter, Targe® MitoProtll i b az n  dJaiRrgtc h

Uzyskane dane zaprezenTabelmd@2in3.w formie zagNczn

49.1.1Analizabi oi nf or matyczna potencjalnych substrat
49.111.Lokal i zacj a mi ej sc cinci a proteazy FTS
presekwencji mitochondrialnych

ObecinosSekwencji kieruglNseéjp§do ppudeawiseystdiendn a -
zastosowane programybaza danyctUni Pr ot j edyni e ad?2a RPirazghkanulp 2
jednak dotychczasowe zraajtoulteznei,a Uy smii@WPPNe e c iwr
jednoznaczne jest miejscemodcinaria sekwendj k i e rejudjoNcmi t o ¢ Mwangdifni, - w (
2009, moUna sygelteowadzystkie badane prisakkv@npepsi
(Tabela7.2).

ZestawiajNc lokalizacjfh miejegoazai poimacNr me
COFRADI C z potencjal nN pr es eik wsiico cfidscami zid
rozpoznawanymi przez MPP j ak dr-uwonN er ot eaz N przet warzaj N
2009; Huang i in., 2015)T@bela72) , zaob s er wo wa npodjednistek kompfeksz y p a d |
I mi ej sce cincia FTSH4 z rozpzdawgngnp sz @z pprzeide anz
(Figura 4.1% . Nat omi ast dla biagka ATPd miejsce to

116



cifncia przez pr Figueaddy MWRRBnia WCRSES5 whi oskowal ,
zachodzi w obrnbie potencjalnej sekwencji kie:

FTSH4 MPP

MAKSVSTAASSLVQNLRRYIKKPWQITGPCAHPEYLEAVPKATEYRLRCPATIDEEAIVPSSDPETV

B14.5a YNIVYHGRDQRRNRPPIRRY VLTKDNVVQMMNEKKSFDVSDFPKVYLTTTVEEDLDTRGGGYEK

Mitochondrialna presekwencja FTSH4
L
r 1
P2 MATRNALRIVSRRFSSGKVLSEEERAAENVFIKKMEQEKLQKLARQGPGEQAAGSASEAKVAGA
TASASAESGPKVSEDKNRNYAVVAGVVAIVGSIGWYLKAGGKKQPEVQE

ICPS5

FISH4 MPP Motyw 2x CX,C
\ —_— I|
B18 MEVPGSSKKMIATQEEMSA AKTALGSRDMCAHLL IPLNK CRQAEFYLPWKCEDERHVYEKCEYE
LVMERMLAMKKIREEEALAKQNKLQGNAAVPLIPKTANA

TTICPSS -
MPP | ICP55

MSGAGKKIADVATKASRTIDWDGMAKVLVTDEARREFSNLRRAFDEVNTQLQTKFSQEPEPIDW
ATPd DYYRKGIGAGIVDKYKEAYDSIEIPKYVDKVIPEYKPKFDALLVELKEAEQKSLKESERLEKEIAD
VQEISKKLSTMTADEYFEKHPELKKKFDDEIRNDNWGY

FTSH4
Figura 4.15. Lokalizacja potencjalnych miejsc cincia przez FT
MPP i ICP55 (domniemanepr esekewencij e) w obrnbie sekwenciji ami now
Sekwencja aminokwasowa biagek: B14. 5, P2, B18 i ATPd z
MPP i | CP55, sekwencj i kierujNcychsekaenmjaj §se&kwaicaaf
kolor zielony) zaznaczona na podstawie danybhzzyUni Pr ot . Mi ej sca cifncia proteaz:

(kolor fioletowy) Zzaznaczono na podstawie programu Mit
czerwony) zaznaczono na podstawie danych uzyskanych z analiz COFRAEKEeI®je aminokwasowe pobrano
z bazy danychuniProt.

Warto jednak =zaznaczyl, Ue w sekwencj. po
motywu 2x C¥C char akterystyczpegbowamy bh adgrekg N MBali a
(Figura 4.15Hell, 200§ , co mo Ue prapwidpwaaoepresekwencjiankochondrialne;

w tym biag3u (Tabel a

49.112.Pr zestrzenne rozmies zc zkompleksach oddechowwychwa ny c h
Dzi fiki do s tunkrystali€zoej korspteksu IkAtabidopsis (PDB 7ARB; Klusch

[ in., 2021) bygo moUl i wa wizualizacj a prze

potencjalnych substrat-w (Bl1l4.5a, P2 i B18) w

skgadowyfiiu modj duj Ncego sin w we Wigufiatd .06y coe | bgo

i stotnie zwinksza szansn na ich kontakt Z prc

pogoUenie podjednost ki B18hniktb-groanyz n a@ jéidug el MS
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126:93071

N-k o Ec o wy fragment . Szczeg- gowa anali za mo d e

podjednostka B18 pozbawiona jest fragmentu nia &l CEc u , w obrnbie kt-reg
zidentyfi kowane przez ©EOF&KRAD IpISHméFmyras 4.1 ci nci
Podjednostka B14.5a jest natomiast zIlokalizow
ramieniu kompleksu IKigura 4.1¢ , czyl. po przeci wnej stroni e

katalitycznego FTSHA4.
WSr - d potencjalnych surb-swmriagU wb iFargSkHed AyR d ,U

istotne jest dla utrzymania struktury i funkcji kompleksu V w warunkach optymalnych dla wzrostu

[ w odpowi edzi na stres wysokiej temperatury
struktury krystalicznej syatzy ATP dl a Arabidopsis | ub innec
wi zualizacji pojgoUenia tego biagka w kompl ek
wystihipuj Ncej u bydga (PDB 5FI L; Zhoujestnai n. |, y
rami eni u ynzsgniaaynATRPugytuowanymod strony macierzyFigura 4.1¢ . Nal eOy
zaznaczyl, Ue pogoUenie tej podjednostki mind:

Macierz
mitochondrialna

L /| Blona wewnetrzna

ey

Przestrzefi migdzyblonowa (IMS)

B18

P2

Figura 4.16. Rozmi eszczenie potencjalnych subst rdaStrukiury ogr ani
krystaliczne kompleksu | Arabidopsis (PDB 7ARB; Kl usch
in., 2015) . Strzagkami zaznaczono pogoUenie badanych s
w bgoni e kkoormpplleekkssuu 1V ima jedynie charakter pogl Ndowy.

49.12Anal i za bioinformatyczna potencjalnych sub
49.1.21.Lokal i zacj a mi ej sc cinfncia proteazy O M/
presekwencji mitochondrialnych
W przypadku proteazy OMAlloe c no Si s e WNwep c jdio ki 2 coscfhaodnad r i
potwierdzongprzez wszystkie zastosowane prograntya z i1 dJaiRfrgtd ha bi agka MI
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i LEA41 (Tabel7.3). W przypadkub i a § e k CB Spt®ramy teddE€tlgcz A $Ji owo
sprzecznych informacjP r z y j mu j pormowrjiegall w @aypadku FTSH4 Ue mi ej sce

proteazy MPR o k r y wmiejscsamadcinanias e Kk we nc j i kieruj \Humg do m

iin., 2009 |, moUna sugerowal, Ue wszyst kreee kbvaednacnjen b
(Tabela7.3). Warb z awiwjeeU pozycja cifncia, WME6P i MEA4DIi adku
wznacznej mierzgokrywa sin z przewidywani amprzedotycz
wybrare prograny (Figura 4.17.

Mitochondrialna presekwencja MEP

|
[ ]
MOQGVIRSEFVSGGNVVEGSVLOQHLRVINPAIQPSVEFCSRSESTQPARMEESGFESTTISDVMK SKGK S
CBSX3 ADGSWLWCTTDDTVYDAVKSMTQHNVGALVVVKPGEQQALAGITERDYLRKIIVQGRSSKSTK
VGDIMTEE.\TKLITVTPETKVLRAMQLMTD%IRHIPVIKDKGMIGI\-TVSIGDVVRAVVHEHR_EELQR

LNAYIQGGY I

Mitochondrialna presekwencja ICP55
|
[3. [VDQVQHPTIAQKAAGQFMRSSVSKDVQVGYQRPSMY QRHATYGNYSNAAFQFPPT SRML‘;\ T '
ASPVEVQTPGEKGFTNFALDFLMGGVSAAVSKTAAAPIERVKLLIQNQDEMIKAGRLSEPYKGIGD
CFGRTIKDEGFGSLWRGNTANVIRYFPTQALNFAFKDYFKRLFNFKKDRDGYWKWFAGNLASGG
AACH AAGASSLLFVYSLDYARTRLANDAKAAKKGGGGRQFDGLVDVYRKTLK TDGIAGLYRGFNISCV
GIIVYRGLYFGLYDSVKP TGDLQDSFFASFALGWVITNGAGLASYPIDTVRRRMMMTSGEAV
KYKSSLDAFKQILKNEGAKBLFKGAGANILRAVAGAGVLSGYDKLQLIVFGKKYGSGGA

OMA1

Mitochondrialna presekwencja MPP

II1\[1_ RKSVLELSSRLSIKRFPRNLGAQRFHLSS SRNI‘\ST SGKNGLPGAKPVGKPDASKVDPPKVTPPPP
TKGNSSKVVIGGVAIAGAFLVAYQTGYLDQYLGKEQQKLSERIHSDALTEKLEEAHHLNVPSGVE
DSTEKDGKVETQPQVTHSEASEGVQSDIELQPESDLSSDRFTYISSNQEETPQETVIDRAEINLPISAS
EDSGAKPDMPSEIISEAESVKLEAVPKPGDSPIIVNAQSSSVHRESETESASPKDPAALKTPEDGIERE
MIC60 VQLPGSLLKEYNLEGSDTESTGSSSIGEQITKETEAFPNSTEGLKDSYMTEDGKLVLDFLAATHAAE
KQQAHLDAQVFAEELRALKEKYENELRDLRARELMRIEEAAILDKELKRERTKAAAATKAIQERM
EDKLKAELEQKETEAQLALSKAEELAKAEMISTIAKEKAAQIEKMAEADLNIKALSMAFYARSEE
ARQSHSVHKLALGALALDDTLSKGLPVQKEIDTLQTYLEGTHKDSILGLVLSSLPEEARSNGTDTV
LOQLNQKFDTLKGTLRHFSLIPPGGGGILAHSL AHVASSLKFKEVDQANGGIESVIKKVDNYLAEGK
LAEAAATLEEGVKGSKAEEIVSDWVRRARNRAITEQALTLLQSYATCVSLT

OMAI1
MPP
Mitochondrialna presekwencja l lICPSS
|

[ 1
LEA41 MAARSLSGAVESLCSAASGSLSCSIVLRRSYVATSQNVTAAGLSKGGSTRVMVGKMEQRGLDQE
ABSAWGPDPVTIGYYRPSNRAAFIDPAEL LEKNKAKSF

OMA1
Figura4.17.7 Lokal i zacja potencjal nych mi egjssmozpaznawanyclaprzpzr zez ONMN
MPP i | CP55 (domniemane presekewencij e) w obribie sekw
Sekwencja aminokwasowa biagek CBSX3, AAC1, MI C60 i LEA
przez proteazy MPP i ICP55, sekwep i kierujNcych oraz miejsc cifncia prze
(sekwencja kieruj Nca; kol or zibazybmiyRr @ta.z nMicejosi@aa nai Mmoid:
(kolor brNzowy) i | CP55 ( kol orgrfaimul évti d wy)at Z2az n dNaz onmd ars

proteazy OMAL (kolor czerwony) zaznaczono na podstawie danych uzyskanych z analiz COFRADIC. Sekwencje
aminokwasowe pobranobazy danychUniProt.
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Zestawi aj Nc pogoUenie miejsc aremapodstawer z e z
analiz COFRADIC wzglndem presekwencj i mi t ocho
(Tabela 73) , zaobser wowano, UOe w przypadku CBSX3,
OMAl1l znajduje sin dal eko pleigura 41Mi,e jcsac ewms kcd 2wcji ¢
przetwarzanie przez OMAl raczej nie zachodzi
do mitochondri um. Z kol ei mi ejsca <cincia prz
LEA41 pokrywa sin z miej figuadljc,i hco as pgearer)] eMPrP
w zastnpowaniu funkcji gg-wnych proteaz przet
LEAA41.

492. 1l mport do mitochondrinvitrvwylsryain yedly zowaantyrcdat -

FTSH4 i OMA1L
W tej cznSci peayme ztbaldpainme tfawarskzcajjiNc N pr o't
iIOMA1 na etapie Iimportu do mitochondri - -w wybr,;

W tym celu przygotowano konstrukty genetyczne
Bl14.5a, P2, B18, CBSX3,HA 4 1 i ATPd, a poprawnoSi Kkl onow
sekwencjonowani e. Nal eOy podkreSIili, Ue na t
dotyczNcych biagek oddzi agduj NcyRe(ho zd 2OQiMghil. 41.z6/ S
samym ni e doao@® jwi gkaime rbuan ku anal iz i mportu do mit
Ni emni e|] j ednak, przeprowadzone analizwya bi oin
etapie importu do miUtworaomedkonstnukty-wykorzystandw reakci g e k .
transkrypdjtranslacji in vitro w o b e clanmet®uoirly znakowanej izotopem siarki®$].

Wi el up$bkanych produkt -w translacji sprawdzanct
elektroforetycznymKigura4.18 . DIl a anal i zowanych banaog esky gpnraegkul
nanst Aipuj Ncych wysokoSciach: LEA41, 11 kbDa; P

20kDa oraz dla CBSX33 kDa.

Jak zaprezentowano ri@igurze 4.18 w reakcji translacjiin vtroudago si nh uzy
poprawne produkty dla wszystkich wybranyglu b st r at - w. Ze wzglndu | ec
syntezybi agka ATPd, nie zostago ono uwzglndnione
prekursorowych przeprowadzano na Swi eUo WYy i Z
dzi ki ego, a fitstdk Uenalmprawianrnytc-hw w  war unkach optyme

Eksperymenty przeprowadzono wraz z promotorem pomocniczymgldMa §gor zat N He i
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Czar WN.cel u potwierdzeni a aktywnego i mportu
mitochondrial nN, kt -crjyagwy rhajpa oonwedgdatk@v§omotort poostoenwna
walinomycynn (Wal), kt-r agoznaib uwewn fitmpzonrNt  nbiita
wwyni ku zwifikszenia jej przepuszczalnoSci i ot

ni epoddanych ki mperktuowiormiwygd stosowano rozt w-

na kaUdy Uel nakgadano niewiel kN porcjfi zsynt
dl a pr - b poddanych i mportowi . Dodat kowo, ab
przetwarzania jestpse cyf i czny dl a danej] proteazy, W pr z

i mportu prowadzono r-wnieU z vopklovicewersa. ani em m

Autoradiografia [35S] Autoradiografia [35S]
B14.5 .

79390 19151 ATPd CBSX3 COQ9 (Furry) M20 B18 ENODL LEA41 P2
100 — 100 —
75 7] 757
50 — 50 —

| —
25 7 DA 25 7
20 > . 20 — >
—_— P —
DR g s - —
- D - b

kDa E _ | — — 2
100 —| - 100 —|  Se—
75 —| -— esin SEEb e Gumih Gubsd 75— e— I —
50 —| - — — 50 w— »
37 —| .- 37 - -

— e R T S S p—______2% .
25 — - 25 — -
20 —| - 20 - -

._.
N
]

5 15 - W
kDa-_.—'.._|._ll! kDa -__.I|._._I _.. —|I|‘

Zel barwiony Coomassie Zel barwiony Coomassie
Figura 4.18 Wer yfi kacja utworzonych konstrukt-w zawcheraj Ncy
substrat-w proteaz FTSH4 inviMautradiografilPodejen i zdy dnyat pz g we
vitro bi ag k a prekursorowego-PA®GE,dziael dentoe kw| e lpu o SISt u prc
autoradiograf i i . pothizdzialesj2.285Zapcezertgvand repreatatywne autoradiogramy wraz
zUe |l ami bar wi ony mi roztworem Coomassi e. CzarimWro.strzagk
7939071 produkt genuAt1g79390 191511 produkt genuAt5g19151 ATPd 1 produkt genuAt3g52300;CBSX31
produkt genwAt5g10860C0OQ9i produkt genwAt1g19140B14.5 (Furry)i produkt gentAt5g08060M2071 produkt
genuAt1g18680;B18 i produkt genuAt2g02050;ENODL i produkt genuAt5g25940;LEA41 7 produkt genu
At4g15910;P27 produkt genwAt2g27730.

W pr zyp a dBid4i5a Burryy, gokeacjalnego substratu FTSH4, uzyskano trudne do
interpretacji wypn i ki, mindzy i nnymi ze wzglndu na fakt
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przez FTSH4 tego biagka maj N bDai-d45kDa). Pasindd o n e
odpowi adaj Nce obu tym formoympbygywzdizealde el
iprawdopodobnie nakgadaj Nc sifn, migrowagdgy w fo
sgabszy sygnag tftehglopo pawilil Rka[d a@h @ mir @ Hay KNc zroyn emo |
sugerowal, Ue ilobgegopt zleit vk aaBl4e. p@st tutaj w
Obserwacja ta wskazuje na roln FTSH4%Z hna atdyanE e
zwy kor zyst ani eimeksperynemntanege.odej Sc

A B1S B18
5 WT Jtsh4-1 omal WT 5 WT Jish4-1 omal WT
£ 1 1T 1 1 £ 10 1 10 |
£ - + -+ -+ + PK = + -+ -+ -+ PK
a - + o+ Wal z + o+ Wal
— re. | P

B F” 83

R 10 =

50 — e = 50 —

37 — 37 —|

25 = : 25 —|

20 —| d = t-=4 7 20 —

15 — s

i

*HHHHHHH 15 —
_"-.-.--.

kDa kDa
x pk L e e R T Y T )
Zel barwiony Coomassie Autoradiografia [35S]
B P2 P2
« «

% ?:_ WT Jtsh4-1 omal WT *é ?,:_ WT JStsh4-1 omal WT

E2T Ll 1 L 1 LT " L e '

% 8 PK % 8 + - + - + - + PK

2F Wal 2F + o+ wal
250 T_'r“r“*‘l 250 —
130 — 130 —
! 5 1(}2 =
50 — ‘—‘ 50
37 37 —
25 — 25 -
20 — 20 -
15 “"Hu—..—uu—uuh 15 —
10 ——-— 10 #a— —_— — —
KDa I ! ! I ! I | | kDa

Zel barwiony Coomassie Autoradiografia [35S]

Figura 4.19 Import invittopot encj al nych substrat - Ath#fiansHep dotB® it @agdlo n c
(A)iP2B) do mitochondr i -fgh4lizomdlb wdowahyeh Wepr22lAYC. t Mkt owa |
wal i nomycyoamNy (zmapanrt przez bgdgonn wemwnbiy rzmnd&ktmo waorcdhopido

Prekursorpor cja zsyntetyzowanego biagka prekursorowego, odn
P2, biagko prekursorowe zawdeszwneDbygkcjwarobkeéewoyelk imnd
wpr -bach zostaga okreSlona poprzez autoradiografin. Pr :

i autoradiogramy (po prawep)naFetmaagkakoFeomawdopt rnsg§y
#-pr NUek niespecyficzny
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W przypadku biagka B18 przewi dywana masa f
forma przetworzona tego biagka e onvzigdind uF ThMSH -

faktycznejs e k wencj i niké emiu¢ NmePna powiedziel na teme
(Figura 4.15, Tabeld.2) . Analizn wynik-w utrudnia obecno!
bi agka kil ku pr NUOK - w 0 zbl i Oone,j masi e,
zredukowanych/ utklae nwymiykaj Nceygcoh bzi adjbecnoSci w
Zastosowanie roztworu PK prowadzi go do degrad
wskazuje na brak importu tego biagka do Swiat
pr - b po zdodgikiem cbezePK dla WTish4liomalwy gl Nda podobnie. C
walinomycna nie wpgywa na zachowanie biadgka

roztworem PK jest anaFgo@dl@dyr naObderwach aben Wall
zf akt u,mpbet tege hieadkawi Nzany =z |j=schodzitr ans
prawdopodobnie drogN zaleUnN od MIA40, na co
B18 motywu 2x CXC (Figura 4.1% (Szklarczyk i in., 2011Wrobel i in., 2013)
Zkoleiwprzypadku biagka P2 we wszystkich pr.
prekursor owlfNigu@a4l®) kDadbs(er wowano pr NUek na w
odpowi ada formie dojrzadge]j biagka z odcifntN p
(Figura 415, Tabela 6.2 . Cinpio&rtywpatesogaliymicnci em dokonywanyi
FTSH4 Wy j Nt k owo , w przypadku P2, biagko prekur
mi t oc hodnldartiegw, w t ej sprg-nmige peakdrsbmwejyajnrdziaa ek a
P2 (Figura 4.18). Wy ni ki uzyskane dla P2, poakgvwnym e | ak
importem (Wal ) nie wykazuj N Uadoaydhi amiOni eSinmimdizy

amutantami ftsh41 i omal Zastosowani e roztworu i Bkasel e
ni ei mportowane, pozostawi ajoNc fmir enty a rducsjzroznayg e jj
wprzypadku pr-b z zaburzonym i mportem (+Wal),
j ak i nie, nie zaobser wdiguadd®)scgpgontawgiue roddz & ,o r Urey
to jest importowane do macierzy, na co wskazuje analiza presekwEiggjrg 4.1% i jego
|l okalizacja w obrnlFigwadd® r ukt ury kompl eksu I (
Figura 4.20pr zedst awi a natomi ast wyni ki reakcji
(subst at vy przetwar zane przez proteazn OMA1l) . v
walinomycyny poza formN prekurHRgara .20\ czdmaa § k a
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strzagk a)zdentyfikevarmr -nwnliegU del i katny pr NUOek pochec
jegof or my dojrzagej p oolihwzne goemporgdd-iguoabl 2@, bzereonp r ot e
strzagka) . Wi el koS biagka dojrzagego powst ac
sekwencji kieruj Ncej Hguraril7Tabesa7?).Ni¢ zabbseswowano ~ 1 9 |
obecnoSci formy dojrzageijuaQBBX3 Ropgobbwcwz WT |
uzyskano zar-wno w pr Zftghghdiall mhooecchdndr pr wy Wa
ftsh4l pas mo od f o rbmyyd o d osj(figatasgze®). Niemniej jednak, nie

zaobserwowano pasma odpowi adaj Ncego przewidyw
po cinciu przez OMA1l, w przypadku kt-rej spod.

A

CBSX3 CBSX3
. WT Jish4-1 omal WT . WT Jish4-1 omal WT
o 10 1T 1 1 £ 1T 1T 1T 1
5 - + - + - + - + PK Aj - + - + - + - + PK
& - - + o+ Wal = + + Wal
0 5 5 = )
e 250
10’% 4 &= =3 ‘ - 1 Q =
I8 BREE -
7 i 5 E S=§:=g=g= 37
% : i i =1 3 e e
20 — ' oy ) : 20 —Pa— iI : ' $a
15_—.HH~H~H~H 15 — -=~
10 —| - 10 — D S, . M, e s .,
kDa kDa
Zel barwiony Coomassie Autoradiografia [35S]
B LEA41 LEA41
t5  WT  fishél  omal WT t5 WT  fsh4-1  omal WT
L2 1T 1 1 1 L2 ] 1 1T 1
= g + - + - + - + PK £ ] + - + - + - + PK
2F +  wal 2F + +  wal
250 — [ B e | ™ e Il 250 — # 1
i 3 fgg 3 :
> S
w—HEB a a E
37 7 37 = \ g
25 — 25 — :
20 — 20 — \
15—“-‘“—‘“-&““\ 15 —
> e
10 — - e G e ——
kDa kDa
e T I IS YN
Zel barwiony Coomassie Autoradiografia [35S]

Figura 4.20. Import invitvopot encj al ny c IMAd u ldsot rnaitt- ok H@liand dmportk i a § e k
CBSX3@)iLEA41B) do mitochondri -fish4linmdlbovdhowamy zh Wip,r2-2bAyC . Wa
traktowane walinomycynN (zaburzony i mpomptr -pyzezakfowa
prot ei naz N KporPcerjeak uzrssyonrt et yzowanego biagka prekursoroweg
W przypadku LEA41, biagko prekursorowe zawieszone bygo
biagek CBSX3 i LEA4eSWomm:- paphzzastadarakli ografin. Prze
Coomassie (po | ewej) i autoradiogramgr fpostpraagka. For
bi a-GFlkea®r wona strzagka.
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Podobny efekt wuzysfkgraf©2Bdl|.a Poizad k a gloE A 401r mN
(~11 kDa) Figura 4.2® , czarna strzagka), we wszystkich
zaobserwowano r-wnieU obecnoSIiFiguai4d® rzergana pr od u
strzagka), kt- -ryzaedppopwiada boammkea g@gowstage] p
do mitochigumd.t7Tabela7y) . Ze wzglndu jednak na pokr:
proteazy OMA1 z MPP i ICP55F{gura 4.17) ni e moUna w przypadku |

mitochondria WI' i ftsh4lokr e S1 i [ | kt-ra z tych proteaz od
Bi or Nc pod wuwagn jednak fakt, Ue nie stwierd
traktowane|] walinomycynN i P K, omalwyosrtmiap utj & wn
jedmk owej wysokoSci wishpgomawetlwni sakgarali, Ue bi

wszystkich badanych pr-bach zostago poprawni e

a brak proteazy OMA1l nie wpgywa na ten proces

4.10. ldentyfikacja i charakterystykakomp | eks - w proteazy FTSH4 i bi
Dane zaprezentowane w niniejszej pracy o z d.2) idat.gko-IP proteazyFTSH4

zbi a gk ami mi t,eabgendj N tjipmieayiz ULt j SiP2. Podobny wynik

ko-lPot r zymano popr zedalir)oldeftybhyagal we &szystkich iprzypadkach 2

byga oparta o spektrometrin m8l¥Pl przBprowadkono d o st

i mmunodetekcjn w celu wizualizacj.i o bBRedtan 0 Sc i

FTSH4 Figura4.2) wer ygdkrugweo Si doSwi adczeni a.

Sish4-1 FTSH4H56Y
) T 1
I FT W E E W FT 1
FLAG
—_— === | (FTSH4)
Q 73 kDa
gl — — mm— o — SLP1
I 15 kDa
aaas |, "l eeas 1hir2
(A 30 kDa

FLAG
(FTSH4)
73 kDa

30°C

SLP1

45 kDa

Figura 4.21. Ko-i mmunoprecypitacj a FTSH4 z w y-HLAG. zMitecthioadna e m  pr z
wyizolowane z mutantBTSH4“®Ypoddanokd mmunopr ecypi tacji z <z &bAGolJakowani em
kontrol i n eoyandb mitwahdndria wyizdlowane z mutaftsh41. Immunodetekcji poddano rozdzielone

na Uelu pr-by zebrane na r - Uniywyj Sctiaopvayc he kdsotSrwa katd cmietnad
FLOWTHROUGHIini ezwi Nzany z pr zeci wicpirazjeassmic zp ruzzeysshkcazn;y W,0 VEAJSUH
iko@Eowy przesNcz zawierajNcy biagka zwi Nzane-FILAGprzeci w
jako kontr ol A Pp ooprraazw npor Sz&diRliikantyTIM1G-2a pot wi er dz ajwneik wczeSn
dotyczINR e( Gkpoa | i EpRrzerywanailima.wy n2ickl 7uzyskany po dguUszej eks|
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4.10.1.Immunodetekcja kompleksu FTSH4SLP1 po BN-PAGE i BN/SDSPAGE

Ze wzglndu na |iczne informacje dotyczN
superkompleksumpz e z  pitAAA @az stdmatyny (Wai i in., 2016; Serricchio i Butikofer,
2021), podjnto sin pr-by weryfikacji hipotezy,
mogN r-wnieU tworzyl wsp- | nuyzyskaoyp@dlR Wemceloo t ur
przeprowadz o PAGErkotz-drzyi auymoBIN i wi a badanEubel nat yw
iin., 2004). lzolowane mitochondripoddawanesolubilizacji za pomocN digito
rozdzielano z zastosowaniem g¢r al®b)édokooywang o Ue |
detekcjiSLP1 oraz FTSH4 techni kN Western blot. Ze
antySLP2 nie bygo moUli woScoSidek ®@kpgljékstue gloy goa a
wmitochondriach r oSl in fish4p dpl-UlarazHp2-khpdowaoycha z  mu t
wwarunkach 22AC i 30AC.

Il ntensywny sygn a-§TSHddorapansBd ilwavi ad Sdntnyach ty
(LD, 22AC) zostag zidentyfi K2 W,anyz airan BioaltoMmaj k

pod uwagnyzamatr&keowmas, masa tego kompleksu to
kompl eks - w i superkompleks-w OXPHOS sygnag

superkompleksuwlll 2, mylnie dotychczas opisywanego jakblb( Br aun, 2020), Kkt -r
szacuesn na ~3 MDa (Eubel itep. wyeokwd$ci Brak- wn
ftsh41,jakislpl-1pot wi erdza toUsamoSi sygnag-w i wskazt
kompleks (FTSH4SLP1) SLP1 tworzy dodat kowo r - wksieUO dr
(Figura 4.22\ niebieskas t r zag k a) , kt -ry nie zostapllzi dent

JednoczeSni eni ek ojmepsl te krso zt peonz n a w a4FfSH4 cosuwmerujep r z e c i
UegawieraonSLP1, al e | Eidura#.22e) .F NS Hislzgk sk oSLP1 znaj du

wysokoSci suxller kompl eksu |
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100, ‘ I,

IR -

aSLP1 oFTSH4
. Reprezentatywna membrana Immunoblotting
barwiona Coomassie
B 30°C 30°C 30°C
S S MAAA \ o
(GO IA TN [V A AN AN Y
@‘g\s\‘ sw‘ s\& ov\P’ < g\s“ g\Q\ S\Qq' < g\s“ 5\Q\ 5\91‘ OV‘P‘
. > | - --y
s v on D W e
Mo, ML M
I
720 IV v g —_ M
11, 1, - = =
480 i i
n -
242 ]
- LA
146 Il
. aSLP1 || oFTSH4

kDa Reprezentatywna membrana

) ) Immunoblotting
barwiona Coomassie

Figura 4.22 | mmunodetekcja biagek SPAGE Mi tPhTtlhHhdpd ar 0 zdi ioavlae
typu dzi ki eg @ishdlrsiplzlisip@dthaondowanych w wA)ilubd kAR rofdzeBnd C

z zastosowaniem BN AGE. ObecnoSi FTSH4 i SLP1 w rozdzielonyec
immunoblottingu. W przypadku detekcji afyT SH4 pr - b z 30AC dodat kowo uwzgl fnd
OMATCE, PogoUenie badaanyochnai pgdkt aokireeSpozycj i kompl ek s
wykorzystuj Nc membranfi barwionN roztworem Coomassie. Z

wysokoczNsteczkowych kompleks-w nie jest s p-200hAa z da
superkompleks FTSH& L P 1 zaznaczono upakamplelé SlPL T zneelgestM ; s tsr za g k N;
ni skoczNsteczkovwygzkomph&lks FTSH4

Oba kompl eksy zidentyfi k eSiaPnle spNUz reozlweng ree e c
wmi tochondriaclycho®l itre mppe FigutaideB, e€zarBali Ai€biegka
strzagka), aczkol wiek stosunek iloSciowy miini
obserwujemy wzglndnN r.-wnowagh mindzy kompl e
FTSH4SLP1, natomiastwwaruakc h umi ar kowani e podwyUszonej t
zdecydowane przesuninfncie domi nEgorp4.22w iberri Wreknu
poziomu kompleksu FTSHELP1 w 30AC w por - -wnaniu do 22AC

Figurze 4.23gdzienag dnym zdj nci u membrany po i mmunodet
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pochodbNagekduzyskannwgkhzwroémperapuawiea22AC
i mmunobl oty uzyskane z wyk®Hzymobdnaemapwabyi
w mitochondriach typ dzikiego orazmlpl-1islp2lbi agko FTSH4 |jest dodat
przynaj mni e|] w dw- ch podneé ®p ondialshz el i anfaksoi vey ¢ &
(~150200 kDa i~3004 00 kDa) ni U omawi any kompleks powydU
te zegwadnwteNi szczeg-Ilnie intendpflymeracanamut an
akumul acja sygnagu zauwaUal rFaurg4e2 it4.23tzrwong s ok o S
strzagki)
22°C 30°C 22°C 30°C 22°C 30°C

I A |4

|1
A y\ A A
N

Yo
Moy
<& g\s“ S\Q\

12-1112": . . . . - .:

1111,

1 f 1
A A A N oA N A A S §
A A o N S A N S A N A A
S Y S 0V S MY &‘g\s\‘ o W

> - - - < LI,

[-III,

1236
1048

aSLP1 oFTSH4

Reprezentatywna membrana Immunoblotting
barwiona Coomassie

Figura 4.23 |l mmunodetekcja biagek SPASEpri- bF TiSH4 opwa nrycczhd zzi a2l 2ef
Mi tochondria izol owane z ftshlslipllispglhw dbawiakniyeccho wo rweaz umiktaa
i 30AC rozdziel onPAGE.zaGh®ocsmwdini EMSBAN | SLP1 w rozdzie
met odmluniom!l ottingu. PogoUenie badanych biagek okreSlI al
oddechowego wykorzystuj Nc membranin bar wi-8LRNzaznaczotowo r e m
czar nN sperkomglefskSNPLn 5 e bbb &5 kriskok ANst eczkowy Komet wasNFTBMAyc
prawdopodobnego heksameru FTSH4 zaznaczono gwiazdkN.

Ze wzglndu na brak d&8&PBpnoScbygonzeolUWeciwag
hi potezy, Ue bDbiagko to moUe r - -8IPlelOulvysi Bpaw
kompl eksie SLP1. Warto zauwaUyl ,slp®levstwsunk@ar unk a
do roSlin typu dzikiego obserwujemy z8&tydowa
dla wyUszego kompl ek Figurazaiide3d a¢ Naremga FtTrSHaJ k(a
wskazywal na kompensacjn, czyli z a sNiexhpiégjeni e
jednak brak obecnoSci sy gftshefislpld,dlenedpHBigumar - wn c
422i423wskazuje bez wWNoagkowsEPl, H@enie SLP2 jes
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137:55639

lub utrzymania superkompleksu FTSI34AL P . Il nny mi sgowy, aktywnoSci
sN cagkowicie takie same.

220C 220C
aSLP1 oFTSH4 aSLP1 oFTSH4
r 1 f 1 T 1 f 1
VI RISV Y A AN V- T S
A WA N ¢ AW A SR 0)
4:‘ S@‘“ S«S“ 5\9\ M 4“ &gs“ &‘S\N g\Q\ o QX‘ S\s‘“ &‘s‘“ s\?‘ q&‘s\s\‘ S«S\‘ S\Q\ o™
1236 || - " <
1048 L-II, I,-TIL, t . . . | ] - I,-11I,

I-I11, I-111, o — —— o I-I11,

111, 111, a— . —— 1112

M
242 o
- 4
146 — 4
aSLP1 | oFTSH4

66

kDa Membrana barwiona Coomassie Immunoblotting

Figura 4.24. Immunodetekcja kompleksu FTSH4SLP1 po rozdziale BNPAGE mi t o ¢ h olowdnydh- w i z

z mutanta ftsh4-3 uprawianego w warunkach 22\ C lmmunodetekcja kompleksu FTSKEBLP1 w mutancie
pozbawionym &k o Ec a b i a ¢§tkha3, fFurmSkHAj o(nal ne bi agko FTSH4, Gi bal a
izolowane z roSlin tfishpta, ftsh4Bi dtpil-ehgdowaoyb a v mwatr amkawh 22A r o
z zastosowaniem BNW AGE. ObecnoSi FTSHA4 i SLP1 w rozdzielonyc
immunoblottingu. W przypadku detekcji afyT SH4 dodat kowo uwzgl Andnonmbo mi t o
PogoUenie badanych biagek okreSlano na podstawie pozyc
me mbr ann bar wi onN roztworem CSdmdsszraznaSupankomphehHE
supakompleks SLP1i ni ebisetsrkNanglksM;0c z Nst epleks kFT8HA i ko ear wo n N. Pozyc
prawdopodobnego heksameru FTSH4 zaznaczono gwiazdkN.

Maj Nc do dyspozycij.i mut anta eksprlsEoauj N
(ftsh43) ( Gi bal a i in., 2009) postanowi ono emi@r awdz
kompleksu FTSHSELP1. Warto podkreSlii, Ue phkotEaza F

wci NUO jest w pe§n iftsh43uMitkcchj oonndarlinaa iuz onhuotisasyutiea z 1 C
w warunkach 22A®C@AEGE porddanal é mBINNnodptekcj iwci :
antyFTSH4 i antySLP1 w odniesieniu do superkompleksu zidentyfikowano u mutihié3 na

t ej s ame | wysokoScRiguzd24wcpazynpachu zWgka) . Sy
antyF TSH4 w regionie kompl ek s kDa umutanteftsh#2 jNss t e ¢ z k
nat omi ast nieco pr zes ulpkliRigyra 24 stceaeumlomed st ma t
naj prawdopodobni e]j wyni ka z obni Uonej masy C:
brakiem fragmentu® o Ec owego bi agka.
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W nast Rpo¥km, mindzy i nnymi w celu pot wi er
kompl eksy rzeczywi Sci e za%b BN/SDEINA @ dva npo HN @z
Zzi mmunobl otingiem, co pozwoli go na detekcjn sy
(Figura4.23.W przypadku roSlin typu dzikiego (22AC)
kierunku (SDSP A GE) uzyskano wyra¥tny, skonceFfiSH4owany
(~73 kbDa), nat omiSdPtl [fr-A&c ikweai)a gdaa gayntsyygnag pt
gznkt -rej g-rna cznSIl pofkgun n2B). 8Vinik tez potsiigrdgza a § e m
przypuszczenivy c i Ngmai Ppoe st awiDBNPAG&Ezi ayPu bl agko SLP1
odribne kompleksy, z czego jedenUz FmTG&Hdaz MoF"
w mutancieslpl-1 kompleks~150 kbagdy U na tej wysokoSci obser wu
dla monomeru FTSH4 w drugim kierunkeigura 4.2%\).

Co cekawe, immunodetekcanty-F T S H 4 uzyskanich po drugim kierunku BN/SBS
PAGE w mitochondiach typu dzikiego mutantaslpl-1p ot wi er dza ni e chyl ko

kompl eks:-w FBEPH4I50FTGBG HKEDa) , ale r-wnieU ujawn
ni mi smugn. Wi dokBNAPAGEpkompleks-20640 G | leDd ni e wyodr |
tu niestetyy ednoznaczni e, wystnipuje on jednak prawd:
Ponadto warto zauwaUyi, Ue s mudpadl(Fipmtd239.zczegq -

Wprzypadku roSlin typu dzikiego poddanych s
sygnag-w od gTSHéiantyst Pagwadrwgi m ki erwamyjcu | ak

w temperaturze optymalngit N r - Uni ¢ N, Ue sygnag dl aMDaonomer
by zdecydowsaygrea ¢ gad sSlyR1 adag ntiaedto 42M),geyr a o :
co odzwierciedla zauwaUal-mAGEn as ppaideerkwsizlyanS ckii €
t worzonego przez proteazn FTSHAgura 428 L P Na we Uwa |
podkreSlii, Ue w 30AC r-wnielU opgradvuoe myT $HAN
szczeg-|l nN akumul ac | #il50kRa umytantalgld Figura 4RkB)mp | e k s u

130



A

BNPAGE

SDS PAGE

BNPAGE

SDS PAGE
-4
£
=
I-

BNPAGE

lowMw 290(C

SDS PAGE
El
aQ
=
2

111,
v
111,

oFTSH4
~75kDa

BNPAGE

SDS PAGE

aSLP1
~45kDa

BNPAGE

BNPAGE

B & = Lz E g

§| high Mw], | | Tow Myv Z fi 30°C

100 100

75 75

50 50

£ s oFTSH4

~75kDa

25 25

20 20

15 15

kDa kDa

L‘}BNPAGE = N i BNPAGE = N

§| hi lle‘—T = low Mw § hi th: =

@ aI

100

75

50

3 aSLP1

~45kDa

25

20

15

kDa
Figura 4.25 | mmunodete j bi S L PPAGE. PR T SH/4tshgIa sipl-b zd zi al e
uzyskaned) z | 2bB)@Dré¢zdzale BNPAGE (1D) poddano elektroforezie SIPRAGE (2D). Uzyskane
formy monomeryczne biagek twoercych kompl eksy- poddan
FTSH4 (~72kDa)ians L P1 ( ~45 kDa) ’CzarnN strzagklklnejzl-hghmllvmczono s
wysokoczNsteczkowei nkiosnkpol cezkNssyt ; e clLzokiinviMesvs kocerapy|f @ keszyn;o S#e i

139:95968

Bi or Nc pod uwagn dane | iteraturowe dotyczNc¢
2016), wykonanaodatkowd mmunodet ekcj A z cwwlk 0 R\ s 124 iy iBe ra gkr
RBL12 to homolog ssaczego biagka PARL, kt -re
SPY. Detekcji RBL12 dok o-DBWIDSPAGE Gigurald.2c h po r o
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Figura4.26. | mmunodetekcja bi agBBNFRABERR - Ip wfitsh¥dizlpl-d uzgskare zS D

22 AL (I ub B)30 ifiziale BNPAGE (1D) poddano elektroforezie SBPRGE (2D). Uzyskane formy
monomeryczne biagek tworzNcych kompleksy p-®RBLA2A+F28 i mmun c
kDa). CzarnN strzagkN zaznaczono iwygmn&®cadlsfecmkowenko
LowMwini skoczNst eczkiopvwez cksotnegpg ce&kis ysy g-n a §-SLPb lab aptyFESel4 i wc i a g a
Zaprezentowano membrany barwione roztworemriassie.

Sygnagd od przeciwciag ukgS&ianwzoglndbdmpomae
(~23kDa), jednakUe sygnag ten pochodzi Figula- wni e

426, czcana strzagka) . Ni e zaobser wowanoziomat omi a s

kompleksu FTSH&LP1 w warunkach 22C Figira 4.264, zaS w warunkach st

wmi tochondriach WT moUna zaobserwowal nieznac
132
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(Figura 428) . Uzyskane wyniki sugeruj N, Ueneu Arab
warunkach biagko RBL12 raczej ni-2LRvIc.holdretie rwe su
wydaje sifi jednak fwawarunkachBA @pyoz ifiqgom jtee gw zmmiaaxFkna
i | o Smitochondriachmutantaftsh41 i proteolitycznie nieaktywrngo mutantaF TSH4"86Y

wst osunku do pozostFRgirg ¢.B]. (o aciékawey pohiom pRBL1D w (
tempera ur ze 22AC pozostaje bez zmian (Figura 4.2

22°C g 30°C

s.%b*

I 1 4 LIRS
AN R R
q&‘ s\s\\h Q\Q\ g“s\x q&‘ &\S\x b‘ 5\9\ g"s‘x

. e __ee|FISH4  Figura 427 Poziom biagka RBL2 w mi
- 72kDa i zol owanych ZzA QweArCinmmkinadetekda?
—— — — — ~=| sLpr1 FTSH4, SLP1 i RLP12 w mitochondriach izolowanych

45 kDa ZWT, ftsh4l, slpkl i FTSH4"Y Ro Srld sngyy
wwarunkach 22ACabawk@AGmasdlee mbr an

o e s s . s o | RBLI2A gtanowik ont rol i nagoUeni a.
23 kDa

4.10.2. Identyfikacjia s kgadni k- w k ompl
FTSH4-SLP1 na drodze analizdanych z profilowania
k o mp | enkitschowdrialnych

Uzyskane powyUsze wyniKki d c

FTSH4SLPldodatkowgp or - wnano z dostnpn

Membrana barwiona Coomassie

uzyskanymi me tcompkxomepaofiling zk § & gay-PAGE @uiglarge-pore

Blue-Native polyatylamide gel electrophoregis z i dent yfi kacj N biagek z
mas(Rugeniin., 2019) Nal eUy jednak na wstnpie podkreSlIi
Rugeniin.0l19uzyskane bygy z wykorzystanielng i nneg
uprawi ane na podgoUu natumeal wympl U poghtBdywy m
wpewien spos-b poszerzyl keaswNbwagkawy dibt wy g1
wmi tochondriach Arabidopsis i |edn® ckzedat ko wenr
w temacie kompleksu FTSHELP1. Z danych tychd ot ycz Ncych wusmecNowan)
formal dehydu umiytskamo/,adirbiz-avh © Swa r t oirflendity Ba®A Q ( a n
Absolute Quantification d1 a kaUde|j z frogkmegphi apaeldzFBgHd el €
SLP2 i RBL12i przedstawiono n&igurach4.28 w formie bez( g - r nyi panabj mal i zz¢
(dolnypanel) Nor mal i zacja polegaga na przeliczeniu
przyjmuj Nc najwyUszN jego wartoSi jako 100 %.
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Figura4.28 Profile migracji bi-BR§6E pagybBekaorep anbtemyyf pBAc
spektrometrimas.G- r ny p atavdd wynikirbezenarrealizacji, a dolny panel wyniki po normalizakjiDane

uzyskane dla FTSH4, SLPS,L P2 i RBL12 z wusieciowanych formal dehydenr
Arabidopsis.B. Dane wuzyskane dla FTSH4 z wusieciowanych i ni eu
i zol owa n \CcOaneazyskan&diaiFTSH4, SLP1, SLP2, FTSH3 i FTSHdsieciowanych formaldehydem

mitochondri-w izolowanych 2z |i Sci Arabidopsi s. Nor mal i

kaUOdego biagka przyamup Sk jpak oy d9DH#ng. intehgity Basel IAbsdluBA Q
8%ig?ficatbn). Daneanalizowano w programie NOVAJa podstawie danych opublikowanych przez Rugen i in.,
Otrzymane profile migracij.i biagek dla pr ¢k
tworzy wsp-lnie z prot eaz N4NMDaSmEznnieszyBompléke mp | e k
omasi e ~3 MDa @Figwad42F ki gann SILB@-gmmay)y od bi agek S
tylko w wysokoczNsteczkowym regioni e, nat omi a
regionach ni s kFpoaz4e8it Wyoikitemky ylwa( N sin z wynika
Zz zastosowani enrTSpi4 zamtygS Lwecli,a gp oatrwtiyer dzaj Nc t ym
zar - wno super keSpPllek spakFTBHwni e U mni ej szych
bi agkowygy hFP8ld4 eani ez a BliP& trgskaNecngtenhast pd narfaizacii
profile wskazujN jakoby SLP1 wraz z SLP2 twor
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(Figura 4.28, panel dolny) W tym przypadku jedynie na pods

profili, mimo braku bhbowedgamphka Wl poStLBR&t| ot
SLP1, a takUe moUe i SLP2, mimo wszystko wch
FTSH4omasie~8 MDa. Z kol ei profil migracyjny biagk
i SLP2 Figura 4.28A potwierdza wynikuzyskany z zastosavn i em pr z eRBLMci a§ a
ami anowi ci e, Ue biadgko to raczej -BliPeFigumhodzi
4.26 . Co ciekawe, por - wnuj Nc @018 idll usieciowanystk a n e |
formaldehydem i nie poddanychi eci owani u mitochondri-w obser
proteazy FTSH4 w gusuperkompleksu z SLP1 (-8 MDa ) [ przesunincie |

kompl eks-w ni s K-daiNaw cgkowyadhku mitochondri - v
poddane sieciowaniuFigura 4.28B. Podobny efekt zaobseowano po drugim kierunku

(2-D BN/SDSP A GE) poprzez immunodetekcjn proteazy F
pozbawionych SLP1Rjgura 4.2%.

W celu Il dentyfi kacj. potencjalnych partn.
superkompleksu FTSH&LP1 wykonano tzw. klastrowaniganych zaprezentowanych przez
Rugeniin.2019, maj Nce na celu zestawienie biagek o
bi or Nc pod uwagin przekr - -j wszyst kli owh tfyrma kuckjgia.d
nie zostagy wsp - Figurizeed.2& kaprezentowaoaw farmie tzw.hHea maps
grupn biagek wipPN-RAGEwWsrpu-jlNciyec hz wFTSH4 . Wraz z
zostad prABgllROor genki | ka bi a gznk wieloanzyemathyanyclc h  d o
mitochondrialnych dehydrogenazo2k s o k wa s - w déhkdmgepakzye-dksoglutaranu,
2-0GDC; k omp | ek s dehydrogerkezy kwas gw{ n zBiCKDyCc ho r l :
dehydrogenazy pirogronianowejPDC) Enzymy t e k adelatbokgylacji N re:é
oksydacyjnej konkretnych-@k sogl ut aran- w i s N i stotne odp
katabolizmie aminokwas-w o0 rozgagnzionych g a
dehydrogenazy pirogroni anodaje i bfpackdni efe i\
zproteazN FTSH4 zest afvd Neodukenz gesu A3g51100b i B k o e
zidentyfikowano po kdP jakob i ag k o ws p - § o d dQbie atgmatyniy magodgtawie T S H 4 .
kl astrowania zestawi onem&ZAA $FHTHGIYVTIHED) cvamdwarsat z p
peptydazami z rodziny S24/S26A/S26B/S26C (produkt ¢gefhg06200i IMP2) (Figura 4.28).
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A Masa Molekularna [MDa]

At5g65750 | OGDCEI
Ar3g53410 | OGDCEI
At4g26910 | OGDCE2
At555070 | OGDCE2
Ar3g51100 | ATM protein
Ar3g06850 | BCKDHE2
At2g26140 | FTSH4
Ar3g13882 | RBL34
Ar3g56070 | ROC2
At5g11520 | ASP3

B Masa Molekularna [MDa]

At1g05430|?
Ar3g54980 | PPR
At4g27585 | SLP1
At5g54100 | SLP2
At1g06200 | Peptydaza
Ag31140 | IMP2
At2g20080 | FTSH3
At1g07510 | FTSH10
Atlg71260 | WHY?2

Figura 4.29 Klastrowani e wyni k- w zObmzy teieatdapsunzi yas kkaonnep | del kas opnru- .
klastrowaniuPanelA prezentuelda § ka zgrupowane (JBlErzend entzu jFel SlHida §g Pa nz2dr u |

zZSLP1.Przedstawiono jedynie wyzerwork,iprzggyavdna bBnig ovskdzlijeamidjsceo wa n i a
o d c i Dand amazowano w programie NOVANa podstawie danych opubditvanych przeRugen i in.(2019).

Ze wzgl ndu -Imdal avyQMAlir akzo? 2)A&gk(t4-. r6e wskazuj N |
FTSHA4 z OMA1, zdecydowanogracthjnpeorr wwaielpr b
Wzestawieniu u wz grbhibitymyi (BHBd, PHB2Z) PldB8,t PHB4 i PHB6),
stomatyny (SLP1i SLP2) oraz proteamA AA ( FTSH3 i FTSH10), Kkt - -re
w obu badanych warunkachldbela 4.4 i 4% . WartoSci i BAQ poszcz
znor mal i zowa rFigurg48tvs bawy jUe | efdlei aikgyrsutjkN bar dzo
siebie, gpewnymi fragmentami - wn i e U z m & h sWichezippad&proteazyOMA1 wydaje
s i fAtworzy ena kompleks z prohibitynami i raczejniejestt egr al nym skgadni ki
tworzonego przez FTSHBrak protea y OMA 1 w wa rFuingkuarcah 42.22M0 ,( j ak
nadprodukg a w warunkach Figuraes2d wyrcihe 308\Cur ¢ a t wo |

supek ompl eksu FTSH4. Ze wzgl APOMALl oraa niepawadkeai pr z e c
w detekcji z wykorzystaniem przeciwai @ntyFLAG po rozdziale BNPAGEmi t ochondr i
mutantaOMAI® ni e kontynuowano bada® w kierunku iden
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Figura 4.30 Profile migrackiofwiylbe amiOyhla € BHd, FEIHE, GeIHIGLPL,
SLP2,PHB1-4 i PHB6uzyskanena podstawielanychz pr of i | o wa ndilaa knoimpo cehkosn-dw i - w i z
zl i Sci AmDamied amoirsnal i zowane. Nor mali zacja polegaga na r
biagka przyjmujNc naj wyUsk Ni Ba @ugnhsinaBaged Asolute Quartificdf)n0 %. Wa |
Dane analizowano w programie NOVA. (Na podstawie danych opublikowanych przez Rugen i in., 2019).

411. Zal eUnoSci mi mAAA, pprodteaaxzaMi FTSH4 oraz bia
Anal i zuj Nc d afiloevanid kompleksoruc neitociondrialnego Arabidopsis
(Rugeniin., 2019 odr o0z d 2)i azmla o4b. s1eOr.w20 wa n o , Uemibg raudjkNa nSiLe
tylko z FTSH4, ale r-wni e Bigum4.p3C,0412%Bd 4.30Ady F T SH 3

bl i Uej pozawi NaznekJ| powmi ndzy FTSH3, FTSH10 i
i mmunol ogi cznej identyfikacj. kompl eks-w t wol

BN-PAGE bi agek mi t ochondrial nych mut a®Hl0.w poz

{4

W badaniach zastosowano mutamgzbawione jednej z proteamn-AAA (ftsh3, ftsh10)lub
mut anta maj Ncego obninddAAY e g o o c(itshsftanitoda pt racktUeea z
mutanta slpl-1. Nal eUy zaznaczyl , fiskBe ftshB/fishld ieslplshustNant - w
przedstawicielami ekotypu Cotub i a , z &sB10posiadaekatyp WasilewskEigura 4.31

1432 . W badaniu zastosowano odpowiednie kontro
Columbia, jak i Wasilewska. Co waUne, w typ
kompl ekszzomytcworprzez FTSH4 i SLP1, kt-re mog:¢
(Figura 4.32.
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W mutantach weryfikowano poziom proteaeA AA popr zez detekcjn z
pr zeci WETSH3g antyTSH10. NaFigurze 4.31zaprezentowano odpowiednie Western

bloty,a pozycja kompleksmAAA zaznaczona zostaga strzagkN. |

antyFTSH10 zaobserwowano u mutafteh3(Figura4.3A) , co0o ni e jest zaskal
uwagn fakt, Ue u tego mutanta udo leaneRTSH8wan o
proteazN FTSH10 (Piechota i in., 201fshl0 Zani
(ekotyp Wasilewskafigura 4.3B) pot wi er dz a, Ue wuzyskany na te
pochodzil od kompleksu tworzonglgw przeei waiod

FTSH3 wuzyskano nieco bardzideojczmgz mytryo Sdy gin a gy,

o ekotypie Columbia Figura 4.3R) . Przygl Ndaj Nc sifi uwaUni e,
wi doczne pas mazanikau rautantish3@-iguragd:3XtAszarsst r zagka) , sug
wgaSci wy kompl eks. Zastosowani e mutAdkdag o0 ob

nat omi ast wyni ki podotFigwa4Bh) r oSodi ni eyawe dzs K
stosowanych pr zeci womnuajtslpld (Figwrast8kano r - wni e U

A columbia B wasilewska
PUTRITU e S A v SR SR PY PO SR B SRR e
D L A G S I M Gl R G R M e A M )
- e
,-I11, < - L-IIL, O e [ <
Ii.}ﬁ; ! .-.. ! . ‘ . = 3 I-III, ey ) - o= ==
I I
v || v |
1L, — — a— ———— 11T, — — — | ——
aFTSHlO— oFTSH3 oFTSH10 | | aFTSH3
Reprezentatywna Immunoblotting Reprezentatywna Immunoblotting
membrana barwiona membrana barwiona
Coomassie Coomassie
Figura 4.31 Il mmunodetekcja biagek FBSPABAGE rmRiTtSAHcOo npdor i r- avz dnzuit

m-AAA. Mi t ochondri a i z o litsh3yésh310 slpl-T @S| b n a WT rfish30i islpl-1 B ,

uprawanych w wara k a ¢ h 22AC rozdziel oPAGE. z@QbeosoSianiFEBHBN i
wrozdzielonych kompleksach oceniono metodN nAAmunobl ot
zaznaczons z &1t N zBarghkzMotwNz a gk N zaznaczono kdnmplpakse cWwinvsHBNgya mine

Zastosowano | inie foSA)ioramWasilmNska%otzy pwyed NGzl ealpitieimak tr{u r g nt a
posiada ekotyp wygNcznie Columbi a.

Nastfipnie po r oA&GH abhiea gwe kUeb aud aBINMe-AAA mut an't
sprawdza o mi gr acj e i intensywnoSi kompl eks-w SLP
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UOywaj Nc pr ZFéSH# ivantySalgP lantuyzyskano sygnadgy w ba
spodzi ewanej wysokoSci, t z n. Figusak4i.32 jPonmvaiene | j a
zaols er wowano sygnadg StdtPkowmpheksnii UBT8H4 kompl ek

pozycji superkomplekswelll> (Figura 432 odpowi edni o czarne i bi ag
dodat kowy sygnag-FT&ld4 pry A% kDaWguia &.82 czervaong stz a g ki ) .

Tym samym, analiza Western blot wykazaga, Ue
poziom obu proteaz nie wpgywa na wiel koSI i S
i/ 1lub SLP1. Sygnag uzyskany od &3 P-&TcHl®,ko ywa s
tgumaczy wsp-gmigracjn tych biadgek w profilac

(Figura 4.2€,4.29B i 4.30.

A columbia B wasilewska
S @ “1,\\“ \,\ S A0 \\v,\\“ \,\ S » \\o,\\“ \,\ < \0 \,\ < \ \,\ < \ \,\
N S I e N ) M L A e N S
- . .
> | < L. - <
LI, ’..' - '-. t. . '.-,_ -
LI, - - i
I .
v HEER [
—
1, -— o
: u ll
<
Loq i ‘ 1 -
aSLP1 | oFTSH4 aSLP1 I oFTSH4
Reprezentatywna Immunoblotting Reprezentatywna Immunoblotting
membrana barwiona membrana barwiona
Coomassie Coomassie
Figura 4.32 |l mmunodetekcja biagek SPLAPGE imikToSHd4o npdorm-AZMz dnzui taal net

Mitochondria io | o wane z ftshd fish3/16 siptvIT(A) o r a z  rftsh$§0i slpa-1 (BY Dprawanych
wwarunkach 22AC rozdzi-RA®GH.0o Gbeaearsd $is owami eim BNSH4 w roz
oceniono metodN i mmunobl eStPllngazn8ap earkadiermimuckssSLART 6 H 4
iniebisagskMig&NoczNsteczkowyckempdbeKs FasStHdsowano | inie
Columbia Q) oraz WasilewskaR) z wy g Nc z eslplile mk mutwnp@asi ada eimotyp wygNc

4.12. BIiFC (ang. Bimolecular Fluorescence Complementation)

Aby udowodnii bezpoSrednie fizyczne oddziagy
sin pr-by detekcj.i t ej interakcji z wykorzy:
fluorescenciji, BiFC. Uygskano odpowiednie wektory z obecnymna @ BEc u bi agek FTSH:
fragment em poa dargokzad zei)YaFPPEp2 avhoBi kl onowania zv

sekwencjonowani e. Ni estety zabrakgo mi czasu |
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4.13. Ekspresja FTSH4 lub SLP1 w mutancieslpl-1i ftsh4-1

Utrata kompleksu FTSH& L P 1 w pogNczeniu ze zwi nk:
ni skoczNsteczkowe gEl50kkDay ImatknsiesiplA EPwavodowa g a,
zdecydowano sifn sprawdzil, czy br akviceSverfal wpgy
Wanalizach uwzglindniono zawi esi nrilo Qliiany eukp rma W ioa
w 22AC.i JAKA mo Un &Figwza 4.38AUB)] wapor -wnaniu z ty
poziom biagka FTSH4 znacznie dpklrmisazmalve Umi o
warunWpwzypadku natomiast SLP1 zaobserwowano F

poziomu tego fish4anjikeaz aul erilint iagNt cad zvaaurwandko-nww nat o mi

wpoziomie biagek dpFSH4 i SLP1 w [ inidi
22°C 30°C
A T ) 1T \ 1 B FTSH4
WA 4N WA N o 18
S W S W 0
FTSH4 § =WT
P — — == = | 721D E
5 Sfish4-1
P | — — e e w= | SLP1 ;
45 kDa S = sipl-i
150—] g
1%): by wsip2-l
z
50—
37—
kDa
Membrana barwiona Coomassie
SLP1
18
C FTSH4 T 16
1 - mWT
! = 14 4
! E 127 fishd-1
e B = I I
e I—IT : 1 % os msipl-1
% 0 3 . I ¢ =2 06
= i % 0.4 Wsip2-1
0.5 - Eh 02 4
WT  sipl-1 ﬁ‘shz!»JE WT  sipl-1 fish4-1 =z o |
Y 22°C ; 30°C 1C 30°C
Figura 4.33 Badanie ekspresji Blpld.gAk BnmuroTdSeHt4e ke | mu tbha mtgaee k  F T S

wmi t ochondri ach i z oftsodd,asiphlé sip2Zu prroaSwiiann ywWth, w warunkach 2
rozdzi al e-PAGE.BlPediomanal2dvanychi agek bygd mierzony densytometry

(Fiji) na podstawie immunodetekcji wybranych biagek i |
nagoUenia. WartoSci podano jako wzglndiyy nsteg¢gsygmklo Ar - 5
(n=3) RKPBEM®P®;, 0*P3Q 0.01. IstotnoSi statys-BtydertanN ocen
C.Wzgl fidny poziFoSH4w rraonSslkirnyapcthu r osnNcych w warunkach 22AC

przerywana wskauj e wart oSci oiid moziomcprogowyNdla istotrejl regyldchi (wzrost/spadek)

transkrypt-w. $rednia (n=3) N SEM.
Aby odpowiedziel na pytanie, czy slgliwyikas zona
ze wzrostu transkryptu, przeprowadzono TRCR (ang RealTime Quantitative Reverse

Transcription PCR . DoSwi adczenie wykonane przez dr U
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poziom transkryptéeTSH4u mutantsslpl-1w por - wnani u do roSlin typu
w badanych warunkaclrigura433C) . Wy ni k ten wskazuje zatem, Ue

FTSH4 wslpl-1j est zwi Nzany =z r etrgnskrypcgjiyld. na pozi omi e |

414. Submi t ochondrialna | okal i =lplelj a bi agka FTSH
Dotychczas uwaUano, Ue proteamwysbBk8dzNwysthi
kompl e ks - - w4 MpakkemplekszidentyfiRowany w tej pracy, d o0 t ego | est Dbi
zakotwiczonym w wewnntrznej bgonie mitochondr.i
] est do I MS (Urant-wkaaibrnak ,h t &2Ki0ébga WwWyes ovkzoq
kompleksu u mutantaslpl-1, post anowi ono zbadal submi tochond
FTSH4 twor zNcej ni skoczNsteczkowe kompl eksy
doSwi adcze E: rozdzi adg nae bipagktar ako pwasz az anin
wnglanem sodu oraz traktowanie mitoplast- -w pr
FTSH4. W doSwiadczeniach por-wnywano sipdthowani

w stosunku do typu dzikiego.

WT sipl1-1
A WT sip1-1 + + 1+ 0+ L L Mitochondria
1M 100 mM 1M 100 mM - - + + - - + + Mito*OM
NaCl Na,CO; NaCl Na,COs _ + _ + _ + _ + ProteinazaK
mito IS S IS S mito IS § IS 8 > = > e essess| LETM
FTSH4 FTSH4 86 kDa
—_——— — 72 kDa —_— —_— 72 kDa i
—— — LETM DU P, LETM P | o— e — > | o == o= 72 kDa
86kDa 86 kDa
— - TOM40
—— — IDH —- - I]_)H 40kDa
45kDa 45kDa
SLP1 P e e —— P|—— - — IDH
- — — 45 kDa
45kDa
— — — — . s s | NAD9
23kDa

Figura4.34 Submi t ochondri al na |l okali zapl-l.Mi boaekadFT&H#z wl onwa i
WTislpl-lupr awi anych w 22AC pAoMlidaoncoh ofnrdarkicaj otnroavkatnoiwa.ne c¢chl or
sodu poddano rozdzi agowigoma wei aJdkSg) rpoozpprwzsezzc zwd Ir meva(ng)e .i |

na Uelu i wykonano i mmunoblotting. |DH posguUygo jako |
or az SLP1 to przedstawiciele biagek zintagkawamawdilsizr
mitochondrB. Miwvt onhopondria i uzyskane z nich mitoplasty

wskazano) . TOM40 posgulUygd jako marker bJony zewnnhAtrzne
zastosowane zopahkhgy bdpgkwoedhkhi erowane do | MS, bi agko s
oraz integralne biagko bgonowe. Nat omi ast | DH to typow
nietraktowane enzymem zast osowamet jp&RGESiRGBuUNdblotingu) . Frakc]j

W pierwszym typie analiZFigura 4.34A) po potraktowaniu biagel
roztworem chlorku sodu Uadne z biagek nie ul ec
wnglanu sodu wyr a&aFfFmiwe o adxioe lbigdpm omaer LETM od
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IDH. W obu przypadkach proteaza FTSH4 2zl okald]

bgonowych, a uzyskany obraz rozdziagu nie wyKkaé
z mutantsslpl-1wstosunkwd o t ypu dzi ki ego. Z kolei w celu o
u mutantaslpl-1, mi t ochondr i a, a takUe uzyskane z n i

(mitochondria z uszkodzonN zewnift FiguaMd.38).gonN) ,
Wanallmch i mmunol ogicznych wykorzystano nastnpu
mi tochondrial nych: TOM 40 | akmi anmpk &k elr § dmgyo nwe wer
skierowane do IMS, a LETMiIDHbi a g k a , kt - re w mitoplmgyt ach n
K (domena rozpoznawane przez przeci wciaga 0
mitochondrialnej). Por - wnani slpliztgpe hizkimawmntyma s i n

doSwi adczeniu jasno wskazuj e, Ue topologia te]

4.15. Znaczerak o mp | eHISH4 w

Nasthpnie postanowi ono =mMhgtaevazk d we gcoz yk obnrpa ke
iobecnoSi jedynie niskoczNsteczkowych kompl eks
il oSci tego biagka w mit oc hystycrhych dlacnhutargtishd,wa d z i
czyli roSliny cagkowicie pozbawslphpmiakigvanot e azy
jako roSliny pozbawione wysokSiklz A wtkelggydho we g o
doSwiadczeniach skupi oramasiglilpofdedyngi édem anahy
zaburzonych w mutanciesh4
41510g-1 na mor f cabslpldwawauuakCach 30A

JednN z istotnych i gaftsjoegstuwallal ngeyp cecz
w warunkach umi ar kowani30 AHA®.d waydlesczyodnoew a rnt oe nspiefr azt
jak w takich war unksp:hwizeadczhNdowu j &e2 QUATGY amutt reskmettc ht
ni e wykazuj e Uadnych Fgora adt83\). mhmalifa o fermtgpoveaz ny ¢ h
22t ygodni owych siewek jwykracadgtay ni ejwé el kKANn a @ dn &k c
u mutantaslpl-1w st osunku do roSlimiWwT,sNj eadnh atkadke dzrma
w przypadku mutantétsh41 (Figura 4.35B)War t o zaznaczyl , Ue zmiany
wczesnym etapie rozwojowyriV pr zypadku roSlin bhAadNcych na e
(pojawienie sin piAadu kwi at odpi-laan owWTe gsoN) wy-r (anfinci ee
zauwaUal ne, ale ci Ngfhshdpwtzrbawhnwjny ms icfa Figuoamwi € & @ c

435C). Oznaca to zatem, Ue brak wysokoSLPNmd eczko
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prawdopodobni e wpgdgyw na kmoa Wwazdsnymy ietapie rrozvjui ny ,
wwarunkach umiarkowanie podwyUszonej temper at
cagkowity brak FTSHA4.

Figura 4.35. Mor f ol ogisipllritisB41i 2rt yWbdni owe si ewki uprawiane na
sacharoza w warA)n koarcahzB)..G-A €20 i we hodowle rosnNce w
Skala 1 cm.

4.15.2 Funkcja proteolityczna proteazy FTSH4 ni ezwi Nzanej z -SLP1:
2iCytC
Nasthipnie zdecydowa nsplbpioiz isopm abni d&Fubstraur |m\lilt 7a |
bAidNcego pod kontrol N proteolitycznNtshBj@assH4, k

zwi NnksTabela7al, O(pal i nska i in. ., 2018) . | mmunodet e
TIM17-2 j est ni ec o slplllstasynkudo Wily jedmak tyaik ten nie jest istotny
statystycznieRigura 4.36, AiB) . Ponadt 02 umutantesdpl-1j TelsM1 7zmialtszzNac o

W por - wnani uftsigl, mu taskn tzenmakiywngnt) proteolityczniemutantem
FTSH4"8%Y (Figura 4.3€).

143



152:10348



153:61629



154:55488



155:16333



156:34684



157:62679



158:15163



159:98669



160:97197



161:10496



162:33448



163:78118



164:43576



165:40136



166:33724



167:58528



168:79096



169:10021



170:43706



171:10390



172:64621



173:65608



17468608



175:11160



176:37091



177:52820



178:72046



179:98812



180:45979



181:83664



182:94603



183:48411



184:31712



185:53888



186:89864



187:26824



188:10213



189:83224



190:10151



191:73824



192:27052



193:64638



194:11458



195:72862



196:52996



197:70745



198:90380



199:78084



200:83792



201:91224



202:94770



203:10751



204:23690



205:45619



206:10608



207:11145



208:20543



209:44856



210:59556



211:90184



212:61871



213:30433



214:19546



215:97573



216:58899



217:22007



