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Uwaga: w tytule pracy zastosowano nomenklaturň AtFTSH4 i AtOMA1 w celu podkreŜlenia 

faktu, iŨ badania prowadzone w ramach niniejszej pracy doktorskiej dotyczŃ proteaz 

pochodzŃcych z organizmu modelowego Arabidopsis thaliana. W opisie rozprawy doktorskiej 

zastosowano juŨ natomiast zapis uproszczony FTSH4 i OMA1. Oba zapisy sŃ poprawne  

i zamiennie stosowane w pracach naukowych dot. tych proteaz.  
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STRESZCZENIE 

Z roku na rok efekty globalnego ocieplenia stajŃ siň dla wszystkich coraz bardziej 

odczuwalne. Realne zagroŨenie pğynŃce z postňpujŃcych zmian klimatycznych sprawia, Ũe 

odkrycie mechanizm·w tolerancji roŜlin na umiarkowany i dğugotrwağy stres temperaturowy 

jest obecnie szczeg·lnie waŨne. Dotychczasowe badania na Arabidopsis thaliana wykazağy, 

Ũe brak jednej z mitochondrialnych proteaz FTSH4 (mutant ftsh4) lub OMA1 (mutant oma1), 

choĺ nie wpğywa na wzrost roŜlin w temperaturze 22ÁC, prowadzi do znaczŃcych zmian 

morfologicznych i rozwojowych w warunkach dğugotrwağego stresu 30ÁC.  

Przeprowadzone w ramach tej pracy badania wykazağy, Ũe proteazy FTSH4 i OMA1 

sŃ zaangaŨowane w termotolerancjň roŜlin na dğugotrwağy stres umiarkowanie podwyŨszonej 

temperatury, ale juŨ nie na kr·tkotrwağy stres wysokiej temperatury. Jeden z najwaŨniejszych 

wynik·w pracy wskazuje, Ũe obserwowane u mutant·w ftsh4 i oma1 zmiany morfologiczne 

i rozwojowe, powstajŃce pod wpğywem stresu 30ÁC, powiŃzane sŃ z odnotowanŃ 

w mitochondriach zwiňkszonŃ akumulacjŃ nierozpuszczalnych w detergencie agregat·w 

biağkowych. Udokumentowano, Ũe kluczowe znaczenie dla ochrony biağek mitochondrialnych 

przed termicznŃ agregacjŃ majŃ aktywnoŜĺ proteolityczna proteazy FTSH4 i w mniejszym 

stopniu proteazy OMA1, jak r·wnieŨ funkcja biağka opiekuŒczego proteazy FTSH4. 

Zaprezentowano ponadto, Ũe gğ·wnŃ skğadowŃ zidentyfikowanych w mitochondriach 

agregat·w sŃ mağe biağka szoku cieplnego (sHSP).  

Identyfikacja potencjalnych substrat·w oraz partner·w biağkowych proteaz FTSH4 

i OMA1 oparta o ko-immunoprecypitacjň oraz metody umoŨliwiajŃce globalnŃ analizň 

proteomu mitochondrialnego (iTRAQ i COFRADIC) u roŜlin pozbawianych badanych proteaz 

wykazağy, Ũe mimo pewnej rozbieŨnoŜci substratowej, proteazy te zaangaŨowane sŃ w kontrolň 

iloŜci i/lub jakoŜci tych samych kompleks·w mitochondrialnych. Niezaprzeczalnie, proteazy 

te biorŃ udziağ w stabilizacji i montaŨu podjednostek kompleksu I ğaŒcucha oddechowego, 

choĺ rola FTSH4 w tym ukğadzie wydaje siň wiňksza. Ponadto, oddziağywanie FTSH4 i OMA1 

z elementami kompleksu MICOS i SAM sugeruje udziağ badanych proteaz w kontroli 

ultrastruktury mitochondri·w, jednakŨe podstawy molekularne tej relacji nie sŃ dotychczas 

w peğni zrozumiağe. Badania proteomiczne wskazujŃ r·wnieŨ na rolň proteazy FTSH4 m.in. 

w kontroli poziomu cytochromu C oraz noŜnik·w nukleotyd·w zlokalizowanych 

w mitochondrialnej bğonie wewnňtrznej. 
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Przeprowadzone badania pozwoliğy wykazaĺ takŨe, Ũe proteaza FTSH4 tworzy duŨy 

superkompleks o masie ~3-4 MDa oraz dodatkowe niskoczŃsteczkowe kompleksy bğonowe. 

Partnerem biağkowym proteazy FTSH4 w wysokoczŃsteczkowym kompleksie jest biağko 

SLP1, a z duŨym prawdopodobieŒstwem r·wnieŨ specyficzny dla roŜlin produkt genu 

At3g51100. Mimo Ũe rola SLP1 w stabilizacji superkompleksu zostağa udokumentowana to 

znaczenie funkcjonalne SLP1 w regulacji aktywnoŜci FTSH4 i vice versa oraz dokğadny skğad 

podjednostkowy kompleks·w tworzonych przez FTSH4 wymaga dalszych badaŒ. Niemniej 

jednak, zaprezentowane w niniejszej rozprawie doktorskiej wyniki wskazujŃ, Ũe choĺ proteazy 

FTSH4 i OMA1 raczej nie tworzŃ wsp·lnie kompleksu, obie odgrywajŃ istotnŃ rolň 

w termotolerancji roŜlin na umiarkowanie podwyŨszony stres temperaturowy, a ich brak 

indukuje podobne zmiany w proteomie mitochondrialnym. 
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ABSTRACT 

The effects of 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 thaliana have shown that the absence of mitochondrial proteases FTSH4 (ftsh4 

mutant) or OMA1 (oma1 mutant), do not affect plant growth at 22ÁC, but lead to significant 

morphological and developmental changes under long-term stress at 30ÁC. 

The studies carried out in this thesis showed that the proteases FTSH4 and OMA1 are 

involved in the thermotolerance of plants to long-term stress of moderately elevated 

temperature, but not to short-term acute heat stress. One of the most important results of this 

study indicates that the morphological and developmental changes observed in the ftsh4 and 

oma1 mutants growing under 30ÁC stress are linked to the increased accumulation of detergent-

insoluble protein aggregates in mitochondria. It has been documented that the proteolytic 

activity of FTSH4 protease and, to a lesser extent, OMA1 protease, as well as the chaperone 

function of FTSH4, are crucial for the protection of mitochondrial proteins from thermal 

aggregation. In addition, it has been shown that small heat shock proteins (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 co-immunoprecipitation 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 complexes. Undeniably, these proteases are involved in the 

stabilization and assembly of the respiratory chain complex I subunits, although the role of 

FTSH4 in this system appears to be more significant. Furthermore, the interaction of FTSH4 

and OMA1 with elements of the MICOS and SAM complexes suggests the 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 abundance 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 low-molecular membrane complexes. The protein partner of FTSH4 
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in this high-molecular-weight complex is the SLP1 protein, and probably the plant-specific 

product of the At3g51100 gene as well. Despite the documented role of SLP1 in supercomplex 

stabilization, the functional significance of SLP1 in regulating FTSH4 activity and vice 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 OMA1 proteases are unlikely 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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WYKAZ SKRčTčW 

AAA  proteaza (ang. ATPase associated with various cellular activities) ï proteaza z rodziny 

AAA+ zawierajŃca ATPazowa domenň biağka  

ATP ï adenozynotr·jfosforanu 

BN-PAGE (ang. Blue Native Polyacrylamide Gel Electrophoresis) ï elektroforeza biağek 

w warunkach natywnych w Ũelu poliakrylamidowym z wykorzystaniem bğňkitu Coomassie 

CBB (ang. Coomassie Brillant Blue) - bğňkit brylantowy  

CL  ï kardiolipina 

COFRADIC  (ang. Combined Fractional Diagonal Chromatography) - chromatografia 

frakcyjno-diagonalna 

CytC ï cytochrom C 

ko-IP ï ko-immunoprecypitacja 

ETC (ang. electron transport chain) ï ğaŒcuch transportu elektron·w 

FTSH4 (ang. Filamentation temperature sensitive H) ï zaleŨna od ATP metaloproteaza 

wewnňtrznej bğony mitochondrialnej z centrum katalitycznym skierowanym do przestrzeni 

miňdzybğonowej  

GLDH  ï dehydrogenaza L-galaktono-1,4-laktonowa 

HSP (ang. heat shock protein) ï biağko szoku cieplnego 

IM  (ang. inner membrane) ï bğona wewnňtrzna 

IMS  (ang. intermembrane space) ï przestrzeŒ miňdzybğonowa 

iTRAQ  (ang. Isobaric Tags for Relative and Absolute Quantitation) - analiza iloŜciowa 

z zakresu proteomiki r·Ũnicowej oparta o znaczniki izobaryczne 

MIB (ang. mitochondrial intermembrane space bridging) ï wewnŃtrzmitochondrialne 

ğŃczenie miedzybğonowe tworzŃce swego rodzaju Ămostò  

MICOS  (ang. mitochondrial contact site and cristae organizing system) ï mitochondrialne 

miejsce kontaktu oraz system organizacji grzebieni mitochondrialnych 

MPP ï mitochondrialna peptydaza przetwarzajŃca 

MTL  (ang. mitochondrial transmembrane lipoprotein complex) ï wzbogacony w lipidy 

mitochondrialny kompleks bğonowy  

MTX  - metaksyna 
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NADH  - dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy 

OM  (ang. outer membrane) ï bğona zewnňtrzna 

OMA1  (ang. overlapping with the m-AAA protease 1) ï niezaleŨna od ATP proteaza 

wewnňtrznej bğony mitochondrialnej  

OXPHOS (ang. oxidative phosphorylation) ï fosforylacja oksydacyjna 

PCR (ang. polymerase chain reaction) ï reakcja ğaŒcuchowa polimerazy  

PHB - prohibityna 

RFT - reaktywne formy tlenu 

sHSP (ang. small heat shock protein) ï mağe biağko szoku cieplnego 

SAM kompleks (ang. sorting and assembly machinery complex) ï kompleks SAM uğatwia 

wstawianie i montaŨ biağek ɓ-baryğkowych do bğony zewnňtrznej mitochondri·w 

SDS-PAGE (ang. sodium dodecyl-sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) - elektroforeza 

biağek w Ũelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujŃcych 

SPFH (ang. stomatin, prohibitin, flotillin, HflC/K family) ï biağka rusztowania istotne  

w tworzeniu i organizacji funkcjonalnych mikrodomen bğonowych; do rodziny biağek SPFH 

naleŨŃ stomatny, prohibityny, flotyliny i biağka HfC/K 

SLP (ang. stomatin-like protein) ï stomatyna 

TMHT  (ang. thermotolerance to moderately high temperature) ï termotolerancja na 

umiarkowanie wysokŃ temperaturň 

UPR (ang. Unfolded Protein Response) ï odpowiedŦ organizmu na nagromadzenie 

niepoprawnie zwiniňtych/zğoŨonych biağek 

WT  (ang. Wild Type) ï typ dziki  
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1. WSTŇP 

1.1. Wprowadzenie  

Termotolerancja roŜlin to pojňcie popularne w dzisiejszych czasach, definiowane jako 

odpowiedŦ roŜlin na pojawiajŃce siň zmiany w amplitudzie temperatury otoczenia. Jest to 

zdolnoŜĺ roŜlin do skutecznego reagowania na zmiany temperatury w celu przystosowania siň 

do nich, co umoŨliwia im dalsze przetrwanie. Wiadomo jednak, Ũe wystňpujŃce zmiany 

otoczenia mogŃ byĺ doŜĺ mocno zr·Ũnicowane, z jednej strony drastyczne i niespodziewane, 

z drugiej wrňcz przeciwnie - cykliczne lub postňpujŃce stopniowo w czasie. Tym samym, 

dokğadne poznanie i zrozumienie r·Ũnych mechanizm·w odpowiedzi roŜlin na zmiany 

temperatury i zaangaŨowane w nie biağka jest jednym z najwiňkszych wyzwaŒ dzisiejszego 

Ŝwiata.  

Na kondycjň roŜlin Arabidopsis thaliana istotny wpğyw ma temperatura otoczenia 

(znaczenie ma r·Ũnica nawet 1ÁC), czas ekspozycji na dane warunki oraz czas trwania przerwy 

miňdzy zachodzŃcymi zmianami, dlatego kluczowe jest precyzyjne okreŜlenie warunk·w 

wykonywanych badaŒ (Silva-Correia i in., 2014). Przeprowadzono wiele analiz 

przesiewowych w poszukiwaniu biağek zaangaŨowanych w termotolerancjň. PoczŃtkowo 

skupiano siň na badaniach opartych o kr·tkotrwağe traktowanie roŜlin bardzo wysokŃ 

temperaturŃ (HS, ang. heat shock), pozwalajŃce okreŜliĺ tzw. termotolerancjň podstawowŃ 

(BT, ang. basal thermotolerance). Z czasem badania te poszerzono o tzw. termotolerancjň 

nabytŃ (AT, ang. acquired thermotolerance), czyli termotolerancjň roŜlin, kt·re uprzednio 

poddano adaptacji w mniej drastycznych warunkach. JednakŨe na chwilň obecnŃ coraz czňŜciej 

pojawiajŃcym siň okreŜleniem w terminologii termotolerancji jest termotolerancja na 

umiarkowanie wysokŃ temperaturň (TMHT, ang. thermotolerance to moderately high 

temperature). W dobie globalnego ocieplenia wğaŜnie te warunki najlepiej oddajŃ problem 

dotykajŃcy roŜlinnoŜĺ na cağym Ŝwiecie.  

1.2. Architektura mitochondri·w  

Mitochondrium, organellum charakterystyczne dla prawie wszystkich kom·rek 

eukariotycznych, otoczone jest dwoma bğonami, bğonŃ zewnňtrznŃ (OM, ang. outer 

membrane) oraz bğonŃ wewnňtrznŃ (IM, ang. inner membrane), kt·re oddzielone sŃ od siebie 

przestrzeniŃ miňdzybğonowŃ (IMS, ang. intermembrane space). Bğona wewnňtrzna otacza 

natomiast przedziağ zwany macierzŃ mitochondrialnŃ (ang. matrix) (Figura 1.1). Co wiňcej, 
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w obrňbie IM wyr·Ũniamy bğonň granicznŃ (IBM, ang. inner boundary membrane) i bğonň 

grzebienia (CM, ang. cristea membrane), przy czym ta ostatnia tworzy wypustki do wnňtrza 

macierzy, natomiast IBM biegnie r·wnolegle do bğony zewnňtrznej (OM).  

 

Figura 1.1. Schematyczne przedstawienie architektury mitochondri·w. Wskazano zewnňtrznŃ bğonň 

mitochondrialnŃ (OM), wewnňtrznŃ bğonň mitochondrialnŃ (IM), wewnňtrznŃ bğonň granicznŃ (IBM), bğonň 

grzebienia (CM), poğŃczenia grzebieni (CJ), przestrzeŒ miňdzybğonowŃ (IMS) i macierz mitochondrialnŃ 

(matrix). Niebieskie plamki w macierzy to rybosomy; czerwone plamki w CM to kompleksy mitochondrialnego 

ğaŒcucha oddechowego. Rysunek pochodzi z Tang i Zhu (2022).  

Miejsca kontaktu pomiňdzy grzebieniami i IBM noszŃ nazwň poğŃczeŒ grzebieniowych 

(CJs, ang. crista junctions), a same grzebienie w zaleŨnoŜci od typu kom·rki, stanu 

bioenergetycznego i etapu rozwoju majŃ zr·Ũnicowany ksztağt (Zick i in., 2009; Zerbes i in., 

2012). Rozkğad kompleks·w biağkowych w obrňbie bğony wewnňtrznej we wszystkich 

kom·rkach jest podobny: IBM jest bogata w biağka uczestniczŃce w mitochondrialnej fuzji 

i imporcie biağek kodowanych jŃdrowo, zaŜ CM jest wzbogacona w biağka odpowiedzialne za 

biogenezň klastr·w Fe-S, syntezň biağek mitochondrialnych i system fosforylacji oksydacyjnej 

(OXPHOS, ang. oxidative phosphorylation) (Vogel i in., 2006). Na poprawne uksztağtowanie 

grzebieni u ssak·w i droŨdŨy wpğyw ma dimeryzacja kompleksu syntazy ATP, kompleks 

MICOS (ang. mitochondrial contact site and cristae organizing system) oraz regulacja 

aktywnoŜci biağka OPA1 (Velours i in., 2009; Perkins i in., 2009; Cogliati i in., 2013, 2016). 

Podobnej sytuacji moŨna siň spodziewaĺ u roŜlin, choĺ brak dotychczas informacji na temat 

funkcjonalnego homologa biağka OPA1 u tych wğaŜnie organizm·w (Tang i Zhu, 2022).  
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1.2.1. Kompleksy biağkowe waŨne dla struktury  mitochondri·w 

Kompleks MICOS okreŜlany wczeŜniej r·wnieŨ jako MitOS czy MINOS, peğni waŨnŃ 

rolň w utrzymaniu architektury grzebieni mitochondrialnych i CJs, a takŨe poŜredniczy 

w tworzeniu miejsc kontaktu miňdzy IM a OM (Pfanner i in., 2014). Jest on wysoce 

konserwatywny miňdzy gatunkami, lecz jego skğad podjednostkowy wciŃŨ nie jest 

jednoznaczny. Kompleks MICOS tworzony jest prawdopodobnie przez co najmniej 6 biağek 

u droŨdŨy i 7-9 u ssak·w (Khosravi i Harner, 2020; Murherjee i in., 2021). W obu przypadkach 

kompleks ten identyfikowano jako kompleks o masie ~1.5 MDa (Harner i in., 2011; von der 

Malsburg i in., 2011; Alkhaja i in., 2012; Ott i in., 2012, 2015), tymczasem tzw. profilowanie 

kompleksomu (ang. complexome profiling) oparte o BN-PAGE (ang. Blue Native 

Polyacrylamide Gel Electrophoresis) i spektrometriň mas wykonane przez Huynen i in. (2016) 

wykazağo, Ũe szacunkowa wielkoŜĺ podstawowego kompleksu MICOS u ludzi to jedynie ~700 

kDa. WŜr·d dobrze poznanych podjednostek kompleksu wsp·lnych u ssak·w i droŨdŨy 

wyr·Ũniĺ naleŨy MIC10, MIC23 (lub MIC26), MIC27, MIC13 (lub MIC12), MIC19 i MIC60 

(Figura 1.2A; Munoz-Gomez i in., 2015; Huynen i in., 2016, Colina-Tenorio i in., 2020). 

MIC25 to biağko charakterystyczne dla kompleksu MICOS u ssak·w (Khosravi i Harner, 2020; 

Murherjee i in., 2021). Niekt·rzy uwzglňdniajŃ r·wnieŨ DNAJC11 i MIC14 (CHCHD10) 

w ukğadzie ssaczym (Khosravi i Harner, 2020), aczkolwiek przypuszczenia dotyczŃce tych 

biağek wciŃŨ wymagajŃ dalszych badaŒ, podobnie jak w przypadku innych biağek, kt·re 

wykazağy interakcjň z podjednostkami kompleksu MICOS (Mu¶oz-G·mez i in., 2015a; Anand 

i in., 2021).  

NaleŨy podkreŜliĺ, Ũe dominujŃcŃ rolň w modelowaniu struktury grzebieni odgrywajŃ 

dwa biağka, MIC60 i MIC10 (Bohnert i in, 2015; Li i in., 2016). Nadprodukcja MIC60 i MIC10 

prowadzi do zaburzeŒ grzebieni mitochondrialnych (Rabl i in., 2009) oraz silnej deformacji 

CM i CJs (Bohnert i in., 2015). Co ciekawe, w przypadku droŨdŨy wykazano, Ũe MIC10 

odgrywa podw·jnŃ rolň, jako podstawowa podjednostka MICOS oraz partner syntazy ATP, 

peğniŃc odrňbne funkcje w ksztağtowaniu grzebieni oraz adaptacji metabolicznej i wzroŜcie 

tlenowym (Rampelt i in., 2022). Z kolei MIC26 i MIC27 stanowiŃ biağka subkompleksu 

tworzonego przez MIC10, kt·re dziağajŃ wsp·lnie w celu regulacji tworzenia CJs oraz 

zarzŃdzajŃ stabilnoŜciŃ i montaŨem kompleks·w ğaŒcucha oddechowego, w tym 

superkompleks·w i syntazy ATP w bğonie prawdopodobnie poprzez modulacjň poziomu 
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kardiolipiny (CL) (Anand i in., 2020). Zaprezentowano, Ũe MIC26 i MIC27 dziağajŃ w spos·b 

antagonistyczny, odpowiednio, destabilizujŃc i stabilizujŃc homo-oligomery MIC10 (Weber i 

in., 2013; Koob i in., 2015; Rampelt i in., 2018).  

Kompleks MICOS oddziağuje z elementami kompleksu SAM (ang. sorting and 

assembly machinery) bğony zewnňtrznej tworzŃc wiňkszy kompleks MIB (ang. mitochondrial 

intermembrane space bridging) (Ott i in., 2015). Kompleks SAM, nazywany r·wnieŨ TOB 

(ang. topogenesis of the mitochondrial outer membrane ɓ-barrel proteins) lub coraz czňŜciej 

TOB/SAM, odpowiada za wprowadzenie do OM transportowanych poprzez kompleks TOM 

(ang. translocase of the outer membrane) biağek o strukturze ɓ-baryğek (Qiu i in., 2013). 

U droŨdŨy kompleks SAM tworzy Sam50 wraz z Sam35 i Sam37 (Figura 1.2A; Chan 

i Lithgow, 2008; Wenz i in., 2015). W skğad kompleksu SAM u ssak·w wchodzŃ z kolei: 

SAM50, MTX2 oraz MTX3 (KozjakȤPavlovic i in., 2007; Huynen i in., 2016). Gğ·wny 

komponent kompleksu SAM, Sam50/SAM50, oddziağuje z podjednostkami kompleksu 

MICOS poprzez specyficznŃ domenň POTRA (Figura 1.2A; Darshi i in., 2011; Xie i in., 2007; 

Sastri i in., 2017; Abudu i in., 2021). Ponadto peğnowymiarowy ludzki kompleks MIB o masie 

~2.2-2.8 MDa w swojej strukturze posiada prawdopodobne czynniki stabilizujŃce: MTX1 

i DNAJC11 (Huynen i in., 2016, Van Strien i in., 2019). Przy czym DNAJC11 uznawany jest 

przez niekt·rych jako stağy element kompleksu MICOS (Khosravi i Harner, 2020). 

 
Figura 1.2. Schematyczne przedstawienie mitochondrialnego miejsca kontaktu bğony zewnňtrznej z bğonŃ 

wewnňtrznŃ. A. Kompleks SAM (Sam50, Sam35 i Sam37) i kompleks MICOS (Mic12, Mic27, Mic26, Mic10, 

Mic60 i Mic19) w organizmie droŨdŨowym. Sam50 oddziağuje bezpoŜrednio z kompleksem MICOS poprzez 

domenň POTRA. Figura wğasna opracowana na podstawie Hºhr i in. (2015). B. Miejsce kontaktu w organizmie 

roŜlinnym. Figura pochodzi z Li i in. (2019). OM, bğona zewnňtrzna; IMS, przestrzeŒ miňdzybğonowa; IM, bğona 

wewnňtrzna.  
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W przypadku roŜlin, kompleks bğony wewnňtrznej, kt·ry odgrywa kluczowŃ rolň 

w utrzymaniu poğŃczeŒ CJs, architekturze bğony wewnňtrznej i tworzeniu miejsc kontaktu 

z bğonŃ zewnňtrznŃ jest zdecydowanie mniej poznany. U Arabidopsis zidentyfikowano 

homologii dw·ch rdzennych, ewolucyjnie konserwatywnych biağek kompleksu MICOS: 

MIC10 i MIC60 (Heazlewood i in., 2004; Munoz-Gomez i in., 2015 a i b; Anand i in., 2021). 

ObecnoŜĺ pozostağych homolog·w r·wnieŨ jest rozwaŨana, aczkolwiek brak dotychczas 

potwierdzajŃcych to eksperymentalnie danych (Zerbes i in., 2012). Badania przeprowadzone 

przez Michaud i in. (2016) na Arabidopsis wykazağy, Ũe MIC60 oddziağujŃc z podjednostkŃ 

TOM40 translokazy zewnňtrznej bğony mitochondrialnej (TOM) tworzy czňŜĺ duŨego 

transbğonowego kompleksu lipoproteinowego MTL (ang. mitochondrial transmembrane 

lipoprotein complex; Figura 1.2B) i odgrywa istotnŃ rolň w transporcie lipid·w, 

w szczeg·lnoŜci fosfatydyloetanoloaminy (PE). Badania przeprowadzone z kolei przez Li i in. 

(2019) wykazağy, Ũe elementy kompleksu MTL jak MIC60, TOM40, TOM20 i RISP wraz 

z biağkiem bğony zewnňtrznej DGS1 (DGD1 SUPPRESSOR1) odgrywajŃ istotnŃ rolň 

w homeostazie lipid·w organelli roŜlinnych, prawdopodobnie poprzez tworzenie miejsc 

kontaktu z ER i/lub chloroplastami w celu uğatwienia importu lipid·w do mitochondri·w 

(Figura 1.2B). Li i in. (2019) opisujŃc interakcjň miňdzy wymienionymi powyŨej biağkami 

wprost uŨywajŃ terminu ĂKompleks MICOSò w odniesieniu do roŜlin.  

Kompleks SAM u Arabidopsis natomiast, podobnie jak u innych organizm·w, 

odpowiada za wprowadzanie biağek ɓ-baryğkowych do OM po ich translokacji do IMS przez 

kompleks TOM. W obrňbie kompleksu SAM wyr·Ũniamy biağka SAM50, SAM50-1 

i SAM50-2, a takŨe metaksynň, MTX1. BiorŃc pod uwagň ukğad droŨdŨowy, MTX1 uznawana 

jest za homolog biağka Sam37. Z kolei ze wzglňdu na duŨŃ homologiň roŜlinnej MTX1 do 

wszystkich ludzkich izoform MTX (MTX1, MTX2, MTX3), trudno jednoznacznie okreŜliĺ, 

kt·rej izoformy wğaŜciwie jest homologiem (Adolph, 2020). Dotychczas brak natomiast 

danych na temat wystňpowania u roŜlin wiňkszego kompleksu podobnego do MIB. Niemniej 

jednak u Arabidopsis, SAM50-2 i MIC60 zostağy zidentyfikowane jako biağka 

wsp·ğoczyszczajŃce siň z mitochondrialnŃ proteazŃ bğony wewnňtrznej FTSH4, co moŨe 

wskazywaĺ na interakcjň pomiňdzy elementami MICOS i SAM u roŜlin (OpaliŒska i in., 2017). 

Warto zauwaŨyĺ, Ũe FTSH4 jest niezbňdna dla stabilnoŜci bğony mitochondrialnej, a jej delecja 

prowadzi do upoŜledzenia ultrastruktury i morfologii mitochondri·w (Gibala i in., 2009; 
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Smakowska i in., 2016). ZestawiajŃc zatem dane z wykorzystaniem A. thaliana prezentujŃce 

oddziağywanie MIC60 z TOM40 w potencjalnym kompleksie MICOS (Li i in., 2019) wraz 

z danymi wskazujŃcymi na interakcjň miňdzy SAM50-2 i MIC60 podejrzewaĺ moŨna, Ũe 

biağka te wsp·ğtworzŃ kompleks o pokroju ssaczego MIB. 

1.2.2. Struktura  mitochondri·w w podwyŨszonej temperaturze 

PodwyŨszona temperatura spowodowana globalnym ociepleniem nieuchronnie bňdzie 

miağa negatywny wpğyw na wzrost rozwojowy roŜlin, upoŜledzajŃc normalne funkcjonowanie 

organelli i powodujŃc zaburzenia metaboliczne kom·rek (Tang i Zhu, 2022). Pňcznienie 

mitochondri·w oraz zaburzenia ultrastrukturalne sŃ obserwowane podczas stresu wysokiej 

temperatury (Rurek i in., 2014). W nasionach Melanoxylon brauna i Glycine max trudno 

zidentyfikowaĺ strukturň grzebieni mitochondrialnych w kom·rkach osi embrionalnej pod 

wpğywem stresu wysokiej temperatury (Reis i in., 2021; Xin i in., 2014), prawdopodobnie 

dlatego, Ũe stres cieplny doprowadziğ do uszkodzenia bğony. Na podstawie tych obserwacji 

zasugerowano, iŨ utrzymanie stabilnoŜci bğony mitochondrialnej pod wpğywem stresu 

temperaturowego jest konieczne, aby zachowaĺ funkcje mitochondri·w w roŜlinach. Podobny 

efekt uzyskuje siň podczas mutacji syntazy kardiolipiny, prowadzŃcej do utraty CL w bğonie, 

w roŜlinach dochodzi w·wczas do zmiany ultrastruktury mitochondri·w, obserwujemy 

mitochondria o nietypowych ksztağtach i rozmiarach oraz mniejszŃ liczbŃ samych grzebieni 

(Pineau i in., 2013). Badania Tsukimoto i in. (2022) pokazağy, Ũe w odpowiedzi na stres 

podwyŨszonej temperatury istotne znaczenie ma takŨe utrzymanie prawidğowej fragmentacji 

mitochondri·w. Jak wiadomo, wielofunkcyjne organelle jakimi sŃ mitochondria nieustannie 

przebudowujŃ siň w odpowiedzi na bodŦce rozwojowe i Ŝrodowiskowe (Jakoby i in., 2012). 

Mitochondria dynamicznie zmieniajŃ swoje ksztağty poprzez procesy fuzji i fizji. Brak 

r·wnowagi miňdzy tymi zdarzeniami moŨe prowadziĺ do zmian w morfologii mitochondri·w, 

a takŨe powodowaĺ dodatkowe zaburzenia w ich ruchliwoŜci i zdolnoŜci oddechowej 

(Linkermann i in., 2014; Tong i in., 2020). Przebadane przez Tsukimoto i in. (2022) mutanty 

sloh5 oraz drp3a/drp3b, pozbawione biağek istotnych w procesie fragmentacji mitochondri·w, 

charakteryzujŃ siň znaczŃco wydğuŨonymi mitochondriami i nadwraŨliwoŜciŃ na stres 

podwyŨszonej temperatury. Co ciekawe, wspomniana powyŨej syntaza kardiolipiny odgrywa 

istotnŃ rolň w stabilizacji kompleksu bğonowego DRP3 (Pineau i in., 2013; Pan i in., 2014). 

Brak poprawnego podziağu prowadzi do przesuniňcia siň dynamiki w stronň fuzji, 
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a spowodowane tym procesem formowanie siň wydğuŨonych mitochondri·w zaburza z kolei 

proces mitofagii. Zatem prawidğowe funkcjonowanie mitochondri·w oraz selektywne 

usuwanie ich uszkodzonej puli wydaje siň kluczowe w termotolerancji roŜlin.  

1.3. System OXPHOS (ang. oxidative phosphorylation) 

Tworzenie adenozynotr·jfosforanu (ATP) poprzez fosforylacjň oksydacyjnŃ (OXPHOS) 

ma kluczowe znaczenie dla kom·rek eukariotycznych. Proces ten opiera siň na ğaŒcuchu 

oddechowym zwanym r·wnieŨ ğaŒcuchem transportu elektron·w (ETC, ang. electron 

transport chain), kt·ry zlokalizowany jest w wewnňtrznej bğonie mitochondrialnej. 

W praktycznie wszystkich kom·rkach eukariotycznych rdzeŒ ETC skğada siň z czterech 

kompleks·w biağkowych: kompleksu dehydrogenazy NADH (kompleks I), kompleksu 

dehydrogenazy bursztynianowej (kompleks II), kompleksu reduktazy cytochromu c (kompleks 

III) i kompleksu oksydazy cytochromu c (kompleks IV). Kompleksy I i II przenoszŃ elektrony 

na ubichinon, ruchomy transporter elektron·w w obrňbie wewnňtrznej bğony mitochondrialnej. 

Ubichinol (zredukowana forma ubichinonu) przenosi elektrony dalej na kompleks III. Z kolei 

w transporcie elektron·w z kompleksu III do kompleksu IV poŜredniczy cytochrom c, mağe 

i hydrofilowe biağko zlokalizowane w mitochondrialnej przestrzeni miňdzybğonowej. 

Kompleks syntazy ATP, okreŜlany r·wnieŨ jako kompleks V, choĺ w sensie formalnym nie 

jest czňŜciŃ ETC, wraz z pozostağymi kompleksami tworzy system OXPHOS (Braun, 2020; 

Meyer i in., 2022).  

WiňkszoŜĺ podjednostek kompleks·w systemu OXPHOS kodowana jest przez genom 

jŃdrowy, syntetyzowana w cytoplazmie i posttranslacyjnie transportowana do mitochondri·w. 

Kilka podjednostek kodowanych jest natomiast na genomie mitochondrialnym 

i syntetyzowanych bezpoŜrednio na rybosomach mitochondrialnych. Wymaga to dodatkowej 

koordynacji pomiňdzy dwoma przedziağami kom·rkowymi. Wreszcie, wszystkie 

zsyntetyzowane podjednostki muszŃ byĺ prawidğowo zmontowane, tworzŃc funkcjonalny 

kompleks, a odpowiednie rozmieszczenie kompleks·w w obrňbie bğony wewnňtrznej jest 

istotne nie tylko dla sprawnego wytworzenia energii w postaci ATP, ale takŨe jest kluczowe 

dla poprawnej architektury grzebieni mitochondrialnych (Fuchs i in., 2020). Kompleksy 

oddechowe sŃ regulowane proteolitycznie na r·Ũnych etapach, a wewnŃtrzmitochondrialna 

proteoliza umoŨliwia syntezň, montaŨ, ochronň, naprawň i usuwanie kompleks·w w spos·b 

wydajny i zgodnie z okreŜlonymi potrzebami (Szczepanowska i Trifunovic, 2021). 
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1.3.1. Kompleks I: Kompleks dehydrogenazy NADH 

Kompleks I jest najwiňkszym spoŜr·d kompleks·w ETC (Wirth i in., 2016). Ze 

wzglňdu na wystňpowanie ramienia obwodowego przyğŃczonego prostopadle do ramienia 

bğonowego ksztağtem przypomina literň L (Figura 1.3; Bultema i in., 2009). U roŜlin kompleks 

I charakteryzuje siň obecnoŜciŃ od strony macierzy mitochondrialnej dodatkowej, kulistej 

domeny ɔCA (domena anhydrazy wňglowej typu gamma) przyğŃczonej w centralnej czňŜci 

ramienia bğonowego (Klusch i in., 2021). Samo to ramiň z kolei jest nieco dğuŨsze 

w por·wnaniu z tym wystňpujŃcym u ssak·w.  

Zgodnie z aktualnŃ wiedzŃ, u Arabidopsis w skğad kompleksu I stanowiŃcego masň 

~1000 kDa wchodzi ponad 40 podjednostek, kt·re tworzŃ ramiň obwodowe, ramiň bğonowe 

i sferycznŃ domenň ɔCA (Figura 1.3; Senkler i in., 2017a). Ramiň bğonowe skğada siň z dw·ch 

moduğ·w P: PD i PP, z kolei ramiň obwodowe posiada moduğ N oraz moduğ Q (Figura 1.3). 

W ostatnim czasie zostağy wyznaczone w rozdzielczoŜci atomowej struktury tego kompleksu 

u roŜlin (Figura 1.3; Klusch i in., 2021; Klusch i in., 2023). 

 

Figura 1.3. Struktura kompleksu I ğaŒcucha oddechowego u roŜlin. Model atomowy kompleksu I 

Arabidopsis, prezentujŃcy dwustronne rozmieszczenie podjednostek. Uwzglňdniono ramiň obwodowe oraz ramiň 

bğonowe, w obrňbie kt·rych wyr·Ũniono odpowiednio moduğy N i Q oraz moduğy PD i PP. Zaprezentowano takŨe 

domenň ɔCA oraz mostek ğŃczŃcy jŃ z ramieniem obwodowym (ang. bridge domain). Figura pochodzi z Klusch 

i in. (2021). Wprowadzono nieznaczne modyfikacje. MA, macierz mitochondrialna; IM, bğona wewnňtrza; IMS, 

przestrzeŒ miňdzybğonowa. 
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Warto zaznaczyĺ, Ũe domena ɔCA pozostaje w Ŝcisğej interakcji ze specyficznym 

kompleksem lipidowym tworzŃcym tzw. most ğŃczŃcy ramiň obwodowe z domenŃ ɔCA. 

UwaŨa siň, Ũe ten kompleks lipidowy moŨe byĺ kluczowy dla wydajnoŜci i stabilnoŜci 

kompleksu I u roŜlin. Co wiňcej, ostatnie dane prezentujŃ obecnoŜĺ czŃsteczki 

butyrylo/krotonylo-CoA i jonu Zn2+ w module ɔCA, wskazujŃc na moŨliwŃ aktywnoŜĺ 

enzymatycznŃ tej domeny (Klusch i in., 2023).  

Funkcja mitochondrialnego kompleksu I zostağa zbadana szczeg·lnie dobrze u ssak·w 

i grzyb·w. Utlenianie dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADH) i redukcja 

ubichinonu zachodzŃ w dw·ch r·Ũnych domenach funkcjonalnych zlokalizowanych w obrňbie 

ramienia obwodowego. Obie reakcje ğŃczŃ elementy przenoszenia elektron·w, na kt·re 

skğadajŃ siň mononukleotyd flawinowy (FMN) i klastry Ũelazo-siarkowe. KoŒcowa 

translokacja proton·w odbywa siň natomiast przez ramiň bğonowe kompleksu. Spos·b 

sprzňŨenia przeniesienia elektron·w i translokacji proton·w w obrňbie kompleksu I jest 

przedmiotem dyskusji. Obecnie jednak nic nie wskazuje na to, Ũe funkcjonowanie roŜlinnego 

kompleksu I r·Ũni siň od mechanizmu zaproponowanego dla innych grup eukariot·w.  

Por·wnanie skğadu podjednostek kompleksu I u ssak·w i roŜliny modelowej 

A. thaliana wykazağo, Ũe zdecydowana wiňkszoŜĺ podjednostek jest konserwatywna miňdzy 

gatunkami (Cardol, 2011, Senkler i in., 2017a). Niemniej jednak, aŨ dziewiňĺ podjednostek 

uznanych byğo za unikalne dla kompleksu I u Arabidopsis. Biağka te to piňĺ biağek 

przypominajŃcych anhydrazy wňglowe typu gamma (CA1-3, CAL1-2), dwa mağe biağka 

o nieznanej funkcji (okreŜlane jako P1 i P2), biağko przypominajŃce podjednostkň translokazy 

wewnňtrznej bğony mitochondrialnej (TIM22, At1g18320 i At3g10110 u Arabidopsis) oraz 

dehydrogenaza L-galaktono-1,4-laktonowa (GLDH), terminalny enzym szlaku biosyntezy 

kwasu askorbinowego. Najnowsze dane prezentujŃce strukturň atomowŃ kompleksu I 

wskazujŃ jednak na obecnoŜĺ dodatkowego biağka specyficznego dla roŜlin, okreŜlanego jako 

P9 (Klusch i in., 2023). 

WiňkszoŜĺ podjednostek kompleksu I u roŜlin, podobnie jak w kom·rkach ssak·w 

i grzyb·w, jest kodowana przez genom jŃdrowy. Siedem podjednostek ramienia bğonowego 

jest kodowanych w genomie mitochondrialnym. Dodatkowo, u roŜlin, dwie podjednostki 

ramienia obwodowego, NAD7 i NAD9, r·wnieŨ sŃ kodowane mitochondrialnie. Ze wzglňdu 

na obecnoŜĺ dodatkowej domeny ɔCA, proces montaŨu kompleksu I, przynajmniej czňŜciowo, 
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przebiega szlakami unikalnymi dla roŜlin (Meyer i in., 2011; Li i in., 2013; Ligas i in., 2019; 

Meyer i in., 2019) oraz angaŨuje dodatkowe czynniki, jak chociaŨby specyficzne dla roŜlin 

biağko GLDH. Przypuszcza siň, Ũe GLDH moŨe dziağaĺ jako czynnik stabilizujŃcy 

intermediaty kompleksu I, kt·re zostanŃ uwolnione tuŨ przed ostatnim etapem dokowania 

moduğu PD do kompleksu I (Soufari i in., 2020).  

1.3.2. Kompleks II: Kompleks dehydrogenazy bursztynianowej  

Kompleks dehydrogenazy bursztynianowej jest jedynym skğadnikiem OXPHOS 

zaangaŨowanym zar·wno w cykl kwas·w trikarboksylowych (TCA), jak i ETC (Iverson, 

2013, Huang i Millar, 2013, Huang i in., 2019). Katalizuje on utlenianie bursztynianu do 

fumaranu w reakcji cyklu TCA, redukujŃc jednoczeŜnie waŨny dla procesu fosforylacji 

oksydacyjnej ubichinon. Elektrony pobierane sŃ przez kofaktor FAD i przenoszone na 

ubichinon przez kr·tki ğaŒcuch transportu elektron·w, skğadajŃcy siň z trzech klastr·w Ũelazo-

siarkowych. W przeciwieŒstwie do pozostağych kompleks·w, kompleks II nie przenosi 

proton·w przez wewnňtrznŃ bğonň mitochondrialnŃ. Pozwala on jednak na wprowadzenie 

elektron·w do ETC.  

 

Figura 1.4. Schemat kompleksu II ğaŒcucha oddechowego. A. model ssaczy. B. model roŜlinny. SDH1 i SDH2 

tworzŃ czňŜĺ kompleksu wystajŃcŃ do macierzy mitochondrialnej i kotwiczone sŃ w bğonie wewnňtrznej przez 

znajdujŃce siň tam SDH3 i SDH4. Specyficzne dla roŜlin podjednostki SDH6 i SDH7 przypuszczalnie r·wnieŨ 

znajdujŃ siň w czňŜci bğonowej, SDH5 przy bğonie, natomiast lokalizacja SDH8 pozostaje nieznana. IM, bğona 

wewnňtrzna; IMS, przestrzeŒ miňdzybğonowa; MA, macierz mitochondrialna. Rysunek pochodzi z Huang i in., 

(2019). 

Skğad podjednostkowy kompleksu II jest wysoce konserwowany w zakresie czterech 

podjednostek (SDH1-SDH4). Podjednostki SDH1 i SDH2 sŃ hydrofilowe, natomiast SDH3 

i SDH4 sŃ hydrofobowe i tworzŃ w obrňbie IM kotwicň bğonowŃ dla SDH1 i SDH2 (Figura 

1.4A). Charakterystyka kompleksu II u roŜlin ujawniğa, Ũe kompleks ten jest tu szczeg·lnie 
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duŨy (~160 kDa, podczas gdy u bakterii i zwierzŃt ma masň ~110 kDa) i stosunkowo labilny 

(ğatwo rozpada siň pod wpğywem detergent·w) (Eubel i in., 2003; Millar i in., 2004; Huang i 

in., 2010). Skğada siň on z oŜmiu podjednostek kodowanych jŃdrowo: czterech podstawowych 

(SDH1-SDH4) oraz czterech dodatkowych (SDH5-SDH8) (Figura 1.4B). Biağka SDH6 

i SDH7 tworzŃ czňŜĺ domeny kotwicy bğonowej. Prawdopodobnie zastňpujŃ one rozciŃgajŃce 

siň po bğonie helisy podjednostek SDH3 i SDH4, kt·re w homologach roŜlinnych sŃ nieobecne 

(Schikowsky i in., 2017). Z kolei SDH5 jest prawdopodobnie zlokalizowana na styku domeny 

hydrofilowej i domeny kotwicy bğonowej. Lokalizacja SDH8, kt·rej masa wynosi jedynie 

4.9 kDa, nie jest obecnie znana. Dodatkowe podjednostki mogŃ wprowadziĺ do roŜlinnego 

kompleksu II nowŃ, lecz dotychczas nieznanŃ aktywnoŜĺ, podobnie jak doğŃczone do 

mitochondrialnego kompleksu I anhydrazy wňglowe. Ze wzglňdu na obecnoŜĺ dodatkowych 

podjednostek r·wnieŨ w tym przypadku moŨna przewidywaĺ, Ũe montaŨ kompleksu II 

przebiega u roŜlin nieco innymi drogami (Huang i in., 2019). 

1.3.3. Kompleks III:  Dwufunkcyjny kompleks reduktazy cytochromu c i 

mitochondrialnej peptydazy przetwarzajŃcej  

Kompleks reduktazy cytochromu c katalizuje utlenienie ubichinolu i redukcje dw·ch 

czŃsteczek cytochromu c, biağka luŦno zwiŃzanego z bğonŃ i zawierajŃcego hem. U zwierzŃt 

i grzyb·w kompleks III skğada siň z 10 r·Ũnych podjednostek. Wyr·Ũniamy trzy podjednostki 

bezpoŜrednio uczestniczŃce w transporcie elektron·w (biağko Rieske oraz zawierajŃce hem 

podjednostki cytochromu c1 i cytochromu b), dwie duŨe podjednostki rdzeniowe znajdujŃce 

siň po stronie wyeksponowanej do macierzy mitochondrialnej oraz piňĺ mağych podjednostek 

o masie <15 kDa, okreŜlanych jako biağka CQR6-QCR10, kt·re otaczajŃ podjednostki 

bezpoŜrednio uczestniczŃce w transferze elektron·w. W mitochondriach bydğa presekwencja 

podjednostki Rieske po odciňciu z biağka prekursorowego zostaje zachowana w obrňbie 

kompleksu III i uznana za jego jedenastŃ podjednostkň (Brandt i in., 1993). Dla 

mitochondrialnego kompleksu III zwierzŃt i grzyb·w zostağy wyznaczone struktury 

o rozdzielczoŜci atomowej (Xia i in., 1997; Hunte i in., 2000). Kompleks ten zawsze wystňpuje 

w formie dimeru o masie czŃsteczkowej ~500 kDa. 

Strukturň roŜlinnego kompleksu III o niskiej rozdzielczoŜci uzyskano dla A. thaliana 

(Dudkina i in. 2005a), a poczŃtkowe badania na Vigna radiata pozwoliğy na analizň tego 

kompleksu w rozdzielczoŜci atomowej (Maldonado i in., 2021). Ostatnie badania dotyczŃce 
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superkompleks·w oddechowych pozwoliğy na analizň kompleksu III w rozdzielczoŜci 

atomowej r·wnieŨ u Arabidopsis (Figura 1.5; Klusch i in., 2023). RoŜlinny kompleks III takŨe 

tworzy dimer (2 Ĭ 10 podjednostek) i pod kilkoma wzglňdami przypomina kompleks III 

zwierzŃt i grzyb·w, gdyŨ masa i skğad podjednostkowy kompleksu sŃ tutaj bardzo 

por·wnywalne. W przypadku A. thaliana, wszystkie biağka kompleksu III, za wyjŃtkiem Cyt b, 

sŃ kodowane jŃdrowo, zaŜ niekt·re podjednostki posiadajŃ po dwie izoformy.  

 

Figura 1.5. Struktura kompleksu III ğaŒcucha oddechowego u roŜlin. Model atomowy kompleksu III 

Arabidopsis, prezentujŃcy dwustronne rozmieszczenie dziesiňciu podjednostek jednego monomeru kompleksu 

III. Figura pochodzi z Klusch i in. (2023). MA, macierz mitochondrialna; IM, bğona wewnňtrza; IMS, przestrzeŒ 

miňdzybğonowa. 

To co jednak mocno odr·Ũnia roŜlinny kompleks III to obecnoŜĺ w jego strukturze 

dw·ch podjednostek mitochondrialnej peptydazy przetwarzajŃcej (MPP) (Braun i in., 1992, 

Eriksson i in., 1994). WczeŜniej zauwaŨono, Ũe dwie podjednostki rdzeniowe kompleksu III 

zwierzŃt i grzyb·w wykazujŃ pewne podobieŒstwo pod wzglňdem sekwencji aminokwasowej 

do dw·ch podjednostek MPP (Ŭ-MPP i ɓ-MPP) (Jensen i Yaffe, 1988; Schulte i in., 1989). 

Jednak w mitochondriach zwierzňcych miejsce aktywne proteazy w tych podjednostkach 

rdzeniowych nie zostağo zachowane. Zamiast tego, dwie rozpuszczalne podjednostki obecne 

w macierzy mitochondrialnej tworzŃ aktywnŃ MPP. U roŜlin natomiast obie podjednostki 

rdzenia reprezentujŃ aktywne podjednostki proteazy, a w macierzy nie wykryto jednostek 

MPP. Co waŨne, wyizolowany kompleks III z roŜlin skutecznie usuwa presekwencje biağek 

mitochondrialnych kodowanych jŃdrowo (Braun i in., 1992; Eriksson i in., 1994, Braun i in., 

1995). Kompleks III u roŜlin jest wiňc enzymem dwufunkcyjnym. JednakŨe mimo 
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wystňpujŃcych r·Ũnic funkcyjnych, struktura kompleksu miňdzy r·Ũnymi gatunkami jest 

mocno konserwatywna (Maldonado i in., 2021). 

Niedawno odkryto, Ũe montaŨ kompleksu III przebiega unikalnymi szlakami u roŜlin 

(Schªfer i in., 2020). Mitochondria roŜlinne zawierajŃ biağko TatB, kt·re przypomina 

podjednostkň translokatora biağkowego typu bakteryjnego i nie wystňpuje w mitochondriach 

zwierzŃt i grzyb·w. W przypadku braku TatB, w mitochondriach gromadzŃ siň intermediaty 

p·Ŧnego etapu montaŨu kompleksu III, poniewaŨ translokacja podjednostki Rieske FeS jest 

zaburzona. 

1.3.4. Kompleks IV: Kompleks oksydazy cytochromu c 

Kompleks IV jest enzymem koŒcowym ETC. Przenosi on elektrony z cytochromu c na 

tlen czŃsteczkowy, kt·ry jest redukowany do wody. Przeniesienie elektron·w jest powiŃzane 

z translokacjŃ proton·w z macierzy mitochondrialnej do przestrzeni miňdzybğonowej 

(Wikstrºm i Sharma, 2018). RdzeŒ katalityczny enzymu tworzŃ biağka COX1, COX2 i COX3. 

W mitochondriach ssak·w podjednostki te sŃ otoczone przez kolejne dziewiňĺ, z kt·rych 

wszystkie sŃ stosunkowo mağe (Kadenbach i H¿ttemann, 2015). Struktura kompleksu IV 

ssak·w zostağa okreŜlona przy pomocy krystalografii rentgenowskiej (Tsukihara i in., 1996). 

 

Figura 1.6. Struktura kompleksu IV ğaŒcucha oddechowego. Model przestrzenny kompleksu IV Vigna 

radiata, prezentujŃcy dwustronne rozmieszczenie podjednostek. W strukturze nie uwzglňdniono podjednostki 

COX-X1. Figura pochodzi z Maldonado i in. (2021). Wprowadzono nieznaczne modyfikacje. MA, macierz 

mitochondrialna; IM, bğona wewnňtrza; IMS, przestrzeŒ miňdzybğonowa. 

PoczŃtkowo skğad podjednostkowy roŜlinnego kompleksu IV zostağ przeanalizowany 

z wykorzystaniem metody BN-PAGE w poğŃczeniu ze spektrometriŃ mas (Millar i in., 2004; 

Klodmann i in., 2011; Senkler i in., 2017b), a masň kompleksu oszacowano na ~210 kDa 

(Senkler i in., 2017). Zastosowanie w ostatnim czasie jednoczŃsteczkowej kriomikroskopii 
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elektronowej (ang. cryo-EM) pozwoliğo na zbadanie tego kompleksu w rozdzielczoŜci 

atomowej (Figura 1.6; Maldonado i in., 2021). Wedğug proponowanego modelu kompleks ten 

skğada siň z trzech podjednostek rdzeniowych (COX1, COX2 i COX3) oraz kilku mniejszych 

podjednostek. Uprzednio sugerowano, Ũe niekt·re z tych mağych biağek (okreŜlane jako COX-

X1, COX-X2, COX-X3, COX-X4) sŃ specyficzne jedynie dla roŜlin (Millar i in., 2004; 

Klodmann i in., 2011; Senkler i in., 2017). Najnowsze dane sugerujŃ jednak, Ũe biağka te 

(z wyjŃtkiem COX-X1) sŃ najprawdopodobniej homologami podjednostek kompleksu IV 

wystňpujŃcych u ssak·w i droŨdŨy (Maldonado i in., 2021).  

1.3.5. Cytochrom c 

Cytochrom c jest mağym, zasocjowanym z IM po stronie przestrzeni miňdzybğonowej 

biağkiem zawierajŃcym hem. Przenosi ono elektrony z kompleksu III2 na kompleks IV. U roŜlin 

cytochrom c dodatkowo przyjmuje elektrony z innych szlak·w metabolicznych: (i) biosyntezy 

askorbinianu oraz (ii) mitochondrialnej konwersji mleczanu do pirogronianu (Bartoli i in., 

2000; Welchen i in., 2016; Welchen i Gonzalez, 2016). U Arabidopsis obecne sŃ dwie 

izoformy cytochromu c. RoŜliny pozbawione gen·w kodujŃcych obie izoformy nie sŃ Ũywotne. 

Drastyczna redukcja cytochromu c poprzez manipulacje genetyczne powoduje wyraŦne 

zmniejszenie kompleksu oksydazy cytochromu c, bez wpğywu na pozostağe kompleksy 

systemu OXPHOS w mitochondriach Arabidopsis (Welchen i in., 2012).  

1.3.6. Kompleks V: Kompleks syntazy ATP  

Ostatni etap syntezy ATP katalizuje kompleks V - syntaza ATP. Skğada siň ona z dw·ch 

czňŜci, zagğňbionej w bğonie czňŜci FO oraz skierowanej do macierzy mitochondrialnej czňŜci 

kulistej, okreŜlanej jako F1. F1 i FO poğŃczone sŃ ramieniem centralnym i zewnňtrznym. 

Zgodnie z teoriŃ chemiosmotycznŃ, syntaza ATP przeksztağca energiň zawartŃ 

w elektrochemicznym gradiencie proton·w, tworzonym podczas przenoszenia elektron·w 

przez kompleksy ğaŒcucha oddechowego, w chemicznŃ energiň kom·rkowŃ ï ATP. 

Szczeg·ğowe struktury kompleksu mitochondrialnej syntazy ATP zostağy dokğadnie 

przedstawione u eukariot·w (K¿hlbrandt, 2019). CzňŜĺ F1 mitochondrialnej syntazy ATP 

(wraz z ramieniem centralnym) u droŨdŨy, ssak·w i alg skğada siň z piňciu typ·w podjednostek 

okreŜlanych jako Ŭ, ɓ, ɔ, ŭ i Ů (Figura 1.7A). Skğad podjednostkowy czňŜci FO (wraz 
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z ramieniem zewnňtrznym) nieznacznie r·Ũni siň w r·Ũnych grupach organizm·w (Figura 1.7; 

Artika, 2019; Rºhricht i in., 2021).  

 
Figura 1.7. Struktura kompleksu V ğaŒcucha oddechowego. A. Schematyczny rysunek mitochondrialnej 

syntazy ATP. Oznaczono bğonowŃ czňŜĺ FO oraz wystajŃcŃ do macierzy mitochondrialnej czňŜĺ F1. LiniŃ 

przerywanŃ zaznaczono podjednostki tworzŃce ramiň zewnňtrzne, kt·re w tekŜcie uwzglňdniono w czňŜci FO. 

Figura pochodzi z Courbon i Rubinstein (2022). B. Model przestrzenny ssaczego kompleksu V (owca), 

prezentujŃcy rozmieszczenie podjednostek z dw·ch perspektyw. Figura pochodzi z Pinke i in. (2020). Do figur 

wprowadzono nieznaczne modyfikacje. MA, macierz mitochondrialna; IM, bğona wewnňtrza; IMS, przestrzeŒ 

miňdzybğonowa.  

Strukturň mitochondrialnej syntazy ATP o niskiej rozdzielczoŜci za pomocŃ 

mikroskopii elektronowej uzyskano dla kompleksu z mitochondri·w ziemniaka (Bultema i in., 

2009). Przypomina ona strukturň mitochondrialnej syntazy ATP ze zwierzŃt i grzyb·w. Skğad 

podjednostkowy syntazy ATP z roŜlin byğ systematycznie badany metodŃ BN-PAGE 

w poğŃczeniu ze spektrometriŃ mas (Heazlewood i in., 2003; Meyer i in., 2008; Klodmann i in., 

2011; przeglŃd w Zancani i in., 2020). Opisano wszystkie piňĺ podjednostek czňŜci F1 

i dodatkowo dziesiňĺ r·Ũnych podjednostek czňŜci FO (okreŜlanych jako a, b, c, d, f, g, FAd, 

OSCP, podjednostka 8 i 6 kDa u Arabidopsis). Co ciekawe, ostatnie dane wykazağy, Ũe biağko 

FAd zastňpuje wystňpujŃcŃ u innych organizm·w podjednostkň h (okreŜlanŃ u ssak·w jako F6) 

(Rºhricht i in., 2021). U wiňkszoŜci roŜlin podjednostki Ŭ, a, b i c oraz podjednostka 8 sŃ 

kodowane mitochondrialnie (Unseld i in., 1997; Heazlewood i in., 2003b). 

Dimeryzacja kompleksu syntazy ATP jest jednym z gğ·wnych element·w poprawnej 

morfologii grzebieni mitochondrialnych u droŨdŨy i ssak·w (Paumard i in., 2002). 

Dimeryzacja opiera siň na mağych podjednostkach Atp20 (podjednostka g) i Atp21 

(podjednostka e), kt·re blokujŃ monomery syntazy ATP pod kŃtem 90Á, co skutkuje zginaniem 

bğony przez dimer (Arnold i in., 1998; Bornhºvd i in., 2006; Hahn i in., 2016; Guo i in., 2017a; 
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Spikes i in., 2020). Zespoğy wyŨszego rzňdu sŃ dalej stabilizowane przez Atp19 (podjednostka 

k; Arnold i in., 1998; Wagner i in., 2010; Guo i in., 2017a; Barca i in., 2018; He i in., 2018; 

Pinke i in., 2020). Dotychczasowe pr·by zidentyfikowania biağka homologicznego do 

podjednostki k w roŜlinach, zar·wno na drodze proteomiki, jak i filogenezy (przyr·wnaŒ 

sekwencji), nie powiodğy siň. Sugeruje siň, Ũe w modelu roŜlinnym kompleksu V brak w og·le 

podjednostki k (Rºhricht i in., 2021). Dimery syntazy ATP sŃ stosunkowo nietrwağe u roŜlin 

kwitnŃcych, aczkolwiek w mitochondriach zielonej algi Polytomella sp. okazağy siň niezwykle 

stabilne, w zwiŃzku z czym organizmy te wykorzystano do pierwszych analiz strukturalnych 

(Dudkina i in., 2005b).  

1.3.7. Supermolekularna struktura systemu OXPHOS 

Kompleksy biağkowe mitochondrialnego systemu OXPHOS mogŃ grupowaĺ siň  

w bardziej zğoŨone struktury. Zostağo to po raz pierwszy odkryte u ssak·w i grzyb·w poprzez 

analizy oparte na BN-PAGE (Arnold i in., 1998; Schªgger i Pfeiffer, 2000). Do tej pory 

obecnoŜĺ superkompleks·w oddechowych zostağa wykazana dla kilku grup organizm·w,  

w tym r·wnieŨ roŜlin. Ostatnio, zastosowanie Cryo-EM pozwoliğo na okreŜlenie struktur 

niekt·rych z tych superkompleks·w z rozdzielczoŜciŃ atomowŃ (Gu i in., 2016; Letts i in., 

2016; Sousa i in., 2016; Guo i in., 2017b; przeglŃd w Wu i in., 2020; Klusch i in., 2023). 

Wszystkie superkompleksy oddechowe zawierajŃ dimeryczny kompleks III. Jest on zwiŃzany 

z bğonowym ramieniem kompleksu I albo z jednŃ lub dwiema kopiami monomerycznego 

kompleksu IV. Superkompleksy zawierajŃce kompleksy I, III2 i IV  nazywane sŃ 

"respirasomami". Dla ssak·w opisano dwa typy respirasom·w, prezentujŃcych skğad 

I+III 2+IV (1-2) lub I2+III 2+IV2. Fizjologiczne role superkompleks·w oddechowych 

i respirasom·w sŃ wciŃŨ przedmiotem dyskusji (Acin-Perez i Enriquez, 2014; Milenkovic i in., 

2017; Hirst, 2018; Wu i in., 2020; Stuchebrukhov i in., 2020). Sugeruje siň, Ũe respirasomy 

asocjujŃ do jeszcze wiňkszych struktur zwanych megakompleksami oddechowymi. 

Superkompleksy oddechowe u roŜlin, podobnie jak u zwierzŃt, po raz pierwszy zostağy 

opisane z zastosowaniem metody BN-PAGE (Eubel i in., 2003; Eubel i in., 2004; Krause i in., 

2004; przeglŃd w Dudkina i in., 2006). Najbardziej stabilne oddziağywanie zaobserwowano 

pomiňdzy kompleksami I i III2, kt·ry byğ pierwszym strukturalnie przebadanym 

superkompleksem oddechowym z jakiejkolwiek grupy organizm·w (Dudkina i in. 2005a). 

Najnowsze dane zaprezentowane przez Klusch i in. (2023) wykazağy, Ũe w oddziağywaniu 
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miňdzy kompleksem I i III2 biorŃ udziağ trzy podjednostki zlokalizowane w ramieniu 

bğonowym kompleksu I: podjednostka B14.7 oddziağujŃca z podjednostkŃ QCR8 kompleksu 

III, podjednostka kompleksu I o nazwie P9 oddziağujŃca z QCR6 kompleksu III oraz 

podjednostka B22 oddziağujŃca z dwiema proteazami MPP z kompleksu III (MPP-ɓ i MPP-Ŭ). 

Asocjacje kompleks·w III2 i IV sŃ u roŜlin stosunkowo sğabe, jednakŨe superkompleksy 

III 2+IV (1-2) oraz I+III2+IV (1-4) zostağy udokumentowane za pomocŃ BN-PAGE dla ziemniaka 

i szpinaku (Eubel i in., 2004; Krause i in., 2004). Przewiduje siň, Ũe w warunkach in vivo 

w wewnňtrznej bğonie mitochondrialnej wsp·ğistniejŃ monomeryczne kompleksy ETC oraz 

zespoğy supramolekularne.  

Dla kilku roŜlin opisano szczeg·lnie duŨy superkompleks, kt·ry pierwotnie 

sugerowano, Ũe skğada siň z dw·ch kopii monomerycznego kompleksu I i dw·ch kopii 

dimerycznego kompleksu III (superkompleks I2+III 4; Eubel i in., 2003). Jednak analizy tego 

superkompleksu z ziemniaka za pomocŃ mikroskopii elektronowej (Bultema i in., 2009) 

ujawniğy, Ũe zawiera on tylko jednŃ kopiň dimerycznego kompleksu III, kt·ry wiŃŨe siň 

z dwiema kopiami monomerycznego kompleksu I. Wedğug pracy Brauna (2020) ten 

superkompleks I2+III 2 zostağ bğňdnie oznaczony jako superkompleks I2+III 4 w kilku 

wczeŜniejszych publikacjach. Superkompleks I2+III 2 przypomina wielkoformatowy 

respirasom wystňpujŃcy w mitochondriach ssak·w (I2+III 2+IV2), z tym, Ũe brakuje w nim 

dw·ch monomer·w kompleksu IV. Sugeruje siň jednak, Ũe respirasom I2+III 2+IV2 jest 

fizjologicznie najistotniejszŃ jednostkŃ montaŨowŃ systemu OXPHOS u roŜlin w warunkach 

in vivo (Bultema i in., 2009), ale nie jest identyfikowany ze wzglňdu na nietrwağoŜĺ asocjacji 

kompleks·w III2 i IV.  

1.3.8. System OXPHOS w podwyŨszonej temperaturze 

ETC jako kluczowy element systemu OXPHOS, sğuŨŃcy w gğ·wnej mierze do 

wytwarzania ATP, powiŃzany jest r·wnieŨ z produkcjŃ reaktywnych form tlenu (RFT). RFT 

sŃ produktami ubocznymi wielu proces·w metabolicznych roŜlin, nie mniej jednak to 

mitochondria, zaraz obok chloroplast·w, sŃ jednym z gğ·wnych ich Ŧr·değ. W warunkach 

fizjologicznych, okoğo 0,2-2% elektron·w w ETC nie podlega poprawnej drodze transferu, ale 

zamiast tego bezpoŜrednio wycieka z ETC i wchodzi w interakcjň z tlenem, wytwarzajŃc 

ponadtlenki lub nadtlenki (Turrens i in., 2003; Cadenas i Davies, 2000). Za gğ·wne miejsca 

produkcji RFT w mitochondriach roŜlin uwaŨane sŃ kompleks I i III (Juszczuk i in., 2012; 
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Huang i in., 2016), choĺ kompleks II r·wnieŨ przyczynia siň do ich powstawania (Belt i in., 

2017; Shin i in., 2020). Produkcja RFT jest istotnie zwiňkszona w warunkach stresu 

spowodowanych wysokŃ temperaturŃ (Choudhury i in., 2017; Noctor i in., 2018). Stres cieplny 

moŨe zaburzaĺ integralnoŜĺ bğon poprzez wpğyw na interakcjň biağko-lipid i lipid -lipid, 

prowadzŃc do nieszczelnoŜci bğon i utraty gradientu protonowego (Schrader i in., 2007; Zhang 

i Sharkey, 2009; Zhang i Sharkey, 2009). W zwiŃzku z tym destabilizacja ETC wywoğana 

stresem cieplnym skutkuje powstawaniem RFT i jednoczesnŃ peroksydacjŃ lipid·w 

bğonowych, co dodatkowo przyczynia siň do utraty integralnoŜci bğony (Copolovici i in., 2012; 

H¿ve i in., 2011). RFT i zmieniony status redoks w mitochondriach aktywujŃ waŨne 

mechanizmy, kt·re utrzymujŃ funkcje tych organelli w stresie cieplnym, obejmujŃc szlaki 

zaleŨne od HSP (ang. heat shock proteins), systemy wychwytywania RFT i sygnalizacjň 

wstecznŃ (Suzuki, 2023). Jako miecz obosieczny, RFT mogŃ odgrywaĺ istotnŃ rolň w szlakach 

sygnalizacyjnych, ale zwiňkszona produkcja RFT moŨe prowadziĺ do uszkodzenia kom·rek 

(Van Aken, 2021). Warto zaznaczyĺ, Ũe nagromadzenie nadtlenku wodoru (H2O2) 

zaobserwowano u roŜlin Arabidopsis w warunkach dğugotrwağego stresu cieplnego (37ÁC, 

5 dni), ale nie w warunkach kr·tkiego, ostrego stresu (42ÁC, 40 min), a sam wychwyt RFT 

z udziağem katalazy 2 (CAT2) powiŃzano z odpowiedziŃ TMHT (Ono i in., 2021).  

Kompleks I jako kluczowe miejsce produkcji RFT jest jednoczeŜnie najbardziej 

podatnym na uszkodzenia oksydacyjne elementem ETC, a jego podjednostki nieustannie 

ulegajŃ rotacyjnej syntezie i proteolizie. U roŜlin szczeg·lny obr·t wykazujŃ podjednostki 

ramienia obwodowego (Nelson i in. 2013; Li i in. 2017; Szczepanowska i in. 2020). 

Wzrost pğynnoŜci bğon spowodowany stresem cieplnym wpğywa r·wnieŨ na 

zapotrzebowanie kom·rek na energiň oddechowŃ. Wyciek proton·w do przestrzeni 

miňdzybğonowej mitochondri·w hamuje syntezň ATP poprzez nadmierne zuŨycie substrat·w 

do utrzymania siğy napňdowej proton·w wymaganej do syntezy ATP (Brookes, 2005). 

Zmniejszenie siğy napňdowej proton·w do syntezy ATP powoduje zahamowanie przepğywu 

elektron·w w mitochondrialnym ğaŒcuchu transportu elektron·w (OôLeary i in., 2017). 

1.4. Mechanizmy kontroli jakoŜci mitochondri·w (ang. Mitochondrial quality control 

mechanisms, MQC) 

Prawidğowe funkcjonowanie mitochondri·w wymaga sprawnych mechanizm·w kontroli 

jakoŜci. ObejmujŃ one mechanizmy kontrolujŃce biağka mitochondrialne zar·wno przed ich 
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importem do mitochondri·w jak i wewnŃtrz mitochondri·w (Ng i in., 2021). PoniŨej 

om·wione zostanŃ niekt·re czynniki tego systemu kontroli wystňpujŃce wewnŃtrz 

mitochondri·w.  

1.4.1. Mitochondrialne proteazy bğony wewnňtrznej  

Budowa biağkowo-lipidowa bğony sprawia, Ũe jest ona istotnym elementem 

w odpowiedzi organizmu na stres. Jej struktura jest szczeg·lnie wraŨliwa na dziağanie 

podwyŨszonej temperatury. Dynamiczne zmiany w Ŝrodowisku biağkowo-lipidowym 

wywoğane stresem temperaturowym sprawiajŃ, Ũe szczeg·lnie waŨne w kaskadzie obronno-

adaptacyjnej wydajŃ siň byĺ zlokalizowane w jej obrňbie biağka. Do takich biağek naleŨŃ m.in. 

proteazy mitochondrialnej kontroli jakoŜci: i-AAA, m-AAA oraz OMA1.  

1.4.1.1. Proteaza i-AAA (FTSH4) vs proteazy m-AAA (FTSH 3 i FTSH10) 

Dwie wysoce konserwowane heksameryczne proteazy AAA (ang. ATPase associated with 

various cellular activities), i-AAA i m-AAA, zostağy znalezione w mitochondrialnej bğonie 

wewnňtrznej praktycznie wszystkich eukariot·w. WystňpujŃcy u bakterii homolog FtsH 

(ang. Filamentation temperature sensitive H), spoŜr·d wszystkich zidentyfikowanych proteaz 

typu AAA, okazağ siň byĺ jedynŃ, niezbňdnŃ dla przeŨywalnoŜci Escherichia coli proteazŃ 

(Tomoyasu i in., 1993; Tomoyasu i in., 1995; Ogura i in., 1999). Co ciekawe, proteaza FtsH 

u E. coli kontroluje poziom czynnik sigma RpoH (ů32) (Herman et al., 1995; Tomoyasu et al., 

1995), kt·ry odpowiada za transkrypcjň wiňkszoŜci gen·w szoku cieplnego, obejmujŃcych 

biağka opiekuŒcze i proteazy (Yura i Nakahigashi, 1999). 

Proteaza i-AAA eksponuje swoje centrum katalityczne do IMS, natomiast m-AAA 

skierowana jest w stronň macierzy mitochondrialnej (Figura 1.8A). Obie proteazy AAA 

zawierajŃ domenň AAA oraz domenň proteolitycznŃ z konserwatywnym motywem wiŃŨŃcym 

Zn2+ (HExxH) (Figura 1.8B i C). Domena AAA, kt·ra ma aktywnoŜĺ ATP-azowŃ podobnŃ do 

biağka opiekuŒczego, wiŃŨe i hydrolizuje ATP oraz dostarcza substraty do centrum 

proteolitycznego (Figura 1.8D; Glynn, 2017; OpaliŒska i Janska, 2018). 

Proteazy i-AAA i m-AAA odgrywajŃ kluczowŃ rolň w kontroli jakoŜci mitochondrialnego 

proteomu (mtPQC, ang. mitochondrial protein quality control). Proteazy te usuwajŃ Ŧle 

zlokalizowane, niewğaŜciwie zwiniňte, czňŜciowo rozfağdowane lub cağkowicie uszkodzone 

biağka, rozbijajŃc je na mniejsze fragmenty peptydowe (Leonhard i in., 2000), zapobiegajŃc 
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tym samym ich toksycznej akumulacji. Ponadto, proteazy i-AAA i m-AAA wykonujŃ r·wnieŨ 

wysoce specyficzne reakcje proteolityczne, kontrolujŃc czas Ũycia biağek regulatorowych 

zaangaŨowanych w kluczowe szlaki metaboliczne (Quir·s i in., 2015). Na uwagň zasğuguje 

r·wnieŨ udziağ tych proteaz w ograniczonej proteolizie, odpowiedzialnej za dojrzewanie form 

prekursorowych wybranych substrat·w na drodze odcinania wğaŜciwych fragment·w 

(Heidorn-Czarna i in., 2022). Spektrum substratowe proteaz i-AAA i m-AAA jest stosunkowo 

szerokie, gdyŨ proteazy te degradujŃ nie tylko substraty biağkowe w obrňbie wewnňtrznej 

bğony, ale odpowiadajŃ r·wnieŨ za proteolizň biağek zlokalizowanych w OM i IMS (i-AAA), 

a takŨe w macierzy mitochondrialnej (m-AAA) (OpaliŒska i Janska, 2018; Song i in., 2021).  

 
Figura 1.8. Proteazy i-AAA i m-AAA wewnňtrznej bğony mitochondrialnej. Rysunek oparty na modelu 

ssaczym. A. Lokalizacja wzglňdem bğony proteaz AAA. B. Budowa proteaz: MTS ï sekwencja kierujŃca, ND ï 

N-koŒcowa domena wraz z fragmentami transmembranowymi (TM), AAA - domena AAA wraz z motywem 

Walker A i B, PD - domena proteolityczna z konserwatywnym motywem wiŃŨŃcym Zn2+ (HEXXH). 

C. Rozmieszczenie domen z uwzglňdnieniem modelu biağkowego. D. Schematyczny rysunek wiŃzania 

i hydrolizy ATP. Rysunek pochodzi z Ohba i in., (2020). IM, bğona wewnňtrza; IMS, przestrzeŒ miňdzybğonowa.  

Proteaza i-AAA zbudowana jest z szeŜciu podjednostek Yme1 u droŨdŨy i YME1L 

u ssak·w (Weber i in., 1996). R·wnieŨ u roŜlin wystňpuje tylko jedna proteaza i-AAA, FTSH4 

(Gibağa i in., 2009; Smakowska i in., 2016), tworzŃca kompleks w wewnňtrznej bğonie 

(Uran·wka i in., 2005), choĺ poczŃtkowe badania donosiğy o obecnoŜci w mitochondriach 

i chloroplastach roŜlin uprawianych w warunkach kr·tkiego fotoperiodu (SD, ang. short day) 

dodatkowo drugiego kompleksu i-AAA, tworzonego przez proteazň FTSH11 (Urantowka i in., 
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2005). Ostatnie analizy proteomiczne wykazağy, Ũe w warunkach dnia dğugiego (LD, ang. long 

day) proteaza FTSH11 zlokalizowana jest wyğŃcznie w chloroplastach (Adam i in., 2019). 

Z kolei proteazy m-AAA w droŨdŨach zorganizowane sŃ jako heksameryczne kompleksy 

zğoŨone z podjednostek Yta12 i Yta10 (Arlt i in., 1996). U ssak·w m-AAA tworzŃ albo homo-

oligomeryczne kompleksy skğadajŃce siň wyğŃcznie z podjednostek AFG3L2, albo hetero-

oligomeryczne kompleksy zğoŨone z AFG3L2 i parapleginy (znanej r·wnieŨ jako SPG7) 

(Koppen i in., 2007). Podobnie roŜlinne kompleksy m-AAA skğadajŃce siň z podjednostek 

FTSH3 i FTSH10, mogŃ tworzyĺ homo- lub hetero-oligomery (Piechota i in., 2010). 

MoŨliwoŜĺ tworzenia homooligomerycznych kompleks·w u A. thaliana sugeruje, Ũe brak 

jednej proteazy moŨe prowadziĺ do przynajmniej czňŜciowej funkcjonalnej kompensacji przez 

drugi enzym (Piechota i in., 2010). Niemniej jednak, FTSH3 uwaŨana jest za dominujŃcŃ 

proteazň w liŜciach roŜlin typu dzikiego, stŃd teŨ zauwaŨalny szczeg·lny wzrost proteazy 

FTSH10 w mutancie pozbawionym proteazy FTSH3 (Piechota i in., 2010). Ostatnie dane 

prezentujŃ z kolei, Ũe zaangaŨowany w rozpoznanie podjednostki PSST i demontaŨ ramienia 

obwodowego kompleksu I jest prawdopodobnie homo-heksamer FTSH3, ale juŨ nie hetero-

heksamer FTSH3/FTSH10 (Ghifari i in., 2023). Wyniki te potwierdzajŃ dominujŃcŃ rolň 

FTSH3, a takŨe wskazujŃ na pewnŃ zr·ŨnicowanŃ selektywnoŜĺ substratowŃ i funkcyjnŃ tych 

dw·ch proteaz. 

Analiza BN-PAGE mitochondrialnych kompleks·w wystňpujŃcych u Arabidopsis 

wykazağa, Ũe proteaza FTSH4 tworzy kompleks, kt·rego przewidywanŃ masň w oparciu 

o zastosowany marker mas szacowano na ~1.5 MDa (Urant·wka i in., 2005). Brak jednak 

dotychczas informacji na temat dokğadnego skğadu podjednostkowego tego kompleksu. 

W przypadku FTSH3 i FTSH10 zidentyfikowano kompleks o masie ~2 MDa, w skğad kt·rego 

wchodzŃ r·wnieŨ prohibityny (Piechota i in., 2010). Zar·wno FTSH3 jak i FTSH10 mogŃ 

tworzyĺ hetero- i homo-oligomeryczne kompleksy z prohibitynami. W przeciwieŒstwie do 

droŨdŨy i ludzi, tworzenie kompleks·w m-AAA u Arabidopsis jest ŜciŜle zaleŨne od 

kompleksu PHB. Sugeruje siň, Ũe PHB peğni swego rodzaju rusztowanie dla kompleks·w 

FTSH3 i FTSH10 (Piechota i in., 2010).  

Utrata proteazy FTSH4 u Arabidopsis upoŜledza rozw·j i morfologiň liŜci na p·Ŧnym 

etapie wzrostu rozety w warunkach dnia kr·tkiego, ale juŨ nie w warunkach dnia dğugiego 

(Gibala i in., 2009; Kicia i in., 2010). Znaczne nieprawidğowoŜci fenotypowe i rozwojowe 
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mutanta ftsh4 odnotowano natomiast w warunkach umiarkowanie podwyŨszonej temperatury 

(30ÁC), podczas gdy jego wzrost po kieğkowaniu w normalnej temperaturze nie jest zaburzony 

(Dolzblasz i in., 2016; Smakowska i in., 2016; Heidorn-Czarna i in., 2018). Stres 

temperaturowy powoduje u tego mutanta op·Ŧnione kieğkowanie, znacznie zmniejszony 

rozmiar rozety i dğugoŜĺ korzeni (Figura 1.9), op·Ŧnienie pojawienia siň prawdziwych liŜci 

oraz nieregularne zŃbkowanie blaszek liŜciowych. Wykazano r·wnieŨ akumulacjň RFT 

i karbonylowanych biağek, zwiňkszonŃ liczbň olbrzymich mitochondri·w (ang. giant 

mitochondria) i zmniejszonŃ zawartoŜĺ CL w mutantach ftsh4 w warunkach dğugotrwağego 

stresu 30ÁC (Smakowska i in., 2016). Postuluje siň ponadto, Ũe zaobserwowany podwyŨszony 

poziom RFT spowodowany brakiem FTSH4 indukuje produkcjň peroksydaz, kt·re z kolei 

zaburzajŃ sygnalizacjň auksyny, prowadzŃc do defekt·w we wzroŜcie i rozwoju roŜlin (Zhang 

i in., 2014). Co wiňcej, modulujŃc zakres wewnňtrznego stresu oksydacyjnego, proteaza 

FTSH4 moŨe r·wnieŨ regulowaĺ ekspresjň czynnik·w transkrypcyjnych WRKY, kt·re 

kontrolujŃ syntezň kwasu salicylowego i szlaki sygnağowe procesu autofagii i starzenia roŜlin 

(Zhang i in., 2017). Proteaza FTSH4 jest ponadto szczeg·lnie istotna w montaŨu/stabilnoŜci 

kompleksu I, jak r·wnieŨ kompleksu V systemu OXPHOS (Kolodziejczak i in., 2007), a takŨe 

ma znaczŃcy wpğyw na iloŜĺ i funkcjonalnoŜĺ tych kompleks·w, gdy roŜliny sŃ uprawiane 

w warunkach podwyŨszonej temperatury (30ÁC; Smakowska i in., 2016). 

 

Figura 1.9. Morfologia mutant·w ftsh4-1 i oma1 w por·wnaniu do WT w warunkach umiarkowanego 
stresu temperaturowego (30ÁC). RoŜliny 2-tygodniowe rosnŃce na poŨywce 0.5 MS + 1.5% sacharoza + 1% 

agar. Skala = 1 cm. ťr·dğo: materiağy wğasne.  
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PoŜr·d rodziny FTSH proteaza FTSH4 wykazuje najwyŨszŃ homologiň do biağka Yme1 

droŨdŨy Saccharomyces cerevisiae (Urantowka i in., 2005). Niekt·re ze znanych substrat·w 

proteolitycznych w mitochondriach droŨdŨy to podjednostka 2 oksydazy cytochromowej 

(Cox2) oraz podjednostka 1 kompleksu dehydrogenazy NADH (Nad1; Pearce i Sherman, 

1995; Augustin i in., 2005). Z kolei ponad 40 biağek zlokalizowanych w IM lub IMS 

zidentyfikowano jako przypuszczalne substraty YME1L, ssaczego homologa proteazy FTSH4 

(Potting i in., 2013; Rainbolt i in., 2013; Saita i in., 2018; Richter i in., 2019). 

WewnŃtrzmitochondrialne, przenoszŃce lipidy biağka STARD7, PRELID1 i PRELID3B, 

a takŨe TRIAP1, kt·ry tworzy heterodimery z PRELID1 i PRELID3B, sŃ substratami YME1L. 

Zwiňkszona proteoliza, w kt·rej poŜredniczy YME1L, zmniejsza mitochondrialnŃ biogenezň 

fosfolipid·w. Podobnie, import nowo zsyntetyzowanych biağek mitochondrialnych jest 

ograniczony przez zaleŨnŃ od YME1L degradacjň podjednostek translokaz biağkowych w IM, 

kompleks·w TIM23 i TIM22 (Rainbolt i in., 2013; MacVicar i in., 2019). YME1L degraduje 

m.in. ROMO1, podjednostkň kompleksu TIM23, kt·ra jest wymagana do efektywnego 

importu nowo zsyntetyzowanego YME1L, co wskazuje na intrygujŃcŃ pňtlň regulacyjnego 

sprzňŨenia zwrotnego (Richter i in., 2019). R·wnieŨ niekt·re podjednostki kompleks·w 

systemu OXPHOS, Ndufb6, Cox4 i Cox2, sŃ substratami proteolitycznymi ludzkiego YME1L 

(Stiburek i in., 2012), a w pewnych warunkach fizjologicznych nawet takŨe proteaza OMA1 

(Brambley i in., 2019) oraz MIC60 i SAMM50 (Li i in., 2016; Tarng i in., 2020). W przypadku 

roŜlinnej proteazy FTSH4 zidentyfikowano dotychczas jedynie jej 3 substraty proteolityczne, 

a mianowicie zakotwiczone w wewnňtrznej bğonie biağka Tim17-2, Pam18-2 i MPC4 

(Opalinska i in., 2017, 2018). Wykazano r·wnieŨ, Ũe FTSH4 degraduje oksydacyjnie 

uszkodzone biağka w mitochondriach Arabidopsis (Opalinska i in., 2017). 

Poza substratami proteolitycznymi poddanymi cağkowitej degradacji przez proteazy 

i-AAA  lub m-AAA na uwagň zasğugujŃ r·wnieŨ substraty ograniczonej proteolizy, m.in. 

biağko Atg32, mitochondrialny receptor zlokalizowany w OM, zaangaŨowany w oznaczanie 

mitochondri·w do degradacji autofagosomalnej u droŨdŨy (Okamoto i in., 2009). C-koŒcowa 

domena tego biağka eksponowana jest do IMS, gdzie nastňpuje jej odciňcie poprzez droŨdŨowŃ 

proteazň i-AAA, Yme1 (Wang i in., 2013). Proces ten generuje dojrzağŃ formň Atg32, kt·ra 

oddziağuje bezpoŜrednio z biağkami Atg11 i Atg8, prowadzŃc do powstania mitofagosomu 

(Okamoto i in., 2009). Brak jednak bliskiego homologa Atg32 w A. thaliana, a Ũadne biağko 
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zewnňtrznej bğony mitochondrialnej o podobnej funkcji nie zostağy u roŜlin dotychczas 

potwierdzone eksperymentalnie. Z kolei wŜr·d substrat·w ograniczonej proteolizy proteaz 

m-AAA wyr·Ũniĺ naleŨy rybosomalne biağko MrpL32 wystňpujŃce u droŨdŨy i ssak·w (Bonn 

i in., 2011; Koppen i in, 2007) oraz jego roŜlinny homolog AtL32 (Kolodziejczak i in., 2018). 

Odciňcie presekwencji zlokalizowanej na N-koŒcu ma kluczowe znaczenie dla biogenezy 

rybosom·w, a w konsekwencji dla translacji mitochondrialnej i tworzenia systemu OXPHOS. 

U ssak·w ponadto istotne znaczenie w regulacji procesu fuzji mitochondri·w poprzez udziağ 

w przetwarzaniu biağka OPA1 ma zar·wno proteaza i-AAA, jak i m-AAA, choĺ w przypadku 

m-AAA sugeruje siň, Ũe enzym ten dziağa w spos·b poŜredni poprzez proteazň OMA1 (Ehses 

i in., 2009; Consolato i in., 2018). Jak dotŃd u roŜlin nie zidentyfikowano homologa 

funkcyjnego biağka OPA1.  

1.4.1.2. Proteaza OMA1 

Proteaza OMA1 zostağa poczŃtkowo zidentyfikowana u droŨdŨy jako mitochondrialna 

proteaza bğony wewnňtrznej zdolna do zastŃpienia m-AAA w proteolitycznej degradacji biağka 

Oxa1 (stŃd nazwa w jňz. ang. overlapping with the m-AAA protease 1, OMA1) (Kªser i in., 

2003). Homologi OMA1 znaleziono zar·wno u prokariot·w, jak i eukariot·w, choĺ z pewnymi 

wyjŃtkami (Levytskyy i in., 2017). OMA1 jest metaloproteazŃ zawierajŃcŃ konserwatywny 

motyw wiŃŨŃcy Zn2+ (HExxH), ale w przeciwieŒstwie do proteaz i-AAA i m-AAA nie posiada 

domeny AAA, w zwiŃzku z czym jest niezaleŨnŃ od ATP proteazŃ. U droŨdŨy i ssak·w 

w normalnych warunkach enzym ten jest gğ·wnie uŜpiony, jednak stres cieplny i oksydacyjny, 

jak r·wnieŨ zmiany potencjağu wewnňtrznej bğony mitochondrialnej, prowadzŃ do szybkiej 

aktywacji OMA1 (Baker i in., 2014; Bohovych i in., 2014; Zhang i in., 2014). 

Podobnie jak w przypadku roŜlin pozbawionych FTSH4, brak proteazy OMA1 

w warunkach umiarkowanego stresu podwyŨszonej temperatury wpğywa na zaburzenie 

wzrostu i rozwoju roŜlin (Migdal i in., 2017). Obserwowane zmiany fenotypowe mutanta oma1 

sŃ jednakŨe nieco sğabsze w stosunku do mutanta ftsh4 (Figura 1.9). Niemniej jednak r·wnieŨ 

w tym przypadku obserwujemy zmiany w funkcjonalnoŜci systemu OXPHOS. Brak proteazy 

OMA1 powoduje w szczeg·lnoŜci obniŨenie aktywnoŜci kompleksu V, co zaobserwowano 

zar·wno w warunkach podstawowych (LD, 22ÁC), jak r·wnieŨ w warunkach podwyŨszonej 

temperatury (LD, 30ÁC) (Migdal i in., 2017). PodwyŨszenie temperatury skutkowağo r·wnieŨ 

niewielkim spadkiem iloŜci tego kompleksu. Wyniki zaprezentowane przez Migdal i in. (2017) 
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sugerujŃ, Ũe proteaza OMA1 reguluje aktywnoŜĺ kompleksu V, przypuszczalnie na drodze 

kontroli proteolitycznej specyficznego dla roŜlin czynnika biorŃcego udziağ w funkcjonalnoŜci 

kompleksu V. Co ciekawe, najprawdopodobniej brak OMA1 wpğywa z kolei na zwiňkszonŃ 

stabilnoŜĺ kompleksu IV u Arabidopsis (Migdal i in., 2017). 

Z literatury wiadomo, Ũe droŨdŨowa Oma1 poŜredniczy w degradacji nowo 

zsyntetyzowanego Cox 1, kt·ry w kom·rkach pozbawionych czynnika skğadania Coa2, nie 

zostağ poprawnie zğoŨony (Khalimonchuk i in., 2012). Badania oparte na funkcjonalnej 

komplementacji wykazağy, Ũe u Arabidopsis OMA1 moŨe czňŜciowo zastŃpiĺ funkcjň 

degradacyjnŃ proteazy droŨdŨowej (Migdal i in., 2017). Opr·cz znaczŃcej roli w utrzymaniu 

bioenergetyki mitochondri·w, ultrastruktury i stabilnoŜci kompleks·w oddechowych 

u droŨdŨy, ssak·w i roŜlin (Bohovych i in., 2015; Migdal i in., 2017; Viana i in, 2021), OMA1 

zostağa dobrze poznana jako kluczowy gracz w kontroli dynamiki mitochondri·w, kt·ry wraz 

z proteazŃ i-AAA kontroluje przetwarzanie OPA1 u ssak·w (Griparic i in., 2007; Ehses i in., 

2009; Head i in., 2009; Anand i in., 2014). OPA1 oraz jej droŨdŨowy homolog Mgm1 sŃ 

mağymi GTPazami poŜredniczŃcymi w fuzji mitochondri·w. U ssak·w rozr·Ũniamy dwie 

formy OPA1, zwiŃzanŃ z bğonŃ formň dğugŃ (L-OPA1) oraz rozpuszczalnŃ w IMS formň 

kr·tkŃ (S-OPA1). Kr·tkie formy OPA1 tworzone sŃ poprzez ciňcie formy dğugiej OPA1 

w jednym z dw·ch miejsc ciňcia wystňpujŃcych w jej strukturze (S1 i S2). Miejsca te 

rozpoznawane sŃ odpowiednio przez proteazň OMA1 i YME1L. Zachowanie r·wnowagi 

miňdzy formŃ dğugŃ a kr·tkŃ jest kluczowe w utrzymaniu poprawnej struktury grzebieni 

i dynamiki mitochondri·w (Ge i in., 2020). W droŨdŨach natomiast biağko Mgm1 jest 

proteolitycznie przetwarzane przez romboidalnŃ proteazň Pcp1 (van der Bliek i Koehler, 

2003). Podobnie jak w przypadku OPA1, mitochondrialne biağko C11orf83 wiŃŨŃce 

kardiolipinň (opisywane r·wnieŨ jako UQCC3), kt·re zaangaŨowane jest w montaŨ kompleksu 

III i stabilizacjň zwiŃzanych superkompleks·w, podlega ograniczonej proteolizie przez OMA1 

u ssak·w (Desmurs i in., 2015). Co ciekawe, usuniňcie C11orf83 i OPA1 powoduje zaburzenia 

w montaŨu kompleksu V poprzez destabilizacjň podjednostki FO (Patten i in., 2014; Desmurs 

i in., 2015). Innym znanym substratem OMA1 u ssak·w jest DELE1, biağko istotne 

w odpowiedzi adaptacyjnej na stres wywoğany dysfunkcjŃ mitochondri·w (Guo i in., 2020). 

Niedawno r·wnieŨ wykazano, Ũe ludzkie biağko Mic19, element kompleksu MICOS, 

w pewnych warunkach fizjologicznych moŨe byĺ przetwarzany na N-koŒcu przez proteazň 
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OMA1 (Tang i in., 2020). Substraty proteolityczne, a takŨe substraty ograniczonej proteolizy 

roŜlinnej proteazy OMA1 nie zostağy jak dotŃd jeszcze opisane.  

1.4.2. Biağka SPFH jako biağka oddziağujŃce z proteazami  

Segregacja skğadnik·w bğony w funkcjonalne mikrodomeny to uniwersalna zasada 

organizacji wszelkich bğon kom·rkowych. ZnanŃ rodzinŃ biağek uznawanych za tzw. biağka 

rusztowania bğony jest rodzina biağek SPFH (ang. SPFH (stomatin, prohibitin, flotillin, 

HflC/K) family), zr·Ũnicowana grupa konserwatywnych biağek wystňpujŃcych u prokariot·w 

i eukariot·w zaangaŨowanych w tworzenie duŨych kompleks·w biağkowych peğniŃcych 

funkcjň rusztowaŒ biağkowo-lipidowych (Browman i in., 2007). Poza organizacjŃ bğony 

i stabilizacjŃ kompleks·w OXPHOS, biağka z rodziny SPFH peğniŃ r·wnieŨ istotnŃ rolň 

w regulacji funkcjonalnej proteaz, w tym proteaz mitochondrialnych.  

WŜr·d mitochondrialnych biağek naleŨŃcych do rodziny SPFH wyr·Ũniamy stomatyny 

(SLP). Przedstawicielem tej grupy u ssak·w jest biağko SLP2 (ang. stomatin-like protein 2), 

kt·re bierze udziağ w fuzji mitochondri·w i tworzeniu kompleks·w biağkowych 

w wewnňtrznej bğonie mitochondrialnej. IstotnŃ rolŃ SLP2 jest organizacja domen bğonowych 

bogatych w CL, waŨnych dla stabilnoŜci kompleks·w oddechowych i funkcji bioenergetycznej 

limfocyt·w T (Christie i in., 2011; Christie i in., 2012, Mitsopoulos i in., 2015). Wykazano, Ũe 

SLP2 bierze udziağ w montaŨu i/lub Ăobrocieò skğadowych kompleksu I (Da Cruz i in., 2008; 

Christie i in., 2012). Genom Arabidopsis koduje z kolei dwa biağka SLP, SLP1 i SLP2, bňdŃce 

paralogami powstağymi w wyniku duplikacji genu. Analiza drzewa filogenetycznego 

wykazağa, Ũe biağka te spokrewnione sŃ z ludzkim biağkiem SLP2 (Gehl i in., 2014). Co 

ciekawe, u roŜlin insercja T-DNA w genie kodujŃcym SLP1, ale nie SLP2, wpğywa na iloŜĺ 

kompleksu I i powiŃzanych z nim superkompleks·w, ale juŨ nie innych kompleks·w 

oddechowych (Gehl i in., 2014).  

Badania dotyczŃce skğadu podjednostkowego kompleksu tworzonego przez stomatyny 

w mitochondriach r·Ũnych organizm·w wykazağy, Ũe jednym z gğ·wnych partner·w 

biağkowych SLP jest proteaza i-AAA. Sytuacja ma siň podobnie jak w przypadku m-AAA, 

gdzie oddziağywanie z prohibitynami (PHB), biağkami z rodziny SPFH, zostağo r·wnieŨ 

uprzednio zaprezentowane (Steglich i in., 1999; Piechota i in. 2010; Boehm i in., 2012; 

Richter-Dennerlei i in., 2014). PodobieŒstwo relacji wynika prawdopodobnie z faktu, Ũe 

interakcjň miňdzy tymi dwoma grupami biağek odnotowano juŨ u bakterii. NaleŨŃce do rodziny 
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SPFH biağka HflK i HflC oddziağujŃ bowiem z homologiem proteaz AAA, FtsH, modulujŃc 

jego aktywnoŜĺ proteolitycznŃ. Zaproponowano, Ũe kompleks biağkowy HflKC dziağa jako 

modulator regulujŃcy degradacjň substrat·w FtsH (Kihara i in., 1996, 1998). Struktura 

kompleksu FtsH-HflKC skğadajŃcego siň z 12 kopii HflK i HflC oraz czterech heksamer·w 

FtsH zostağa zaprezentowana niedawno przez Qiao i in. (2022). U ssak·w natomiast SLP2 

wraz z proteazami PARL i YME1L wsp·ğtworzy kompleks SPY (SLP2, PARL, YME1L) 

o masie ~2 MDa (Wai i in., 2016). Podobny kompleks zaobserwowano u Trypanosoma brucei, 

gdzie TbSlp2 oddziağuje z TbYme1 tworzŃc kompleks o masie ~1.5 MDa (Serricchio 

i Butikofer, 2021). R·wnieŨ u Neurospora crassa homolog proteazy i-AAA , IAP-1, formuje 

wraz z biağkiem SLP2 duŨy superkompleks w wewnňtrznej bğonie mitochondrialnej (Marques 

i in., 2007). Co ciekawe, u ssak·w i T. brucei przy braku i-AAA  biağko SLP2 identyfikowane 

jest w kompleksach o niŨszej masie, odpowiednio ~1.5 MDa i ~1.1 MDa (Wai i in., 2016; 

Serricchio i Butikofer, 2021). W przypadku ssak·w, SLP2 tworzŃc kompleks z i-AAA 

przyczynia siň prawdopodobnie do efektywnej aktywnoŜci proteolitycznej YME1L, 

zapewniajŃc jej odpowiedniŃ organizacjň przestrzennŃ. Sugeruje siň ponadto, Ũe ğŃczenie 

powyŨszych biağek w kompleks SPY moŨe uğatwiaĺ skoordynowanŃ proteolizň wsp·lnych 

substrat·w YME1L i PARL. SLP2 reguluje r·wnieŨ aktywnoŜĺ PARL wobec PGAM5, a takŨe 

hamuje aktywnoŜĺ proteazy OMA1 (Wai i in., 2016). SLP2 chroni w ten spos·b dğugiŃ formň 

biağka OPA1 przed proteolitycznym ciňciem ze strony OMA1 i zapobiega znacznej 

fragmentacji mitochondri·w. Dğuga i kr·tka forma OPA1 sŃ bowiem istotne w procesie fuzji 

wewnňtrznej bğony mitochondrialnej.  

U ssak·w wykazano, Ũe SLP2 oddziağuje r·wnieŨ z prohibitynami (Christie i in., 2011; 

Richter-Dennerlein i in., 2014). Jak wspomniano powyŨej, prohibityny ğŃczŃ siň z proteazami 

m-AAA  i tworzŃ tzw. modulujŃce proteolizň kompleksy PMA (ang. Prohibitns-m-AAA 

complex; Steglich i in., 1999; RichterȤDennerlein i in., 2014). SLP2 i PHB2 peğniŃ zatem 

podobnŃ funkcjň: pomagajŃ organizowaĺ mikrodomeny lipidowe kontrolujŃc w ten spos·b 

proteazy AAA (Deshwa i in, 2020). Oddziağywanie miňdzy SLP2 i PHB2 sugeruje zatem 

organizacjň wszystkich proteaz AAA w strukturň wyŨszego rzňdu (Figura 1.10; Da Cruze i in., 

2008; Richter-Dennerlein i in., 2014; Alavi, 2021). Co wiňcej, SLP2 w okreŜlonych warunkach 

fizjologicznych tworzy agregaty wraz z PHB, destabilizujŃc tym samym kompleks prohibityn 

i aktywujŃc proteazň OMA1 (Genin i in., 2022). Wykazano bowiem, Ũe kompleks PHB 
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reguluje aktywnoŜĺ i poziom proteazy OMA1, prawdopodobnie poprzez stabilizacjň CL 

w bğonie (Anderson i in., 2020).  

 

Figura 1.10. Proponowany model organizacji proteaz AAA w kompleksy wyŨszego rzňdu u ssak·w. 
Zwr·cona w stronň przestrzeni miňdzybğonowej proteaza i-AAA moŨe oddziağywaĺ ze zlokalizowanymi po 

przeciwnej stronie bğony wewnňtrznej SLP2 i PARL. Zwr·cone w stronň macierzy mitochondrialnej proteazy m-

AAA mogŃ oddziağywaĺ z prohibitinami (PHB1 i PHB2; oznaczone na rysunku jako PHB2) i prawdopodobnie z 

OMA1, proteazŃ zwr·conŃ w stronň przestrzeni miňdzybğonowej. Biağko macierzy mitochondrialnej, DNAJC19 

(TIM14) zostağo niedawno zidentyfikowane w badaniach proteomicznych jako partner oddziağujŃcy z PHB2 i 

proteazŃ AFG3L2 (m-AAA).  Rysunek pochodzi z Alavi (2021). IM, bğona wewnňtrzna.  

U Arabidopsis nic nie wiadomo na temat regulacji proteaz i-AAA ze strony stomatyn. 

Do tej pory wykazano jedynie, Ũe SLP1 tworzy duŨy (~3 MDa) homo- lub prawdopodobnie 

wraz z SLP2 r·wnieŨ hetero-oligomeryczny kompleks, kt·ry podczas rozdziağu BN-PAGE 

migruje razem z superkompleksem I2-III 2, mylnie opisanym dotychczas jako superkompleks 

I2-III4. Brak SLP1 powoduje zaburzenie kompleksu I i jemu pokrewnych superkompleks·w 

(Gehl i in., 2014). Warto zaznaczyĺ, Ũe ostatnie dane z doŜwiadczeŒ opartych na 

ko-imunopercypitacji wskazujŃ na interakcjň miňdzy roŜlinnymi biağkami SLP1 i SLP2 

a proteazŃ FTSH4 (Opalinska i in., 2017), sugerujŃc tym samym, Ũe podobnie jak w przypadku 

innych organizm·w, r·wnieŨ u roŜlin biağka te mogŃ wsp·ğtworzyĺ funkcjonalny kompleks. 

1.4.3. UPR (ang. Unfolded Protein Response) 

PodwyŨszona temperatura moŨe prowadziĺ do nagromadzenia niepoprawnie 

sfağdowanych biağek, ich rozwijania lub tworzenia nierozpuszczalnych agregat·w poprzez 

hydrofobowe interakcje miňdzy uszkodzonymi, wolnymi polipeptydami (Balchin i in., 2016; 

Wilkening i in., 2018). W odpowiedzi na nagromadzenie niepoprawnie sfağdowanych lub 

rozwiniňtych biağek kom·rki aktywujŃ specyficznŃ odpowiedŦ nazywanŃ UPR (ang. unfolded 

protein response), kt·ra polega na transkrypcyjnej indukcji gen·w jŃdrowych kodujŃcych 
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biağka zaangaŨowane w usuwanie stresu proteotoksycznego i przywracanie homeostazy 

kom·rkowej (Santiago i in., 2020). Kom·rki wykorzystujŃ proteazy i biağka opiekuŒcze do 

kierowania substrat·w biağkowych na szlaki ponownego skğadania i fağdowania, re-lokalizacji 

lub cağkowitej degradacji. Najlepiej do tej pory opisana w literaturze zostağa odpowiedŦ 

retikulum endoplazmatycznego (ER, ang endoplasmic reticulum), zwana UPRER (Howell, 

2013). Informacje o odpowiedzi mitochondri·w (UPRmt, ang. Mitochondrial Unfolded Protein 

Response) r·wnieŨ sŃ dostňpne, aczkolwiek wiedza na ten temat w przypadku roŜlin jest wciŃŨ 

niewielka (Tran i van Aken, 2020). Niemniej jednak, UPRmt jako ewolucyjnie konserwowany 

mitochondrialny mechanizm odpowiedzi na stres, moŨe byĺ indukowany u wiňkszoŜci 

organizm·w, takich jak S. cerevisiae, Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster, 

Homo sapiens i A. thaliana, w celu utrzymania proteostazy i funkcji mitochondri·w (Morrow 

i in., 2016; Tran i van Aken, 2020). ChociaŨ r·Ũne gatunki mogŃ mieĺ unikalne czŃsteczki 

sygnağowe aktywowane przez UPRmt, kategorie funkcjonalne gen·w docelowych UPRmt 

wykazujŃ znaczne nakğadanie siň (Tran i Van Aken, 2020).  

Wiele, r·Ũnych szlak·w aktywowanych jest w odpowiedzi na stres proteotoksyczny 

we wnňtrzu mitochondri·w (Wang i in., 2022). JednŃ z dr·g UPRmt u ssak·w, jest aktywacja 

CHOP. CHOP odpowiada za regulacjň transkrypcyjnŃ molekularnych biağek opiekuŒczych 

HSP10 i HSP60 w celu zwiňkszenia zdolnoŜci mitochondri·w do fağdowania biağek (Horibe 

i Hoogenraad, 2007). Warto zauwaŨyĺ, Ũe CHOP jest r·wnieŨ zaangaŨowany w regulacjň 

odpowiedzi UPRER. Zaburzenie proteostazy mitochondrialnej nie indukuje jednakŨe UPRER, 

co wskazuje, Ũe CHOP aktywuje ekspresjň tylko biağek stresowych zlokalizowanych 

w mitochondriach. Co ciekawe, elementy wiŃŨŃce CHOP zidentyfikowano w promotorach 

niekt·rych gen·w, takich jak HSP60, HSP10, mtDNAJ, ClpP, MPPɓ, TIM17A, NDUFB2, 

endonukleaza G i tioredoksyna 2, a takŨe YME1L1, homologa roŜlinnej proteazy FTSH4 

(Zhao i in., 2002; Aldridge i in., 2007). 

Wiele dowod·w pochodzŃcych z badaŒ z wykorzystaniem ssak·w podkreŜla, Ũe 

gğ·wnym elementem UPRmt jest zintegrowany szlak odpowiedzi na stres (ISR, ang. integrated 

stress response). W kom·rkach ssak·w, ISR pomaga w regulacji UPRmt, a jego mechanizmy 

molekularne zaleŨŃ od fosforylacji podjednostki Ŭ eukariotycznego czynnika inicjacji 

translacji 2 (eIF2Ŭ). Co wiňcej, Guo i in. (2020) zidentyfikowali proteazň OMA1 jako jeden 

z molekularnych skğadnik·w ISR w kom·rkach ssak·w. ISR obejmuje zaleŨne od OMA1 
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przetwarzanie biağka bğony wewnňtrznej mitochondri·w DELE1 do jego kr·tszej formy 

(DELE1s), kt·ra gromadzi siň w cytozolu i wyzwala odpowiedŦ na stres. 

1.4.4. Mağe biağka szoku cieplnego (sHSPs, ang. small heat shock proteins) 

Mağe biağka szoku cieplnego (sHSPs) to niezaleŨne od ATP biağka opiekuŒcze, kt·re 

stanowiŃ pierwszŃ liniň obrony przed stresem zwiŃzanym z wystňpowaniem niepoprawnie 

zwiniňtych lub rozfağdowanych biağek (Haslbeck i Vierling, 2015). Wykazano, Ũe sHSPs sŃ 

szybko syntetyzowane w odpowiedzi na stres cieplny, a takŨe inne stresy abiotyczne (Siddique 

i in., 2008; Waters i in., 2008). Zaobserwowano ponadto ich udziağ w rozwoju roŜlin przy braku 

stosowanego stresu (Wang i in., 2004; Ma i in., 2019). WielkoŜĺ sHSP waha siň od 12 do 25 

kDa w przypadku form monomerycznych, aczkolwiek wiňkszoŜĺ sHSPs asocjuje tworzŃc duŨe 

oligomery skğadajŃce siň z co najmniej 12 monomer·w (Waters i Vierling, 2020). Wszystkie 

sHSPs posiadajŃ konserwatywnŃ domenň rdzeniowŃ o dğugoŜci okoğo 100 aminokwas·w, 

kt·ra jest homologiczna do alfa-krystaliny z krňgowc·w. Obecne modele proponujŃ, Ũe sHSPs 

wiŃŨŃ zdenaturowane pod wpğywem stresu biağka, aby zapobiec ich nieodwracalnej agregacji 

i utrzymujŃ zdenaturowane biağka w stanie zgodnym z zasadami skğadania, co umoŨliwia ich 

p·Ŧniejsze ponowne funkcjonalne zwiniňcie z pomocŃ biağek opiekuŒczych zaleŨnych od ATP 

(Nakamoto i Vigh, 2007). Ponadto, sHSPs mogŃ r·wnieŨ przyczyniaĺ siň do ochrony bğon 

podczas stresu poprzez wiŃzanie siň z nimi i w ten spos·b zachowujŃc ich pğynnoŜĺ (Nakamoto 

i Vigh, 2007; Horv§th i in., 2008). U roŜlin sHSPs sŃ obecne w cytozolu, jŃdrze, retikulum 

endoplazmatycznym, chloroplastach, peroksysomach i mitochondriach (Waters i Vierling, 

2020). Dotychczas obecnoŜĺ organello-specyficznych sHSPs wydawağa siň byĺ unikalna dla 

roŜlin, z wyjŃtkiem mitochondrialnego HSP22 zidentyfikowanego u D. melanogaster 

(Dabbaghizadeh i in, 2018). Niedawno przeprowadzone badania wykazağy, Ũe r·wnieŨ 

u ssak·w w warunkach optymalnych mağe cytozolowe HSP importowane sŃ do przestrzeni 

miňdzybğonowej mitochondri·w, gdzie tworzŃ system chaperonowy (Adriaenssens i in., 

2023). WŜr·d 19 sHSPs zidentyfikowanych u A. thaliana wyr·Ũniamy m.in. jeden sHSP 

zlokalizowany wyğŃcznie w mitochondriach (HSP26.5) oraz dwa sHSPs kierowane zar·wno 

do mitochondri·w, jak i chloroplast·w (HSP23.5 i HSP23.6; Van Aken i in., 2009). 

Jednoczesne obniŨenie poziomu wszystkich trzech powyŨej wymienionych sHSPs prowadzi 

do drastycznych zmian we wzroŜcie wegetatywnym i reprodukcyjnym roŜlin w warunkach 

optymalnych, sugerujŃc tym samym istotnŃ rolň roŜlinnych sHSPs r·wnieŨ w warunkach 
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bezstresowych (Escobar i in., 2021). Prawie wszystkie dotychczasowe badania prezentowağy 

gğ·wnie pozytywny wpğyw sHSPs w odpowiedzi roŜlin na zastosowane stresy abiotyczne. 

Warto jednak zaznaczyĺ, Ũe Sun i in. (2016) w swoich badaniach zaobserwowali natomiast 

efekt przeciwny: zmniejszonŃ tolerancjň na stres cieplny i solny w przypadku transgenicznych 

roŜlin Arabidopsis konstytutywnie ekspresjonujŃcych sHSPs z Agrostis stolonifera, AsHSP17 

lub AsHSP26.8a. Odkrycie to podkreŜla fakt, Ũe og·lny model opisujŃcy sHSPs jako biağka 

opiekuŒcze moŨe nie mieĺ jednakowego przeğoŨenia na wszystkie sHSPs. 

 

 

 

2. CEL PRACY  

Celem niniejszej pracy byğo zbadanie molekularnych podstaw wykrytego w badaniach 

wstňpnych zwiŃzku miňdzy mitochondrialnymi proteazami FTSH4 i OMA1 a termotolerancjŃ 

roŜlin na stres umiarkowanie podwyŨszonej temperatury. Badania dotyczyğy identyfikacji 

konkretnych substrat·w badanych proteaz (podlegajŃcych cağkowitej lub ograniczonej 

proteolizie) oraz identyfikacji proces·w wewnŃtrzmitochondrialnych kontrolowanych przez 

owe proteazy. Dodatkowym celem byğo okreŜlenie partner·w biağkowych wsp·ğtworzŃcych 

wysokoczŃsteczkowe kompleksy wraz z proteazŃ FTSH4 lub OMA1. 
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3. MATERIAĞY I METODY  

3.1. Materiağy 

3.1.1. Materiağ roŜlinny 

Podczas realizacji rozprawy doktorskiej obiektem badaŒ byğ rzodkiewnik pospolity 

(Arabidopsis thaliana). JeŜli nie wskazano inaczej, roŜliny posiadağy ekotyp Columbia(Col-0). 

Do badaŒ wykorzystano nastňpujŃce roŜliny: 

¶ WT ï roŜliny typu dzikiego  

¶ ftsh4-1 ï pojedynczy mutant z insercjŃ T-DNA w genie At2g26140 (SALK_035107). 

Mutant zostağ scharakteryzowany w Gibala i in. (2009), Smakowska i in. (2016), Heidorn-

Czarna i in. (2018). 

¶ oma1 ï pojedynczy mutant z insercjŃ T-DNA w genie At5g51740 (SALK_088054C). 

Mutant zostağ scharakteryzowany w Migdal i in. (2017).  

¶ slp1-1 ï pojedynczy mutant z insercjŃ T-DNA w genie At4g27585 (SAIL_210_D11) 

utworzony na tle mutanta qrt1-2 (Copenhaver i in., 1998). Mutant zostağ 

scharakteryzowany w Gehl i in. (2014).  

¶ slp2-1 ï pojedynczy mutant z insercjŃ T-DNA w genie At5g54100 (SALK_138526). 

Mutant zostağ scharakteryzowany w Gehl i in. (2014). 

¶ FTSH4H486Y ï mutant z wprowadzonŃ nieaktywnŃ proteolitycznie wersjŃ proteazy FTSH4 

utworzony na tle mutanta ftsh4-1. Biağko FTSH4 znakowane jest metkŃ FLAG. Mutant 

zostağ opisany w OpaliŒska i in. (2018).  

¶ hot1 ï pojedynczy mutant z insercjŃ T-DNA w genie At1g74310 (SALK_066374) (Charng 

i in., 2006).  

¶ mge2-1 ï pojedynczy mutant z insercjŃ T-DNA w genie At4g26780 (SALK_075614). 

Mutant zostağ scharakteryzowany w Hu i in., (2012).  

¶ ftsh11 ï pojedynczy mutant z insercjŃ T-DNA w genie At5g53170 (SALK_033047). 

¶ ftsh4-3 ï pojedynczy mutant z insercjŃ T-DNA w genie At2g26140 (SAIL_1283_F10). 

Mutant posiada funkcjonalne biağko FTSH4 pozbawione C-koŒca. Mutant zostağ 

scharakteryzowany w Gibala i in. (2009). 

¶ ftsh4-2 ï pojedynczy mutant z insercjŃ T-DNA w genie At2g26140 (GABI_103H09). 

Mutant zostağ scharakteryzowany w Gibala i in. (2009). 

¶ ftsh3 ï pojedynczy mutant z insercjŃ T-DNA w genie At2g29080 (SALK_037144). 
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¶ ftsh10 ï pojedynczy mutant z insercjŃ T-DNA w genie At1g07510 (FLAG_461H05) 

o ekotypie Wasilewska.  

¶ ftsh3/10wyciszony ï podw·jny mutant z wyciszonŃ ekspresjŃ proteaz FTSH3 (At2g29080) 

i FTSH10 (At1g07510) za pomocŃ techniki interferencji RNA. Mutant opisany w pracy 

doktorskiej dr Marty Kici (2011). 

¶ OMA1OE ï mutant o zwiňkszonej ekspresji OMA1 (At5g51740) pod kontrolŃ promotora 

konstytutywnego wirusa mozaiki kalafiora 35S (ang. Cauliflower Mosaic Virus, 

CaMV35). Biağko OMA1 znakowane jest metkŃ FLAG. Mutant opisany w pracy 

doktorskiej dr Renaty Skibior-Bğaszczak (2017). 

¶ FTSH4OE ï mutant konstytutywnie ekspresjonujŃcy peğnej dğugoŜci cDNA FTSH4 

(At2g26140) pod kontrolŃ promotora 35S wirusa mozaiki kalafiora (CaMV). Linia 

rewersyjna utworzona z wykorzystaniem mutanta ftsh4-1 (ftsh4-1-FTSH4). Biağko FTSH4 

znakowane jest metkŃ FLAG. Mutanta opisany w OpaliŒska i in., (2018). 

¶ WTWas ï roŜliny typu dzikiego o ekotypie Wassilewska.  

 

3.1.2. Szczepy bakteryjne Escherichia coli 

Podczas realizacji pracy doktorskiej zastosowano dwa rodzaje szczep·w chemikompetentnych 

kom·rek E. coli: 

¶ Chemikompetentne kom·rki E. coli DH5ŬÊ firmy Thermo Fisher Scientific o genotypie: 

F- ū80lacZȹM15 ȹ(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17(rk-,mk+) phoA supE44 

thi-1 gyrA96 relA1 ɚ-; 

¶ Chemikompetentne kom·rki E. coli One ShotÊ TOP10 firmy Thermo Fisher Scientific 

o genotypie F- mcrA ȹ(mrr-hsdRMS-mcrBC) ū80lacZȹM15 ȹlacX74 recA1 araD139 

ȹ(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG ɚ-. 

 

3.1.3. Plazmidy 

Wektory stosowane do otrzymania konstrukt·w genetycznych oparte o trawienie 

enzymami restrykcyjnymi:  

¶ pGEM3Zf(+) (Promega) - wektor wykorzystany w toku klonowania sekwencji 

kodujŃcych (CDS, ang. coding sequence) potencjalnych substrat·w proteaz FTSH4 
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i OMA1 wytypowanych na podstawie wynik·w COFRADIC. Sekwencje CDS 

wprowadzano pod promotorem T7. Klonowanie przeprowadzono z wykorzystaniem 

obecnych w polilinkerze miejsc rozpoznawanych przez enzymy restrykcyjne. Utworzone 

konstrukty posğuŨyğy do doŜwiadczeŒ opartych na imporcie in vitro uzyskanych biağek do 

mitochondri·w. Markerem selekcyjnym w bakteriach jest ampicylina. PoprawnoŜĺ 

transformant·w sprawdzano metodŃ biağo-niebieskie (podrodziağ 3.2.25).  

Wektory stosowane do otrzymania konstrukt·w genetycznych wykorzystujŃce 

technologiň typu Gateway: 

¶ pENTR-d-TOPO (Thermo Fisher Scientific) - wektor wykorzystany w toku klonowania 

sekwencji kodujŃcych SLP1 i FTSH4. Dziňki obecnoŜci w wektorze miejsc rekombinacji 

att, moŨliwe byğo przeklonowanie sekwencji kodujŃcych wyŨej wymienionych biağek do 

wektor·w ekspresyjnych na zasadzie reakcji rekombinacji homologicznej. Markerem 

selekcyjnym w bakteriach jest kanamycyna. 

¶ pSAT4-DEST-nEYFP-C1 (pE3136), CD3-1086_ pSAT4-DEST-n_1-174_EYFP-C1 - 

tzw. wektor docelowy, bňdŃcy pod kontrolŃ promotora 35S, pozwalajŃcy na ekspresjň 

biağka fuzyjnego wraz z poczŃtkowym fragmentem (1-174 nt) znacznika EYFP na C-koŒcu 

badanego biağka. Markerem selekcyjnym w bakteriach jest ampicylina. Wektor ten 

wykorzystywany byğ w czasie klonowania sekwencji kodujŃcych SLP1 i FTSH4. Wraz 

z pSAT5-DEST-cEYFP-C1(B) tworzy komplet do badaŒ oddziağywaŒ BiFC.  

¶ pSAT5-DEST-cEYFP-C1(B) (pE3130), CD3-1097_pSAT5-DEST-C_175-end_EYFP-

C1_B - tzw. wektor docelowy, bňdŃcy pod kontrolŃ promotora 35S, pozwalajŃcy na 

ekspresjň biağka fuzyjnego wraz z koŒcowym fragmentem (>175 nt) znacznika EYFP na 

C-koŒcu badanego biağka. Markerem selekcyjnym w bakteriach jest ampicylina. Wektor 

ten wykorzystywany byğ w czasie klonowania CDS biağek SLP1 i FTSH4. Wraz z pSAT4-

DEST-nEYFP-C1 tworzy komplet do badaŒ oddziağywaŒ BiFC. 

3.1.4. Oligonukleotydy 

Syntezň starter·w wykorzystywanych do amplifikacji sekwencji kodujŃcych badanych biağek, 

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

(Niemcy). Sekwencje wraz z opisem starter·w zastosowanych w pracy przedstawiono poniŨej 

w Tabelach 3.1-3.3. 
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Tabela 3.1. Spis starter·w wykorzystanych w trakcie klonowaŒ sekwencji kodujŃcych wybranych gen·w. 

Podane numery akcesyjne pobrano z bazy danych TAIR. W przypadku FTSH4 i SLP1 projektujŃc startery 

pominiňto kodon STOP. Miejsca restrykcyjne dla poszczeg·lnych nukleaz podreŜlono i zaznaczono kolorem 

czerwonym. Na niebiesko zaznaczono sekwencjň komplementarnŃ do sekwencji wektora pENTR/D-TOPO. 

Numer 

AGI  
Gen Starter Lewy (Forward)  Starter Prawy (Reverse) 

At5g08060 
B14.5 

(Furry) 

TACCGGAATTCATGGCGAA

ATCAGTGTCGAC 

CGCTCTAGATTATTTCTCGTAG

CCTCCACCAC 

At2g02050 B18 
TACCGGAATTCATGGAGGT

TCCAGGTTCATCGAAG 

CGCGGATCCCTAAGCATTAGC

AGTTTTAGGGATAAGAGG 

At2g27730 P2 
TACCGGAATTCATGGCAAC

AAGAAATGCTTTG 

CGCGGATCCTTACTCTTGGAC

CTCTGGCTG 

At3g52300 ATPd 
TACCGGAATTCATGAGCGG

AGCCGGTAAGA 

CTCGGATCCTCAGTATCCCCA

GTTGTCATTACG 

At5g10860 CBSX3 
CTGCGGAATTCATGCAAGG

TGTGATTCGATCC 

CGCGGATCCCTAGTAACCTCC

CTGAATATACGCA 

At4g15910 LEA41 
TACCGGAATTCATGGCCGC

TCGTTCAC 

CGCGGATCCTCAGAAAGACTT

TGCTTTGTTTTTCAAAAG 

At2g26140 FTSH4 
CACCATGGCTTGGAGGCGC

ATCAT 
CGATACTGGCGCCATGTCTT 

At4g27585 SLP1 
CACCATGAACCACCTCGTT

CGTAAAAG 
CTGCGGATCCTTGTTGCGG 

 

Tabela 3.2. Spis starter·w stosowanych w reakcjach PCR w czasie rzeczywistym. Podane numery akcesyjne 

pobrano z bazy danych TAIR. 

Numer 

AGI  
Gen Starter Lewy (Forward)  Starter Prawy (Reverse) 

Gen referencyjny 

At3g18780 ACT2 GGCATCACACTTTCTACAATGAGC ACCCTCGTAGATTGGCACAG 

Geny Mitochondrialnego UPR 

At5g51440 HSP23.5 TGGCGTCATCATCGGCTTTAG TCATAGTTTCTGGCGGCGTT 

At4g25200 HSP23.6 TGAGAATCGACATGCCTGGG TCCGATTACCGCTCTCTCCT 

At1g52560 HSP26.5 ACACCGACGATCATGGCTAC GCCCTGGAACCTCGTATCTG 

At3g22370 AOX1A AGCATCATGTTCCAACGACGTTT GCTCGACATCCATATCTCCTCTG 

At2g21640 UPOX ATCATCATGCAGGAAGAGGGTG GAAGCTCCCGAATATCTTGTCC 

At2g33210 HSP60 CCTTCACAGCACAGACCTTGAT ACTGGCCCTCAAGAAGCAAA 

At4g37910 mtHSC70-1 AGGTTTGGTGGGCAAGTTGA CTTGCACTTTGGGAACACGG 

At5g55200 MGE1 GTCGCTCCGAAACCATGGAAC GCTTTCCCCACCTCCACATTC 

Geny Chloroplastowego UPR 

At4g24280 cpHSP70-1 CTCGTGAGGAAGGTGACTGG AACACCACCTAGGGTCTCCA 

At5g15450 CLPB3 TGAATGCTGCAAGGTCAATC TCCTGTCTGCAATTCGCTTC 

Geny UPR Retikulum Endoplazmatycznego 

At5g42020; 

At5g28540 
BIP1/2 TCACTTGGGAGGTGAGGACTTT CTCACATTCCCTTCGGAGCTTA 

At2g32920 PDI9 GCCCTGTTGAAGTGACTGAACT 
TGTCAGGTAAGAAAGAGATAAA

GCAA 

At2g25110 SDF2 CCTCCATAGCCATGACAAGAA TTCTCCCGAATTCCACACAC 
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Tabela 3.2. Spis starter·w stosowanych w reakcjach PCR w czasie rzeczywistym. c.d.  

Numer 

AGI  
Gen Starter Lewy (Forward)  Starter Prawy (Reverse) 

Geny Cytoplazmatycznego UPR 

At1g56410 HSP70-T1 GGAATCGATCTTGGTACTACGT CTTGATTCTTAGCAGCATCACC 

At5g02490 HSP70-15 CTGAGAAAGATGTTAGGGGTGT TCTCTAAAGGCCTCTTAACACG 

At5g02490 HSP70-2 GCTGCTAAGAACCAAGTCGC CGACAGCGTTCTTGACCGTA 

Pozostağe 

At2g26140 FTSH4 GCTATGGAGTACAATCCGAAC CTTCTTCGTGCAAACCAAGTC 

At4g27585 SLP1 GGGTCTTCAGTGCCTTCGTT TGTGCTCGATTCACCTGGTC 

Tabela 3.3 Spis starter·w wykorzystywanych do sekwencjonowania. Startery komercyjne: M13 (uni-43), 

M13 (uni-21), M13 (rev-29). Starter FTSH4 (594-614): starter do amplifikacji fragmentu genu FTSH4, 

komplementary do sekwencji obejmujŃcej odcinek od 594 pz do 614 pz.  

Startery wykorzystywane do sekwencjonowania  

M13 (uni-43) M13 (uni-21) M13 (rev-29) FTSH4 (594-614) 

AGGGTTTTCCCAGTC

ACGACGTT 

TGTAAAACGACGGCC

AGT 

CAGGAAACAGCTATG

ACC 

AGCTCTTATCGAGG

ACAGAGG 

3.1.5. Przeciwciağa uŨywane podczas detekcji immunologicznych 

W Tabeli 3.4 zaprezentowano zestaw przeciwciağ stosowanych w eksperymentach opartych na 

detekcji immunologicznej.  

Tabela 3.4. Spis przeciwciağ I- i II - rzňdowych stosowanych immunodetekcji.  

Przeciwciağa I-rzňdowe 

Nazwa Opis ťr·dğo Typ RozcieŒczenie 

ACO1 przeciwciağa kr·licze Agrisera (AS09 521) poliklonalne 1:10000 

CytC przeciwciağa kr·licze  Agrisera (AS08 343A) poliklonalne 1:5000 

FLAG przeciwciağa mysie  

Thermo Fisher Scientific 

(F1804); Sigma Aldrich 

(F3165) 

monoklonalne 1:5000 

FTSH3 przeciwciağa kr·licze  
Wykonane przez firmň 

Agrisera 
poliklonalne 1:1000 

FTSH4 przeciwciağa kr·licze  Agrisera (AS07 205) poliklonalne 1:1000 

FTSH10 przeciwciağa kr·licze  Agrisera (AS07 251) poliklonalne 1: 1 000 

HSP23.5 przeciwciağa kr·licze  Agrisera (AS15 2979) poliklonalne 1:500 

HSP23.6 przeciwciağa kr·licze  Agrisera (AS15 2980) poliklonalne 1:1000 

HSP26.5 przeciwciağa kr·licze  Agrisera (AS15 2981) poliklonalne 1:1000 

HSP70 przeciwciağa kr·licze  Agrisera (AS08 347) poliklonalne 1:5000 

IDH przeciwciağa kr·licze Agrisera (AS06 203A) poliklonalne 1:5000 

 

55:89573



48 
 

Tabela 3.4. Spis przeciwciağ I- i II - rzňdowych stosowanych immunodetekcji. c.d.  

Nazwa Opis ťr·dğo Typ RozcieŒczenie 

LETM1 przeciwciağa kr·licze 

Dziňki uprzejmoŜci dr 

Oliviera van Aken, 

University of Lund, Sweden 

poliklonalne 1:5000 

MGE2 przeciwciağa kr·licze 

Dziňki uprzejmoŜci prof. 

Yee-Yung Charng, 

Agricultural Biotechnology 

Research Center, Academia 

Sinica, Taipei, Taiwan 

poliklonalne 1:2000 

NAD9 przeciwciağa kr·licze 

Dziňki uprzejmoŜci dr Jose 

M. Gualberto and dr 

Geraldine Bonnard, CNRS, 

Strasbourg, France 

poliklonalne 1:5000 

PHB przeciwciağa kr·licze 

Dziňki uprzejmoŜci prof. 

Wataru Sakamoto, Okayama 

University, Japonia;  

Piechota i in., 2010 

poliklonalne 1:10000 

PREP1 przeciwciağa kr·licze 

Dziňki uprzejmoŜci prof. 

ElŨbiety Glaser, University 

of Stockholm, Sweden 

poliklonalne 1:1000 

RBL12 przeciwciağa kr·licze 
Kmiec-Wisniewska i in., 

2008 
poliklonalne 1:1000 

RISP przeciwciağa kr·licze 

Dziňki uprzejmoŜci dr 

Monika Murcha, University 

of Western Australia, 

Australia 

poliklonalne 1:1000 

RPS10 przeciwciağa kr·licze 
Agrisera (AS15 3067); 

KwaŜniak i in., 2013 
poliklonalne 1:500 

SLP1 przeciwciağa kr·licze 

Dziňki uprzejmoŜci dr 

Bernadetty Gehl, 

Uniwersytet Oxfordzki, 

Wielka Brytania; 

Gehl i in., 2014 

poliklonalne 1:5000 

TIM17-2 przeciwciağa kr·licze 

Dziňki uprzejmoŜci dr 

Monika Murcha, University 

of Western Australia, 

Australia 

poliklonalne 1:10000 

TOM40 przeciwciağa kr·licze 

Dziňki uprzejmoŜci dr 

Monika Murcha, University 

of Western Australia, 

Australia 

poliklonalne 1:1000 

Przeciwciağa II-rzňdowe 

Opis ťr·dğo Typ RozcieŒczenie 

Kozie przeciwciağa IgG skierowane 

przeciwko I-rzňdowym przeciwciağom 

kr·liczym (GŬR) 

Agrisera (AS09 602)  poliklonalne 1:20000 

Kozie przeciwciağa IgG skierowane 

przeciwko I-rzňdowym przeciwciağom 

mysim (GŬM) 

Agrisera (AS09 627)  monoklonalne 1:10000 
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3.1.6. Komercyjne produkty i zestawy odczynnikowe 

Zestawy: 

Zestaw do oczyszczania RNA: GeneMATRIX Universal RNA Purification Kit  (EURx) 

Zestawy do oczyszczania DNA z Ũelu: Zymoclean Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research), 

GeneMATRIX Agarose-out DNA Purification Kit (EURx) i Basic DNA Purification Kit  

(EURx) 

Zestaw do oczyszczania DNA z mieszaniny reakcyjnej: GeneJET PCR Purification (Thermo 

Fisher Scientific) 

Zestaw do izolacji plazmidu: ZR Plazmid MiniPrep Kit  (Zymo Research)  

Zestaw do odwrotnej transkrypcji: High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 

(Applied Biosystems) 

Oparty na retikulocytach, bezkom·rkowy system do transkrypcji/translacji in vitro: TnTÈ T7 

Coupled Reticulocyte Lysate Systems (Promega) 

Zestaw do klonowania (system Gateway): pENTRÊ/D-TOPOÊ Cloning Kit, with One 

ShotÊ TOP10 Chemically Competent E. coli (Invitrogen) 

Zestaw do klonowania (reakcja rekombinacji, system Gateway): GatewayÊ LR ClonaseÊ 

II Enzyme mix (Invitrogen) 

Zestawy do detekcji chemiluminescencyjnej: Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad) 

i WesternBright Quantum kit  (Advansta) 

Zestaw odczynnik·w do oznaczania biağek: DC Protein Assay (Bio-Rad) 

Zestaw odczynnik·w do wywoğywana klisz radiograficznych: Carestream DENTAL X ïray 

(KODAK) 

 

Inhibitory:  

Inhibitory RNaz: RiboLock RNase Inhibitor (40 U/ÕL) (Thermo Fisher Scientific) 

i Recombinant RNasinÈ Ribonuclease Inhibitor (Promega) 

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

 

Enzymy: 

DNaza I: DNase I (Invitrogen) 

Polimerazy DNA: PhusionÊ High-Fidelity DNA Polymerase (2 U/ÕL) (Thermo Fisher 

Scientific) i DreamTaq Green DNA Polymerase (5 U/ÕL) (Thermo Fisher Scientific) 

Ligaza DNA: T4 DNA Ligase (5 U/ÕL) (Invitrogen) 

Proteinaza K: Proteinase K (BioShop) 
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Antybiotyki:  

Ampicylina (Sigma-Aldrich) 

Kanamycyna (BioShop) 

Ceftriaxone (Sigma) 

Enzymy restrykcyjne:  

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

BamHI (10 U/ÕL) (Thermo Fisher Scientific) 

XbaI (10 U/ÕL) (Thermo Fisher Scientific) 

KpnI, HC (50 U/ÕL) (Thermo Fisher Scientific) 

PstI (10 U/ÕL) (Thermo Fisher Scientific) 

Markery mas:  

Biağkowy marker mas do elektroforezy w warunkach denaturujŃcych: Precision Plus 

ProteinÊ Dual Color Standards (Bio-Rad) 

Biağkowy marker mas do elektroforezy natywnej: NativeMarkÊ Unstained Protein 

Standard (Thermo Fisher Scientific) 

Wzorce wielkoŜci DNA: Perfect Plus 1kb DNA Ladder (EURx) i Perfect 100-1000 bp DNA 

Ladder (EURx) 

 

Dodatkowe materiağy eksperymentalne: 

Kolumny do wirowania zğoŨa: PierceÊ Spin Columns - Snap Cap (Thermo Fisher 

Scientific) 

96-doğkowe pğytki: Hard-ShellÈ 96-Well PCR Plates (Bio-Rad) 

Folia do zaklejania pğytek: Microseal 'B' PCR Plate Sealing Film, adhesive, optical (Bio-

Rad) 

Membrana: Immun-Blot PVDF Membrane, 0.2 Õm, Roll, 26 cm x 3.3 m (Bio-Rad) 

Gotowe Ũele gradientowe: NativePAGEÊ 3 to 12%, Bis-Tris, 1.0 mm, Mini Protein Gel 

(Thermo Fisher Scientific) 

Odczynnik reakcyjny do PCR w czasie rzeczywistym: RT PCR Mix SYBRÈ A (A&A 

Biotechnology) 

ZğoŨe anty-FLAG: Anti -Flag Affinity Gel  (Bimake) 

Bufor obciŃŨajŃcy: 2x i 4x Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad) ï opisywane dalej w tekŜcie 

jako 2xSB i 4xSB 
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Znakowana izotopem 35[S] L-metionina: L-35[S]-methionine (1mCi, 37MBq) (PerkinElmer) 

Klisze radiograficzne: CarestreamÈ BioMaxÈ MR film (Sigma Aldrich) 

Mieszanina dNTP: dNTP Mix (10 mM each) (Thermo Fisher Scientific) 

 

Pozostağe odczynniki:  

Å ADP (Sigma-Aldrich) 

Å agar (Sigma-Aldrich) 

Å agaroza (Applichem) 

Å akrylamid (MP 

Biomedicals) 

Å APS (Sigma Aldrich) 

Å askorbinian sodu 

(BioShop) 

Å ATP (BioShop) 

Å bis-akrylamid (MP 

Biomedicals) 

Å Bis-Tris (MP 

Biomedicals) 

Å bğňkit bromofenolowy 

(POCH) 

Å bğňkit brylantowy 

Coomassie G-250 

Å bğňkit brylantowy 

Coomassie R-250 

Å bromek etydyny (Sigma 

Aldrich) 

Å BSA (BioShop) 

Å bursztynian (BioShop) 

Å CAPS (BioShop) 

Å CHAPS (Roth) 

Å digitonina (Sigma-

Aldrich) 

Å DTT (ICN Biomedicals) 

Å EDTA (BioShop) 

Å etanol (Chempur) 

Å formaldehyd (Merck) 

Å glicerol (Roth) 

Å GTP (Sigma Aldrich) 

Å HCl (Chempur) 

Å HEPES(Sigma Aldrich) 

Å IPTG (BioShop) 

Å izopropanol (Chempur) 

Å KCl (Chempur) 

Å KH2PO4 (Chempur) 

Å kwas Ů-

aminokapronowy (MP 

Biomedicals) 

Å kwas octowy (Chempur) 

Å kwas ortofosforowy 

(Chempur) 

Å L-metionina (Sigma 

Aldrich) 

Å LB (Roth) 

Å L-cysteina (BioShop) 

Å mannitol (Sigma 

Aldrich) 

Å MES (BioShop) 

Å metanol (Chempur) 

Å metionina (BioShop) 

Å MgCl2 (ICN 

Biomedicals) 

Å MgSO4 (POCH) 

Å mocznik (POCH) 

Å MOPS (BioShop) 

Å NaCl (BioShop) 

Å NADH(Applichem) 

Å NaOH (Chempur) 

Å octan sodu (BioShop) 

Å perkol (Sigma Aldrich) 

Å piasek SiO2 (Sigma 

Aldrich) 

Å pirofosforan tetrasodu 

(Sigma Aldrich) 

Å pirogronian (BioShop) 

Å PMSF (BioShop) 

Å podchloryn sodu (ACE) 

Å poŨywka LB (POH) 

Å poŨywka MS (Sigma 

Aldrich) 

Å PVP-40 (Sigma 

Aldrich) 

Å Rotiphorese 30% 

roztw·r (Roth) 

Å sacharoza (BioShop) 
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Å SDS (Roth) 

Å sole Gamborga B-5 - 

(Sigma Aldrich) 

Å TEMED (BioShop) 

Å TES (BioShop) 

Å tiomocznik (POCH) 

Å Tris (MP Biomedicals) 

Å Triton X-100 (Fluka) 

Å Tween20 (Merck) 

Å walinomycyna 

(BioShop) 

Å X-gal (BioShop) 

Å ɓ-mercaptoethanol 

(Pierce) 

3.1.7. Bazy danych, Oprogramowania i Narzňdzia bioinformatyczne stosowane 

w trakcie realizacji pracy doktorskiej  

Bazy danych: 

Baza danych TAIR (http://www.arabidopsis.org)  

Baza danych UniProt (http://www.uniprot.org) 

Baza danych SUBA5 (https://suba.live/search.html)  

Baza danych DAVID (https://david.ncifcrf.gov/home.jsp) 

Programy i narzňdzia bioinformatyczne: 

Program ePLANT (https://bar.utoronto.ca/eplant/) (Fucile i in., 2011; Waese i in., 2017) 

Program Clustal W i jego funkcja dopasowywania wielu sekwencji (ang. multiple sequence 

alingment) (https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw)  

Narzňdzie ñDouble Digest Calculatorò firmy Thermo Scientific 

(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)  

Narzňdzie MitoFates (http://mitf.cbrc.jp/MitoFates/cgi-bin/top.cgi) ï Narzňdzie predykcyjne 

do identyfikacji domniemanych mitochondrialnych presekwencji i miejsc ciňcia (Fukasawa 

i in., 2015) 

Narzňdzie Predotar (https://urgi.versailles.inra.fr/predotar) ï Narzňdzie predykcyjne do 

identyfikacji domniemanych N-koŒcowych sekwencji kierujŃcych (wersja 1.04) (Small i in., 

2004) 

Serwer TargetP-2.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/services/TargetP-2.0/) ï Narzňdzie 

predykcyjne do identyfikacji domniemanych N-koŒcowych sekwencji kierujŃcych i miejsc 

ciňcia (Armenteros i in., 2019) 
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Narzňdzie MitoProt II (https://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html) ï Narzňdzie predykcyjne do 

identyfikacji domniemanych N-koŒcowych mitochondrialnych presekwencji i miejsc ciňcia 

(Claros i in., 1996) 

Narzňdzie DeepTMHMM (https://dtu.biolib.com/DeepTMHMM) ï Narzňdzie predykcyjne do 

okreŜlania topologii alfa-helikalnych i beta-baryğkowych biağek transmembranowych (wersja 

1.0.24) (Hallgren i in., 2022) 

Oprogramowania: 

ImageJ Fiji (Fiji) 

SnapGeneÈ Viewer 5.0.4 

CFX Maestro ï oprogramowanie do qPCR (Bio-Rad) 

3.2. Metody 

3.2.1. Hodowla roŜlin A. thaliana ze wzglňdu na warunki temperaturowe 

3.2.1.1. Hodowla w warunkach optymalnych (LD, 22ÁC) 

Pok·j hodowlany (fitotron) z warunkami fotoperiodu dnia dğugiego (ang. long-day 

photoperiod, LD) ï 16 godzin Ŝwiatğa i 8 godzin ciemnoŜci, przy natňŨeniu Ŝwiatğa 150 ɛE/m2s 

oraz temperaturze 22ÁC i wilgotnoŜci na poziomie 60%. 

3.2.1.2. Hodowla w warunkach umiarkowanego stresu temperaturowego (LD, 30ÁC) 

Szafa hodowlana z warunkami fotoperiodu dnia dğugiego, temperaturze 30ÁC i wilgotnoŜci na 

poziomie 60%. Hodowle prowadzono w komorze hodowlanej firmy SANYO. 

3.2.2. Hodowla roŜlin A. thaliana ze wzglňdu na zastosowane podğoŨe  

Nasiona przeznaczone do wysiewania na podğoŨe stağe lub do hodowli wodnych poddawano 

wstňpnie sterylizacji (podrozdziağ 3.2.3), a nastňpnie stratyfikacji w ciemnoŜci i temperaturze 

4ÁC przez 48 h.  

3.2.2.1. Hodowle wodne 

W 250-300 ml kolbach Erlenmayera umieszczano po 90 ml sterylnej poŨywki (2.15 g/l MS 

(Murashige i Skoog, tzw. 0.5 MS), 3% (w/v) sacharoza, 2 mM MES, 1.6 g/l soli Gamborga  

B-5, pH 5.7), do kt·rej dodawano antybiotyk Cefatoxime (50 Õg/ml) oraz uprzednio 

wysterylizowane i poddane stratyfikacji nasiona A. thaliana. Tak przygotowane kolby 

przenoszono do odpowiednich warunk·w i hodowano przez okres 2 tygodni ğagodnie 

wytrzŃsajŃc z prňdkoŜciŃ 80 rpm.  

61:46261

https://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html
https://dtu.biolib.com/DeepTMHMM


 

54 
 

3.2.2.2. Hodowle na poŨywce stağej 

Po uprzedniej sterylizacji i stratyfikacji, nasiona A. thaliana wysiewano na pğytki Petriego 

z poŨywkŃ 0.5 MS + sacharoza + agar (2.15 g/l MS, 1.5% sacharoza, 1% agar 

bakteriologiczny, pH 5.7). Hodowle prowadzono w odpowiednich warunkach przez okres 

maksymalnie 2 tygodni.  

3.2.2.3. Hodowle na podğoŨu naturalnym (ziemia)  

Hodowlň A. thaliana prowadzono na podğoŨu, kt·re stanowiğo mieszanina ziemi kwiatowej 

z perlitem i nawozem, przygotowanej w proporcji 6 litr·w ziemi, okoğo 0.5 litra perlitu i 25 ml 

nawozu. Przed przeniesieniem roŜlin na podğoŨe naturalne, nasiona A. thaliana poczŃtkowo 

wysiewano na poŨywkň stağŃ i hodowano tak przez okres 2 tygodni w odpowiednich 

warunkach. Po tym czasie siewki przenoszono do pojedynczych doniczek z ziemiŃ 

i kontynuowanŃ hodowlň.  

3.2.3. Sterylizacja nasion 

W zaleŨnoŜci od rodzaju prowadzonej hodowli odpowiedniŃ porcjň nasion odsypywano do 

prob·wki Eppendorfa o objňtoŜci 1.5 ml w przypadku nasion przeznaczonych do hodowli na 

podğoŨu stağym lub do falkonu o objňtoŜci 15 ml w przypadku nasion przeznaczonych do 

hodowli wodnych. Nasiona zalewano 1 ml (lub 10 ml - hodowle wodne) 70% roztworem 

etanolu i inkubowano ze stağym mieszaniem przez 5 min. Nastňpnie nasiona przepğukiwano 

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% Tween-20. Po 8 min 

inkubacji ze stağym mieszaniem, nasiona ponownie kilkukrotnie przepğukiwano sterylnŃ wodŃ. 

Wysterylizowane nasiona zawieszano w niewielkiej iloŜci sterylnej wody i poddawano 

stratyfikacji.  

3.2.4. Hodowla bakterii E. coli  

Hodowle E. coli prowadzono na podğoŨu stağym LB + agar (Luria-Bertani; 5 g/l ekstraktu 

droŨdŨowego, 10 g/l tryptonu, 5 g/l NaCl, 15 g/l agaru bakteriologicznego) lub w poŨywce 

pğynnej LB bez agaru przez okoğo 16 godzin w temperaturze 37ÜC. Hodowle pğynne 

wytrzŃsano przy prňdkoŜci 180 rpm. W celach selekcyjnych podğoŨe uzupeğniano 

o odpowiedni antybiotyk. W przypadku selekcji metodŃ biağo-niebieskie podğoŨe uzupeğniano 

ponadto o IPTG (100 Õg/ml) i X-Gal (20 Õg/ml).  
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3.2.5. Izolacja mitochondri·w 

Mitochondria izolowano z 2-tygodniowych siewek hodowanych w formie hodowli wodnych 

w temperaturze 22ÁC lub 30ÁC. Izolacjň przeprowadzono zgodnie z protokoğem opisanym 

przez Lyu i in. (2018). Wszystkie etapy izolacji prowadzono w temperaturze 4ÁC. Uzyskany 

osad zawierajŃcy oczyszczone mitochondria zawieszano w buforze 1x Wash Buffer (1x WB; 

0.3 M sacharoza, 10 mM TES, pH 7.5). Wyizolowane mitochondria wykorzystywano 

bezpoŜrednio do dalszych eksperyment·w bŃdŦ porcjowano i po zamroŨeniu w ciekğym azocie 

przechowywano w - 80ÁC.  

3.2.6. Izolacja agregat·w biağkowych nierozpuszczalnych w 0.5% Tritonie X -100  

Izolacja agregat·w biağkowych nierozpuszczalnych w niejonowym detergencie byğa 

przeprowadzona na podstawie Bender i in. (2011) z wprowadzeniem kilku zmian (Figura 

4.3A). Agregaty izolowano z mitochondri·w roŜlin hodowanych w warunkach LD, 22ÁC lub 

LD, 30ÁC. Do prob·wki przenoszono porcjň wyizolowanych mitochondri·w stanowiŃcych 

300 Õg biağka mitochondrialnego i wirowano przez 10 min z prňdkoŜciŃ 21 000 x g 

w temperaturze 4ÁC. Uzyskany osad zawieszano w buforze lizujŃcym w iloŜci 0.6 mg/1 ml 

buforu i inkubowano na lodzie przez 30 min. Po tym czasie, z cağoŜci pobierano 25% pr·by 

(TOTAL), kt·rŃ przeznaczano do precypitacji biağek za pomocŃ kwasu trichlorooctowego 

(TCA) (podrozdziağ 3.2.7). PozostağŃ czňŜĺ pr·by wirowano (ultrawir·wka Hitachi) przez 

30 min z prňdkoŜciŃ 125 000 x g w temperaturze 4ÁC. Uzyskany supernatant zbierano 

(SUPERNATANT), a obecne w nim biağka poddawano precypitacji za pomocŃ TCA, zaŜ 

powstağy osad ponownie zawieszano w 500 Õl buforu lizujŃcego, intensywnie wytrzŃsano 

i wirowano w ultrawir·wce jak powyŨej. Supernatant odrzucano, natomiast osad zawieszano 

w 50 Õl buforu solubilizacyjnego (PELLET). Pr·by biağkowe, kt·re poddano precypitacji za 

pomocŃ TCA, r·wnieŨ zawieszano w 50 Õl buforu solubilizacyjnego. Wszystkie pr·by 

inkubowano przez 5 min w temperaturze 95ÁC z wytrzŃsaniem o prňdkoŜci 1400 rpm. 

Identyfikacjň wybranych biağek w zebranych pr·bach wykonywano poprzez immunoblotting 

(podrozdziağ 3.2.16) z wykorzystaniem dostňpnych przeciwciağ (Tabela 3.4).  

W przypadku identyfikacji cağej puli biağek w agregatach biağkowych nierozpuszczalnych 

w Tritonie X-100, osad uzyskany po ostatnim ultrawirowaniu ponownie zawieszano w 100 Õl 

buforu lizujŃcego. Nastňpnie zawiesinň poddawano precypitacji kwasem trichlorooctowym 

(25% TCA) (podrozdziağ 3.2.7). Po wysuszeniu, osad wysyğano do analiz za pomocŃ LC-
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MS/MS (ang. Liquid Chromatography - Tandem Mass Spectrometry). Identyfikacjň biağek 

zlecono Laboratorium Spektrometrii Mas, IBB PAN w Warszawie. 

ü Bufor lizujŃcy: 0.5% (v/v) Triton X-100, 30 mM Tris, pH 7.4, 200 mM KCl, 5 mM EDTA, 

0.5 mM fluorek fenylometylosulfonylu (PMSF) 

ü Bufor solubilizujŃcy: 25 mM Tris, pH 6.8, 0.8% (w/v) SDS, 2% (v/v) ɓ-merkaptoetanol, 

8 M mocznik, 2 M tiomocznik, 0.08% (w/v) bğňkit bromofenolowy 

3.2.7. Precypitacja biağek z zastosowaniem kwasu trichlorooctowego (TCA) 

Zawiesinň biağek zawieszano w jednakowej objňtoŜci 25% TCA i inkubowano w temperaturze 

-80ÁC przez cağŃ noc. Po inkubacji pr·by wirowano z prňdkoŜciŃ 21 000 x g przez 15 min 

w temperaturze 4ÁC. Supernatant odrzucano, zaŜ osad inkubowano w 1 ml zimnego (-20ÁC) 

100% acetonu w temperaturze -20ÁC przez 45 min. Po inkubacji pr·by ponownie wirowano 

z prňdkoŜciŃ 21 000 x g przez 10 min w temperaturze 4ÁC. Supernatant odrzucano, a osad 

suszono na powietrzu przez kilka minut. Ostateczny osad zawieszano we wskazanym buforze 

3.2.8. Izolacja cağkowitego RNA z roŜlin 

Do izolacji cağkowitego RNA stosowano komercyjny zestaw Gene Matrix Universal RNA 

Purification Kit. Materiağ wyjŜciowy stanowiğy 2-tygodniowe siewki pozyskane z hodowli 

wodnych lub pojedyncze, mğode listki 6-tygodniowych roŜlin hodowanych w ziemi. Izolacjň 

wykonywano zgodnie z protokoğem zağŃczonym przez producenta. W celu oczyszczenia 

pr·bki z ewentualnych zanieczyszczeŒ w postaci DNA, podczas izolacji zastosowano 

dodatkowy etap trawienia preparatu RNA roztworem DNazy I wedğug zaleceŒ producenta. 

StňŨenie uzyskanego RNA mierzono z wykorzystaniem spektrofotometru DeNovix 

(podrozdziağ 3.2.10). 

3.2.9. Izolacja plazmidowego DNA z E. coli 

Do izolacji plazmid·w z hodowli E. coli stosowano zestaw ZR Plasmid MiniprepÊ - Classic. 

Procedurň przeprowadzono zgodnie z protokoğem zağŃczonym przez producenta. Materiağ 

wyjŜciowy stanowiğy ğŃcznie 3 ml cağonocnej hodowli pğynnej. StňŨenie otrzymanego 

plazmidu mierzono z wykorzystaniem spektrofotometru DeNovix. 

3.2.10. Pomiar stňŨenia RNA i DNA 

StňŨenie RNA i DNA w badanej pr·bie okreŜlano poprzez pomiar absorbancji Ŝwiatğa przy 

dğugoŜci fali 260 nm z zastosowaniem spektrofotometru DeNovix DS11 (DeNovix). Na 
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podstawie jednoczesnych odczyt·w absorbancji przy dğugoŜci fali 230 nm i 280 nm 

i okreŜlenia stosunk·w 260 nm/230 nm i 260 nm/280 nm wyznaczano dodatkowo czystoŜĺ 

uzyskanego preparatu wzglňdem obecnoŜci odpowiednio zanieczyszczeŒ zwiŃzkami 

organicznymi i zanieczyszczeŒ biağkami.  

3.2.11. Pomiar stňŨenia biağka  

StňŨenie biağka w wyizolowanych mitochondriach oznaczano przy dğugoŜci fali 750 nm 

z wykorzystaniem komercyjnego zestawu odczynnik·w DC Protein Assay w oparciu o metodň 

pomiaru Lowryôego z modyfikacjami. Do pomiaru pobierano po 1.5 Õl mitochondri·w, kt·re 

zawieszano w 3.5 Õl 1x Wash Buffer (podrozdziağ 3.2.5) i dopeğniano sterylnŃ wodŃ do 

koŒcowej objňtoŜci 25 Õl. Nastňpnie pr·by przygotowywano wedğug protokoğu zağŃczanego 

przez producenta. Dla kaŨdego pomiaru sporzŃdzano dodatkowo krzywŃ standardowŃ 

z wykorzystaniem roztwor·w albuminy z surowicy bydlňcej (BSA, ang. Bovine serum 

albumin) w zakresie stňŨeŒ od 0.25 mg/ml do 2.5 mg/ml, na podstawie kt·rej obliczano 

stňŨenie badanej pr·bki. 

3.2.12. Frakcjonowanie biağek mitochondrialnych 

3.2.12.1. Rozdziağ na frakcjň biağek rozpuszczalnych, zwiŃzanych z bğonŃ 

i integralnych biağek bğonowych 

Frakcjonowanie mitochondri·w izolowanych z 2-tygodniowych hodowli wodnych 

przeprowadzano wedğug publikacji Millar i Heazlewood (2003) z wprowadzeniem kilku 

zmian. Do prob·wki przenoszono porcjň ŜwieŨo wyizolowanych mitochondri·w stanowiŃcych 

300 Õg biağka mitochondrialnego i wirowano przez 10 min przy 21 000 x g w temperaturze 

4ÁC. Uzyskany osad zawieszano w 300 Õl buforu 10 mM TES-KOH (pH 7.5). Pr·bň 3-krotnie 

zamraŨano w ciekğym azocie i rozmraŨano, a nastňpnie wirowano przez 15 min z prňdkoŜciŃ 

135 000 x g (ultrawir·wka Hitachi, rotor P100AT2-000-533) w temperaturze 4ÁC. Wirowanie 

to rozdziela biağka rozpuszczalne, kt·re znajdujŃ siň we frakcji supernatantu, od biağek 

zwiŃzanych z bğonŃ i integralnych biağek bğonowych, kt·re osadzajŃ siň w postaci osadu. 

Otrzymany supernatant (tzw. pr·ba Rozpuszczalne) poddano dziağaniu TCA w celu 

precypitacji biağek (podrozdziağ 3.2.7), natomiast osad zawieszano w 300 Õl 100 mM Na2CO3 

(pH 11.5) i inkubowano na lodzie przez 30 min. Nastňpnie preparat wirowano przez 30 min 

przy prňdkoŜci 135 000 x g w temperaturze 4ÁC. Otrzymany supernatant (tzw. pr·ba 

Peryferyczne) poddano dziağaniu TCA (podrozdziağ 3.2.7), a osad zawieszano w 30 Õl buforu 
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solubilizujŃcego (tzw. pr·ba Integralne). Biağka rozpuszczalne i zwiŃzane z bğonŃ po 

wytrŃceniu z roztworu za pomocŃ TCA r·wnieŨ zawieszano w 30 Õl buforu solubilizujŃcego. 

Do wszystkich pr·b dodawano po 10 Õl buforu 4x SB (+ɓ-ME). Tak przygotowane pr·by 

inkubowano przez 15 min w temperaturze 56ÁC z wytrzŃsaniem przy 650 rpm.  

ü Bufor solubilizujŃcy: 1% (w/v) SDS, 0.1 M NaOH 

3.2.12.2. Rozdziağ na frakcjň biağek rozpuszczalnych i biağek bğonowych 

Mitochondria izolowane z 2-tygodniowych hodowli wodnych poddano frakcjonowaniu 

z wykorzystaniem 1 M NaCl oraz 100 mM Na2CO3 na podstawie metody opisanej w Schªfer 

i in., 2022. W skr·cie, 50 Õg biağka mitochondrialnego wirowano przez 5 min z prňdkoŜciŃ 

21 000 x g w temperaturze 4ÁC. Osad mitochondrialny zawieszano w 100 Õl roztworu 1M 

NaCl lub 100 mM Na2CO3. Pr·by inkubowano na lodzie przez 30 min, a nastňpnie wirowano 

przez 30 min z prňdkoŜciŃ 21 000 x g w temperaturze 4ÁC. Supernatant poddawano 

precypitacji za pomocŃ 25% TCA (podrozdziağ 3.2.7), natomiast osad zawieszano w buforze 

2x SB (+ɓ-ME). Wszystkie pr·by ostatecznie zawieszano w 40 Õl buforu 2x SB (+ɓ-ME) 

i inkubowano przez 5-10 min w 95ÁC z wytrzŃsaniem 650 rpm. Na Ũel jako kontrolň nakğadano 

r·wnieŨ 25 Õg biağka mitochondrialnego, kt·re nie byğo poddane frakcjonowaniu. 

3.2.13. Badanie topologii  

3.2.13.1. Badanie topologii biağka OMA1 

DoŜwiadczenie wykonano na podstawie protokoğu opisanego przez Steglich i in. (1999) 

z wprowadzeniem kilku zmian. Materiağem wyjŜciowym byğy mitochondria izolowane z 

2-tygodniowych hodowli wodnych. Do badaŒ wykorzystano mutanta OMA1OE o zwiňkszonej 

ekspresji proteazy OMA1 znakowanej znacznikiem FLAG. Pokr·tce, ŜwieŨo wyizolowane 

mitochondria rozcieŒczano do koŒcowego stňŨenia 10 mg biağka/ml. Do pojedynczej reakcji 

pobierano po 40 Õg biağka mitochondrialnego. Nastňpnie porcjň mitochondri·w zawieszano 

w 1 ml buforu reakcyjnego i pr·by inkubowano na lodzie przez 10 min. Po tym czasie do pr·b 

dodawano roztw·r proteinazy K do uzyskania koŒcowego stňŨenia w zakresie 0-20 mg/ml 

i inkubowano na lodzie przez 30 min. W celu zahamowania aktywnoŜci proteinazy K do pr·b 

dodawano roztw·r 100 mM PMSF (koŒcowe stňŨenie 0.5 mM). Pr·by inkubowano na lodzie 

przez 3 min. Nastňpnie pr·by wirowano przez 10 min z prňdkoŜciŃ 21 000 x g w temperaturze 

4ÁC. Osad mitochondrialny zawieszono w 40 Õl buforu 1x SB (+ɓ-ME), a nastňpnie pr·by 

denaturowano przez 10 min w temperaturze 95ÁC z wytrzŃsaniem 450 rpm.  
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ü Bufor reakcyjny: 20 mM HEPES-KOH, pH 7.4, 50 mM sorbitol, 8 mM KCl, 1 mM octan 

magnezu, 0.8 mM KH2PO4, 0.2 mM chlorek magnezu.  

ü Roztw·r proteinazy K: 1 mg/ml  

3.2.13.2. Badanie topologii biağka FTSH4  

DoŜwiadczenie wykonywano na podstawie metody opisanej w Schªfer i in. (2022). Badanie 

topologii biağka FTSH4 przeprowadzono z wykorzystaniem cağych nienaruszonych 

mitochondri·w, mitoplast·w, czyli organelli pozbawionych bğony zewnňtrznej, jak r·wnieŨ 

zsolubilizowanej frakcji bğonowej mitochondri·w. Materiağem wyjŜciowym do badania 

topologii biağka FTSH4 byğy mitochondria mutanta slp1-1 izolowane z 2-tygodniowych 

hodowli wodnych. Precypitacjň biağek wykonywano w spos·b opisany w podrozdziale 3.2.7 

z zastosowaniem 25% TCA. Osad biağkowy zawieszano w 50 Õl buforu 2x SB (ɓ-ME) 

i inkubowano przez 5-10 min w 95ÁC z wytrzŃsaniem 650 rpm. Na Ũel nakğadano po 15 Õl 

pr·by.  

3.2.14. Badanie termotolerancji roŜlin 

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

(Figura 4.1). Przed rozpoczňciem test·w nasiona poddano stratyfikacji przez 3 dni 

w temperaturze 4ÁC. W teŜcie BT, 4-dniowe siewki hodowane w temperaturze 22ÁC 

poddawano stresowi cieplnemu poprzez inkubacjň pğytek w temperaturze 45ÁC przez 30 min. 

W teŜcie SAT (ang. short-term acquired thermotolerance), 5-dniowe siewki hodowane 

w temperaturze 22ÁC wstňpnie aklimatyzowano do podwyŨszonej temperatury poprzez 

inkubacjň w temperaturze 38ÁC przez 1 godzinň, a nastňpnie po 2-godzinnej regeneracji 

w temperaturze 22ÁC, siewki poddawano ostremu szokowi cieplnemu w temperaturze 45ÁC 

przez 150 min. W teŜcie LAT (ang. long-term acquired thermotolerance), 9-dniowe siewki 

hodowane w temperaturze 22ÁC r·wnieŨ wstňpnie aklimatyzowano do dziağania 

podwyŨszonej temperatury (38ÁC, 1 h), a nastňpnie po 2-dniowej regeneracji w temperaturze 

22ÁC, siewki poddano dziağaniu wysokiej temperatury 45ÁC przez 50 min. W teŜcie TMHT, 

5-dniowe siewki hodowane w temperaturze 22ÁC wystawiano na dziağanie umiarkowanie 

podwyŨszonej temperatury 33ÁC przez okres 6 dni. Do test·w BT, SAT i LAT siewki 

Arabidopsis wysiewano na pğytki z poŨywkŃ 0.5 MS + 1% sacharoza, a traktowanie 

podwyŨszonŃ temperaturŃ wykonywano w zamykanej ğaŦni wodnej (VWR Collection). Do 

testu TMHT stosowano poŨywkň 0.5 MS + 0.1% sacharoza, a pğytki na okres 6 dni 
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umieszczano w szafie hodowlanej w warunkach dnia dğugiego (LD). Siewki po traktowaniu 

stresem ciepğa przenoszono z powrotem do warunk·w optymalnych (22ÁC), a zmiany 

morfologiczne roŜlin obserwowano po okresie okoğo 10 dni.  

3.2.15. Techniki elektroforetyczne  

3.2.15.1. Elektroforeza DNA w Ũelu agarozowym 

Preparaty DNA poddawano rozdziağowi elektroforetycznemu w Ũelu agarozowym. Reakcjň 

prowadzono w buforze 1x TAE. Na Ũel r·wnolegle z pr·bami nakğadano marker mas 

(podrozdziağ 3.1.6). Elektroforezň prowadzono przez ~40-60 min przy napiňciu 120 V 

w temperaturze pokojowej. Po zakoŒczonym rozdziale obraz Ũelu dokumentowano 

z wykorzystaniem transiluminatora (Bio-Rad). 

ü Bufor 50x TAE: 2 M Tris, 1 M kwas octowy, 0.05 M EDTA, pH 8.3 

ü ŧel agarozowy 0.8%, 1% lub 1.5%: 0.8%, 1% lub 1.5% (w/v) agaroza, bufor 1x TAE, 

0.03 mM bromek etydyny 

3.2.15.2. Elektroforeza biağek w warunkach denaturujŃcych (SDS-PAGE)  

Elektroforezň biağek prowadzono w Ũelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujŃcych 

w obecnoŜci dodecylosiarczanu sodu (SDS) w oparciu o zmodyfikowanŃ procedurň opisanŃ 

przez Laemmli (1970). 

JeŜli nie opisano inaczej, pr·by na Ũel przygotowano w nastňpujŃcy spos·b. Biağka 

mitochondrialne w iloŜci 20 Õg lub 40 Õg zawieszano w buforze SB (2x lub 4x SB) 

zawierajŃcym 5% lub 10% ɓ-merkaptoetanol. Pr·by kr·tko wirowano (6000 rpm, 15 s, 

temperatura pokojowa), a nastňpnie inkubowano przez 10 min w temperaturze 95ÁC 

z wytrzŃsaniem 450 rpm, w celu denaturacji biağek. Po zakoŒczonej inkubacji pr·by nakğadano 

na Ũel lub przechowywano w temperaturze -20ÁC do dalszych eksperyment·w. 

Dwuwarstwowy Ũel poliakrylamidowy przygotowano wedğug Tabeli 3.5. 

Elektroforezň prowadzono w buforze 1x Laemmli z wykorzystaniem zestawu Mini Protean II 

Cell (Bio-Rad) przy stağym napiňciu 160 V przez pierwsze 10 min, a nastňpnie 180 V przez 

okoğo 45 min. Jako biağkowy marker mas zastosowano roztw·r Precision Plus ProteinÊ Dual 

Xtra (Bio-Rad) w objňtoŜci 5 Õl. 

ü Bufor Laemmli (10x): 1.92 M glicyna; 0.25 M Tris, pH 8.3; 1% (w/v) SDS 
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Tabela 3.5. Skğad dwuwarstwowego Ũelu poliakrylamidowego stosowanego do elektroforezy SDS-PAGE. 

Uwzglňdniono proporcje odczynnik·w do przygotowania Ũelu rozdzielajŃcego o stňŨeniu 10%, 12% i 16% oraz 

Ũelu zagňszczajŃcego o stňŨeniu 4%. 

ŧel rozdzielajŃcy 10% 12% 16% ŧel zagňszczajŃcy 4% 

H2O (MiliQ)  4.0 ml 3.3 ml 2.0 ml H2O (MiliQ)  2.7 ml 

1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 3.3 ml 4.0 ml 5.3 ml 1 M Tris-HCl, pH 6.8 0.67 ml 

30% roztw·r 

Rotiphorese (stosunek 

29:1 akrylamidu do 

Metylenobis-akrylamidu, 

ROTH)  

2.5 ml 2.5 ml 2.5 ml 

30% roztw·r 

Rotiphorese (stosunek 

29:1 akrylamidu do 

Metylenobis-akrylamidu, 

ROTH)  

0.5 ml 

10% SDS 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml 10% SDS 40 Õl 

10% APS 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml 10% APS 40 Õl 

TEMED  4 Õl 4 Õl 4 Õl TEMED  4Õl 

 

3.2.15.3. Elektroforeza biağek w warunkach natywnych (BN-PAGE) 

JednokierunkowŃ elektroforezň w warunkach natywnych (1-D BN-PAGE) prowadzano na 

podstawie Schªgger (2001) oraz Na Ayutthaya i in. (2020). Przygotowanie pr·b i rozdziağ 

wykonywano w temperaturze 4ÁC. 

Przygotowanie pr·b do rozdziağu BN-PAGE 

Biağka mitochondrialne zawieszano w buforze solubilizujŃcym z digitoninŃ w stosunku 5 g 

biağek mitochondri·w/1 g digitoniny. Pr·by inkubowano na lodzie przez 20 minut i wirowano 

przez kolejne 20 minut z prňdkoŜciŃ 18 000 x g. Otrzymany supernatant przenoszono do 

prob·wek zawierajŃcych bufor obciŃŨajŃcy wraz z buforem solubilizujŃcym pozbawionym 

digitoniny. Tak przygotowane pr·by wirowano ponownie przez 1 min przy prňdkoŜci 18 000 

x g i nastňpnie zebrany supernatant rozdzielano r·wnolegle z biağkowym markerem mas 

NativeMarkTM Unstained Protein Standard (Thermo Fisher Scientific) z wykorzystaniem 

komercyjnie dostňpnych poliakrylamidowych Ũeli gradientowych 3%-12% (Thermo Fisher 

Scientific).  

Warunki elektroforezy 

Elektroforezň prowadzano w temperaturze 4ÁC z wykorzystaniem zestawu XCell SureLockÊ 

Mini -Cell (Thermo Fisher Scientific) i buforach katodowym z dodatkiem bğňkitu brylantowego 

Coomassie G-250 (Coomassie Brilliant Blue G-250) i anodowym przy poczŃtkowym stağym 

natňŨeniu 8-10 mA. Po okoğo 40 min bufor katodowy z Coomassie G-250 wymieniano na 

bufor katodowy bez Coomassie. Po zakoŒczonym rozdziale elektroforetycznym Ũele barwiono 

za pomocŃ koloidalnego roztworu CBB G-250 (podrozdziağ 3.2.17.1.1) lub rozdzielone biağka 
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poddawano transferowi na membranň PVDF i poddawano immunodetekcji (podrozdziağ 

3.2.16). W przypadku pr·b przeznaczonych na tzw. drugi kierunek (2-D BN/SDS-PAGE), 

z Ũelu wycinano odpowiednio cağe ŜcieŨki z rozdzielonymi kompleksami biağkowymi 

i w takiej formie przechowywano w temperaturze -80ÁC do momentu wykonania rozdziağu 

2-D BN/SDS-PAGE.  

ü Bufor solubilizujŃcy: 30 mM HEPES, pH 7.4, 150 mM octan potasu, 10% (v/v) glicerol  

ü Bufor solubilizujŃcy z digitoninŃ: 30 mM HEPES, pH 7.4, 150 mM octan potasu, 10% 

(v/v) glicerol, 5% (w/v) digitonina 

ü Bufor obciŃŨajŃcy (10x): 500 mM kwas Ů-aminokapronowy, 100 mM Bis-Tris, 5% (w/v) 

Coomassie Brilliant Blue G-250, pH 7.0 

ü Bufor anodowy (10x): 500 mM Bis-Tris, pH 7.0 

ü Bufor katodowy (10x): 500 mM Tricine, 150 mM Bis-Tris, pH 7.0 

ü Bufor katodowy z Coomassie (10x): 500 mM Tricine, 150 mM Bis-Tris, 0.2% (w/v) 

Coomassie Brilliant Blue G-250, pH 7.0  

3.2.15.4. Elektroforeza 2-D BN/SDS-PAGE (ang. Two-dimensional Blue 

Native/Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) 

Paski Ũelowe zawierajŃce rozdzielone w tzw. pierwszym kierunku (1-D BN-PAGE) 

kompleksy mitochondrialne inkubowano w 15 ml buforu solubilizujŃcego w temperaturze 

57ÁC przez 35 min z ciŃgğym ğagodnym mieszaniem. Inkubacjň prowadzono w piecu 

hybrydyzacyjnym (Boekel). Nastňpnie paski pğukano 3-krotnie w ultraczystej wodzie w celu 

usuniňcia resztek ɓ-merkaptoetanolu. Tak przygotowane paski nakğadano na uprzednio wylane 

10% Ũele poliakrylamidowe (opis poniŨej), unieruchamiano je miňdzy pğytami poprzez zalanie 

1.5% roztworem agarozy i wraz z markerem mas Precision Plus ProteinÊ Dual Xtra (Bio-

Rad) poddawano rozdziağowi z wykorzystaniem zestawu Mini Protean II Cell (Bio-Rad). 

W przeciwieŒstwie do wczeŜniej opisanej elektroforezy w warunkach denaturujŃcych (SDS-

PAGE) (podrozdziağ 3.2.15.2), do rozdziağu pr·b z zastosowaniem elektroforezy 2-D 

BN/SDS-PAGE zastosowano system elektroforetyczny oparty na trycynie (Schªgger i Von 

Jagow, 1987). Zastosowane poliakrylamidowe Ũele (1.5 mm, 8% spacer, 10% rozdzielajŃcy) 

przygotowano wedğug Tabeli 3.6. 
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Tabela 3.6. Skğad Ũelu poliakrylamidowego stosowanego do elektroforezy 2-D BN/SDS-PAGE. 

Uwzglňdniono proporcje odczynnik·w do przygotowania Ũelu rozdzielajŃcego o stňŨeniu 10% oraz dodatkowej 

wartwy Ũelu o stňŨeniu 8% okreŜlanej jako ĂSPACER GELò. 

ŧel rozdzielajŃcy 10% ŧel tzw. ĂSPACER GELò  8% 

Bufor Ũelowy (3x) 10 ml Bufor Ũelowy (3x) 3.35 ml 

Roztw·r akrylamidu 6.25 ml Roztw·r akrylamidu 1.60 ml 

87% Glicerol 4 ml 87% Glicerol - 

Woda sterylna 9.75 ml Woda sterylna 5.05 ml 

10% APS 100 ɛl 10% APS 33.5 ɛl 

TEMED  10 ɛl TEMED  3.35 ɛl 

Elektroforezň prowadzono w temperaturze 4ÁC z wykorzystaniem zestawu Mini Protean II 

Cell (Bio-Rad) w buforach anodowym i katodowym przy stağym napiňciu 110 V przez 

pierwsze 10 min, a nastňpnie przy 140 V.  

ü Roztw·r akrylamidu : Akrylamid/Metylenobis-akrylamid 49.5:3 

ü Bufor Ũelowy (3x): 3 M Tris base, 0.3% (w/v) SDS, pH 8.45 

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

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

ü Bufor solubilizujŃcy: 1x bufor Ũelowy, 2% (w/v) SDS, 10% (v/v) ɓ-merkaptoetanol 

ü Roztw·r agarozy: 1.5% (w/v) agaroza, 0.01% (w/v) bğňkit bromofenolowy, 1x bufor 

katodowy  

 

3.2.16. Western blotting 

Biağka rozdzielone na drodze SDS-PAGE lub 1-D BN-PAGE poddawano transferowi z Ũelu 

na membranň PVDF (polifluorek winylidenu) w celu analiz immunologicznych. W pracy 

wykorzystano technikň transferu mokrego w 10 mM CAPS (3-(Cyclohexylamino)-1-

propanesulfonic acid), pH 11.00, w aparacie Criterion z elektrodami pğytowymi (Bio-Rad). 

Transfer prowadzono przy stağym napiňciu 20-25 V przez ok. 1.5 h w temperaturze pokojowej 

z zastosowaniem wkğad·w chğodzŃcych lub przy stağym napiňciu 13-15 V przez cağŃ noc 

w temperaturze 4ÁC. WydajnoŜĺ transferu sprawdzano poprzez wybarwienie Ũelu za pomocŃ 

Coomassie Brilliant Blue G-250 (podrozdziağ 3.2.17.1). Po zakoŒczonym transferze, 

membranň barwiono przez 5 min roztworem Coomassie Brilliant Blue R-250. Po przepğukaniu 

membrany w roztworze odbarwiajŃcym i dokumentacji obrazu, membranň cağkowicie 

odbarwiano z wykorzystaniem 100% metanolu, pğukano przez 5 min w buforze TBS-T, 

a nastňpnie inkubowano w roztworze blokujŃcym (5% (w/v) roztw·r odtğuszczonego mleka 
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w TBS-T) przez 1 h w temperaturze pokojowej lub przez cağŃ noc w temperaturze 4ÁC. Po 

blokowaniu membranň pğukano trzykrotnie w buforze TBS-T (2x 5 min, 1x 10 min) 

i umieszczano w roztworze odpowiednich przeciwciağ (Tabela 3.4). W zaleŨnoŜci od 

zastosowanych przeciwciağ membranň inkubowano przez 1-1.5 h w temperaturze pokojowej 

lub przez cağŃ noc w temperaturze 4ÁC. Po tym czasie membranň ponownie pğukano jak wyŨej 

i poddawano inkubacji z roztworem odpowiednich przeciwciağ II-rzňdowych sprzňŨonych 

z peroksydazŃ chrzanowŃ (Tabela 3.4) przez 1 h w temperaturze pokojowej. Membranň 

ponownie pğukano jak wyŨej i poddawano immunodetekcji. Do immunodeteckji stosowano 

oparte na chemiluminescencji komercyjnie dostňpne zestawy ClarityÊ Western ECL (Bio-

Rad) oraz Western BrightTM Quantum (Advansta), a sygnağ odczytywano za pomocŃ G:BOX 

Chemi-Gel Imaging (Syngene). IntensywnoŜĺ prŃŨk·w okreŜlono iloŜciowo przy uŨyciu 

oprogramowania ImageJ Fiji (Fiji). 

ü Roztw·r Coomassie Brilliant Blue R-250: 0.05% (w/v) Coomassie Blue R-250, 40% 

(v/v) metanol, 7% (v/v) kwas octowy 

ü Roztw·r odbarwiajŃcy: 40% (v/v) metanol, 7 % (v/v) kwas octowy 

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

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

 

3.2.17. Metody barwienia i wizualizacji biağek w Ũelu  

3.2.17.1. Barwienie Ũelu poliakrylamidowego roztworem Coomassie Brilliant Blue 

(CBB) G-250 

3.2.17.1.1. Barwienie koloidalnym roztworem CBB G-250 

Po rozdziale elektroforetycznym Ũel inkubowano z ğagodnym koğysaniem w roztworze 

koloidalnym CBB G-250 przez co najmniej kilka godzin lub cağŃ noc. W miňdzyczasie roztw·r 

barwnika wymieniano dwukrotnie na ŜwieŨy. Nastňpnie Ũel przepğukiwano wodŃ 

i umieszczano w 10% roztworze (v/v) kwasu octowego na okoğo 60 min. Po odbarwieniu tğa, 

Ũel skanowano w celu detekcji uzyskanego obrazu. Na podstawie Dyballa i in., 2009.  

ü Roztw·r koloidalny Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB G-250): 0.02% (w/v) CBB 

G-250, 5% (w/v) siarczan glinu uwodniony, 20% (v/v) metanol, 2% (v/v) kwas 

ortofosforowy  
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3.2.17.1.2. Barwienie szybkie roztworem CBB G-250 (barwienie z zastosowaniem 

roztworu tzw. Rapid CBB G-250) 

Po rozdziale elektroforetycznym Ũel umieszczano w roztworze utrwalajŃcym i inkubowano 

ğagodnie koğyszŃc przez 15 min. Potem Ũel barwiono w roztworze barwiŃcym CBB G-250 

przez okoğo 30-40 min. W miňdzyczasie dwukrotnie wymieniano roztw·r barwiŃcy CBB G-

250 na ŜwieŨy. Nastňpnie Ũel przepğukiwano wodŃ i inkubowano w 10% roztworze (v/v) kwasu 

octowego przez okoğo 40-60 min w celu odbarwienia tğa. Po odbarwieniu tğa, Ũel skanowano 

w celu detekcji uzyskanego obrazu. 

ü Roztw·r utrwalajŃcy: 25% (v/v) izopropanol, 10% (v/v) kwas octowy.  

ü Roztw·r barwiŃcy Rapid Coomassie Brilliant Blue G-250 (Rapid CBB G-250): 10% 

(v/v) kwas octowy, 0.006% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250.  

3.2.17.2. Autoradiografia  

Suszenie barwionego Ũelu i wizualizacja radioaktywnie znakowanych biağek za pomocŃ 

autoradiografii byğy przeprowadzane zgodnie z protokoğem opisanym przez Kwasniak-

Owczarek i in. (2022). W skr·cie, po rozdziale elektroforetycznym Ũel utrwalano i barwiono 

roztworem tzn. Rapid CBB G-250 (podrozdziağ 3.2.17.1.2). Nastňpnie po pğukaniu ultraczystŃ 

wodŃ i inkubacji w 5% roztworze glicerolu, Ũel poddawano suszeniu (1 h, 70ÁC) i umieszczano 

w kasecie do radiografii. Od tego momentu wszystkie kolejne kroki wykonywano w ciemni, 

przy Ŝwietle czerwonym. Na Ũel nakğadano kliszň, po czym kasetň zamykano i pozostawiono 

w temperaturze pokojowej na kilka dni. Po odpowiednim okresie naŜwietlania kliszň 

wywoğywano. WyschniňtŃ kliszň skanowano i dokonywano analizy uzyskanego obrazu.  

3.2.18. Ko-immunoprecypitacja (Ko-IP) 

W doŜwiadczeniu wykorzystano zğoŨe Anti-Flag Affinity Gel (Bimake). 

Koimmunoprecypitacjň oddziağujŃcych biağek wykonywano na frakcjach mitochondrialnych 

izolowanych z 2-tygodniowych roŜlin hodowanych w warunkach LD, 22ÁC i LD, 30ÁC, 

z wykorzystaniem przeciwciağ anty-FLAG. W przypadku badania biağek oddziağujŃcych 

z proteazŃ FTSH4 zastosowano liniň roŜlin FTSH4H486Y, zaŜ jako kontrolň zastosowano 

mutanta insercyjnego ftsh4-1. Mutant FTSH4H486Y ze wzglňdu na obecnoŜci mutacji punktowej 

w domenie proteolitycznej proteazy FTSH4 posğuŨyğ do tzw. puğapkowania substrat·w 

(TRAP), poniewaŨ biağka wiŃŨŃ siň z proteazŃ, lecz nie ulegajŃ proteolizie (OpaliŒska i in., 
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2018). W przypadku poszukiwania biağek oddziağujŃcych z proteazŃ OMA1 w badaniu 

zastosowano liniň roŜlin OMA1OE ze zwiňkszonŃ ekspresjŃ OMA1, zaŜ jako kontrolň 

wykorzystano roŜliny typu WT. DoŜwiadczenie wykonano w 4 powt·rzeniach biologicznych 

dla kaŨdego zestawu.  

Pobierano po 300 Õg biağka mitochondri·w, kt·re wirowano przez 10 min przy prňdkoŜci 

21 000 x g w temperaturze 4ÁC. Uzyskany osad zawieszano w buforze solubilizujŃcym 

(koŒcowe stňŨenie 1 mg biağka/1 ml buforu) i inkubowano przez 30 min w temperaturze 4ÁC 

z ciŃgğym mieszaniem (end-over-end rotator). Materiağ, kt·ry nie ulegğ rozpuszczeniu 

oddzielano poprzez wirowanie z prňdkoŜciŃ 18 000 x g przez 10 min w temperaturze 4ÁC. 

Uzyskany supernatant przenoszono do nowej prob·wki typu eppendorf. Na tym etapie z kaŨdej 

z pr·b pobierano po 30 Õl supernatantu (INPUT), a pozostağŃ czňŜĺ supernatantu po 

dopeğnieniu buforem nakğadano na zr·wnowaŨone zğoŨe (opis poniŨej).  

W czasie inkubacji mitochondri·w, na pojedynczŃ kolumnň (Thermo Fisher Scientific) 

nakğadano po 200 Õl buforu WASH1, a nastňpnie za pomocŃ Ŝciňtej koŒc·wki po 40 Õl zğoŨa. 

Kolumnň intensywnie mieszano i wirowano z prňdkoŜciŃ 1 000 x g przez 1 min w temperaturze 

4ÁC. PrzesŃcz wylewano. Kolumnň ze zğoŨem anty-FLAG ponownie przepğukiwano 200 Õl 

buforu WASH1, mieszano i wirowano jak powyŨej. Przepğukiwanie zğoŨa buforem WASH1 

powtarzano jeszcze dwukrotnie.  

Ze wzglňdu na rekomendowanŃ przez producenta minimalnŃ objňtoŜĺ pr·by (300 Õl), do 

uzyskanego na etapie solubilizacji mitochondri·w supernatantu (~270 Õl) dodawano 

dodatkowe 50 Õl buforu WASH1. Tak przygotowane pr·by nakğadano na kolumnň ze 

zr·wnowaŨonym zğoŨem anty-FLAG i inkubowano przez 3 h i 15 min w temperaturze 4ÁC 

z ciŃgğym mieszaniem (end-over-end rotator). Po tym czasie, pr·by wirowano z prňdkoŜciŃ 

1 000 x g przez 1 min w temperaturze 4ÁC. Z kaŨdego przesŃczu pobierano po 30 Õl pr·bki 

i przenoszono do nowych prob·wek typu eppendorf (FLOW THROUGH). Pozostağy przesŃcz 

odrzucano. Na zğoŨe nakğadano po 400 Õl buforu WASH2. Pr·by inkubowano przez 5 min 

w temperaturze 4ÁC z ciŃgğym mieszaniem (end-over-end rotator), a nastňpnie wirowano 

z prňdkoŜciŃ 5 000 rpm przez 1 min w temperaturze 4ÁC. Nastňpnie na zğoŨe nakğadano po 250 

Õl buforu WASH2, pr·by mieszano i wirowano z prňdkoŜciŃ 1 000 x g przez 1 min 

w temperaturze 4ÁC. Przepğukiwanie wykonywano 3-krotnie. Po ostatnim wirowaniu 

z kaŨdego przesŃczu pobierano po 30 Õl pr·bki (WASH). Pozostağy przesŃcz odrzucano. 
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Elucjň biağek zwiŃzanych ze zğoŨem wykonywano z zastosowaniem buforu solubilizujŃcego 

Laemmli. Kolumny ze zğoŨem przenoszono do nowych, czystych pr·b·wek typu eppendorf, 

na zğoŨe nakğadano po 80 Õl buforu 2x SB bez ɓ-merkaptoetanolu i pr·by inkubowano przez 

10 min w temperaturze 20ÁC z wytrzŃsaniem 1 400 rpm. Pr·by wirowano z prňdkoŜciŃ 1 000 

x g przez 2 min. Zebrany do pr·b·wek przesŃcz dodatkowo inkubowano w temperaturze 95ÁC 

przez 3 min z wytrzŃsaniem 450 rpm (ELUAT). Do kaŨdej pr·b INPUT, FLTH i WASH 

dodawano po 10 Õl buforu 4x SB (+ɓ-ME) i inkubowano przez 10 min w temperaturze 95ÁC 

z wytrzŃsaniem 450 rpm. PoprawnoŜĺ przeprowadzonej koimmunoprecypitacji potwierdzano 

poprzez immunoblotting. Do immunodetekcji pobierano po 12 Õl pr·by. W przypadku pr·b 

ELUAT, przed nağoŨeniem na Ũel pr·by uzupeğniano o ɓ-merkaptoetanol.  

Identyfikacjň biağek zwiŃzanych ze zğoŨem anty-FLAG przeprowadzono za pomocŃ LC-

MS/MS (ang. Liquid Chromatography - Tandem Mass Spectrometry). Do analiz LC-MS/MS 

pobierano po 60 Õl pr·b ELUAT. Analizy LC-MS/MS zostağy wykonane w Pracowni 

Proteomiki i Spektrometrii Mas w Mağopolskim Centrum Biotechnologii Uniwersytetu 

JagielloŒskiego w Krakowie. Biağka uwaŨane za interaktory badanych proteaz speğniağy 

nastňpujŃce kryteria: 1. Biağka zidentyfikowane we wszystkich 4 potw·rzeniach 

biologicznych; 2. Biağka zidentyfikowane z Ó 2 peptydami przynajmniej w jednym 

eksperymencie w pr·bkach badanych (FTSH4H486Y lub OMAOE); 3. Biağka nieobecne 

w pr·bkach kontrolnych (ftsh4-1 lub oma1) + biağka zidentyfikowane z 2.5-krotnie wyŨszym 

Ŝrednim wynikiem biağka w pr·bkach badanych w por·wnaniu z pr·bkami kontrolnymi; 

4. Biağka zidentyfikowane ze Ŝrednim wynikiem Ó 40. 

ü WASH 1, pH 7.7: 50 mM Tris HCl, 150 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 10% (v/v) glicerol, 

pH 7.7 

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

1x EDTA-free inhibitor  

ü WASH 2, pH 7.7: WASH1 + 0.1% (w/v) digitonina + 1 mM PMSF + 1x EDTA-free 

inhibitor  

3.2.19. Analizy por·wnawcze proteomu mitochondrialnego oparte o spektrometriň mas  

W ramach pracy doktorskiej wykonane zostağy por·wnawcze analizy iloŜciowe proteomu 

mitochondrialnego mutant·w ftsh4 i oma1 w por·wnaniu do WT z wykorzystaniem 

spektrometrii mas: analiza iTRAQ i analiza COFRADIC.  
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3.2.19.1. Analiza iTRAQ (ang. Isobaric Tags for Relative and Absolute Quantitation) 

Analizy iTRAQ pozwalajŃ na globalne por·wnanie dw·ch lub wiňcej proteom·w. Metoda 

szczeg·ğowo opisana w Maziak i in., 2021. W niniejszej pracy zastosowano analizy proteomiki 

r·Ũnicowej do por·wnania proteomu mitochondrialnego roŜlin typu WT i mutant·w. Analizy 

iTRAQ wykonane zostağy z wykorzystaniem mitochondri·w izolowanych z 14-dniowych 

roŜlin typu dzikiego oraz mutant·w ftsh4 i oma1 uprawianych w formie hodowli wodnych 

w warunkach LD, 22ÁC oraz LD, 30ÁC. Analizy zostağy wykonane w Laboratorium 

Spektrometrii Mas, IBB PAN w Warszawie. W badaniach wykorzystano 4 powt·rzenia 

biologiczne dla kaŨdej z pr·b.  

3.2.19.2. Analiza COFRADIC  (ang. Combined Fractional Diagonal 

Chromatography) 

Globalne analizy COFRADIC pozwalajŃ na identyfikacjň nowopowstağych N-koŒcowych 

sekwencji polipeptyd·w wystňpujŃcych w organizmie. Metoda szczeg·ğowo zostağa opisana 

w Staes i in., (2011, 2017). Po kr·tce, poprzez zablokowanie naturalnie wystňpujŃcych 

wolnych grup aminowych i zastosowanie mocno hydrofobowego zwiŃzku TNBS (ang. 2,4,6-

trinitrobenzenesulfonic acid), kt·ry selektywnie wiŃŨe siň do powstağych na etapie trawienia 

trypsynŃ reszt aminowych, moŨliwe jest zidentyfikowanie fragment·w bňdŃcych efektem 

ciňcia naturalnie wystňpujŃcych w organizmie proteaz. Na podstawie por·wnania fragment·w 

uzyskanych z roŜlin typu dzikiego wzglňdem mutanta pozbawionego badanej proteazy 

moŨliwe jest zdefiniowanie miejsca ciňcia w obrňbie sekwencji potencjalnego substratu. 

Analizy COFRADIC wykonane zostağy z wykorzystaniem mitochondri·w izolowanych 

z 14-dniowych roŜlin typu dzikiego oraz mutant·w ftsh4 i oma1 uprawianych w formie 

hodowli wodnych w warunkach LD, 22ÁC oraz LD, 30ÁC. Analizy zostağy wykonane w VIB 

Proteomics Core, Uniwersytet w Ghent, w Belgii w ramach realizacji projektu ĂThe 

Arabidopsis mitochondrial N-terminome: identification of protein substrates for the inner 

membrane FTSH4 and OMA1 metalloproteasesò. W badaniach wykorzystano 3 powt·rzenia 

biologiczne dla kaŨdej z pr·b.  

3.2.20. Odwrotna transkrypcja  

Reakcjň odwrotnej transkrypcji prowadzono z wykorzystaniem cağkowitego RNA jako 

matrycy i zestawu High capacity cDNA Reverse Transcription Kit. Procedurň przeprowadzano 

wedğug protokoğu zağŃczonego przez producenta. W reakcji zastosowano mieszaninň kr·tkich 
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6-nukleotydowych starter·w losowych (ang. random hexamer). Mieszaninň reakcyjnŃ, 

przygotowanŃ jako 2x RT Master Mix, zawierajŃcŃ dodatkowo inhibitor RNaz (Thermo Fisher 

Scientific), mieszano z RNA w stosunku 1:1. Otrzymany w ten spos·b cDNA posğuŨyğ dalej 

jako matryca do reakcji PCR.  

3.2.21. Reakcja PCR (ang. polymerase chain reaction) 

3.2.21.1. PCR klasyczny 

W celu amplifikacji sekwencji kodujŃcych (CDS) wybranych biağek wykorzystywanych 

w kolejnym kroku do klonowania, przeprowadzano reakcjň PCR z wykorzystaniem 

polimerazy DNA o wysokiej wiernoŜci replikacji (PhusionÊ High-Fidelity DNA 

Polymerase). Jako matrycň stosowano cDNA uzyskany na drodze odwrotnej transkrypcji 

(podrozdziağ 3.2.20). Mieszaninň reakcyjnŃ przygotowywano wedğug protokoğu zağŃczonego 

przez producenta. Wykaz stosowanych starter·w zamieszczono w Tabeli 3.1.  

3.2.21.2. PCR kolonijny  

W celu potwierdzenia obecnoŜci wstawki w wektorze stosowano PCR kolonijny. Reakcjň 

przeprowadzano z wykorzystaniem polimerazy DNA Taq (DreamTaq Green DNA 

Polymerase). Jako Ŧr·dğo matrycy stosowano kolonie bakteryjne wybrane na etapie selekcji 

biağo-niebieskie (podrozdziağ 3.2.25). Kolonie zawieszano w 10 Õl sterylnej wody MiliQ, 

a nastňpnie do reakcji PCR pobierano po 1 Õl zawiesiny. Ze wzglňdu na zastosowanie 

zawiesiny bakteryjnej jako Ŧr·dğo DNA, etap denaturacji wstňpnej wydğuŨono do 10 min. 

Wykaz stosowanych starter·w zamieszczono w Tabeli 3.1.  

3.2.21.3. PCR w czasie rzeczywistym (ang. quantitative real time PCR, qRT-PCR) 

Analizň ekspresji gen·w metodŃ iloŜciowego PCR przeprowadzono z wykorzystaniem 

gotowej mieszaniny RT PCR Mix SYBRÈ B przy uŨyciu termocyklera CFX96 Touch Real-

Time PCR Detection System (Bio-Rad) i oprogramowania Bio-Rad CFX Maestro. Do reakcji 

wykorzystywano 10-krotnie rozcieŒczony cDNA uzyskany na etapie odwrotnej transkrypcji 

(podrozdziağ 3.2.20). Jako gen referencyjny zastosowano gen ACT2 A. thaliana (At3g18780). 

Startery uŨyte do qRT-PCR zamieszczono w Tabeli 3.2.  

3.2.22. Oczyszczanie produkt·w reakcji PCR 

3.2.22.1. Oczyszczanie produkt·w reakcji PCR z Ũelu agarozowego 

ŧel po rozdziale elektroforetycznym (podrozdziağ 3.2.15.1) umieszczano na transluminatorze, 

a nastňpnie przy uŨyciu skalpela wycinano prŃŨek zawierajŃcy badany DNA. Do izolacji DNA 
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z Ũelu wykorzystano jeden z zestaw·w do oczyszczania DNA z Ũelu i postňpowano zgodnie 

z protokoğem zağŃczonym przez producenta. StňŨenie uzyskanego preparatu mierzono 

z wykorzystaniem spektrofotometru DeNovix (podrozdziağ 3.2.10). 

3.2.22.2. Oczyszczanie produkt·w reakcji PCR z mieszaniny reakcyjnej  

W przypadku produkt·w reakcji PCR, kt·re po rozdziale elektroforetycznym (podrozdziağ 

3.2.15.1) widniağy na Ũelu tylko w postaci jednego, wyraŦnego prŃŨka, stosowano metodň 

oczyszczania produktu bezpoŜrednio z mieszaniny reakcyjnej z wykorzystaniem zestawu 

GeneJET PCR Purification Kit. Postňpowano zgodnie z protokoğem zağŃczonym przez 

producenta. StňŨenie uzyskanego preparatu mierzono z wykorzystaniem spektrofotometru 

DeNovix (podrozdziağ 3.2.10). 

3.2.23. Klonowanie wstawki DNA  

3.2.23.1. Klasyczne klonowanie poprzez trawienie enzymami restrykcyjnymi 

Klonowanie gen·w kodujŃcych potencjalne substraty proteaz FTSH4 i OMA1 na podstawie 

analiz COFRADIC do wektora pGEM3Zf(+) przeprowadzono wedğug poniŨszych etap·w. 

Listň uzyskanych plazmid·w zaprezentowano w Tabeli 3.7.  

3.2.23.1.1.  Trawienie enzymami restrykcyjnymi wektora i wstawki  

Do trawienia wektora pGEM3Zf(+) i danej wstawki stosowano zestaw dw·ch wybranych 

enzym·w restrykcyjnych firmy Thermo Fisher Scientific (Tabela 3.7). Nastawiano reakcjň 

jednoczesnego, podw·jnego trawienia materiağu DNA. Warunki samej reakcji projektowano 

w oparciu o narzňdzie Double Digest Calculator - Thermo Scientific. Stosowano bufory 

rekomendowane przez producenta. Pr·by inkubowano w temperaturze 37ÁC przez noc (okoğo 

16 godzin). Po zakoŒczeniu reakcji trawienia, przeprowadzano termalnŃ inaktywacjň 

stosowanych enzym·w wedğug wytycznych producenta.  

Tabela 3.7. Spis zrekombinowanych plazmid·w utworzonych w trakcie realizacji pracy. Zaprezentowano 

nazwň i wielkoŜĺ genu stanowiŃcego wstawkň, nazwň wektora oraz zestaw enzym·w stosowanych na etapie 

klonowania dla kaŨdego z gen·w. Podane numery akcesyjne pobrano z bazy danych TAIR. 

Numer AGI  Gen WielkoŜĺ wstawki Wektor docelowy Enzymy restrykcyjne 

At5g08060 B14.5 (Furry) 396 pz  pGEM3Zf(+) EcoRI; XbaI 

At2g02050 B18 309 pz  pGEM3Zf(+) EcoRI; BamHI 

At2g27730 P2 339 pz  pGEM3Zf(+) EcoRI; BamHI 

At3g52300 ATPd 507 pz  pGEM3Zf(+) EcoRI; BamHI 

At5g10860 CBSX3 621 pz  pGEM3Zf(+) EcoRI; BamHI 

At4g15910 LEA41 312 pz  pGEM3Zf(+) EcoRI; BamHI 
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3.2.23.1.2. Oczyszczanie produkt·w trawienia 

Po zakoŒczonej reakcji trawienia, mieszaniny zawierajŃce dany wektor i wstawkň oczyszczano 

za pomocŃ zestawu GeneJET PCR Purification Kit. Postňpowano zgodnie z protokoğem 

zağŃczonym przez producenta. 

3.2.23.1.3. Ligacja wektora i wstawki  

Oczyszczone po trawieniu wektor i wstawka poddawano procesowi ligacji z wykorzystaniem 

Ligazy T4. W projektowaniu warunk·w reakcji zazwyczaj stosowano stosunek wektora do 

wstawki 1:3. W przypadku transformacji o sğabej wydajnoŜci stosowano stosunek 1:5. Do 

wyliczeŒ iloŜci wektora i wstawki potrzebnych do reakcji ligacji wykorzystywano przelicznik 

dostňpny pod zağŃczonym linkiem (http://www.insilico.uni-duesseldorf.de/Lig_Input.html) lub 

wartoŜci te wyliczano w oparciu o wz·r: m=3(dğugoŜĺ wstawki/dğugoŜĺ wektora)m 

wektora, gdzie Ămò oznacza iloŜĺ w ng. Reakcjň ligacji prowadzono z zastosowaniem buforu 

rekomendowanego przez producenta doğŃczonego do ligazy. Pr·by inkubowano 

w temperaturze 21ÁC przez 1 h. Nastňpnie enzym dezaktywowano w temperaturze 65ÁC przez 

10 min. Pr·by kr·tko wirowano i umieszczano na lodzie. Transformacjň bakterii 

chemikompetentnych DH5Ŭ przeprowadzono wedğug protokoğu opisanego w podrozdziale 

3.2.24. 

3.2.23.2. Klonowanie z zastosowaniem systemu Gateway 

Klonowanie gen·w kodujŃcych FTSH4 i SLP1 do wektor·w pSAT4-DEST-nEYFP-C1 

i pSAT5-DEST-cEYFP-C1(B) przeprowadzono z wykorzystaniem systemu Gateway. 

Zsyntezowane metodŃ PCR fragmenty DNA (podrozdziağ 3.2.21.1) kodujŃce odpowiednie 

biağka pozbawione kodonu STOP wprowadzano do wektora wejŜciowego pENTRÊ/D-TOPO 

z uŨyciem zestawu odczynnik·w do klonowania pENTRÊ/D-TOPOÊ Cloning Kit with One 

ShotÊ TOP10 Chemically Competent E. coli. Postňpowano wedğug protokoğu zağŃczonego 

przez producenta z wydğuŨeniem czasu inkubacji do 30 min. Wyizolowane plazmidy 

przejŜciowe przed wklonowaniem do wektora docelowego wysyğano do sekwencjonowania 

(podrozdziağ 3.2.27). Klonowanie wektor·w wyjŜciowych (pENTR) do wektor·w 

ekspresyjnych (pDEST) przeprowadzano za pomocŃ reakcji rekombinacji LR 

z wykorzystaniem zestawu GatewayÊ LR ClonaseÊ II Enzyme mix. MieszaninŃ reakcyjnŃ 

transformowano bakterie DH5Ŭ (podrozdziağ 3.2.24) i wysiewano na podğoŨe selekcyjne. 
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Plazmidy wyizolowane z wyselekcjonowanych transformant·w miağy posğuŨyĺ do badaŒ 

oddziağywaŒ BiFC. 

3.2.24. Transformacja bakterii  

Chemikompetentne bakterie E. coli DH5Ŭ transformowano metodŃ szoku termicznego na 

podstawie Sambrook i in., 1989. W skr·cie, do 50 Õl porcji bakterii chemikompetentnych 

DH5Ŭ umieszczonych na lodzie dodawano ~50 ng wybranego plazmidu lub 5 Õl mieszaniny 

ligacyjnej. Zawiesinň bakteryjnŃ inkubowano na lodzie przez 30 min, po czym prob·wki 

przenoszono na 30 sek. do bloku grzejnego nagrzanego do temperatury 42ÁC. Nastňpnie 

zawiesinň szybko schğadzano na lodzie, dodawano do niej 1 ml poŨywki pğynnej LB 

i inkubowano przez 1 h w temperaturze 37ÁC z wytrzŃsaniem 180 rpm. Po tym czasie hodowle 

wirowano przez 5 min z prňdkoŜciŃ 6000 rpm w temperaturze pokojowej. Supernatant 

odrzucano. Tak przygotowane bakterie wysiewano na podğoŨe selekcyjne zawierajŃce 

antybiotyki lub inne zwiŃzki selekcyjne. W przypadku bakterii transformowanych wektorem 

pGEM3Zf(+) stosowano podğoŨe LB + IPTG/X-Gal/ampicylina, wektorem pENTRÊ/D-

TOPO - podğoŨe LB + kanamycyna, a wektorami pSAT4-DEST-nEYFP-C1 i pSAT5-DEST-

cEYFP-C1(B) - podğoŨe LB + ampicylina. Z wybranych pojedynczych kolonii zakğadano 

hodowle pğynne (5 ml pğynnej poŨywki LB + odpowiedni antybiotyk). Bakterie inkubowano 

przez noc (~16 h) w temperaturze 37ÁC z wytrzŃsaniem 180 rpm. Tak uzyskane cağonocne 

hodowle wodne wykorzystywano do izolacji plazmidu (podrozdziağ 3.2.9). 

ü poŨywka pğynna LB: poŨywka LB 

ü roztw·r ampicyliny: ampicylina (100 mg/ml) 

ü roztw·r kanamycyny: kanamycyna (100 mg/ml) 

ü pğytki LB+IPTG/X-Gal/ampicylina: poŨywka LB, 1.5% (w/v) agar bakteriologiczny, 0.5 

mM IPTG, 80 Õg/ml X-gal, 100 Õg/ml ampicylina. 

ü pğytki LB + ampicylina: 1.5% (w/v) agar bakteriologiczny, poŨywka LB, 100 Õg/ml 

ampicylina. 

ü pğytki LB + kanamycyna: 1.5% (w/v) agar bakteriologiczny, poŨywka LB, 50 Õg/ml 

kanamycyna. 

3.2.25. Selekcja biağo-niebieskie 

Do selekcji zrekombinowanych plazmid·w pGem-3Zf(+) stosowano tzw. selekcjň biağo-

niebieskie. Prawidğowe sklonowanie wstawki do wektora pGem-3Zf(+) przerywa sekwencjň 
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kodujŃcŃ jeden z fragment·w ɓ-galaktozydazy (nazywany fragmentem lacZɋ), enzymu 

odpowiedzialnego za rozkğad bezbarwnego substratu X-Gal (bromo-chloro-indolilo-

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

ten proces, pozostawiajŃc X-Gal w formie niezmienionej. ĂPoprawneò transformanty sŃ zatem 

okreŜlano na podstawie biağego zabarwienia kolonii, kt·re wyrosğy na podğoŨu selekcyjnym 

LB + IPTG/X-Gal/ampicylina. Z wybranych pojedynczych kolonii zakğadano hodowle pğynne 

(5 ml pğynnej poŨywki LB + ampicylina). Bakterie inkubowano przez noc (~16 h) 

w temperaturze 37ÁC z wytrzŃsaniem 180 rpm. Tak uzyskane cağonocne hodowle wodne 

wykorzystywano do izolacji plazmidu (podrozdziağ 3.2.9). W celu wstňpnej weryfikacji 

pozytywnych transformant·w z pozostağej czňŜci kolonii przeprowadzono reakcjň PCR 

kolonijnego (podrozdziağ 3.2.21.2) z zastosowaniem starter·w pozwalajŃcych na amplifikacjň 

obecnej wstawki (Tabela 3.1).  

ü poŨywka pğynna LB: poŨywka LB, 

ü roztw·r ampicyliny: ampicylina (100 mg/ml) 

ü pğytki LB+IPTG/X-Gal/ampicylina: 1.5% (w/v) agar bakteriologiczny, poŨywka LB, 

0.5 mM IPTG, 80 Õg/ml X-gal, 100 Õg/ml ampicylina. 

ü pğytki LB + ampicylina: 1.5% (w/v) agar bakteriologiczny, poŨywka LB, 100 Õg/ml 

ampicylina. 

3.2.26. Stoki glicerolowe kom·rek bakteryjnych 

Do 0.5 ml cağonocnej hodowli bakteryjnej E. coli dodawano 0.5 ml 50% sterylnego roztworu 

glicerolu. Pr·bki delikatnie mieszano poprzez kilkukrotnŃ inwersjň, a nastňpnie umieszczano 

w -80ÁC i pozostawiono do cağkowitego zamroŨenia.  

3.2.27. Sekwencjonowanie  

Sekwencjonowanie wyizolowanych plazmid·w zlecano firmie Eurofins (Niemcy). Korzystano 

z usğugi SeqTube. Do wysyğki przygotowywano pr·by o objňtoŜci 15 Õl i stňŨeniu ~70 ng/Õl. 

W przypadku plazmidu pGem-3Zf(+) sekwencjonowanie przeprowadzono z wykorzystaniem 

komercyjnego startera M13 (uni-43). W przypadku plazmidu pENTR/D-TOPO do 

sekwencjonowania wykorzystywano parň komercyjnych starter·w: M13 (uni-21) oraz M13 

(rev-29). Dodatkowo, sekwencjonowanie plazmidu zawierajŃcego sekwencjň kodujŃcŃ biağka 

FTSH4 wymagağo zastosowania dodatkowego startera obejmujŃcego ŜrodkowŃ czňŜĺ 

sekwencji kodujŃcej tego biağka (Tabela 3.3). Uzyskane sekwencje badanych konstrukt·w 
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zestawiono z odpowiadajŃcŃ sekwencjŃ kodujŃcŃ (CDS) gen·w z bazy TAIR 

z wykorzystaniem programu Clustal W i jego funkcji dopasowywania wielu sekwencji 

(ang. multiple sequence alingment). 

3.2.28. Translacja in vitro  

Translacjň in vitro wybranych substrat·w biağkowych wykonano z wykorzystaniem zestawu 

TNT Coupled Reticulocyte Lysate System. Procedurň przeprowadzono wedğug protokoğu 

zağŃczonego przez producenta. W reakcji stosowano inhibitor RNaz rekomendowany przez 

producenta (RNasine Ribonulease Inhibitor, Promega) oraz L-[35S]-Metioninň (PerkinElmer). 

Jako matrycň DNA wykorzystywano 2 Õg zrekombinowanego plazmidu pGEM-3Zf(+) 

zawierajŃcego wklonowanŃ pod promotorem T7 sekwencjň CDS wybranego biağka. Wykaz 

zrekombinowanych plazmid·w zamieszczono w Tabeli 3.7. Otrzymane produkty translacji 

(0.5 Õl) analizowano za pomocŃ elektroforezy w Ũelu poliakrylamidowym (podrozdziağ 

3.2.15.2) i obrazowano z wykorzystaniem autoradiografii (podrozdziağ 3.2.17.2). PozostağŃ 

czňŜĺ mieszaniny przechowywano w temperaturze -80ÁC do momentu przeprowadzenia 

importu zsyntetyzowanego biağka do izolowanych mitochondri·w.  

3.2.29. Import biağek do mitochondri·w 

Import biağek znakowanych izotopem L-metioniny [35S] wykonano na podstawie metody 

opisanej przez Duncan i in., 2015. Import przeprowadzano z wykorzystaniem mitochondri·w 

izolowanych z 2-tygodniowych hodowli wodnych hodowanych w warunkach optymalnych 

(LD, 22ÁC). Do importu wykorzystywano radioaktywnie znakowane prekursory biağkowe 

uzyskane na etapie translacji in vitro (podrozdziağ 3.2.28). Wizualizacjň radioaktywnie 

znakowanych biağek wykonano za pomocŃ autoradiografii (podrozdziağ 3.2.17.2).  

3.2.30. Profilowanie kompleks·w i klastrowanie hierarchiczne  

Profile iloŜciowe biağek oparte na wartoŜciach iBAQ (iBAQ, kwantyfikacja bezwzglňdna 

oparta na intensywnoŜci; Schwanhªusser i in., 2011) utworzone zostağy za pomocŃ 

oprogramowania NOVA (wersja 0.8.0; Giese i in., 2015), zaŜ ich zgrupowanie hierarchicznie 

przy uŨyciu procedury Ŝredniego powiŃzania opartej na odlegğoŜci korelacji Pearsona. 

Wymagane wartoŜci iBAQ biağek we wszystkich frakcjach Ũelowych uzyskano z danych 

zaprezentowanych przez Rugen i in., 2019.  
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4. WYNIKI  

 W niniejszej pracy gğ·wnym materiağem badawczym byğy mutanty insercyjne A. thaliana, 

ftsh4 i oma1, pozbawione odpowiednio proteaz mitochondrialnych FTSH4 i OMA1, kt·re 

zostağy opisane w szczeg·ğach we wstňpie. Ze wzglňdu na gğ·wny cel pracy, czyli okreŜlenie 

roli proteaz FTSH4 i OMA1 w odpowiedzi roŜlin na stres podwyŨszonej temperatury, mutanty 

ftsh4 i oma1 por·wnywane byğy z roŜlinami typu dzikiego zar·wno w warunkach optymalnych 

dla wzrostu (LD, 22ÁC), jak r·wnieŨ w warunkach umiarkowanie podwyŨszonego stresu 

temperaturowego (LD, 30ÁC). CzňŜĺ zaprezentowanych poniŨej uzyskanych przeze mnie 

danych zostağa opublikowana w Maziak i in. (2021). 

4.1. Typ termotolerancji charakterystyczny dla FTSH4 i OMA1  

Cztery gğ·wne typy termotolerancji wystňpujŃce u roŜlin mogŃ byĺ skategoryzowane 

w oparciu o reŨim stresu cieplnego: termotolerancja podstawowa (BT), kr·tkoterminowa 

termotolerancja nabyta (SAT, ang. Short-term Acquired Thermotolerance), dğugoterminowa 

termotolerancja nabyta (LAT, ang. Long-term Acquired Thermotolerance) oraz 

termotolerancja na umiarkowanie wysokŃ temperaturň (TMHT) (Hu i in., 2012; Yeh i in., 

2012). Ze wzglňdu na fakt, Ũe zar·wno ftsh4 jak i oma1 to mutanty wykazujŃce znaczŃce 

zmiany fenotypowe w czasie wzrostu w temperaturze 30ÁC (Figura 1.9; Smakowska i in., 

2016, Migdal i in., 2017), zdecydowano siň wykonaĺ opisane w literaturze testy okreŜlajŃce 

typ termotolerancji (Figura 4.1; Yeh i in., 2012). Jako kontrolň wraŨliwoŜci na ciepğo wybrano 

mutanta Arabidopsis hot1, z mutacjŃ w genie kodujŃcym biağko HSP101 (HSP101), poniewaŨ 

wykazuje on defekt we wszystkich typach termotolerancji z wyjŃtkiem TMHT (Larkindale 

i in., 2005). Mutant insercyjny ftsh11, pozbawiony proteazy FTSH11 (Adam i in., 2019, 

Urant·wka i in., 2005), zostağ uŨyty jako kontrola pozytywna dla test·w SAT i LAT (Chen 

i in., 2006), a mge2, pozbawiony mitochondrialnego biağka MGE2, stanowiğ kontrolň 

pozytywnŃ dla testu TMHT (Hu i in., 2012). Fenotypy siewek Arabidopsis typu dzikiego 

i mutant·w ftsh4-1 i oma1 po testach BT, SAT, LAT i TMHT w obecnoŜci odpowiednich 

kontroli przedstawiono na Figurze 4.1.  
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Figura 4.1. Testy termotolerancji i ich wpğyw na morfologiň mutant·w ftsh4-1 i oma1. A. Fenotyp siewek 

WT, ftsh4-1, oma1 i mge2-1 po 8 dniach okresu regeneracji po zastosowanym teŜcie TMHT (schemat po prawej 

stronie). Mutant mge2-1 - kontrola pozytywna dla testu TMHT. B. Fenotyp siewek WT, ftsh4-1, oma1, mge2-1, 

ftsh11 i hot1 po 10 dniach okresu regeneracji po zastosowaniu testu BT lub po 14 dniach okresu regeneracji po 

zastosowaniu test·w SAT lub LAT. Schematy BT, SAT i LAT przedstawiono poniŨej fotografii. Mutant hot1 - 

kontrola pozytywna w testach BT, SAT i LAT; mutant ftsh11 - kontrola pozytywna w testach SAT i LAT. Skala 

= 1 cm (Maziak i in., 2021). Wiňcej szczeg·ğ·w w podrozdziale 3.2.14.  

Uzyskane wyniki wskazujŃ, Ũe proteazy FTSH4 i OMA1 nie sŃ wymagane 

w odpowiedziach BT, SAT i LAT. Natomiast w warunkach TMHT mutant ftsh4-1 wykazywağ 

silnie zmieniony fenotyp. W teŜcie TMHT ğagodniejsze zmiany fenotypowe, por·wnywalne 

z mutantem kontrolnym mge2, wykazağ r·wnieŨ mutant oma1. PodsumowujŃc, klasyczne testy 

termotolerancji wykazağy, Ũe proteazy FTSH4 i OMA1, podobnie jak chaperon MGE2, sŃ 

waŨne w odpowiedzi roŜliny na przewlekğy, umiarkowanie wysoki stres cieplny.  
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4.2.Topologia proteazy OMA1 w wewnňtrznej bğonie mitochondrialnej na podstawie 

lokalizacji jej C -koŒca 

 Jak opisano we wstňpie, proteazy FTSH4 i OMA1 sŃ biağkami zakotwiczonymi 

w wewnňtrznej bğonie mitochondrialnej, jednakŨe dokğadna topologia w bğonie byğa 

dotychczas znana jedynie dla proteazy FTSH4 (Urantowka i in., 2005). W zwiŃzku z tym, 

podjňto siň pr·by ustalenia topologii r·wnieŨ proteazy OMA1. Ze wzglňdu na brak przeciwciağ 

anty-OMA1 do doŜwiadczenia wykorzystano liniň transgenicznŃ Arabidopsis z nadprodukcjŃ 

proteazy OMA1 z metkŃ FLAG na C-koŒcu (OMA1OE, Migdal i in., 2017) uprawianŃ 

w warunkach 22ÁC. Izolowane mitochondria poddawano szokowi osmotycznemu w celu 

uszkodzenia bğon zewnňtrznych, uzyskujŃc tym samym tzw. mitoplasty, a nastňpnie 

traktowano proteinazŃ K w celu wytrawienia dostňpnych biağek. ObecnoŜĺ biağek 

markerowych poszczeg·lnych kompartment·w testowano immunologicznie.  

 

Figura 4.2. Topologia biağka OMA1. A. Analizy in silico i przewidywana topologia biağek FTSH4 i OMA1 

wygenerowana przez program deepTMHTMM. Czerwonym kolorem zaznaczono zlokalizowanie potencjalnej 

domeny transmembranowej wzglňdem sekwencji (oŜ pozioma). OŜ pionowa wskazuje prawdopodobieŒstwo 

wystňpowania domeny. B. Mitochondria izolowane z roŜlin OMA1OE i uzyskane z nich mitoplasty poddano 

traktowaniu ProteinazŃ K. Biağka wewnňtrznej bğony FTSH4 i RISP zastosowane zostağy odpowiednio jako 

biağko skierowane do IMS oraz integralne biağko bğonowe z antygenem wystajŃcym do macierzy 

mitochondrialnej. Natomiast IDH to typowe biağko wystňpujŃce w macierzy mitochondrialnej. Detekcja C-koŒca 

biağka OMA1 - przeciwciağa anty-FLAG. Mitochondria WT nietraktowane PK - kontrola negatywna dla 

przeciwciağ anty-FLAG. Nietraktowane mitochondria OMA1OE ï kontrola pozytywna dla przeciwciağ anty-

FLAG. # ï niespecyficzne wiŃzanie. 
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Ze wzglňdu na zbliŨonŃ przewidywanŃ topologiň proteaz OMA1 i FTSH4 (Figura 

4.2A), topologiň OMA1 okreŜlano wzglňdem proteazy FTSH4, kt·rej czňŜĺ rozpoznawana 

przez przeciwciağa znajduje siň w przestrzeni miňdzybğonowej. Jako marker macierzy 

mitochondrialnej zastosowano biağko IDH oraz hydrofobowe biağko bğonowe RISP, kt·rego 

epitop zlokalizowany jest od strony macierzy. Jak dokumentuje Figura 4.2B, sygnağ od 

przeciwciağ anty-FLAG zanika w podobny spos·b jak sygnağ od przeciwciağ anty-FTSH4. 

Wynik ten sugeruje, Ũe proteaza OMA1, podobnie jak proteaza FTSH4, skierowana jest do 

przestrzeni miňdzybğonowej. 

4.3.Udziağ FTSH4 i OMA1 w kontroli agregacji biağek mitochondrialnych indukowanej 

umiarkowanie podwyŨszonŃ temperaturŃ 

4.3.1. Wpğyw FTSH4 lub OMA1 na iloŜĺ zagregowanych biağek mitochondrialnych  

Jednym z efekt·w podwyŨszonej temperatury na poziomie molekularnym jest 

agregacja biağek. Z danych literaturowych wiadomo, Ũe tego typu agregaty nie sŃ 

rozpuszczalne w roztworze 0.5% (v/v) Triton X-100 (Bender i in., 2011). W zwiŃzku z tym 

postanowiono por·wnaĺ iloŜĺ agregat·w biağek mitochondrialnych nierozpuszczalnych 

w Tritonie X-100 pomiňdzy roŜlinami typu dzikiego (WT), a mutantami ftsh4-1 i oma1. 

Wyizolowane mitochondria solubilizowano w Tritonie X-100 i poddawano ultrawirowaniu 

w celu oddzielenia biağek nierozpuszczalnych w detergencie, kt·re trafiağy do osadu, od biağek 

rozpuszczalnych, kt·re pozostawağy w supernatancie (Figura 4.3A). W mitochondriach WT 

i mutant·w rosnŃcych w temperaturze 22ÁC nie zaobserwowano prawie Ũadnych agregat·w 

biağkowych (Figura 4.3, B i D). Natomiast w temperaturze 30ÁC stwierdzono nagromadzenie 

nierozpuszczalnych w detergencie biağek mitochondrialnych, kt·re byğo szczeg·lnie 

zauwaŨalne u mutanta ftsh4-1, w mniejszym stopniu u mutanta oma1, a w jeszcze mniejszym 

u roŜlin WT (Figura 4.3, C i E).  
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Figura 4.3. Akumulacja nierozpuszczalnych w Tritonie X-100 biağek w mitochondriach ftsh4-1 i oma1 

w warunkach umiarkowanego stresu cieplnego (30ÁC). A. Schemat testu agregacji biağek mitochondrialnych 

podatnych na stres temperaturowy. B. i C. Reprezentatywne Ũele SDS-PAGE barwione Coomassie z biağkami 

mitochondrialnymi po traktowaniu Tritonem X-100 mitochondri·w izolowanych z roŜlin WT, ftsh4-1 i oma1 

hodowanych w warunkach 22ÁC (B) i 30ÁC (C). D i E. Analiza iloŜciowa biağek mitochondrialnych w osadzie 

w stosunku do cağkowitej frakcji biağkowej na podstawie Ũeli barwionych Coomassie przy uŨyciu ImageJ (Fiji). 

WartoŜci iloŜci podane jako wzglňdne w stosunku do wartoŜci uzyskanej dla WT (WT=1). średnia (n=3) Ñ SEM. 

*P Ò 0.05; **P  Ò 0.03, ***P  Ò 0.01. IstotnoŜĺ statystycznŃ okreŜlano za pomocŃ testu t-Studenta. SEM, bğŃd 

standardowy Ŝredniej (Maziak i in., 2021). Wiňcej szczeg·ğ·w w podrozdziale 3.2.6.  
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4.3.2. Brak FTSH4 lub OMA1 a mitochondrialny UPR   

Wiele form dysfunkcji mitochondri·w, w tym akumulacja nierozpuszczalnych 

agregat·w biağkowych, aktywuje odpowiedŦ transkrypcyjnŃ okreŜlanŃ jako mitochondrialny 

UPR (UPRmt, Naresh i Haynes, 2019). UPR sğuŨy przede wszystkim jako mechanizm 

adaptacyjny, kt·ry ğagodzi stres. Ze wzglňdu na obserwowanŃ agregacjň biağek w mutantach 

ftsh4 i oma1 w stosunku do typu dzikiego (Figura 4.3, C i E) zdecydowano siň zbadaĺ 

odpowiedŦ UPRmt w roŜlinach WT, ftsh4-1, ftsh4-2 i oma1 uprawianych w warunkach 

umiarkowanego stresu cieplnego (30ÁC) w por·wnaniu do roŜlin rosnŃcych w warunkach 

optymalnych (22ÁC). W analizie uwzglňdniono transkrypty gen·w markerowych roŜlinnego 

UPRmt wybrane na podstawie informacji zawartych w publikacjach Wang i Auwerx (2017) 

oraz Tran i van Aken (2020).  

 
Figura 4.4. Poziom transkrypt·w wybranych gen·w markerowych UPR w 2-tygodniowych roŜlinach WT, 

ftsh4-1, ftsh4-2 i oma1. Poziom transkrypt·w wybranych gen·w UPR: UPRmt (AOX1A, UPOX, HSP60, 

mtHSC70-1, HSP23.5, MGE1), UPRcp (cpHSP70-1, CLPB3), UPRer (BIP1/2, PDI9, SDF2) i UPRcyt (HSP70-T1, 

HSP70-15), uzyskano metodŃ iloŜciowego PCR w czasie rzeczywistym (qRT-PCR). Wzglňdny poziom 

transkrypt·w w roŜlinach rosnŃcych w temperaturze 30ÁC w por·wnaniu z roŜlinami kontrolnymi (22ÁC) 

wyraŨono jako stosunek Log2. Czerwona linia przerywana wskazuje wartoŜci odciňcia Ñ 1 (log2) ï poziom 

progowy dla istotnej regulacji (wzrost/spadek) transkrypt·w. średnia (n=3) Ñ SEM. *P Ò 0.05; **P  Ò 0.03, 

***P  Ò 0.01. IstotnoŜĺ statystycznŃ oceniano za pomocŃ testu t-Studenta. SEM, bğŃd standardowy Ŝredniej 

(Maziak i in., 2021). 

Wyniki uzyskane wraz z dr AleksandrŃ Weremczuk pokazujŃ, Ũe u roŜlin typu dzikiego 

nie zaobserwowano silnych zmian poziomu transkryptu dla Ũadnego z badanych gen·w, 

natomiast wyraŦny wzrost transkrypt·w (10- do 20-krotny wzrost) odnotowano dla gen·w 
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AOX1a, HSP23.5 i UPOX we wszystkich trzech mutantach (Figura 4.4). Z badanych marker·w 

dla roŜlinnego UPRmt jedynie ekspresja HSP60 byğa prawie niezmieniona w badanych 

mutantach. Dla por·wnania, zbadano r·wnieŨ indukcjň gen·w markerowych zwiŃzanych 

z UPR chloroplastowym (UPRcp; cpHsc70-1 i ClpB3; Llamas i in., 2017), UPR cytozolowym 

(UPRcyt; HSP70T-1 i HSP70-15; Rana i in, 2018) i UPR zwiŃzanym z retikulum 

endoplazmatycznym (UPRer; BIP1/2, PDI9 i SDF2; Kim i in., 2018) (Figura 4.4). Nie 

stwierdzono istotnych r·Ũnic w poziomie transkrypt·w badanych markerowych gen·w 

z wyjŃtkiem PDI9 i HSP70-15, dla kt·rych odnotowano zwiňkszony poziom zar·wno w WT, 

jak i mutantach. 

4.3.3. Identyfikacja skğadu biağkowego mitochondrialnych agregat·w biağkowych  

W celu identyfikacji polipeptyd·w mitochondrialnych tworzŃcych pod wpğywem 

umiarkowanie podwyŨszonej temperatury (30ÁC) nierozpuszczalne w Tritonie X-100 

agregaty, z mitochondri·w WT oraz mutant·w ftsh4-1 i oma1 izolowano frakcje agregat·w 

i analizowano ich skğad biağkowy metodŃ chromatografii cieczowej w poğŃczeniu ze 

spektrometriŃ mas (LC-MS). Lista zidentyfikowanych biağek mitochondrialnych 

akumulujŃcych siň co najmniej 2-krotnie w mitochondriach ftsh4-1 i/lub oma1 w por·wnaniu 

z WT zostağa przedstawiona w Tabeli 4.1. Peğna wersja tabeli zaprezentowana zostağa 

w Maziak i in., 2021.  

WŜr·d biağek wyraŦnie akumulujŃcych siň szczeg·lnie wyr·ŨniajŃ siň mitochondrialne 

mağe biağka szoku cieplnego: HSP23.5 i HSP23.6, kt·re zostağy zidentyfikowane w obu 

mutantach na zdecydowanie wyŨszym poziomie w stosunku do WT. R·wnolegle z tym 

podejŜciem eksperymentalnym wykonywanym przeze mnie, w laboratorium przeprowadzono 

dodatkowe doŜwiadczenie, w kt·rym biağka frakcji agregat·w ftsh4-1 rozdzielano 

w elektroforezie SDS-PAGE, a nastňpnie prŃŨki wyraŦnie intensywniejsze u mutanta 

w por·wnaniu do WT wycinano z Ũelu i ich skğad biağkowy analizowano metodŃ LC-MS 

(Maziak i in., 2021). Analizy wskazujŃ, Ũe biağka sHSP sŃ gğ·wnymi skğadnikami agregat·w 

biağkowych indukowanych podwyŨszonŃ temperaturŃ w mitochondriach mutant·w ftsh4-1 

i oma1. 

Ze wzglňdu na silnŃ agregacjň biağek HSP23.5 i HSP23.6 w ftsh4-1 i oma1, a takŨe 

informacje literaturowe wskazujŃce na istotne znaczenie mağych HSP w odpowiedzi roŜlin na 

stres temperaturowy (Waters i Vierling, 2020), w badaniach agregat·w biağkowych 
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indukowanych podwyŨszonŃ temperaturŃ skupiono siň na wymienionych powyŨej dw·ch 

sHSP oraz dodatkowo uwzglňdniono trzecie mitochondrialne sHSP, HSP26.5, mimo iŨ biağko 

to nie zostağo zidentyfikowane w agregatach biağkowych na podstawie analiz z zastosowaniem 

spektrometrii mas. Dalsze badania przeprowadzono przy uŨyciu dostňpnych przeciwciağ 

skierowanych przeciwko biağkom mitochondrialnym. Do analiz doğŃczono r·wnieŨ dwa biağka 

zidentyfikowane w agregatach, a mianowicie biağko kompleksu I (NAD9) oraz biağko mağej 

podjednostki rybosomalnej (RPS10).  

Tabela 4.1. Wykaz biağek zidentyfikowanych w agregatach nierozpuszczalnych w Triton x-100 

izolowanych z mitochondri·w roŜlin uprawianych w 30ÁC. Por·wnywano osady biağkowe uzyskane z WT, 

ftsh4-1 i oma1. Szarym cieniowaniem zaznaczono biağka, kt·re w stosunku do WT akumulowağy siň 

w izolowanych agregatach obu badanych mutant·w. Podane numery akcesyjne pobrano z bazy danych UniProt 

oraz TAIR (AGI).  

Numer  

UniProt  

Numer  

AGI  
Nazwa Masa 

WartoŜĺ  

LFQ 

WT 

WartoŜĺ  

LFQ 

ftsh4-1 

WartoŜĺ 

 LFQ 

oma1 

Q9FGM9 At5g51440 HSP23.5 24 kDa 1.05E+09 7.05E+09 3.31E+09 

Q96331 At4g25200 HSP23.6 23 kDa 3.04E+08 1.79E+09 9.11E+08 

Q8GUM2 At4g37910 HSP70-9 73 kDa 1.12E+08 1.51E+08 3.61E+08 

Q9LDZ0 At5g09590 HSP70-10 73 kDa 1.27E+08 8.10E+07 3.17E+08 

Q8GWW8 At5g48030 GFA2 49 kDa 0 0 8.91E+06 

Q9LVA9_ARATHGb 

F4K6F8 
At5g62270 GCD1 48 kDa 0 0 2.46E+07 

Q9SVW7 At4g35490  MRPL11 17 kDa 1.23E+07 1.19E+08 2.87E+07 

Q9LUW5 At3g22330 PMH2 65 kDa 1.09E+08 2.49E+08 1.73E+08 

Q9C909 At1g74230 RBG5 29 kDa 1.28E+07 3.71E+07 7.07E+07 

Q42577 At5g11770 PSST 24 kDa 3.11E+07 1.03E+08 4.56E+07 

Q945M1 At4g34700 CIB22; B22 14 kDa 1.15E+07 3.72E+07 1.95E+07 

Q9FLX7; 

A0A1P8BD41 
At5g52840 B13 19 kDa 1.46E+07 3.11E+07 2.60E+07 

Q9C6B3 At1g47260 GAMMACA2 30 kDa 0 1.62E+07 1.41E+07 

Q9FT52; Q2V3P9 At3g52300 ATPQ 20 kDa 0 1.94E+07 2.10E+07 

Q94K48 At3g62530 At3g62530 24 kDa 1.94E+07 1.01E+08 8.34E+07 

Q9FLH2 At5g65750 MPA24 116 kDa 4.83E+07 8.70E+06 1.16E+08 

Q9ZP06; A8MQK3; 

Q9LKA3 
At1g53240 mMDH2 36 kDa 0 1.64E+07 6.92E+06 

Q9SUQ9 At4g23680 At4g23680 17 kDa 1.58E+07 4.22E+07 2.20E+07 

Q0WVF7 At3g03060 At3g03060 70 kDa 1.47E+07 6.87E+06 5.02E+07 

Q9LF98 At3g52930 FBA8 39 kDa 7.99E+06 2.30E+07 7.96E+06 

F4J504; O81235 At3g10920 MSD1 25 kDa 0 3.95E+07 3.14E+07 

Q9ZWT1 At2g20860 LIP1 42 kDa 0 1.39E+07 0 

F4JHS4; O04619 At4g01100 ADNT1 40 kDa 0 1.18E+07 0 

Q8VYF7 At1g71260 WHY2 26 kDa 0 2.58E+07 2.33E+07 
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Figura 4.5. Akumulacja mağych mitochondrialnych biağek szoku cieplnego (sHSPs), NAD9 i RPS10 

w roŜlinach ftsh4-1 i oma1 uprawianych w warunkach umiarkowanego stresu cieplnego (30ÁC). 

A. Immunodetekcja HSP23.6, HSP23.5, HSP26.5, NAD9 i RPS10 we frakcjach biağek nierozpuszczalnych (osad) 

w Tritonie X-100 izolowanych z roŜlin z 30ÁC. B. Immunodetekcja HSP26.5, NAD9 i RPS10 w rozpuszczalnej 

frakcji biağek mitochondrialnych (supernatant) izolowanych z roŜlin z 22ÁC. Biağka HSP23.6 i HSP23.5 byğy 

niewykrywalne w tych warunkach. Przedstawiono reprezentatywne immunobloty wykrytych biağek. Membrany 

barwione Coomassie - kontrola nağoŨenia (Maziak i in., 2021). 

IloŜĺ nierozpuszczalnych w detergencie sHSPs (HSP23.5, HSP23.6 i HSP26.5), NAD9 

i RPS10 byğa istotnie zwiňkszona w mutancie ftsh4-1 w por·wnaniu z roŜlinami WT. Wzrost 

iloŜci HSP23.5, HSP23.6 i RPS10 obserwowano r·wnieŨ w mitochondriach oma1, ale nie 

w takim stopniu jak w ftsh4-1 (Figura 4.5A). Nieoczekiwanie nie zaobserwowano Ũadnych 

r·Ũnic dla biağka HSP26.5 w mutancie oma1. Z kolei u tego mutanta biağko NAD9 byğo 

odnotowane w mniejszej iloŜci w por·wnaniu z WT. NaleŨy podkreŜliĺ, Ũe NAD9, RPS10 

i HSP26.5 w roŜlinach uprawianych w warunkach optymalnych (22ÁC) w gğ·wnej mierze byğy 

obecne we frakcji rozpuszczalnej (Supernatant) (Figura 4.5B). Niestety, ze wzglňdu na fakt, 

Ũe HSP23.5 i HSP23.6 to biağka indukowane termicznie, u roŜlin hodowanych w temperaturze 

22ÁC nie byğy one wykrywalne za pomocŃ przeciwciağ (Figura 4.6).  
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Figura 4.6. Poziom mağych biağek szoku 

cieplnego (sHSP) w mitochondriach 

wyizolowanych z 2-tygodniowych roŜlin 

WT, ftsh4-1 i oma1 uprawianych 

w warunkach 22ÁC i 30ÁC. 

A. Immunodetekcja HSP23.6 i HSP23.5 

po rozdziale biağek mitochondrialnych. 

Membrana barwiona Coomassie - kontrola 

nağoŨenia. B. Analiza iloŜciowa HSP23.6 

i HSP23.5 we frakcjach biağek 

mitochondrialnych na podstawie sygnağu 

od przeciwciağ w stosunku do barwionej 

membrany przy uŨyciu ImageJ (Fiji). 

WartoŜci iloŜci podane jako wzglňdne 

w stosunku do wartoŜci uzyskanej dla WT 

(WT=1). średnia (n=3) Ñ SEM. *P Ò 0.05; 

**P  Ò 0.03, ***P  Ò 0.01. IstotnoŜĺ 

statystycznŃ oceniano za pomocŃ testu  

t-Studenta. SEM, bğŃd standardowy 

Ŝredniej (Maziak i in., 2021). 

W nastňpnym etapie przetestowano przy uŨyciu dostňpnych przeciwciağ r·wnieŨ inne 

biağka z r·Ũnych przedziağ·w mitochondrialnych, jakie mogğy siň znajdowaĺ we frakcji 

nierozpuszczalnej w Tritonie X-100 roŜlin traktowanych temperaturŃ 30ÁC w por·wnaniu do 

22ÁC (Figura 4.7). Dwa biağka rusztowania (ang. Scaffold proteins), PHB (prohibityna) i SLP1 

(ang. stomatin-like protein 1), dağy podobny rezultat: zidentyfikowane zostağy zar·wno we 

frakcjach rozpuszczalnych, jak i nierozpuszczalnych w obu badanych temperaturach, choĺ 

proporcja agregat·w w stosunku do frakcji rozpuszczalnych byğa wiňksza w temperaturze 

30ÁC zar·wno w przypadku roŜlin WT, jak i obu mutant·w. WyjŃtek stanowiğo zachowanie 

PHB u mutanta ftsh4-1, u kt·rego nie obserwowano zwiňkszonej puli tego biağka w osadzie 

w 30ÁC i zmiany stosunku agregat·w do frakcji rozpuszczalnej. Warto zaznaczyĺ, Ũe analiza 

LC-MS wykazağa obecnoŜĺ PHB i SLP (SLP1 i SLP2) w agregatach w warunkach 30ÁC. 

Biağka te jednak nie zostağy uwzglňdnione w Tabeli 4.1, poniewaŨ iloŜĺ ich nie byğa wyŨsza 

w mutantach w stosunku do roŜlin typu dzikiego, co potwierdza r·wnieŨ analiza 

immunologiczna (Figura 4.7A). Pozostağe badane biağka: mitochondrialny HSP70, proteaza 

PREP1, homolog biağka GrpE 2 (MGE2), TIM17-2 oraz proteaza FTSH4 byğy gğ·wnie obecne 

we frakcji rozpuszczalnej zar·wno w 22ÁC, jak i 30ÁC (Figura 4.7).  
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Figura 4.7. Immunodetekcja wybranych biağek w traktowanych Tritonem X-100 mitochondriach roŜlin 

WT, ftsh4-1 i oma1 uprawianych w warunkach 22ÁC i 30ÁC. A. i B. Immunodetekcja wybranych biağek we 

frakcjach biağek nierozpuszczalnych (zagregowanych) w Tritonie X-100 izolowanych z roŜlin z 30ÁC (A) i z 22ÁC 

(B). Przedstawiono reprezentatywne immunobloty wykrytych biağek. Membrany barwione Coomassie - kontrola 

nağoŨenia (Maziak i in., 2021). 

4.3.4. Wpğyw aktywnoŜci biağka opiekuŒczego proteazy FTSH4 na tworzenie agregat·w  

Jak juŨ wspominano wczeŜniej, proteaza FTSH4 wykazuje dwie aktywnoŜci, 

a mianowicie proteazy i biağka opiekuŒczego. Wyniki doŜwiadczeŒ wykonanych przez 

dr hab. Mağgorzatň Heidorn-CzarnŃ wskazywağy, Ũe biağka znajdujŃce siň w agregatach sŃ 

degradowane przez FTSH4 w warunkach in vitro (Maziak i in., 2021). W ramach mojego 

doktoratu podjňto pr·bň sprawdzenia, czy aktywnoŜĺ biağka opiekuŒczego ma wpğyw na 

tworzenie agregat·w pod wpğywem umiarkowanie podwyŨszonej temperatury. W tym celu 

wykorzystano liniň transgenicznŃ Arabidopsis ekspresjonujŃcŃ proteolitycznie nieaktywny 

wariant proteazy FTSH4 (FTSH4H486Y; OpaliŒska i in., 2018). 
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Figura 4.8. Znaczenie aktywnoŜci biağka opiekuŒczego proteazy FTSH4 w warunkach umiarkowanego 

stresu cieplnego (30ÁC). A. Immunodetekcja wybranych biağek w traktowanych Tritonem X-100 mitochondriach 

roŜlin WT, ftsh4-1 i FTSH4H486Y uprawianych w 30ÁC. Przedstawiono reprezentatywne immunobloty badanych 

biağek. Membrana barwiona Coomassie = kontrola nağoŨenia pr·b. B. Morfologia 10-dniowych siewek WT, 

ftsh4-1 i FTSH4H486Y uprawianych na poŨywce 0.5 MS + 1.5% sacharoza + 1% agar w 30ÁC. Skala = 1 cm (Maziak 

i in., 2021). 

Zaobserwowano, Ũe w warunkach 30ÁC w linii FTSH4H486Y biağka HSP23.6, NAD9 

i RPS10 sŃ r·wnieŨ obecne w mitochondrialnych nierozpuszczalnych agregatach biağkowych 

na poziomie wyŨszym niŨ u WT, jednak wyraŦnie niŨszym w por·wnaniu z liniŃ ftsh4-1 

(Figura 4.8A). Odkrycie to sugeruje, Ũe nie tylko proteolityczna funkcja FTSH4 zapobiega 

agregacji biağek, ale takŨe biağka opiekuŒczego. Znaczenie aktywnoŜci biağka opiekuŒczego 

FTSH4 w umiarkowanym stresie cieplnym jest r·wnieŨ poparte przez bardziej delikatne 

zmiany fenotypu roŜlin FTSH4H486Y uprawianych w 30ÁC w por·wnaniu z mutantem 

insercyjnym ftsh4-1 pozbawionym cağkowicie FTSH4 (Figura 4.8B). 
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4.3.5. Rola FTSH4 w uwalnianiu/degradacji HSP23.6 z agregat·w biağkowych podczas 

okresu regeneracji  

Nastňpnie postanowiono sprawdziĺ, czy po zaprzestaniu traktowania roŜlin 

umiarkowanie podwyŨszonŃ temperaturŃ iloŜĺ biağka HSP23.6 w agregatach ulegnie zmianie. 

Zmiana nie mogğa wiŃzaĺ siň ze zmianŃ ekspresji tego biağka, poniewaŨ jak pokazano na 

Figurze 4.6 w temperaturze 22ÁC detekcja biağka HSP23.6 z wykorzystaniem przeciwciağ byğa 

niemoŨliwa. W tym celu, monitorowano poziom biağka HSP23.6 w mitochondriach WT, 

ftsh4-1 i oma1 podczas okresu regeneracji, czyli po przeniesieniu roŜlin z 30ÁC do warunk·w 

optymalnych (22ÁC) (Figura 4.9). Agregacja biağek byğa indukowana przez 13 dni 

w temperaturze 30ÁC. Po tym czasie roŜliny przenoszono do 22ÁC i w kolejnych dniach metodŃ 

immunoblottingu oznaczono iloŜĺ HSP23.6 we frakcjach nierozpuszczalnych (osad) (Figura 

4.9B) i rozpuszczalnych (supernatant) (Figura 4.9C). Jak pokazano na Figurze 4.9B, iloŜĺ 

biağka HSP23.6 w nierozpuszczalnej frakcji mitochondri·w wyizolowanych z roŜlin WT byğa 

znacznie zmniejszona w trzecim i czwartym dniu regeneracji. Spadek iloŜci agregat·w 

HSP23.6 byğ r·wnieŨ obserwowany w oma1, jednakŨe w mniejszym stopniu (Figura 4.9B). 

Przeciwnie, poziom zagregowanych HSP23.6 w mitochondriach ftsh4-1 podczas badanego 

okresu regeneracji pozostawağ raczej stabilny (Figura 4.9B). Wyniki te sugerujŃ, Ũe uwalnianie 

HSP23.6 z agregat·w, a w konsekwencji jego degradacja jest kontrolowane przez proteazň 

FTSH4. 

Ze wzglňdu na uzyskane w powyŨszej czňŜci wyniki, podjňto siň monitorowania 

poziomu biağka HSP23.6 w okresie regeneracji r·wnieŨ w mitochondriach roŜlin FTSH4H486Y 

pozbawionych aktywnoŜci proteolitycznej, ale wykazujŃcych aktywnoŜĺ biağka opiekuŒczego. 

Niestety, wyniki uzyskane dla tego mutanta nie byğy zbyt powtarzalne. JednakŨe na podstawie 

zebranych danych wyglŃda raczej na to, Ũe biağko HSP23.6 w agregatach u mutanta 

FTSH4H486Y zachowuje siň czňŜciej jak w przypadku WT lub oma1 niŨ mutanta ftsh4-1 (Figura 

4.9D, wynik reprezentatywny). Sugerowaĺ moŨna zatem, Ũe w okresie regeneracji podczas 

uwalniania HSP23.6 z agregat·w gğ·wne znaczenie ma aktywnoŜĺ biağka opiekuŒczego 

proteazy FTSH4.  
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Figura 4.9. Degradacja HSP23.6 in vivo w mitochondriach roŜlin WT, ftsh4-1, oma1 i FTSH4H486Y. 

A. Cağkowita frakcja biağkowa traktowanych mitochondri·w; B. Agregaty biağkowe we frakcji osadu; 

C. Rozpuszczalne biağka we frakcji supernatantu. D. Rozdziağ frakcji uzyskanych z mitochondri·w mutanta 

FTSH4H486Y. Mitochondria wyizolowane z 13-dniowych roŜlin z 30ÁC (13 d, 30ÁC, czerwona czcionka) oraz po 

1, 3 i 4 dniach okresu regeneracji (odpowiednio +1d, +3d i +4d w 22ÁC). Przedstawiono reprezentatywne 

immunobloty wykrytych biağek. Membrany barwione Coomassie - kontrola nağoŨenia (A-C: Maziak i in., 2021). 

4.4. Submitochondrialna lokalizacja biağka HSP23.6 

Fakt prawdopodobnej relacji miňdzy badanymi proteazami a mitochondrialnymi mağymi 

HSP w umiarkowanie podwyŨszonej temperaturze spowodowağ, Ũe zdecydowano siň zbadaĺ, 

czy biağka te znajdujŃ siň we frakcji biağek rozpuszczalnych, luŦno zwiŃzanych z bğonŃ, czy 

biağek bğonowych. W tym celu mitochondria izolowane z roŜlin Arabidopsis uprawianych 

w 30ÁC poddawano cyklowi zamraŨania/rozmraŨania doprowadzajŃc do przerwania struktury 
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bğony, nastňpnie odwirowywano biağka rozpuszczalne, a osad traktowano 100 mM Na2CO3 

(pH 11.5) w celu rozdzielenia biağek peryferycznych od puli biağek bğonowych. HSP23.6 

zidentyfikowane zostağo gğ·wnie we frakcji bğonowej wraz z integralnymi biağkami 

bğonowymi FTSH4 i TIM17-2, zastosowanymi jako kontrole tej frakcji (Figura 4.10A). Biağka 

ACO1 (akonitaza 1) i MGE2 byğy kontrolami weryfikujŃcymi prawidğowy rozdziağ biağek 

rozpuszczalnych. 

 

Figura 4.10. Submitochonrialna lokalizacja biağka 

HSP23.6 w mitochondriach Arabidopsis. 

A. Mitochondria izolowane z roŜlin WT, ftsh4-1 i oma1 

z 30ÁC frakcjonowano rozdzielajŃc biağka rozpuszczalne, 

biağka peryferyczne i integralne biağek bğonowych. ACO - 

biağko markerowe biağek rozpuszczalnych; MGE2 to 

rozpuszczalne biağko macierzy zlokalizowane blisko bğony 

wewnňtrznej; FTSH4 i TIM17-2 - biağka zintegrowane 

z bğonŃ. Membrana barwiona Coomassie stanowi kontrolň 

nağoŨenia. B. Analiza in silico i przewidywana topologia 

biağka HSP23.6 wygenerowana poprzez program 

deepTMHTMM. PrawdopodobieŒstwo (oŜ pionowa) 

wystňpowania transemembranowej domeny wzglňdem 

sekwencji aminowkasowej biağka (oŜ pozioma) 

zaprezentowano na diagramie. Czerwone piki ï obecnoŜĺ 

domeny transmembranowej (A: Maziak i in., 2021). 

W zwiŃzku z tym, Ũe biağko HSP23.6 wedğug przewidywaŒ nie posiada w swojej 

strukturze domen transmembranowych umoŨliwiajŃcych jego zakotwiczenie w bğonie (Figura 

4.10B), na podstawie jego zachowania w powyŨej opisanym eksperymencie, moŨna 

wnioskowaĺ, Ũe biağko to jest bardzo silnie zasocjowane z bğonami mitochondrialnymi.  
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Figura 4.11. Submitochondrialna lokalizacja wybranych biağek w mitochondriach izolowanych 

z warunk·w 30ÁC (A) oraz 22ÁC (B). Mitochondria izolowane z roŜlin WT ftsh4-1 i oma1 uprawianych w 30ÁC 

(A) i w 22ÁC (B) poddano frakcjonowaniu oddzielajŃc biağka rozpuszczalne, peryferyczne i membranowe. 

Uzyskane pr·by rozdzielono na Ũelu i wykonano immunoblotting. MGE2 to macierzowe biağko rozpuszczalne 

zlokalizowane blisko bğony wewnňtrznej, natomiast FTSH4 i TIM17-2 to przedstawiciele biağek zintegrowanych 

z bğonŃ. Membrana barwiona Coomassie stanowi kontrolň nağoŨenia. Pozostağe biağka identyfikowane w 30ÁC 

zaprezentowano na Figurze 4.10.  

Lokalizacja biağka HSP23.6 we frakcji bğonowej skğoniğa mnie do przebadania innych 

biağek w celu okreŜlenia, jak czňsto biağko, kt·re uwaŨane jest za rozpuszczalne bňdzie 

lokalizowağo siň we frakcji bğonowej wedğug zastosowanej metody. DoŜwiadczenie wykonano 

na materiale izolowanym z temperatury 30ÁC oraz dodatkowo r·wnieŨ z 22ÁC w celu 

por·wnawczym. Jak oczekiwano, biağko NAD9 jako podjednostka kompleksu I ğaŒcucha 

oddechowego oraz SLP1, posiadajŃce wedğug literatury sekwencjň transmembranowŃ (Gehl 

i Sweetlove, 2014), zlokalizowane zostağy we frakcji membranowej (Figura 4.11). JednakŨe 

zar·wno RPS10, jak i cytochrom c, biağka nie posiadajŃce sekwencji transmembranowych, 

r·wnieŨ zostağy zidentyfikowane we frakcji membranowej (Figura 4.11). PodsumowujŃc, 

biağka RPS10, cytochrom c i HSP23.6 nie sŃ biağkami integralnymi bğony, ale sŃ z niŃ bardzo 

silnie zwiŃzane.  
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4.5. Biağka oddziağujŃce z FTSH4 wykrywane poprzez ko-immunoprecypitacjň  

Dotychczasowa wiedza na temat biağek oddziağujŃcych z proteazŃ FTSH4 wykrywanych 

za pomocŃ ko-immunoprecypitacji (ko-IP) dotyczyğa jedynie interakcji zachodzŃcych 

w temperaturze optymalnej, czyli 22ÁC (OpaliŒska i in., 2017). W zwiŃzku z istotnŃ rolŃ 

FTSH4 w odpowiedzi roŜlin na umiarkowanie podwyŨszonŃ temperaturň postanowiono 

wykonaĺ ko-IP wykorzystujŃc mitochondria izolowane z roŜlin uprawianych w temperaturze 

30ÁC. Dodatkowo powt·rzono doŜwiadczenie dla roŜlin rosnŃcych w temperaturze 22ÁC. 

Ko-IP oparta byğa na strategii tzw. Ăpuğapkowania substrat·wò (ang. the substrate-trapping 

assay; Flint i in., 1997; Flynn i in., 2003). Z roŜlin zawierajŃcych proteolitycznie nieaktywnŃ 

wersjň proteazy FTSH4 z metkŃ FLAG (mutant FTSH4H486Y) wyizolowano mitochondria, 

kt·re poddano p·Ŧniej oczyszczaniu na zğoŨu anty-FLAG. ZwiŃzane biağka eluowano 

i poddano analizie LC-MS/MS. Jako kontrolň wykorzystano mitochondria izolowane z linii 

pozbawionej proteazy FTSH4 (mutant ftsh4-1). DoŜwiadczenie wykonano w 4 niezaleŨnych 

powt·rzeniach biologicznych, a w dalszych analizach uwzglňdniono tylko te biağka, kt·rych 

albo w og·le nie zidentyfikowano u mutanta ftsh4-1 albo zaobserwowano ich co najmniej  

2.5-krotnŃ akumulacjň u mutanta FTSH4H486Y. Biağka te musiağy takŨe speğniağniaĺ dodatkowe 

kryteria opisane w podrozdziale 3.2.18. Na podstawie bazy danych SUBA5 (ang. subcellular 

localisation database for Arabidopsis proteins) okreŜlono kom·rkowŃ lokalizacjň 

wyselekcjonowanych biağek. Z kolei, na podstawie danych literaturowych i bazy danych 

DAVID  okreŜlono submitochondrialnŃ lokalizacje biağek, jak r·wnieŨ kaŨde biağko 

skategoryzowano w oparciu o peğnionŃ funkcjň. Uzyskane wyniki zawierajŃce jedynie biağka 

mitochondrialne zidentyfikowane dla pr·b 22ÁC i 30ÁC zaprezentowano odpowiednio 

w Tabeli 4.2 oraz Tabeli 4.3.  

StosujŃc kryteria selekcji opisane powyŨej wytypowano ostatecznie 49 biağek 

mitochondrialnych oddziağujŃcych z FTSH4 w czasie wzrostu roŜlin w 22ÁC oraz 13 biağek 

mitochondrilanych w warunkach 30ÁC. Warto podkreŜliĺ, Ũe zdecydowana wiňkszoŜĺ 

wyselekcjonowanych w analizach LC-MS/MS biağek zlokalizowana jest w IM, co jest zgodne 

z oczekiwanŃ lokalizacjŃ submitochondrialnŃ substrat·w/biağek oddziağujŃcych z proteazŃ 

typu i-AAA (Tabela 4.2 oraz Tabela 4.3).  
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Tabela 4.2. Biağka mitochondrialne oddziağujŃce z FTSH4 w warunkach 22ÁC. Biağka uzysakne w osadach 

po ko-IP zidentyfikowane metodŃ LC-MS/MS. Biağka sŃ uporzŃdkowane wedğug wartoŜci MS (ang. Mascot 

Score). óIloŜĺ PSMsô oznacza liczbň dopasowaŒ peptyd·w. óSubmit. Lokalizacjaô oznacza submitochondrialnŃ 

lokalizacjň biağka. Podane numery akcesyjne pobrano z bazy danych UniProt oraz TAIR (AGI). Lokalizacjň 

okreŜlono na podstawie bazy danych SUBA5, a funkcjň w oparciu o bazň danych DAVID i dane literaturowe. 

OM, bğona zewnňtrzna; IM, bğona wewnňtrza; IMS, przestrzeŒ miňdzybğonowa. *- biağka oddziağujŃce z FTSH4 

r·wnieŨ w warunkach 30ÁC. 

Numer 

UniProt  

Numer  

AGI  
Nazwa 

Pokrycie 

sekwencji 

[%]  

IloŜĺ 

peptyd·w 

IloŜĺ 

PSMs 

WartoŜĺ 

MS 

Submit. 

Lokalizacja 
Funkcja 

O80983* At2g26140 FTSH4 72.66 54 2002 14690.26 IM  Proteoliza 

Q93VP9* At4g27585 SLP1 76.64 34 1009 6995.33 IM  
Organizacja 

mitochondri·w 

Q9LVW0* At5g54100 
SLP2; 

MJP23.8 
56.61 22 569 4135.67 IM  

Organizacja 
mitochondri·w 

Q9SD36* At3g51100 F24M12.140 62.56 14 219 1675.54 ? ? 

Q42290 At3g02090 MPPbeta 53.67 24 245 1458.30 IM  Kompleks III  

P31167* At3g08580 AAC1 39.90 20 194 1302.09 IM  Transporter 

Q9ZU25 At1g51980 MPPalpha1 56.26 23 226 1271.25 IM  Kompleks III  

F4IMB5 At2g07698 ATP1 29.73 22 168 1040.84 IM>macierz Syntaza ATP 

P40941* At5g13490 AAC2 31.17 14 104 727.97 IM  Transporter 

O04308 At3g16480 MPPalpha2 30.06 14 88 524.25 IM  Kompleks III  

Q9S7L9* At1g22450 COX6B-1 53.93 10 70 459.36 IM? Kompleks IV  

Q94JS0* At5g13430 
UCR1-1; 

RISP 
26.84 6 64 420.95 IM  Kompleks III  

O04331 At5g40770 PHB3 58.12 13 65 420.70 IM  
Organizacja 

mitochondri·w 

Q9LK25 At3g27280 PHB4 34.41 9 48 356.13 IM  
Organizacja 
mitochondri·w 

Q9LK29 At3g27240 CYC1-1 46.58 10 76 347.87 IM  Kompleks III  

Q9C5M0 At5g19760 DTC 32.21 8 57 327.86 IM  Tonsporter 

Q9FKS5 At5g40810 CYC1-2 46.58 10 65 323.22 IM  Kompleks III  

B9DFQ9 At5g37510 
75 kDa; 

EMB1467 
31.81 20 65 322.85 IM  Kompleks I 

O49203 At4g11010 NDPK3 38.66 9 49 290.36 IM/IMS 
Synteza 

nukleozyd·w 

Q9SUU5 At4g32470 QCR7-1 50.82 7 48 249.97 IM Kompleks III  

Q9SU56 At3g47930 GLDH 31.80 17 55 245.86 IM? 

Kompleks I; 

biosynteza 
askorbinianu 

Q9FMU6 At5g14040 MPT3 31.47 11 46 211.55 IM  Transporter 

O48528 At2g42210 B14.7 50.94 6 39 199.89 IM  Kompleks I 

Q9SS48 At3g10370 SDP6 31.16 14 34 197.35 IM/OM? Metabolizm 

Q9SX77 At1g47420 
SDH5; 

DUF4370 
35.41 5 28 190.65 IM  

TCA; 

KompleksII  

Q9FGM0 At5g53170 FTSH11 3.72 3 47 185.49 IM? Proteoliza 

Q9SIL6 At2g20530 PHB6 31.47 7 35 171.77 IM  
Organizacja 

mitochondri·w 

A8MRD7 At3g15640 COX5B-1 22.29 5 38 169.92 IM>macierz Kompleks IV  

Q38946 At5g07440 GDH2 35.28 12 29 162.92 ? 
Metabolizm 
aminokwas·w i 

glutaminianu 

A0A2P2CL

G2 
AtMg00220 

MT-CYB; 

COB 
5.60 2 15 138.45 IM  Kompleks III  
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Tabela 4.2. Biağka mitochondrialne oddziağujŃce z FTSH4 w warunkach 22ÁC. c.d. 

Numer 

UniProt  
Numer  

AGI  
Nazwa 

Pokrycie 

sekwencji 

[%]  

IloŜĺ 

peptyd·w 
IloŜĺ 

PSMs 
WartoŜĺ 

MS 
Submit. 

Lokalizacja 
Funkcja 

Q9LXJ2 At3g52730 QCR9 31.94 3 18 137.47 IM  Kompleks III 

A0A1I9LT

07 
At3g22310 PMH1 23.03 12 27 136.13 ? 

Edytowanie 

RNA 

Q94BV7 At4g05020 NDB2 18.38 10 20 132.32 IM>IMS 
Utlenianie 

NADH  

Q9FMV1 At5g63510 
GAMMA  

CAL1; CAL1 
21.83 5 19 130.74 IM/macierz? Kompleks I 

Q1JPL4 At4g28220 NDB1 20.14 10 21 120.48 IM>macierz 
Utlenianie 

NADH 

Q8LG56 At1g05205 At1g05205 39.56 4 24 120.41 ? ? 

Q9SI32 At2g04940 At2g04940 14.29 5 17 114.72 ? 
Translokacja 

fosfolipid·w 

O64471 At2g19080 MTX1 22.54 5 14 105.95 OM/IM 

Organizacja 

mitochondri·w; 
import 

Q9SP35 At2g37410 TIM17-2 21.40 3 21 104.04 IM  Import biağek 

Q8LB02 At5g40650 SDH2-2 17.86 5 15 90.69 IM  
TCA; 

KompleksII 

F4JKN4 At4g34310 At4g34310 10.99 11 15 85.73 ? 
Biosynteza 

lipid·w 

P83291 At5g20080 CBR2 34.45 9 19 79.13 IMS/ IM? Metabolizm 

P20115 At2g44350 CSY4 20.89 8 20 78.37 ? 
TCA; Synteza 

cytrynianu 

Q67XF2 At1g29960 IMP1-2 18.34 3 8 71.74 IM  Proteoliza 

F4JWS9 At5g25450 QCR7-2 16.04 2 14 68.21 IM  Kompleks III 

F4I577 At1g63940 MDAR6 12.74 4 7 62.27 ? 
OdpowiedŦ na 

stres 

A8MSD8 At2g41600 At2g41600 22.22 3 8 56.47 macierz Translacja 

Q9FI43 At5g51050 APC2 9.03 5 9 46.73 IM  Transporter 

F4IPW4 At2g31060 EMB2785 11.24 6 10 43.49 ? 
Biosynteza 

biağek 

ZestawiajŃc wyniki uzyskane dla warunk·w 22ÁC i 30ÁC odkryto zaledwie 5 biağek 

specyficznych jedynie dla warunk·w umiarkowanie podwyŨszonej temperatury (Tabela 4.2 i 

4.3). SŃ to: mitochondrialny transporter nukleotyd·w adeninowych (At4g01100; ADNT1), 

podjednostka FAd syntazy ATP (At2g21870), Fumaraza 1 (At2g47510; FUM1) oraz dwa 

biağka istotne w editingu mRNA: MORF4 (ang. multiple organellar RNA editing factor 4, 

At5g44780), opisywane r·wnieŨ jako RIP4 (ang. RNA editing factor interacting protein 4) 

i biağko z rodziny PPR, PPR596 (ang. pentatricopeptide repeat protein, At1g80270) (Tabela 

4.3). ADNT1 znajduje siň w wewnňtrznej bğonie mitochondrialnej i zwiŃzany jest 

z transportem nukleotyd·w przez tŃ bğonň. Transporter ten poŜredniczy w wymianie ATP 

z macierzy mitochondrialnej na cytozolowy AMP i w mniejszym stopniu na ADP (Palmieri 

i in., 2008). Sugeruje siň waŨnŃ rolň ADNT1 w adaptacji roŜlin do warunk·w stresowych 

101:64435



 

94 
 

i w czasie starzenia (da Fonseca-Pereira i in., 2021). Drugie z wymienianych biağek, FAd to 

specyficzna tylko dla roŜlin podjednostka mitochondrialnej syntazy ATP (kompleksu V) 

(Zancani i in., 2020). W modelu roŜlinnym kompleksu V biağko FAd zastňpuje wystňpujŃcŃ 

u innych organizm·w podjednostkň h (Rºhricht i in., 2021). Sugeruje siň, Ũe FAd odgrywa 

waŨnŃ rolň w powstawaniu pyğku (proces specyficzny dla roŜlin) prawdopodobnie poprzez 

regulacjň aktywnoŜci mitochondrialnej syntazy F-ATP (Li i in., 2010). W przeciwieŒstwie do 

grzyb·w i zwierzŃt, A. thaliana posiada dwie izoformy fumarazy (FUM): izoformň 

mitochondrialnŃ FUM1 oraz izoformň cytozolowŃ FUM2. FUM1 jako enzym mitochondrialny 

katalizuje odwracalnŃ reakcjň uwodnienia fumaranu do L-jabğczanu w cyklu TCA, 

a inaktywacja genu kodujŃcego to biağko skutkuje ŜmiertelnoŜciŃ zarodk·w 

(Pracharoenwattana i in., 2010). MORF4 to biağko uczestniczŃce w edycji mitochondrialnego 

RNA (mtRNA) (Small i in., 2020). Warto zaznaczyĺ, iŨ zidentyfikowane u FTSH4 pod 

numerem A0A1R7T3H8 biağko MORF4 nie posiada peğnego N-koŒca, w przeciwieŒstwie do 

drugiego produktu genu At5g44780 wystňpujŃcego pod numerem O48582, kt·re zawiera 

peğnŃ sekwencjň N-koŒcowŃ. Biağko PPR596, r·wnieŨ zaangaŨowae w edycjň mtRNA 

(Gr¿ttner i in. 2022), jest szczeg·lnie istotne w czňŜciowej edycji transkryptu rybosomalnego 

biağka S3 (RPS3) (Doniwa i in., 2010). 

KorzystajŃc z bazy danych ePlant zanalizowano profile ekspresji gen·w kodujŃcych te 

specyficzne dla 30ÁC biağka pod wzglňdem odpowiedzi na stres cieplny. SpoŜr·d 

interesujŃcych nas biağek wzrost poziomu transkryptu indukowanego wysokŃ temperaturŃ byğ 

obserwowany jedynie w przypadku MORF4 i PPR596. Pozostağe geny nie wykazağy r·Ũnic 

w stosunku do pr·b kontrolnych. Warto jednak zaznaczyĺ, Ũe w przypadku ADNT1 dane 

literaturowe wskazujŃ, iŨ u Arabidopsis biağko to jest bardziej istotne w warunkach stresowych 

niŨ podstawowych (Sherlock i in., 2001; Millar i Heazlewood, 2003).  

Co ciekawe, tylko 8 biağek wsp·ğoczyszcza siň z proteazŃ FTSH4 niezaleŨnie od 

warunk·w (Tabela 4.2 i 4.3). SŃ to mianowicie: SLP1 (At4g27585), SLP2 (ang. Stomatin-like 

protein 2, At5g54100), AAC1 (ang. ADP, ATP carrier protein 1, At3g08580), AAC2 

(ang. ADP, ATP carrier protein 2, At5g13490), UCR1-1 (ang. Cytochrome b-c1 complex 

subunit Rieske-1, At5g13430), COX6B-1 (ang. Cytochrome c oxidase subunit 6b-1, 

At1g22450) oraz produkt genu At3g51100. Fakt identyfikacji tych biağek w mitochondriach 

izolowanych z roŜlin z 22ÁC i 30ÁC zwiňksza prawdopodobieŒstwo, Ũe biağka te rzeczywiŜcie 
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oddziağujŃ z FTSH4 in vivo. Stomatyny (SLP1 i SLP2) to biağka naleŨŃce do rodziny SPFH 

odpowiadajŃcych w gğ·wnej mierze za stabilizacjň bğony i zakotwiczonych w niej kompleks·w 

(Gehl i Sweetlove, 2014). U kilku organizm·w wykazano ponadto, Ũe stomatyny wsp·ğtworzŃ 

superkompleks, kt·rego skğadowŃ sŃ proteazy z rodziny i-AAA,  do kt·rej naleŨy roŜlinna 

FTSH4 (Wai i in., 2016; Serricchio i Butikofer, 2021). Natomiast biağka AAC1 i AAC2 to 

noŜniki ADP/ATP i jedne z najbardziej rozpowszechnionych transporter·w mitochondrialnych 

(Millar i Heazlewood, 2003), kt·re obok noŜnika fosforan·w wydajŃ siň byĺ niezbňdne dla 

metabolizmu mitochondri·w (Nury i in., 2006). Warto w tym miejscu przypomnieĺ, Ũe FTSH4 

to proteaza zaleŨna od ATP. Kolejne biağko, UCR1-1, opisywane r·wnieŨ jako RISP, to 

podjednostka kompleksu III ğaŒcucha oddechowego i jednoczeŜnie skğadowa kompleksu MTL 

(Li i in., 2019). Z kolei skierowana do IMS bğonowa podjednostka kompleksu IV, COX6B1, 

u ssak·w najprawdopodobniej poŜredniczy w Ŝcisğej interakcji pomiňdzy dwoma monomerami 

COX (Tsukihara i in., 1996). Ponadto, wykazano zaangaŨowanie tej podjednostki w regulacjň 

funkcji mitochondrialnych poprzez promowanie tworzenia wiňkszych superkompleks·w (Kim 

i in., 2015). Ostanie wymienione biağko oddziağujŃce z FTSH4 niezaleŨnie od temperatury to 

produkt genu At3g51100. Biağko to nie zostağo do tej pory poznane, a jedyne informacje 

odnoszŃ siň do jego nazwy przedstawianej z jňzyka angielskiego jako Altered inheritance of 

mitochondria protein (AIM) . 

Analiza biağek wyselekcjonowanych w 22ÁC pod wzglňdem peğnionej funkcji 

wykazağa, Ũe aŨ 10 z 49 biağek, a mianowicie COB (ang. Cytochrome b, AtMg00220, inaczej 

MT-CYB), CYC1-1 (At3g27240), CYC1-2 (At5g40810), RISP (At5g13430), MPPalpha1 

(At1g51980), MPPalpha2 (At3g16480), MPPbeta (At3g02090), QCR7-1 (At4g32470), 

QCR7-2 (At5g25450) i QCR9 (At3g52730), to skğadowe kompleksu III ğaŒcucha 

oddechowego (Tabela 4.2). SpoŜr·d tych podjednostek, jedynie biağko RISP (UCR1-1) 

zidentyfikowane zostağo r·wnieŨ w warunkach 30ÁC (Tabela 4.3). Warto tu zaznaczyĺ, Ũe iloŜĺ 

cağkowita podjednostek kompleksu III u mutanta ftsh4-1 w 30ÁC widocznie siň zmniejsza 

(Tabela 7.1). InteresujŃcy jest fakt, Ũe wŜr·d biağek kompleksu III zidentyfikowanych w 22ÁC 

znajdujŃ siň aŨ trzy podjednostki mitochondrialnej proteazy procesujŃcej (MPP). Warto 

podkreŜliĺ, Ũe w przeciwieŒstwie do innych organizm·w, gdzie MPP jest enzymem 

wystňpujŃcym w macierzy mitochondrialnej, w roŜlinnych mitochondriach MPP 

zlokalizowana jest w bğonie wewnňtrznej jako integralna czňŜĺ kompleksu III (Glaser i in., 
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1994; Sjºling i in., 1996). W warunkach 22ÁC zostağy r·wnieŨ zidentyfikowane 3 podjednostki 

kompleksu I jako ko-precypitujŃce z FTSH4, a mianowicie B14.7 (At2g42210), CAL1 

(At5g63510) i 75kDa (At5g37510) oraz czynnik skğadania kompleksu I - GLDH (At3g47930) 

(Tabela 4.2). To ostatnie biağko ma podw·jnŃ funkcjň: bierze udziağ w tworzeniu ramienia 

bğonowego kompleksu I jako specyficzny dla roŜlin czynnik skğadania (Schimmeyer i in., 

2016; Soufari i in., 2020) oraz uczestniczy w syntezie askorbinianu (Leferink i in., 2008). Dla 

stabilnoŜci ramienia bğonowego kompleksu I u Arabidopsis istotne jest r·wnieŨ 

zidentyfikowane biağko B14.7. Oddziağuje ono z C-koŒcowŃ pňtlŃ NAD5 i odpowiada za 

poprawne zakrzywienie kompleksu I w pğaszczyŦnie bğony (Klusch i in., 2023). Co wiňcej, 

zaprezentowano, Ũe jednym z punkt·w styku kompleksu I z dimerem kompleksu III (III2) jest 

wğaŜnie miejsce, gdzie B14.7 oddziağuje z podjednostkami QCR8 i QCR6 kompleksu III2. 

Tabela 4.3. Biağka mitochondrialne oddziağujŃce z FTSH4 w warunkach 30ÁC. Biağka uzysakne w osadach 

po ko-IP zidentyfikowane metodŃ LC-MS/MS. Biağka sŃ uporzŃdkowane wedğug wartoŜci MS (ang. Mascot 

Score). óIloŜĺ PSMsô oznacza liczbň dopasowaŒ peptyd·w. óSubmit. Lokalizacjaô oznacza submitochondrialnŃ 

lokalizacjň biağka. Podane numery akcesyjne pobrano z bazy danych UniProt oraz TAIR (AGI). Lokalizacjň 

okreŜlono na podstawie bazy danych SUBA5, a funkcjň w oparciu o bazň danych DAVID i dane literaturowe. 

OM, bğona zewnňtrzna; IM, bğona wewnňtrza; IMS, przestrzeŒ miňdzybğonowa. *- biağka oddziağujŃce z FTSH4 

r·wnieŨ w warunkach 22ÁC. 

Numer 

UniProt  

Numer 

AGI  
Nazwa  

Pokrycie 

sekwencji 

[%]  

IloŜĺ 

peptyd·w 

IloŜĺ 

PSMs 

WartoŜĺ 

MS 

Submit. 

lokalizacja 
Funkcja  

Q93VP9* At4g27585 SLP1 76.16 31 874 6078.28 IM  
Organizacja 

mitochondri·w  

O80983* At2g26140 FTSH4 67.64 43 811 5702.70 IM  Proteoliza 

Q9LVW0* At5g54100 
SLP2; 

MJP23.8 
54.11 19 533 3937.56 IM  

Organizacja 
mitochondri·w 

Q9SD36* At3g51100 F24M12.140 60.19 11 156 1201.57 ? ? 

P31167* At3g08580 AAC1 37.27 15 91 632.48 IM  Transporter 

P40941* At5g13490 AAC2 25.45 10 63 447.51 IM  Transporter 

A0A1R7T3

H8 
At5g44780 

MORF4; 

RIP4 
30.99 15 61 313.13 ? 

Edytowanie 

mRNA 

Q9S7L9* At1g22450 COX6B-1 34.03 6 38 273.77 IM? Kompleks IV 

Q94JS0* At5g13430 
UCR1-1; 

RISP 
26.84 7 31 170.17 IM  Kompleks III 

O04619 At4g01100 ADNT1 26.42 8 19 106.00 IM  Transporter 

Q9SJ12 At2g21870 

FAd 

(24 kDa); 

MGP1 

23.75 5 8 68.24 IM/macierz Kompleks V 

P93033 At2g47510 FUM1 14.63 6 10 61.25 ? TCA 

Q9C977 At1g80270 PPR596 10.91 6 11 59.72 ? 
Edytowanie 

mRNA  

Opr·cz podjednostek kompleks·w I i III wŜr·d biağek ko-precypitujŃcych z FTSH4 

w 22ÁC zidentyfikowano r·wnieŨ przedstawicieli pozostağych kompleks·w OXPHOS, 

a mianowicie: 2 podjednostki kompleksu II, SDH2-2 (At5g40650) i SHD5 (At1g47420), 
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2 podjednostki kompleksu IV, w tym oddziağujŃcŃ z FTSH4 w obu warunkach i opisanŃ 

powyŨej podjednostkň COX6B-1 oraz COX5B-1 (At3g15640), a takŨe jednŃ podjednostkň 

syntazy ATP, ATP1 (At2g07698) (Tabela 4.2). Warto zauwaŨyĺ, Ũe Heidorn-Czarna i in. 

(2018) w swoich badaniach sugerowali udziağ proteazy FTSH4 w biogenezie kompleksu II 

poprzez kontrolň wymiany izoformy SDH2-3, charakterystycznej tylko dla nasion (etap 

kieğkowania), na zidentyfikowanŃ w niniejszej pracy izoformň SDH2-2, specyficznŃ dla etapu 

rozwojowego po kieğkowaniu nasion. Wykazane na podstawie moich badaŒ odziağywanie 

miňdzy FTSH4 a SDH2-2 moŨe dodatkowo potwierdzaĺ te przypuszczenia.  

Obok biağek systemu OXPHOS w 22ÁC zidentyfikowano r·wnieŨ biağka powiŃzane 

z alternatywnŃ drogŃ transportu elektron·w. Do biağek tych naleŨŃ dziağajŃce r·wnolegle 

z kompleksem I dehydrogenazy NAD(P)H typu II: NDB1 (At4g28220) i NDB2 (At4g05020), 

kt·re sŃ akceptorami elektron·w pochodzŃcych z przestrzeni miňdzybğonowej, odpowiednio 

z NADPH i NADH (Ostaszewska-Bugajska i in., 2015).  

WŜr·d pozostağych biağek zidentyfikowanych w 22ÁC moŨna znaleŦĺ biağka o r·Ũnych 

funkcjach. Wyr·Ũniĺ tu naleŨy biağka mitochondrialnej rodziny noŜnik·w (MCF, 

ang. Mitochondrial carrier family), a mianowicie AAC1, AAC2, APC2 (At5g51050), MPT3 

(At5g14040) i DTC (At5g19760) (przeglŃd w Fernie i in., 2020; Nunes-Nesi i in., 2020), jak 

r·wnieŨ kinazň difosforan·w nukleozyd·w (NDPK3, At4g11010), kt·ra katalizuje przemianň 

difosforan·w i trifosforan·w nukleozyd·w przy uŨyciu ATP jako donora fosforan·w 

(Hasunuma i in., 2003; Dorion i Rivoal, 2015). Warto zaznaczyĺ, Ũe noŜniki AAC1 i AAC2 

wraz z ADNT1 zostağy r·wnieŨ zidentyfikowane wŜr·d biağek w warunkach 30ÁC, co 

zwiňksza prawdopodobieŒstwo, Ũe biağka te rzeczywiŜcie oddziağujŃ z FTSH4 (Tabela 4.3). 

Na uwagň zasğugujŃ r·wnieŨ biağka naleŨŃce do rodziny SPFH, odpowiedzialne za organizacjň 

mitochondri·w i strukturň bğony. Wyr·Ũniamy tu ko-precypitujŃce w obu badanych 

temperaturach i opisane powyŨej stomatyny (SLP1 i SLP2), a takŨe zidentyfikowane tylko 

w 22ÁC prohibityny (PHB3, PHB4 i PHB6) (Tabela 4.2). Import biağek to kolejna grupa, kt·rŃ 

moŨna odnotowaĺ wŜr·d biağek ko-precypitujŃcych z FTSH4 w 22ÁC. Wyr·Ũniĺ tu naleŨy 

metaksynň 1 (MTX1, At2g19080), homolog biağka SAM37, jednego ze skğadowych 

kompleksu SAM zewnňtrznej bğony oraz Tim17-2, podjednostka kompleksu importu biağek 

TIM (Tim17:23) wewnňtrznej bğony i jednoczeŜnie potwierdzony substrat proteazy FTSH4 

(OpaliŒska i in., 2018). WŜr·d biağek importu uwzglňdniona zostağa r·wnieŨ proteaza 
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wewnňtrznej bğony IMP1-2, kt·rej homologi peğniŃ kluczowŃ rolň przy dojrzewaniu form 

prekursorowych biağek importowanych do IMS (Heidorn-Czarna i in., 2022). Obok 

zwiŃzanych z ograniczonŃ proteolizŃ biağek MPP i IMP1-2, na uwagň zasğuguje r·wnieŨ 

zidentyfikowane w 22ÁC biağko systemu proteolitycznego, proteaza FTSH11 (At5g53170), 

kt·rej to istotna rola w termotolerancji u roŜlin zostağa wykazana (Chen i in., 2006).  

WŜr·d biağek zidentyfikowanych w 22ÁC wyr·Ũniĺ moŨna ponadto enzym wewnňtrznej 

bğony mitochondrialnej, dehydrogenaza glicerolo-3-fosforanu (SDP6, ang. Glycerol-3-

phosphate dehydrogenase, At3g10370), zaangaŨowany we wczesny etap biosyntezy 

glicerofosfolipid·w oraz dotychczas nieopisanŃ u Arabidopsis skramblazň fosfolipidowŃ 

(At2g04940, ang. phospholipid scramblase), funkcyjnie odpowiedzialnŃ za translokacjň 

fosfolipid·w w bğonie. 

4.6.Biağka oddziağujŃce z OMA1 wykrywane poprzez ko-immunoprecypitacjň 

W celu identyfikacji substrat·w i partner·w biağkowych proteazy OMA1 r·wnieŨ 

wykorzystano technikň ko-IP. NaleŨy zaznaczyĺ, Ũe w przeciwieŒstwie do FTSH4, brak byğo 

dotychczas badaŒ z zastosowaniem tej techniki dla OMA1. Mitochondria izolowane z roŜlin 

ekspresjonujŃcych dodatkowo wprowadzonŃ proteazň OMA1 z metkŃ FLAG (mutant 

OMA1OE, Migdal i in., 2017) oczyszczano na zğoŨu anty-FLAG. Do eksperymentu 

wykorzystano roŜliny uprawiane w warunkach 22ÁC oraz 30ÁC. Biağka zwiŃzane ze zğoŨem po 

ich elucji poddawano identyfikacji za pomocŃ LC-MS/MS. Jako kontrolň wykorzystywano 

mitochondria izolowane z roŜlin typu dzikiego (WT). DoŜwiadczenie wykonano 

w 4 powt·rzeniach biologicznych, a w dalszych analizach uwzglňdniono tylko te biağka, 

kt·rych albo w og·le nie zidentyfikowano w roŜlinach typu dzikiego albo zaobserwowano ich 

co najmniej 2.5-krotnŃ akumulacjň u mutanta OMA1OE. Wyselekcjonowane biağka speğniağy 

takŨe dodatkowe kryteria opisane w podrozdziale 3.2.18. Dane opracowano identycznie jak 

dla FTSH4 (rozdziağ 4.5). Uzyskane wyniki dla pr·b 22ÁC oraz 30ÁC zawierajŃce jedynie 

biağka mitochondrialne zaprezentowano odpowiednio w Tabeli 4.4 i Tabeli 4.5. 

Zidentyfikowano 55 biağek w 22ÁC oraz 17 biağek w 30ÁC zdefiniowanych na 

podstawie bazy danych SUBA5 jako biağka mitochondrialne (Tabela 4.4 i 4.5). Podobnie jak 

w przypadku FTSH4 (rozdziağ 4.5), zidentyfikowano wiňkszŃ liczbň biağek w 22ÁC w stosunku 

do 30ÁC. BiorŃc pod uwagň topologiň proteazy OMA1 w mitochondriach (rozdziağ 4.2), biağka 

zlokalizowane w IMS, IM lub OM byğy gğ·wnym obiektem zainteresowaŒ w dalszych 
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analizach. Warto podkreŜliĺ, Ũe biağka zidentyfikowane w analizach LC-MS/MS to 

w wiňkszoŜci przedstawiciele wğaŜnie tych przedziağ·w (Tabela 4.4 i 4.5).  

Tabela 4.4. Biağka mitochondrialne oddziağujŃce z OMA1 w warunkach 22ÁC. Biağka uzysakne w osadach 

po ko-IP zidentyfikowane metodŃ LC-MS/MS. Biağka sŃ uporzŃdkowane wedğug wartoŜci MS (ang. Mascot 

Score). óIloŜĺ PSMsô oznacza liczbň dopasowaŒ peptyd·w. óSubmit. Lokalizacjaô oznacza submitochondrialnŃ 

lokalizacjň biağka. Podane numery akcesyjne pobrano z bazy danych UniProt oraz TAIR (AGI). Lokalizacjň 

okreŜlono na podstawie bazy danych SUBA5, a funkcjň w oparciu o bazň danych DAVID i dane literaturowe. 

OM, bğona zewnňtrzna; IM, bğona wewnňtrza; IMS, przestrzeŒ miňdzybğonowa. *- biağka oddziağujŃce z OMA1 

r·wnieŨ w warunkach 30ÁC. 

Numer 

UniProt  

Numer  

AGI  
Nazwa 

Pokrycie 

sekwencji 

[%]  

IloŜĺ 

peptyd·w 

IloŜĺ 

PSMs 

WartoŜĺ 

MS 

Submit. 

Lokalizacja 
Funkcja 

Q8GXE5* At5g51740 OMA1 44.80 20 516 3950.75 IM  Proteoliza 

Q9ASV5 At4g39690 MIC60 56.15 28 193 1234.75 IM  

Organizacja 

mitochondri·w; 
kompleks 

MICOS  

P31167 At3g08580 AAC1 33.60 14 142 1107.30 IM  Transporter 

O04331* At5g40770 PHB3 61.73 13 120 1047.72 IM  
Organizacja 

mitochondri·w 

Q9LK25* At3g27280 PHB4 37.63 10 112 988.67 IM  
Organizacja 
mitochondri·w 

Q84WU8* At2g29080 FTSH3 34.12 25 149 923.91 IM  
Proteoliza; 
Organizacja 

mitochondri·w 

Q93VP9* At4g27585 SLP1 47.69 18 150 814.29 IM  
Organizacja 

mitochondri·w 

Q42290 At3g02090 MPPbeta 51.98 20 105 641.43 IM  Kompleks III  

Q9ZNT7* At1g03860 PHB2 45.80 10 77 578.10 IM  
Organizacja 

mitochondri·w 

P40941 At5g13490 AAC2 28.83 12 70 551.49 IM  Transporter 

Q9ZU25 At1g51980 MPPalpha1 38.37 16 93 528.19 IM  Kompleks III  

Q8VZI8* At1g07510 FTSH10 29.52 20 70 397.32 IM  
Proteoliza; 
Organizacja 

mitochondri·w 

Q9C6B3 At1g47260 
GAMMA  

CA2; CA2 
56.12 12 65 396.61 

IM/  

matrix? 
Kompleks I 

B9DFQ9 At5g37510 
EMB1467;  

75 kDa 
30.74 15 53 389.07 IM  Kompleks I 

Q9SI32* At2g04940 At2g04940 38.52 12 49 357.44 ? 
Translokacja 
fosfolipid·w 

O64471* At2g19080 MTX1 29.21 7 60 355.38 IM/OM? 

Organizacja 

mitochondri·w; 

Import biağek 

Q9LVW0* At5g54100 
SLP2; 

MJP23.8 
26.93 11 52 328.64 IM  

Organizacja 
mitochondri·w 

A8MSD8 At2g41600 At2g41600 49.28 8 40 303.50 matrix Translacja 

O49460* At4g28510 PHB1 36.81 8 41 286.50 IM  
Organizacja 

mitochondri·w 

Q39079* At2g35720 
ATJ13; 
OWL1; 

atDjC28 

34.01 15 43 282.16 ? 
Organizacja 

mitochondri·w 

O04308 At3g16480 MPPalpha2 24.65 11 44 269.54 IM  Kompleks III  
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Tabela 4.4. Biağka mitochondrialne oddziağujŃce z OMA1 w warunkach 22ÁC. c.d. 

Numer 

UniProt  
Numer  

AGI  
Nazwa 

Pokrycie 

sekwencji 

[%]  

IloŜĺ 

peptyd·w 
IloŜĺ 

PSMs 
WartoŜĺ 

MS 
Submit. 

Lokalizacja 
Funkcja 

Q9SRL6 At3g11070 SAM50-1 14.23 6 31 247.67 OM 
Kompleks SAM 

Organizacja 

mitochondri·w 

O80983 At2g26140 FTSH4 28.73 15 44 245.92 IM  Proteoliza 

O48582 At5g44780 MORF4 30.01 16 48 234.31 ? 
Edytowanie 

mRNA 

Q84VZ6 At2g31140 IMP2 40.98 9 37 227.27 IM  Proteoliza 

Q9FFG3 At5g05520 SAM50-2  36.07 13 43 222.46 OM 

Kompleks SAM 

Organizacja 

mitochondri·w 

O22769 At4g02580 24 kDa 20.00 5 29 193.40 IM  Kompleks I 

Q93ZM7 At3g13860 
CPN60; 

MCP4.9 
20.63 11 26 180.77 ? 

Zwijanie biağek; 
OdpowiedŦ na 

stres 

Q9FMV1 At5g63510 

GAMMA  

CAL1; 
CAL1 

21.43 4 15 165.60 
IM/  

matrix? 
Kompleks I 

Q94JS0 At5g13430 
UCR1-1; 

RISP 
17.65 4 26 161.41 IM  Kompleks III 

Q94AU7 At5g66510 
GAMMA  
CA3; CA3 

20.16 6 31 158.52 
IM/  

matrix? 
Kompleks I 

Q9SIL6*  At2g20530 PHB6 27.97 6 29 156.06 IM  
Organizacja 

mitochondri·w 

Q8RXF8 At5g27540 MIRO1 27.78 12 28 154.89 OM 
Organizacja 

mitochondri·w 

Q9SMN1 At3g48680 

GAMMA  

CAL2; 

CAL2 

19.14 4 14 141.79 
IM/  

matrix? 
Kompleks I 

Q945K7 At5g03290 IDH5 21.39 6 12 128.26 ? TCA 

Q9LK29 At3g27240 CYC1-1 31.60 7 32 127.23 IM  Kompleks III 

Q9SJ12 At2g21870 
FAd 

(24 kDa); 

MGP1 

33.75 8 18 126.91 IM  Kompleks V 

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 I 

Q8GWC7 At1g72170 
MIC10-

like; 

T9N14_2 

30.39 2 14 124.16 IM  

Kompleks 

MICOS; 

Organizacja 
mitochondri·w 

F4K4X9 At5g55610 MDF20.5 17.08 4 15 122.80 OM ? 

A8MRD7 At3g15640 COX5B-1 21.71 4 18 120.85 IM  Kompleks IV 

Q9STH7 At4g12340 
T4C9_180; 

MIC19? 
18.24 3 17 120.02 ? ? 

P93834* At2g19860 HXK2 22.31 8 24 106.08 OM Glikoliza 

O80988 At2g26080 GLDP2 7.57 8 13 100.79 ? Metabolizm 
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Tabela 4.4. Biağka mitochondrialne oddziağujŃce z OMA1 w warunkach 22ÁC. c.d. 

Numer 

UniProt  
Numer  

AGI  
Nazwa 

Pokrycie 

sekwencji 

[%]  

IloŜĺ 

peptyd·w 
IloŜĺ 

PSMs 
WartoŜĺ 

MS 
Submit. 

Lokalizacja 
Funkcja 

Q9FKS5 At5g40810 CYC1-2 31.60 6 23 95.55 IM  Kompleks III 

Q9SSB8 At1g80230 COX5B-2 22.22 4 13 94.57 
IM> 

matrix 
Kompleks IV 

F4KCL7 At5g09420 OM64 14.43 6 9 83.45 OM Import biağek 

Q9LZM6 At5g02050 At5g02050 12.73 2 10 80.39 matrix Translacja 

Q42577 At5g11770 
PSST; 

20 kDa 
18.35 4 9 80.09 

IM/  

matrix? 
Kompleks I 

A0A2P2CL

C3 

AtMg00516

AtMg01120
AtMg01275 

NAD1 12.62 3 12 74.42 IM  Kompleks I 

P32746 At5g23300 PYRD 14.13 5 7 72.08 IM  Metabolizm 

Q9FLS8 At5g61810 APC1 10.04 5 8 66.14 IM  Trasporter 

Q9SKM7 At2g28430 
At2g28430; 

T1B3.5 
37.65 3 8 61.73 ? Kompleks I ? 

Q8W476 At1g06200 
At1g06200; 

F9P14.6 
35.44 6 11 60.03 ? Proteoliza 

ZestawiajŃc wyniki uzyskane dla warunk·w 22ÁC i 30ÁC (Tabela 4.4 i 4.5), 

wyselekcjonowano zaledwie 4 biağka specyficzne jedynie dla warunk·w umiarkowanie 

podwyŨszonej temperatury, a mianowicie AAC3 (ang. ADP, ATP carrier protein 3, 

At4g28390), GYRBM (ang. DNA gyrase subunit B, At5g04130), GLO2 (ang. Glycolate 

oxidase 2, At3g14415, opisywane r·wnieŨ jako GOX2) oraz COB (AtMg00220, inaczej 

MT-CYB) (Tabela 4.5). Biağko GLO2 (GOX2) zostağo sklasyfikowane jako mitochondrialne 

na podstawie bazy SUBA5, aczkolwiek Launay i in. (2022) w ostatnich badaniach wykazujŃ 

jego peroksysomalnŃ lokalizacjň. Z trzech pozostağych biağek ko-precypitujŃcych z OMA1 

w mitochondriach izolowanych z roŜlin uprawianych w 30ÁC dwa zlokalizowane sŃ w bğonie 

wewnňtrznej. SŃ to: noŜnik ADP/ATP zwany AAC3, kt·ry spoŜr·d transporter·w AAC jest 

najbardziej ekspresjonowany w warunkach stresowych (van Aken i in., 2009) oraz COB 

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

ciekawe, u droŨdŨy pierwszym etapem biogenezy kompleksu III jest ko-translacyjne 

wstawianie do wewnňtrznej bğony mitochondrialnej wğaŜnie podjednostki COB (Gruschke 

i in., 2011). Trzecie biağko, gyraza DNA (GYRBM) to enzym najprawdopodobniej 

zlokalizowany w macierzy mitochondrialnej, kt·ry zwiŃzany jest z metabolizmem DNA.  
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Podobnie jak w przypadku FTSH4 (rozdziağ 4.5), transkrypty trzech 

mitochondrialnych biağek zidentyfikowanych jako substraty proteazy OMA1 w 30ÁC byğy 

analizowane w bazie ePlant. Zar·wno AAC3, jak i COB wykazağy wzrost poziomu transkryptu 

pod wpğywem podwyŨszonej temperatury, GYRBM natomiast charakteryzowağ siň 

praktycznie stağym, wysokim poziomem bez wzglňdu na stosowane warunki.  

Tabela 4.5. Biağka mitochondrialne oddziağujŃce z OMA1 w warunkach 30ÁC. Biağka uzysakne w osadach 

po ko-IP zidentyfikowane metodŃ LC-MS/MS. Biağka sŃ uporzŃdkowane wedğug wartoŜci MS (ang. Mascot 

Score). óIloŜĺ PSMsô oznacza liczbň dopasowaŒ peptyd·w. óSubmit. Lokalizacjaô oznacza submitochondrialnŃ 

lokalizacjň biağka. Podane numery akcesyjne pobrano z bazy danych UniProt oraz TAIR (AGI). Lokalizacjň 

okreŜlono na podstawie bazy danych SUBA5, a funkcjň w oparciu o bazň danych DAVID i dane literaturowe. 

OM, bğona zewnňtrzna; IM, bğona wewnňtrza; IMS, przestrzeŒ miňdzybğonowa. *- biağka oddziağujŃce z OMA1 

r·wnieŨ w warunkach 22ÁC. 

Numer 

UniProt  

Numer  

AGI  
Nazwa 

Pokrycie 

sekwencji 

[%]  

IloŜĺ 

peptyd·w 

IloŜĺ 

PSMs 

WartoŜĺ 

MS 

Submit. 

Lokalizacja 
Funkcja 

Q8GXE5* At5g51740 OMA1 39.37 14 179 1359.51 IM  Proteoliza 

O04331* At5g40770 PHB3 51.26 11 42 393.79 IM  
Organizacja 
mitochondri·w 

Q9LK25* At3g27280 PHB4 30.11 8 34 337.22 IM  
Organizacja 

mitochondri·w 

Q93VP9* At4g27585 SLP1 36.01 13 52 281.38 IM  
Organizacja 

mitochondri·w 

Q84WU8* At2g29080 FTSH3 24.97 17 35 232.56 IM  

Organizacja 

mitochondri·w; 
Proteoliza 

O49447 At4g28390 AAC3 11.35 5 30 226.92 IM  Tansporter 

Q9ZNT7* At1g03860 PHB2 36.71 8 25 196.09 IM  
Organizacja 

mitochondri·w 

O64471* At2g19080 MTX1 28.89 6 19 136.34 IM/OM 

Organizacja 

mitochondri·w; 

Import biağek 

O49460* At4g28510 PHB1 27.08 7 19 135.81 IM  
Organizacja 

mitochondri·w 

Q9LVW0* At5g54100 
SLP2; 

MJP23.8 
13.47 6 17 124.01 IM  

Organizacja 

mitochondri·w 

Q39079* At2g35720 
ATJ13; 
OWL1; 

atDjC28 

11.52 5 10 108.70 ? 
Organizacja 

mitochondri·w 

Q8VZI8*  At1g07510 FTSH10 13.28 9 16 99.38 IM  
Organizacja 
mitochondri·w; 

Proteoliza 

Q9SI32* At2g04940 At2g04940 12.24 4 10 97.86 ? 
Translokacja 
fosfolipid·w 

Q94BZ7 At5g04130 GYRBM 12.57 7 11 69.40 ? 
Edytowanie 

DNA 

Q9SIL6* At2g20530 PHB6 23.08 5 9 60.86 IM  
Organizacja 
mitochondri·w 

Q9LRS0 At3g14415 
GLO2; 

GOX2 
18.26 5 10 60.47 ? Metabolizm 

A0A2P2CL

G2 
AtMg00220 

MT-CYB; 

COB 
5.60 2 6 41.14 IM  Kompleks III 

Opr·cz wymienianych powyŨej biağek, wraz z OMA1 ko-precypituje dodatkowo 13 

innych biağek w warunkach 30ÁC (Tabela 4.5), kt·rych identyfikacji dokonano r·wnieŨ 
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w warunkach 22ÁC (Tabela 4.4). Fakt ich jednoczesnej identyfikacji w dw·ch niezaleŨnych 

warunkach wzrostu zwiňksza prawdopodobieŒstwo, Ũe sŃ one faktycznymi partnerami 

biağkowymi OMA1 in vivo. Biağka te naleŨŃ do nastňpujŃcych grup pod wzglňdem peğnionej 

funkcji: a) organizacja bğony mitochondrialnej: prohibitiny (PHB1, PHB2, PHB3, PHB4 

i PHB6), stomatyny (SLP1 i SLP2), metaksyna 1 (MTX1), biağko ATJ13 (At2g35720) 

i skramblaza fosfolipidowa, b) system proteolityczny: proteazy m-AAA (FTSH10 i FTSH3) 

oraz c) metabolizm: heksokinaza 2 (At2g19860, HXK2) - enzym katalizujŃcy pierwszŃ reakcjň 

glikolizy. Jak juŨ wspomniano wczeŜniej, prohibityny i stomatyny odpowiadajŃ za stabilizacjň 

bğony i osadzonych w niej kompleks·w (Gehl i Sweetlove, 2014). Ponadto, w przypadku 

prohibityn uwaŨa siň, Ũe dziağajŃ one jak biağka opiekuŒcze, chroniŃc nowo importowane 

biağka przed degradacjŃ przez proteazy m-AAA (Nijtmans i in., 2000). Co ciekawe, 

u Arabidopsis kompleks tworzony przez proteazy m-AAA oddziağuje wğaŜnie z prohibitynami 

(Piechota i in., 2010), nie dziwi zatem obecnoŜĺ r·wnieŨ obu proteaz m-AAA  wŜr·d 

wymienionych powyŨej biağek. MTX1 i ATJ13 to z kolei przypuszczalnie biağka mogŃce byĺ 

czňŜciŃ wiňkszego kompleksu tworzŃcego w mitochondriach poğŃczenie miňdzy bğonŃ 

wewnňtrznŃ i zewnňtrznŃ. Na temat skramblazy fosfolipidowej u Arabidopsis brak jest 

istotnych informacji, natomiast w przypadku ludzkiej mitochondrialnej skramblazy 

fosfolipidowej (PLSCR3, ang. Phospholipid scramblase 3) wiadomo, Ũe jest ona istotna 

w translokacji fosfolipid·w w obrňbie bğony, w tym CL, przyczyniajŃc siň do jej syntezy (Liu 

i in., 2003; Van i in., 2007). Co ciekawe, PLSCR3 poŜredniczy w translokacji CL 

z wewnňtrznej bğony mitochondri·w do bğony zewnňtrznej, wzmacniajŃc indukowane przez 

tBid uwalnianie cytochromu c i apoptozň, jak r·wnieŨ ogrywa waŨnŃ rolň w mitochondrialnej 

funkcji oddechowej i morfologii mitochondri·w (Liu i in., 2003; He i in., 2007). Warto zwr·ciĺ 

uwagň, Ũe biağko to, podobnie jak z resztŃ MTX1, w temperaturze 22ÁC oddziağuje r·wnieŨ 

z proteazŃ FTSH4 (Tabela 4.2). Ostatnim biağkiem zidentyfikowanym w obu badanych 

warunkach jest heksokinaza 2, jeden z enzym·w istotnych na pierwszym etapie glikolizy. 

Przypuszcza siň, Ũe podobnie jak heksokinaza 1, HXK2 zlokalizowana jest w zewnňtrznej 

bğonie mitochondrialnej i obok metabolizmu glukozy, enzym ten uczestniczy r·wnieŨ 

w kontroli programowanej Ŝmierci kom·rki (Kim i in., 2006).  

WŜr·d biağek ko-precypitujŃcych z OMA1 w 22ÁC zaskakujŃco duŨo zidentyfikowano 

biağek zwiŃzanych z organizacjŃ ultrastruktury wewnŃtrzmitochondrialnej, w tym biağka 
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zlokalizowanego w wewnňtrznej bğonie mitochondrialnej kompleksu MICOS (MIC60 

i prawdopodobnie MIC10-like (DUF543)), biağka kompleksu SAM bğony zewnňtrznej 

(SAM50-1 i SAM50-2) oraz biağka powiŃzane lub oddziağujŃce z kompleksem MICOS lub 

SAM (MTX1, ATJ13/OWL1 oraz MIRO1) (Tabela 4.4). Jak zaznaczono powyŨej, MTX1 oraz 

ATJ13/OWL zidentyfikowano r·wnieŨ w 30ÁC. Co ciekawe, kompleksy SAM i MICOS 

u ssak·w tworzŃ superkompleks MIB poŜredniczŃcy w kontakcie zewnňtrznej i wewnňtrznej 

bğony mitochondrialnej. TamteŨ, MTX1 wraz z DNAJC11, homologiem ATJ13, wystňpujŃ 

jako czynniki stabilizujŃce ten kompleks (Huynen i in., 2016, Van Strien i in., 2019). 

U droŨdŨy natomiast wyglŃda na to, Ũe MTX1 (jako homolog Sam35) jest integralnŃ skğadowŃ 

kompleksu SAM. WŜr·d zidentyfikowanych biağek ko-precypitujŃcych z OMA1 znalazğo siň 

biağko kodowane przez gen At4g12340. Biağko to wykazuje pewnŃ homologiň do biağka 

MIC19 (Mu¶oz-G·mez i in., 2015b), kt·re to z kolei u ssak·w jest ğŃcznikiem miňdzy 

kompleksami MICOS i SAM. InteresujŃcym pod kŃtem tej pracy jest fakt, Ũe biağko to jest 

procesowane przez ssaczŃ OMA1 pod wpğywem pewnych stres·w fizjologicznych (Tang i in., 

2020). U ssak·w wykazano r·wnieŨ, Ũe homologii biağka MIRO1, kt·re ko-precypituje 

z OMA1 oczyszczanŃ z roŜlin uprawianych w 22ÁC, oddziağujŃ z podjednostkami MICOS oraz 

SAM50 (Modi i in., 2019) peğniŃc prawdopodobnie rolň swego rodzaju adaptora miňdzy OM 

i IM. W przypadku roŜlin udokumentowano, Ũe MIRO1 wpğywa na rozw·j embrionalny, 

a takŨe odpowiada za poprawnŃ morfologiň mitochondri·w (Yamaoka i in., 2008, 2011), co 

sugeruje, Ũe biağko to moŨe mieĺ zwiŃzek z kompleksem MICOS. Podjednostka kompleksu 

MICOS, MIC60 u Arabidopsis wchodzi r·wnieŨ w skğad duŨego, wzbogaconego w lipidy 

kompleksu MTL i odgrywa istotnŃ rolň w transporcie PE. Co wiňcej, r·wnieŨ RISP, 

podjednostka kompleksu III zidentyfikowana wŜr·d biağek ko-precypitujŃcych z OMA1, 

wchodzi w skğad kompleksu MTL (Michaud i in., 2016). NaleŨy zaznaczyĺ, Ũe u roŜlin 

elementy kompleksu MTL uwzglňdnione sŃ jako skğadowe kompleks MICOS (Li i in., 2019). 

WŜr·d biağek zidentyfikowanych jako ko-precypitujŃce z OMA1 oczyszczanŃ z roŜlin 

uprawianych w 22ÁC moŨna znaleŦĺ takŨe podjednostki systemu OXPHOS. Najwiňcej biağek, 

bo aŨ 8, pochodzi z kompleksu I, a sŃ to: CAL1, CAL2, CA2, CA3, 75kDa, 24kDa, PSST 

i NAD1, a takŨe czynnik skğadania kompleksu I GLDH oraz dwa biağka kandydujŃce na miano 

specyficznej dla roŜlin podjednostki kompleksu I (DUF543 i At2g28430/T1B3.5; Tabela 4.4; 

Subrahmanian i in., 2016). W eksperymencie zidentyfikowano takŨe 6 biağek kompleksu III 
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(RISP, CYC1-1, CYC1-2, MPPalpha1, MPPalpha2 oraz MPPbeta), 2 biağka kompleksu IV 

(COX6B-1 i COX5B-2) oraz tylko jedno biağko kompleksu V (FAd). Warto zaznaczyĺ, Ũe 

podjednostka FAd zidentyfikowana zostağa r·wnieŨ dla FTSH4, jednakŨe w warunkach 30ÁC 

(Tabela 4.3; rozdziağ 4.5). 

Podobnie jak w przypadku FTSH4, wŜr·d biağek zidentyfikowanych w warunkach 

22ÁC wyr·Ũniĺ moŨna r·wnieŨ grupň naleŨŃcŃ do mitochondrialnej rodziny noŜnik·w (MCF), 

a mianowicie AAC1 i AAC2 bňdŃce noŜnikami ADP/ATP oraz APC1 zaleŨny od wapnia 

noŜnik ATP-Mg2+/Pi (Tabela 4.4) (przeglŃd w Fernie i in., 2020; Nunes-Nesi i in., 2020). Co 

ciekawe, wŜr·d opisanych biağek zidentyfikowanych z kolei w 30ÁC, moŨna wyr·Ũniĺ r·wnieŨ 

noŜnik ADP/ATP, a mianowicie AAC3 (Tabela 4.5). 

KolejnŃ waŨnŃ grupň biağek zidentyfikowanych w warunkach 22ÁC stanowiŃ proteazy. 

Opr·cz wymienianej wczeŜniej MPP wraz z OMA1 wsp·ğoczyszczajŃ siň jeszcze dwie 

proteazy uczestniczŃce w dojrzewaniu biağek importowanych do mitochondri·w: IMP2 

i produkt genu At1g06200 (Heidorn-Czarna i in., 2022) oraz zakotwiczone w bğonie 

wewnňtrznej enzymy kontroli jakoŜci mitochondri·w: proteazy m-AAA (FTSH3 i FTSH10) 

oraz i-AAA  (FTSH4) (Tabela 4.4). Warto zaznaczyĺ, Ũe proteazy m-AAA ko-precypitujŃ 

z OMA1 r·wnieŨ w warunkach 30ÁC, co podkreŜla ich prawdopodobne wsp·ğdziağanie 

(Tabela 4.5). 

WŜr·d biağek zidentyfikowanych w 22ÁC wyr·Ũniĺ moŨna r·wnieŨ mitochondrialne 

biağko CPN60 (ang. Chaperonin CPN60-like 2, At3g13860), kilka biağek peğniŃcych funkcje 

metaboliczne, w tym zlokalizowane najprawdopodobniej w macierzy IDH5 (ang. Isocitrate 

dehydrogenase [NAD] catalytic subunit 5, At5g03290) i GLDP2 (ang. Glycine dehydrogenase 

(decarboxylating) 2, At2g26080) oraz membranowe biağko PYRD (ang. Dihydroorotate 

dehydrogenase (quinone), At5g23300) (Tabela 4.4). Biağko PYRD peğni rolň w syntezie 

pirymidyn, jak r·wnieŨ w bezpoŜrednim przenoszeniu elektron·w na ubichinon, co czyni je 

istotnym elementem ğaŒcucha oddechowego (Schertl i Braun, 2014). Zidentyfikowano 

ponadto biağko uczestniczŃce w edytowaniu organellarnego RNA, MORF4 (Small i in., 2020). 

Warto tu podkreŜliĺ, Ũe biağko to, w przeciwieŒstwie do wsp·ğoczyszczajŃcego siň z FTSH4 

skr·conego produktu genu At5g44780 (Tabela 4.3), identyfikowane jest z opisanŃ numerem 

O48582 dğuŨszŃ formŃ tego biağka. WŜr·d biağek oddziağujŃcych z OMA1 w 22ÁC interesujŃce 

wydajŃ siň r·wnieŨ dwa biağka bğony zewnňtrznej, a mianowicie OM64 (ang. Outer envelope 
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protein 64, At5g09420) - biağko uczestniczŃce w imporcie biağek przez bğonň zewnňtrznŃ, ale 

nie zasocjowane z kompleksem TOM (Lister i in., 2007) oraz specyficzne dla roŜlin biağko 

kodowane przez gen At5g55610, skategoryzowane jako biağko uczestniczŃce w przekazywaniu 

sygnağu (Tabela 4.4) (Duncan i in., 2011, 2013). 

4.7.Analiza iTRAQ: Globalne badanie zmian proteomu mitochondrialnego mutant·w 

ftsh4-1 oraz oma1 

Aby uzyskaĺ wglŃd w zmiany proteom·w mitochondrialnych ftsh4-1 i oma1 w odpowiedzi 

na dğugotrwağy stresu umiarkowanie podwyŨszonej temperatury, przeprowadzono iloŜciowe 

analizy proteomiczne oparte na technologii iTRAQ (ang. Isobaric Tag for Relative and 

Absolute Quantitation) zar·wno na materiale izolowanym z roŜlin rosnŃcych w warunkach 

22ÁC, jak i 30ÁC. StosujŃc r·Ũnicň 20% w iloŜci biağka w mutancie w por·wnaniu do typu WT 

(stosunek mutant/WT przy p Ò 0,05) jako kryterium progowe fizjologicznie istotnej zmiany, 

zidentyfikowano 44 biağka w ftsh4-1 i tylko 3 w oma1, gdy roŜliny uprawiane byğy w 22ÁC. 

WiňkszŃ liczbň biağek wykazujŃcych istotne zmiany iloŜciowe wykryto u mutant·w 

uprawianych w 30ÁC, a mianowicie 157 biağek u ftsh4-1 i 131 u oma1. Zidentyfikowano tylko 

1 biağko w 22ÁC wykazujŃce zmiany w obu mutantach, natomiast w 30ÁC takich biağek 

naliczono aŨ 42. Zidentyfikowane biağka speğniajŃce kryteria statystyczne zostağy podzielone 

na kategorie funkcjonalne zgodnie z ich zaangaŨowaniem w okreŜlone procesy biologiczne. 

Ze wzglňdu na duŨe rozmiary, opracowanŃ tabelň zamieszczono na koŒcu rozprawy w formie 

zağŃcznika (Tabela 7.1). ZauwaŨono og·lnŃ tendencjň, Ũe biağka zaangaŨowane w te same 

procesy zachowywağy siň podobnie w ftsh4-1 i oma1, tzn. ich iloŜĺ bŃdŦ ulegağa zwiňkszeniu 

bŃdŦ obniŨeniu w obu badanych mutantach. Wszystkie biağka opisane jako biağka 

zaangaŨowane w odpowiedŦ na stres, import biağek (za wyjŃtkiem MIA40 w ftsh4-1) oraz 

wiňkszoŜĺ biağek zaangaŨowanych w ekspresjň gen·w mitochondrialnych, w tym translacjň, 

ulegağy podwyŨszeniu zar·wno w ftsh4-1, jak i w oma1. Przeciwnie, wszystkie 

zidentyfikowane biağka kompleks·w III i V, wiňkszoŜĺ podjednostek kompleksu I, a takŨe 

biağka zaangaŨowane w fotorespiracjň, transport i metabolizm aminokwas·w oraz biosyntezň 

kofaktor·w byğy obecne w mniejszej iloŜci w mitochondriach obu mutant·w.  

Jednym z najbardziej zaskakujŃcych odkryĺ byğ ekstremalnie obniŨony poziom obu 

izoform cytochromu c (CYTC-1 i CYTC-2) u ftsh4-1 w warunkach umiarkowanego stresu. 

Spadek iloŜci CytC, choĺ nie tak duŨy, zaobserwowano u ftsh4-1 r·wnieŨ w warunkach 
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optymalnych (22ÁC). Mocno obniŨony poziom CytC w mitochondriach izolowanych 

z ftsh4-1, jak r·wnieŨ jego nieco obniŨony poziom u oma1 w wyniku dğugotrwağego stresu 

30ÁC potwierdzono za pomocŃ immunodetekcji (Figura 4.12, A i B). Analiza p·ğiloŜciowa 

CytC w cağkowitych ekstraktach biağkowych z cağych siewek r·wnieŨ wykazağa obniŨony 

poziom tego biağka u mutant·w (szczeg·lnie ftsh4) rosnŃcych w warunkach 30ÁC (Figura 

4.12C). Wynik ten wskazuje, Ũe zmniejszona iloŜĺ cytochromu c nie jest zatem wynikiem 

uwolnienia puli cytochromu c do cytoplazmy, bo poziom tego biağka w cağkowitych 

ekstraktach powinien siň w takim przypadku zwiňkszyĺ.  

 

 
Figura 4.12. Poziom cytochromu c (CytC) w roŜlinach WT, ftsh4-1 i oma1 uprawianych w warunkach 

optymalnych (22ÁC) i umiarkowanego stresu cieplnego (30ÁC). A. Immunodetekcja HSP70 i CytC po 

rozdziale biağek mitochondrialnych. B. Analiza iloŜciowa HSP70 i CytC we frakcjach biağek mitochondrialnych 

na podstawie sygnağu od przeciwciağ w stosunku do barwionej membrany przy uŨyciu ImageJ (Fiji). WartoŜci 

iloŜci podane jako wzglňdne w stosunku do wartoŜci uzyskanej dla WT (WT=1). średnia (n=3) Ñ SEM. *P Ò 

0.05;**P  Ò 0.03, ** *P Ò 0.01. IstotnoŜĺ statystycznŃ oceniano za pomocŃ Testu t-Studenta. SEM, bğŃd 

standardowy Ŝredniej. C. Immunodetekcja BiP i CytC w cağkowitych ekstraktach biağkowych izolowanych 

z roŜlin WT, ftsh4-1, ftsh4-2, FTSH4OE, oma1 i OMA1OE uprawianych w 22ÁC i 30ÁC. Membrana barwiona 

Coomassie - kontrola nağoŨenia (A-B: Maziak i in., 2021). 
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4.8.Potencjalne substraty proteaz FTSH4 i OMA1 na podstawie ko-IP oraz analiz iTRAQ  

Ze wzglňdu na funkcjň degradacyjnŃ badanych proteaz FTSH4 i OMA1, przyjňto 

zağoŨenie, Ũe potencjalne substraty tych proteaz bňdŃ wykazywaĺ tendencjň do akumulacji 

w mutantach pozbawionych jednej z nich. Zwr·cono zatem szczeg·lnŃ uwagň na biağka 

wystňpujŃce w zwiňkszonej iloŜci w mutantach w stosunku do typu dzikiego w wynikach 

uzyskanych z analiz iTRAQ. Identyfikacja akumulujŃcych siň biağek w zestawieniu z biağkami 

wsp·ğoczyszczajŃcymi siň z danŃ proteazŃ zwiňksza szansň na prawdziwoŜĺ wytypowanych 

potencjalnych substrat·w. NaleŨy mieĺ oczywiŜcie na uwadze, Ũe biağka bňdŃce substratami 

proteolitycznymi nie zawsze muszŃ siň akumulowaĺ. R·wnie dobrze akumulowaĺ mogŃ siň 

prekursory, a biağko dojrzağe wystňpowaĺ w mniejszej iloŜci, gdy mutant pozbawiony jest 

proteazy uczestniczŃcej w dojrzewaniu biağka, a nie degradacji. Ponadto, biağka mogŃ byĺ 

usuwane z kom·rki innŃ drogŃ, nie wykazujŃc tym samym aŨ tak znaczŃcych r·Ũniĺ w iloŜci 

miňdzy mutantem a typem dzikim. R·wnieŨ ze wzglňdu na dodatkowŃ funkcjň biağka 

opiekuŒczego proteazy FTSH4, moŨna spodziewaĺ siň, Ũe niekt·re jej substraty bňdŃ 

wystňpowaĺ w mniejszej iloŜci ze wzglňdu na brak ich stabilnoŜci ze strony FTSH4.  

PoniewaŨ kompleks I jest uwaŨany za najbardziej wraŨliwy na ciepğo spoŜr·d wszystkich 

kompleks·w OXPHOS (Downs i Heckathorn, 1998), zdecydowano przyjrzeĺ siň bliŨej jego 

skğadowym zidentyfikowanych z wykorzystaniem techniki iTRAQ. Zmiany w iloŜci 

podjednostek kompleksu I zostağy zidentyfikowane u mutanta ftsh4-1 rosnŃcego 

w temperaturze 22ÁC, ale nie w mitochondriach oma1 w tych warunkach (Tabela 7.1; Figura 

4.13A). Cztery z szeŜciu podjednostek tego kompleksu zmienionych iloŜciowo w ftsh4-1 

w 22ÁC (NAD7, NAD9, PSST i 13kD) wchodzi w skğad tzw. moduğu Q (kompleks o masie 

120 kDa) lub zlokalizowana jest w jego pobliŨu (Figura 4.13). Te cztery podjednostki 

wystňpujŃ w obniŨonej iloŜci sugerujŃc zaangaŨowanie proteazy FTSH4 w skğadanie moduğu 

Q w optymalnych warunkach (Figura 4.13A). 

Natomiast w podwyŨszonej temperaturze zaobserwowano zmiany iloŜciowe w 19 

podjednostkach kompleksu I u mutanta ftsh4-1 oraz 9 u mutanta oma1 (Tabela 7.1). 

Odpowiednio 15 i 6 z nich wystňpowağo w mniejszej iloŜci, podczas gdy 4 podjednostki 

w ftsh4-1 (NAD9, PSST, MNLL i B14.7) i 3 w oma1 (PSST, TYKY i B15) akumulowağy siň. 

WiňkszoŜĺ tych biağek zlokalizowana jest na ğŃczeniu miňdzy hydrofilowym a bğonowym 

ramieniem kompleksu I, w tym r·wnieŨ moduğu Q (Figura 4.13, A i B). MoŨna sobie zatem 
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wyobraziĺ, Ũe przynajmniej niekt·re z akumulujŃcych siň biağek w tej temperaturze sŃ 

substratami proteolitycznymi proteazy FTSH4 i/lub OMA1. Najbardziej prawdopodobnym 

kandydatem dla OMA1 wydaje siň PSST, gdyŨ zostağ zidentyfikowany wŜr·d biağek 

wsp·ğoddziağujŃcych z tŃ proteazŃ, ale w warunkach 22ÁC (Tabela 4.4).  

 
Figura 4.13. Wizualizacja zmian w iloŜci biağek podjednostek kompleksu I w mitochondriach ftsh4-1 i oma1 

w por·wnaniu do WT na podstawie analizy iTRAQ. A. Zmiany iloŜciowe biağek w mutancie ftsh4-1 rosnŃcym 

w 22ÁC i 30ÁC. B. Zmiany iloŜciowe biağek w mutancie oma1 rosnŃcym w 22ÁC i 30ÁC. Podjednostki moduğu Q 

zağŃczono w ramce kaŨdego panelu. Kolor niebieski - obniŨona iloŜĺ danego biağka, Ũ·ğty - zwiňkszonŃ iloŜĺ, 

szary - brak r·Ũnic w iloŜci zidentyfikowanego biağka. Przerywana linia wskazuje biağko (GLDH), kt·re jest 

zaangaŨowane w skğadanie kompleksu I, ale nie jest jego stağŃ podjednostkŃ. Wiňcej szczeg·ğ·w przedstawiono 

w Tabeli 7.1. Architektura kompleksu I zostağa opracowana na podstawie Ivanova i in. (2019). Figura wğasna 

opublikowana w Maziak i in., 2021. 

Warto zauwaŨyĺ, Ũe biağka NAD9 i PSST w szczeg·lnoŜci u mutanta ftsh4-1 

w warunkach 30ÁC sŃ podatne na agregacjň (Tabela 4.1, Maziak i in., 2021), co mogğo utrudniĺ 

ich identyfikacjň metodŃ ko-IP wğaŜnie w tych warunkach. ZestawiajŃc ponadto wyniki 

uzyskane z ko-IP interesujŃca wydaje siň podjednostka B14.7, kt·ra zostağa zidentyfikowana 
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w 22ÁC wraz z proteazŃ FTSH4 (Tabela 4.2), a kt·ra akumuluje siň w mutancie ftsh4-1 

w warunkach umiarkowanego stresu (Figura 4.13A). NaleŨy zwr·ciĺ uwagň, Ũe biağko to 

w warunkach 22ÁC wystňpuje na nieco podwyŨszonym poziomie (analizy iTRAQ), jednak ze 

wzglňdu na zastosowane kryteria nie zostağo uwzglňdnione jako biağko o znaczŃcej zmianie 

iloŜciowej (Tabela 7.1).  

Na podstawie wynik·w z ko-IP wŜr·d potencjalnych biağek oddziağujŃcych z proteazŃ 

FTSH4 w 22ÁC jest zlokalizowane w przestrzeni miňdzybğonowej GLDH (Tabela 4.2; 

OpaliŒska i in., 2017). Biağko to poza katalizŃ ostatniego etapu szlaku biosyntezy askorbinianu 

peğni r·wnieŨ istotnŃ, nieenzymatycznŃ rolň w montaŨu ramienia bğonowego kompleksu I 

(Schimmeyer i in., 2016). Analiza iTRAQ wykazağa zmniejszonŃ iloŜĺ tego biağka w ftsh4-1 

w temperaturze 30ÁC (Tabela 7.1; Figura 4.13A), co moŨe wpğywaĺ na og·lny poziomu 

kompleksu I. Co ciekawe, biağko to zostağo zidentyfikowane r·wnieŨ dla OMA1 w ko-IP 

z 22ÁC (Tabela 4.4), jednakŨe bez wpğywu na zmiany w analizach iTRAQ. R·wnieŨ 

podjednostka 75kDa zostağa zidentyfikowana w doŜwiadczeniach z ko-IP jako biağko 

oddziağujŃce z obiema badanymi proteazami w temperaturze 22ÁC (Tabela 4.2 i Tabela 4.4), 

jednakŨe ponownie tylko w przypadku ftsh4-1 zaobserwowano spadek iloŜci tej podjednostki 

w warunkach 30ÁC (Figura 4.13A). Dane te mogŃ sugerowaĺ, Ũe GLDH, jak r·wnieŨ 

podjednostka 75kDa, to substraty proteazy FTSH4, jednakŨe nie proteolityczne, lecz bňdŃce 

pod kontrolŃ domeny biağka opiekuŒczego. 

Wedğug danych pochodzŃcych z analiz iTRAQ biağko TIM17-2, podjednostka 

kompleksu TIM (TIM17:23), kt·re zostağo eksperymentalnie potwierdzone jako substrat 

proteolityczny FTSH4 (OpaliŒska i in., 2018), akumuluje siň w mitochondriach ftsh4-1 

zar·wno w 22ÁC, jak i 30ÁC (Tabela 7.1). Zidentyfikowano teŨ inne biağka bğony wewnňtrznej, 

kt·re r·wnieŨ akumulujŃ siň w obu badanych warunkach, a wiňc podobnie do TIM17-2 mogŃ 

byĺ potencjalnymi substratami proteazy FTSH4. Biağka te to: podjednostka MNLL (produkt 

genu At4g16450) niezbňdna do montaŨu ramienia bğonowego kompleksu I (Schulte i in., 

1994), podjednostka kompleksu TIM23, biağko MJH22 (produkt genu At5g63000), insertaza 

bğonowa OXA1 (At5g62050), podjednostka kompleksu IV, biağko COXX2-2 oraz ADNT1. 

Co ciekawe, ADNT1, mimo obecnoŜci r·wnieŨ w agregatach u mutanta ftsh4-1 (Tabela 4.1), 

zidentyfikowane zostağo w ko-IP jako biağko specyficzne dla FTSH4 wğaŜnie w warunkach 

umiarkowanie podwyŨszonej temperatury 30ÁC (Tabela 4.3). 
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Do grupy biağek akumulujŃcych siň w obu warunkach temperaturowych w ftsh4-1 

naleŨy r·wnieŨ biağko MGE1 (homolog biağka GrpE) (Tabela 7.1), kt·re jest jednym z dw·ch 

czynnik·w wymiany nukleotyd·w dla biağek HSP70 w mitochondriach Arabidopsis (Hu i in., 

2012). IloŜĺ MGE1 jest r·wnieŨ podwyŨszona w oma1 w 30ÁC. Co ciekawe, drugi homolog 

biağka GrpE, MGE2, kt·ry jest wymagany w termotolerancji siewek Arabidopsis na 

przewlekğy umiarkowany stres cieplny (Figura 4.1A; Hu i in., 2012), nie wykazağ zmian 

iloŜciowych w obu badanych mutantach (Tabela 7.1). 

  Na uwagň zasğuguje ponadto produkt genu At3g51100, kt·ry do tej pory nie zostağ 

w og·le scharakteryzowany. Biağko to akumuluje siň u mutanta ftsh4-1 w obu badanych 

warunkach (analizy iTRAQ, Tabela 

7.1), jak r·wnieŨ zidentyfikowane 

zostağo jako biağko oddziağujŃce 

z FTSH4 niezaleŨnie od stosowanych 

warunk·w (ko-IP, Tabela 4.2 i 4.3).  

Figura 4.14. Analiza sekwencji 

aminokwasowej biağka kodowanego przez 

gen At3g51100. A. Przyr·wnanie 

z zastosowaniem programu ClustalW sekwencji 

aminokwasowych biağek kodowanych przez gen 

At3g51100. B. Analizy in silico i przewidywana 

topologia produktu genu At3g51100 o dğugoŜci 

211 aminokwas·w wygenerowana przez 

program deepTMHTMM. Diagram przedstawia 

prawdopodobieŒstwo wystňpowania 

transemembranowej domeny (oŜ pionowa) 

wzglňdem sekwencji aminowkasowej biağka (oŜ 

pozioma). ObecnoŜĺ potencjalnych domen 

oznaczona zostaje kolorem czerwonym. 

Sekwencja aminokwasowa biağek na podstawie 

UniProt.  

Biağko to moŨe byĺ zatem albo 

potencjalnym substratem proteazy FTSH4 albo jej partnerem wsp·ğtworzŃcym jakiŜ wiňkszy 

kompleks. Przyr·wnanie sekwencji aminokwasowej tego biağka do sekwencji innych 

organizm·w za pomocŃ BLAST dostarczyğo 48 wynik·w charakterystycznych jedynie dla 

A. thaliana, co sugeruje, Ũe jest to biağko specyficzne jedynie dla roŜlin. Co ciekawe, w bazie 

danych UniProt dostňpne sŃ aŨ trzy sekwencje aminokwasowe przypasowane do genu 

At3g51100, a ich przyr·wnanie wskazuje, Ũe kr·tsze formy mogŃ byĺ wynikiem ograniczonej 
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proteolizy formy najdğuŨszej (Figura 4.14A). Analiza sekwencji aminokwasowej najdğuŨszej 

formy wskazağa, Ũe biağko to nie posiada typowych domen transmembranowych (Figura 

4.14B), co sugeruje, Ũe produkt genu At3g51100 nie jest raczej biağkiem zakotwiczonym 

w bğonie. 

Na podstawie wynik·w uzyskanych z ko-IP w kontekŜcie potencjalnych substrat·w 

interesujŃce sŃ r·wnieŨ biağka, kt·re wsp·ğoczyszczajŃ siň z danŃ proteazŃ w warunkach 22ÁC 

(Tabela 4.2 i 4.4), a w oparciu o analizň iTRAQ wiemy, Ũe wykazujŃ akumulacjň w 30ÁC 

(Tabela 7.1), SŃ to: biağko EMB2785 kodowane przez At2g31060 dla FTSH4 oraz 

glikoproteina kodowana przez gen At2g41600, podjednostka kompleksu IV COX5B-1 

i peptydaza z rodziny S24/S26A/S26B/S26C kodowana przez gen At1g06200 dla OMA1, przy 

czym wymieniona peptydaza akumuluje siň r·wnieŨ w mutancie ftsh4-1 w tych samych 

warunkach. W przypadku FTSH4 warte uwagi wydaje siň r·wnieŨ biağko COX6B-1, kt·re 

zidentyfikowano w obu badanych warunkach jako biağko oddziağujŃce z proteazŃ (Tabela 4.2 

i 4.3), natomiast analiza iTRAQ wykazağa jego akumulacjň w 22ÁC i spadek, choĺ niewiele 

powyŨej zastosowanego kryterium, w warunkach 30ÁC (Tabela 7.1). Co ciekawe, zar·wno 

COX5B-1, jak i COX6B-1 to pozamembranowe hydrofilowe biağka (Massa i in., 2008).  

4.9.Potencjalne substraty ograniczonej proteolizy proteaz FTSH4 i OMA1 na podstawie 

analiz COFRADIC 

Dane literaturowe dotyczŃce homolog·w proteaz FTSH4 i OMA1 wystňpujŃcych 

w Ŝwiecie zwierzŃt i droŨdŨy wskazujŃ, Ũe proteazy te nie tylko degradujŃ biağka 

mitochondrialne, ale przeprowadzajŃ ich ograniczonŃ proteolizň (Heidorn-Czarna i in., 2022). 

Dotychczas brak jest takich informacji w przypadku organizm·w roŜlinnych. W celu 

zidentyfikowania substrat·w poddawanych ograniczonej proteolizie (lub inaczej 

przetwarzaniu) przez proteazy FTSH4 i OMA1, wykonano globalne analizy proteomu 

mitochondrialnego z zastosowaniem metody COFRADIC (ang. Combined Fractional 

Diagonal Chromatography), kt·ra pozwala na identyfikacjň N-koŒcowych sekwencji 

polipeptyd·w bňdŃcych efektem ciňcia naturalnie wystňpujŃcych w organizmie proteaz (Staes 

i in., 2011, 2017). Opis tej metody przedstawiono w podrozdziale 3.2.19.2. W badaniach 

wykorzystano mitochondria izolowane z 14-dniowych roŜlin typu dzikiego oraz mutant·w 

ftsh4-1 i oma1 uprawianych w formie hodowli wodnych w warunkach LD, 22ÁC i LD, 30ÁC. 
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W badaniach wykorzystano 3 powt·rzenia biologiczne dla kaŨdej z pr·b. Analizy zostağy 

wykonane w VIB Proteomics Core, Uniwersytet w Ghent, w Belgii.  

Potencjalne substraty biağkowe przetwarzane przez proteazy FTSH4 lub OMA1 

w warunkach optymalnej lub podwyŨszonej temperatury zostağy wyselekcjonowane na 

podstawie identyfikacji N-koŒcowych sekwencji peptyd·w obecnych wyğŃcznie 

w mitochondriach WT w por·wnaniu do mutant·w ftsh4-1 lub oma1, powstağych w wyniku 

potencjalnego ciňcia przez FTSH4 lub OMA1 (Tabela 4.6).  

Dla proteazy FTSH4 zidentyfikowano 11 biağek bňdŃcych potencjalnymi substratami 

przetwarzanymi niezaleŨnie od temperatury. W przypadku proteazy OMA1 zidentyfikowano 

3 substraty przetwarzane niezaleŨnie od warunk·w, 8 substrat·w przetwarzanych wyğŃcznie 

w warunkach 22ÁC oraz 3 biağka przetwarzane tylko w warunkach podwyŨszonej temperatury 

(30ÁC). WŜr·d potencjalnych substrat·w FTSH4 w gğ·wnej mierze zidentyfikowano biağka 

zwiŃzane z bğonŃ wewnňtrznŃ mitochondri·w, w tym podjednostki kompleks·w OXPHOS. 

W przypadku OMA1 lokalizacja potencjalnych substrat·w w obrňbie mitochondri·w jest 

r·Ũnorodna. Dla obu badanych proteaz zidentyfikowano ponadto po dwa substraty posiadajŃce 

lokalizacjň pozamitochondrialnŃ.  

W Tabeli 4.6 opisano za pomocŃ sekwencji aminokwasowej miejsca ciňcia. 

Uwzglňdniono pozycjň aminokwas·w, w obrňbie kt·rych dochodzi do ciňcia, liczŃc od 

N koŒca biağka prekursorowego. Jak moŨna zauwaŨyĺ dla obu badanych proteaz miejsca ciňcia 

zlokalizowane sŃ w r·Ũnych czňŜciach potencjalnych substrat·w. Przykğadowo dla proteazy 

FTSH4: biağko B14.5a - identyfikacja miejsca ciňcia pomiňdzy 4 i 5 aminokwasem poczŃwszy 

od N-koŒca biağka; P2 - miejsce ciňcia w Ŝrodku sekwencji, pomiňdzy 52 i 53 aminokwasem; 

akonitaza - miejsce ciňcia bliŨej C-koŒca, pomiňdzy 913 i 914 aminokwasem. PodobnŃ 

sytuacjň zaobserwowano dla substrat·w proteazy OMA1: endonukleaza M20 - identyfikacja 

miejsca ciňcia pomiňdzy 8 i 9 aminokwasem, AAC1 - miejsce ciňcia pomiňdzy 212 i 213 

aminokwasem, zaŜ MIC60 - miejsce ciňcia pomiňdzy 527 i 528 aminokwasem. R·Ũne 

rozmieszczenie miejsca ciňcia w obrňbie sekwencji biağkowej moŨe byĺ zwiŃzane z odmiennŃ 

fukcjŃ peğnionego ciňcia, jak chociaŨby dojrzewanie biağka podczas importu, jego aktywacja 

czy r·wnieŨ szerokopojňta degradacja.  

121:97406



 

114 
 

Tabela 4.6. Tabela wyselekcjonowanych substrat·w ograniczonej proteolizy proteaz FTSH4 i OMA1 na podstawie analiz COFRADIC. Potencjalne 

substraty biağkowe przetwarzane przez proteazy FTSH4 lub OMA1 w warunkach optymalnej lub podwyŨszonej temperatury zostağy wyselekcjonowane na 

podstawie identyfikacji N-koŒcowych sekwencji peptyd·w obecnych wyğŃcznie w mitochondriach WT w por·wnaniu do mutant·w ftsh4-1 lub oma1. Miejsce 

ciňcia prezetnuje pozcyjň aminokwas·w, liczŃĺ od N-koŒca biağka prekursorowego, miňdzy kt·rymi dochodzi do ciňcia, z uwzglňdnieniem w nawiasie trzech 

aminokwas·w poprzedzajŃcych miejsce ciňcia i dw·ch znajdujŃcych siň tuŨ za nim. Podane numery akcesyjne pobrano z bazy danych UniProt oraz TAIR 

(AGI). Lokalizacjň okreŜlono na podstawie bazy danych SUBA5, a funkcjň w oparciu o bazň danych DAVID i dane literaturowe. óTAKô oznacza identyfikacjň 

sekwencji peptydu danego substratu w mitochondriach WT w stosunku do danego mutanta por·wnujŃc okreŜlone warunki.  

Numer 

UniProt  

Numer 

AGI  

Nazwa  

(j.ang.) 

Miejsce ciňcia 

(sekwencja 

aminokwasowa) 

Sekwencja 

zidentyfikowanego 

peptydu 

Lokalizacja Funkcja 
22ÁC 30ÁC 

ftsh4-1 oma1 ftsh4-1 oma1 

Substraty proteazy FTSH4 

Q9SD78 At5g08060 B14.5a; Furry  
4-5 

(AKS-VS) 
VSTAASSLVQNLR Mitochondria 

System 
OXPHOS 

TAK  TAK  

Q9ZUX4 At2g27730 P2, 16 kDa 
52-53 

(EQA-AG) 

AGSASEAKVAGAT

ASASAESGPKVSED
KNR 

Mitochondria 
System 

OXPHOS 
TAK  TAK  

Q9SKC9 At2g02050 

B18;  

NADH dehydrogenase 

[ubiquinone] 1 beta 

subcomplex subunit 7 

8-9 
(SSK-KM) 

KMIATQEEMSAAK
IALGSR 

Mitochondria/ 
IM  

System 
OXPHOS 

TAK  TAK  

Q9FT52 At3g52300 
ATP synthase subunit d, 

mitochondrial; ATPd 

108-109 
(LLV -EL) 

ELKEAEQKSLKESE
R 

Mitochondria/ 
IM  

System 
OXPHOS 

TAK  TAK  

F4IE14 At1g19140 
Ubiquinone biosynthesis 

COQ9-like protein 

39-40 
(SGL-CT) 

CTSSIGGNTESPMG

KQSVNPNQSGPTA

SSSTGTGEGQR 

Mitochondria/ 
IM  

Biosynteza 
koenzymu Q 

TAK  TAK  

O04212 At2g40090 
Putative ABC1 protein 

At2g40090 

280-281 

(TME-FM) 

FMDGAQVNDVDKI

R 

Mitochondria/ 

IM  

Organizacja 
Mitochondri·w 

Homeostaza 

Lipid·w 

TAK  TAK  

Q9SIB9 At2g05710 
Aconitate hydratase 3, 

mitochondrial  

913-914 

(IPL-CF) 

CFKSGEDADTLGL

TGHER 

Mitochondria/ 

Macierz 
Cykl Krebsa TAK  TAK  

A0A1I9L

RF4 
At3g06050 Peroxiredoxin IIF  

37-38 

(EGT-DI) 

DITSAAPGVSLQKA

R 

Mitochondria/ 

Macierz 

OdpowiedŦ na 

stress 
TAK  TAK  

B3H4L6 At5g19151 
Uncharacterized protein, 

mitochondrial  

33-34 

(YKP-FL) 
FLEKAEQYER Mitochondria Nieznana TAK  TAK  

P26569 At2g30620 Histone H1.2 
208-209 

(AVS-KT) 

KTKAVAAKPKAKE

R 

JŃdro 

Kom·rkowe 
 TAK  TAK  

Q9LZF2 At5g03370 Acylphosphatase 
67-68 

(SMT-TQ) 
TQAESGSSQQSDSS

KTVR 
Chloroplasty  TAK  TAK  
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Tabela 4.6. Tabela wyselekcjonowanych substrat·w ograniczonej proteolizy proteaz FTSH4 i OMA1 na podstawie analiz COFRADIC. c.d. 

Numer 

UniProt  

Numer 

AGI  

Nazwa  

(j.ang.) 

Miejsce ciňcia 

(sekwencja 

aminokwasowa) 

Sekwencja 

zidentyfikowanego 

peptydu 

Lokalizacja Funkcja 
22ÁC 30ÁC 

ftsh4-1 oma1 ftsh4-1 oma1 

Substraty proteazy OMA1 

Q9LEV3 At5g10860 
CBS domain-containing 

protein CBSX3, 

mitochondrial  

95-96 

(VGA-LV)  

LVVVKPGEQQALA

GIITER 
Mitochondria 

Homeostaza 

Redoks 
 TAK  TAK 

Q9SAK9 At1g79390 At1g79390 protein 
42-43 

(GYG-VM) 

VMQVTNSSNPELE

AR 

Mitochondria/ 

Macierz 

Biağko 

centrosomalne 
 TAK  TAK 

P31167 At3g08580 

ADP, ATP carrier 

protein 1, mitochondrial; 

AAC1 

212-213 
(RTR-LA)  

LANDAKAAKKGG
GGR 

Mitochondria/ 
IM  

Transport  TAK  TAK 

Q9M9T9 At1g18680 
F6A14.21 protein/M20 

endonuclease 

8-9 
(SAS-FT) 

FTNSTTAAAVPPPS
PPSSPSR 

Mitochondria 

Mechanizm 

degradacji 

mtDNA pyğku 

 TAK   

Q9ASV5 At4g39690 
At4g39690/T19P19_80 

protein/MIC60  

527-528 

(ARS-NG) 

NGTDTVLQLNQKF

DTLKGTLR 

Mitochondria/ 

IM  

Kompleks 

MICOS/MTL 
 TAK   

Q39084 At4g15910 
Late embryogenesis 

abundant protein 41 

30-31 
(RRS-YV) 

31-32 

(RSY-VA) 

(Y)VATSQNVTAAG

LSKGGSTR 

Mitochondria/ 

Macierz 

Ochrona 
mitochondri·w 

nasion przed 

wysuszeniem 

 TAK   

Q9FLH2 At5g65750 
2-oxoglutarate 

dehydrogenase, E1 

component 

381-382 
(KTR-AK)  

AKQYYTKDENR 
Mitochondria/ 

Macierz 
Cykl Krebsa  TAK   

Q56XA0 At1g32928 
Avr9/Cf-9 rapidly 

elicited protein 

19-20 

(GKK-VT) 
VTAASYVYR  

Mitochondria; 

Chloroplasty 

OdpowiedŦ na 

hipoksjň  
 TAK   

Q56WD9 At2g33150 
3-ketoacyl-CoA thiolase 

2 

36-37 

(CLA-GD) 
GDSAAYQR 

Mitochondria, 

Peroksysomy  

Beta-oksydacja 
kwas·w 

tğuszczowych na 

etapie 
kieğkowania i 

p·Ŧniejszego 

wzrostu siewek 

 TAK   

Q84WT8 At4g16500 
Cysteine proteinase 

inhibitor 4  

14-15 

(ILL -PL) 

PLVSVVEGLGGGG

GLGSR 

Wakuola, Bğona 

Plazmatyczna 

OdpowiedŦ 

Obronna RoŜlin 
 TAK   

Q9XGZ3 At5g25940 
Early nodulin -like 

protein 

88-89 
(AFF-IT) 

ITADKTIL QGAR 
Mitochondria/ 

IM? 
Transport  TAK   

F4I576 At1g63940 
Monodehydroascorbate 

reductase 6 

45-46 

(SLV-TA) 
TASFANENR 

Mitochondria/ 

Macierz? 
Antyoksydant    TAK 

O03042 AtCg00490 
Ribulose bisphosphate 

carboxylase large chain 

25-26 

(TYY-TP) 

TPEYETKDTDILAA

FR 
Chloroplasty     TAK 

A0A1I9L
T30 

At3g56130 
Biotin/lipoyl attachment 

domain-containing 

protein 

59-60 
(AKA -AK)  

AKSSTTTISDGSSD
ASVSDGKKTVR 

Chloroplasty     TAK 
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4.9.1. Analiza wybranych potencjalnych substrat·w ograniczonej proteolizy proteaz 

FTSH4 i OMA1  

W niniejszej pracy przeprowadzone analizy dotyczyğy jedynie kilku wybranych substrat·w 

spoŜr·d wszystkich zaprezentowanych w Tabeli 4.6 biağek. Pozostağe biağka poddane zostağy 

analizie przez innych czğonk·w zespoğu. W przypadku FTSH4 obiektem moich badaŒ stağy siň 

biağka OXPHOS: B14.5a, P2 i B18 (podjednostki kompleksu I) oraz ATPd (podjednostka 

komplesku V). Do analiz bioinformatycznych dla OMA1 wybrano natomiast zwiŃzane 

z homeostazŃ RFT biağko CBSX3 oraz biağko LEA41, kt·re istotne jest na etapie rozwoju nasion, 

a takŨe biağka MIC60 i AAC1, kt·rych oddziağywanie z OMA1 zidentyfikowano na drodze ko-IP 

(rozdziağ 4.6). JednŃ z najpowszechniejszych przyjňtych zağoŨeŒ dotyczŃcych procesowania  

N-koŒowej sekwencji biağka jest odcinanie na etapie importu sekwencji kierujŃcej wprowadzanego 

do mitochondi·w biağka. W celu sprawdzenia czy miejsce ciňcia przez FTSH4 lub OMA1 znajduje 

siň w odcinku odpowiadajŃcym potencjalnej sekwencji kierujŃcej do mitochondri·w, 

wykorzystano programy MitoFates, Predoter, TargetP-2.0, MitoProt II i bazň danych UniProt. 

Uzyskane dane zaprezentowano w formie zağŃcznika (Tabela 7.2 i 7.3). 

4.9.1.1. Analiza bioinformatyczna potencjalnych substrat·w FTSH4 

4.9.1.1.1. Lokalizacja miejsc ciňcia proteazy FTSH4 wzglňdem przewidywanych 

presekwencji mitochondrialnych 

ObecnoŜĺ sekwencji kierujŃcej do mitochondri·w zostağa potwierdzona przez wszystkie 

zastosowane programy i baza danych UniProt jedynie dla biağka P2 (Tabela 7.2). PrzyjmujŃc 

jednak dotychczasowe zağoŨenia wystňpujŃce w literaturze, Ũe miejsce ciňcia proteazy MPP 

jednoznaczne jest z miejscem odcinania sekwencji kierujŃcej do mitochondri·w (Huang i in., 

2009), moŨna sugerowaĺ, Ũe wszystkie badane biağka posiadajŃ domniemanŃ presekwencjň 

(Tabela 7.2).  

ZestawiajŃc lokalizacjň miejsca ciňcia przez FTSH4 zidentyfikowanego za pomocŃ metody 

COFRADIC z potencjalnŃ presekwencjŃ i zidentyfikowanymi in silico miejscami 

rozpoznawanymi przez MPP, jak r·wnieŨ drugŃ proteazŃ przetwarzajŃcŃ, ICP55 (Vºgtle i in., 

2009; Huang i in., 2015) (Tabela 7.2), zaobserwowano, Ũe w przypadku podjednostek kompleksu 

I miejsce ciňcia FTSH4 znajduje siň przed miejscem ciňcia rozpoznawanym przez proteazň MPP 

(Figura 4.15). Natomiast dla biağka ATPd miejsce to zlokalizowane jest duŨo dalej za miejscami 
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ciňcia przez proteazy MPP i ICP55 (Figura 4.15). MoŨna wiňc wnioskowaĺ, Ũe ciňcie FTSH4 

zachodzi w obrňbie potencjalnej sekwencji kierujŃcej podjednostek kompleksu I.  

 
Figura 4.15. Lokalizacja potencjalnych miejsc ciňcia przez FTSH4 i identyfikacja miejsc rozpoznawanych przez 

MPP i ICP55 (domniemane presekewencje) w obrňbie sekwencji aminowasowych wybranych substrat·w. 

Sekwencja aminokwasowa biağek: B14.5, P2, B18 i ATPd z zaznaczeniem przewidywanych miejsc ciňcia proteaz 

MPP i ICP55, sekwencji kierujŃcych oraz miejsc ciňcia FTSH4. Mitochondrialna presekwencja (sekwencja kierujŃca; 

kolor zielony) zaznaczona na podstawie danych z bazy UniProt. Miejsca ciňcia proteaz: MPP (kolor brŃzowy) i ICP55 

(kolor fioletowy) zaznaczono na podstawie programu MitoFates. Natomiast miejsce ciňcia proteazy FTSH4 (kolor 

czerwony) zaznaczono na podstawie danych uzyskanych z analiz COFRADIC. Sekwencje aminokwasowe pobrano 

z bazy danych UniProt.  

Warto jednak zaznaczyĺ, Ũe w sekwencji podjednostki B18 zaobserwowano obecnoŜĺ 

motywu 2x CX9C charakterystycznego dla biağek IMS importowanych drogŃ zaleŨnŃ od MIA40 

(Figura 4.15; Hell, 2008), co moŨe tğumaczyĺ brak przewidywanej presekwencji mitochondrialnej 

w tym biağku (Tabela 7.2). 

4.9.1.1.2. Przestrzenne rozmieszczenie analizowanych biağek w kompleksach oddechowych 

Dziňki dostňpnoŜci struktury krystalicznej kompleksu I Arabidopsis (PDB 7ARB; Klusch 

i in., 2021) byğo moŨliwa wizualizacja przestrzennego rozmieszczenia zidentyfikowanych 

potencjalnych substrat·w (B14.5a, P2 i B18) w obrňbie tego kompleksu. Podjednostki P2 i B18 sŃ 

skğadowymi moduğu znajdujŃcego siň w wewnňtrznej bğonie mitochondrialnej (Figura 4.16), co 

istotnie zwiňksza szansň na ich kontakt z proteazŃ FTSH4. Szczeg·lnie interesujŃce wydaje siň 

poğoŨenie podjednostki B18, kt·ra znajduje siň przy powierzchni bğony, a do IMS wystaje jej 
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N-koŒcowy fragment. Szczeg·ğowa analiza modelu wykazağa, Ũe uwzglňdniona w niej 

podjednostka B18 pozbawiona jest fragmentu na N-koŒcu, w obrňbie kt·rego to znajduje siň 

zidentyfikowane przez COFRADIC miejsce ciňcia przez proteazň FTSH4 (Figura 4.15). 

Podjednostka B14.5a jest natomiast zlokalizowana na wystajŃcym do macierzy mitochondrialnej 

ramieniu kompleksu I (Figura 4.16), czyli po przeciwnej stronie bğony w stosunku do miejsca 

katalitycznego FTSH4.  

WŜr·d potencjalnych substrat·w FTSH4 wyr·Ũniono r·wnieŨ biağko ATPd, kt·re u roŜlin 

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

i w odpowiedzi na stres wysokiej temperatury (Liu i in., 2021). Ze wzglňdu na brak dostňpnoŜci 

struktury krystalicznej syntazy ATP dla Arabidopsis lub innego modelu roŜlinnego, w celu 

wizualizacji poğoŨenia tego biağka w kompleksie wykorzystano strukturň 3D syntazy ATP 

wystňpujŃcej u bydğa (PDB 5FIL; Zhou i in., 2015). Podjednostka ATPd zlokalizowana jest na 

ramieniu zewnňtrznym syntazy ATP usytuowanym od strony macierzy (Figura 4.16). NaleŨy 

zaznaczyĺ, Ũe poğoŨenie tej podjednostki miňdzy gatunkami jest podobne (Rºhricht i in., 2021).  

 
Figura 4.16. Rozmieszczenie potencjalnych substrat·w ograniczonej proteolizy proteazy FTSH4. Struktury 

krystaliczne kompleksu I Arabidopsis (PDB 7ARB; Klusch i in., 2021) oraz Kompleksu V bydğa (PDB 5FIL; Zhou i 

in., 2015). Strzağkami zaznaczono poğoŨenie badanych substrat·w w obrňbie kompleksu. WielkoŜĺ i rozmieszczenie 

w bğonie kompleksu I i kompleksu V ma jedynie charakter poglŃdowy.  

4.9.1.2. Analiza bioinformatyczna potencjalnych substrat·w proteazy OMA1 

4.9.1.2.1. Lokalizacja miejsc ciňcia proteazy OMA1 wzglňdem przewidywanych 

presekwencji mitochondrialnych 

W przypadku proteazy OMA1 obecnoŜĺ sekwencji kierujŃcej do mitochondri·w zostağa 

potwierdzona przez wszystkie zastosowane programy i bazň danych UniProt dla biağka MIC60 
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i LEA41 (Tabel 7.3). W przypadku biağek CBSX3 i AAC1 programy te dostarczyğy czňŜciowo 

sprzecznych informacji. PrzyjmujŃc jednak ponownie, jak w przypadku FTSH4, Ũe miejsce ciňcia 

proteazy MPP pokrywa siň z miejscem odcinania sekwencji kierujŃcej do mitochondri·w (Huang 

i in., 2009), moŨna sugerowaĺ, Ũe wszystkie badane biağka posiadajŃ domniemanŃ presekwencjň 

(Tabela 7.3). Warto zauwaŨyĺ, Ũe pozycja ciňcia MPP w biağku CBSX3, MIC60 i LEA41 

w znacznej mierze pokrywa siň z przewidywaniami dotyczŃcymi sekwencji kierujŃcej przez 

wybrane programy (Figura 4.17).  

 
Figura 4.17. Lokalizacja potencjalnych miejsc ciňcia przez OMA1 i identyfikacja miejsc rozpoznawanych przez 

MPP i ICP55 (domniemane presekewencje) w obrňbie sekwencji aminowasowych wybranych substrat·w. 

Sekwencja aminokwasowa biağek CBSX3, AAC1, MIC60 i LEA41 z zaznaczeniem przewidywanych miejsc ciňcia 

przez proteazy MPP i ICP55, sekwencji kierujŃcych oraz miejsc ciňcia przez OMA1. Mitochondrialna presekwencja 

(sekwencja kierujŃca; kolor zielony) zaznaczona na podstawie danych z bazy UniProt. Miejsca ciňcia proteaz MPP 

(kolor brŃzowy) i ICP55 (kolor fioletowy) zaznaczono na podstawie programu MitoFates. Natomiast miejsce ciňcia 

proteazy OMA1 (kolor czerwony) zaznaczono na podstawie danych uzyskanych z analiz COFRADIC. Sekwencje 

aminokwasowe pobrano z bazy danych UniProt. 
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ZestawiajŃc poğoŨenie miejsc ciňcia przez proteazň OMA1 zidentyfikowane na podstawie 

analiz COFRADIC wzglňdem presekwencji mitochondrialnej i miejsc ciňcia przez MPP i ICP55 

(Tabela 7.3), zaobserwowano, Ũe w przypadku CBSX3, MIC60 i AAC1 miejsce ciňcia przez 

OMA1 znajduje siň daleko poza miejscem ciňcia przez MPP (Figura 4.17), co wskazuje, Ũe 

przetwarzanie przez OMA1 raczej nie zachodzi na etapie importu danego biağka prekursorowego 

do mitochondrium. Z kolei miejsca ciňcia przez OMA1 zidentyfikowane w sekwencji biağka 

LEA41 pokrywa siň z miejscem ciňcia przez MPP i ICP55 (Figura 4.17), co sugeruje rolň OMA1 

w zastňpowaniu funkcji gğ·wnych proteaz przetwarzajŃcych przynajmniej w przypadku biağka 

LEA41.  

4.9.2. Import do mitochondri·w zsyntetyzowanych in vitro wybranych substrat·w proteaz 

FTSH4 i OMA1  

W tej czňŜci pracy zbadano eksperymentalnie funkcjň przetwarzajŃcŃ proteaz FTSH4 

i OMA1 na etapie importu do mitochondri·w wybranych potencjalnych substrat·w biağkowych. 

W tym celu przygotowano konstrukty genetyczne zawierajŃce peğnŃ sekwencjň kodujŃcŃ biağek: 

B14.5a, P2, B18, CBSX3, LEA41 i ATPd, a poprawnoŜĺ klonowania potwierdzono poprzez 

sekwencjonowanie. NaleŨy podkreŜliĺ, Ũe na tym etapie badaŒ nie posiadağam informacji 

dotyczŃcych biağek oddziağujŃcych z OMA1 uzyskanych na podstawie ko-IP (rozdziağ 4.6), tym 

samym nie podjňğam badaŒ w kierunku analiz importu do mitochondri·w biağek MIC60 i AAC1. 

Niemniej jednak, przeprowadzone analizy bioinformatyczne nie wskazujŃ na udziağ OMA1 na 

etapie importu do mitochondri·w tych biağek. Utworzone konstrukty wykorzystano w reakcji 

transkrypcji/translacji in vitro w obecnoŜci L-metioniny znakowanej izotopem siarki [35S]. 

WielkoŜĺ uzyskanych produkt·w translacji sprawdzano za pomocŃ autoradiografii po ich rozdziale 

elektroforetycznym (Figura 4.18). Dla analizowanych biağek prekursorowych oczekiwano sygnağu 

na nastňpujŃcych wysokoŜciach: LEA41, 11 kDa; P2 i B18, 12 kDa; B14.5a, 15 kDa; ATPd, 

20 kDa oraz dla CBSX3, 23 kDa. 

Jak zaprezentowano na Figurze 4.18, w reakcji translacji in vitro udağo siň uzyskaĺ 

poprawne produkty dla wszystkich wybranych substrat·w. Ze wzglňdu jednak na niski poziom 

syntezy biağka ATPd, nie zostağo ono uwzglňdnione na dalszym etapie badaŒ. Import biağek 

prekursorowych przeprowadzano na ŜwieŨo wyizolowanych mitochondriach z roŜlin typu 

dzikiego, a takŨe mutant·w ftsh4-1 i oma1 uprawianych w warunkach optymalnych (22ÁC). 

Eksperymenty przeprowadzono wraz z promotorem pomocniczym, dr hab. MağgorzatŃ Heidorn-
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CzarnŃ. W celu potwierdzenia aktywnego importu biağek przez wewnňtrznŃ bğonň 

mitochondrialnŃ, kt·ry wymaga obecnoŜci potencjağu bğonowego, zastosowano dodatkowo jonofor 

walinomycynň (Wal), kt·ra zaburza import biağek przez bğonň wewnňtrznŃ mitochondri·w 

w wyniku zwiňkszenia jej przepuszczalnoŜci i obniŨenia potencjağu. Natomiast w celu wytrawienia 

niepoddanych importowi biağek prekursorowych stosowano roztw·r proteinazy K (PK). Ponadto, 

na kaŨdy Ũel nakğadano niewielkŃ porcjň zsyntetyzowanego biağka prekursorowego jako kontrolň 

dla pr·b poddanych importowi. Dodatkowo, aby mieĺ pewnoŜĺ, Ũe obserwowany efekt 

przetwarzania jest specyficzny dla danej proteazy, w przypadku substrat·w FTSH4 reakcjň 

importu prowadzono r·wnieŨ z wykorzystaniem mitochondri·w mutanta oma1, i vice versa.  

 
Figura 4.18. Weryfikacja utworzonych konstrukt·w zawierajŃcych sekwencjň kodujŃcŃ (CDS) potencjalnych 

substrat·w proteaz FTSH4 i OMA1 na drodze ich syntezy in vitro i autoradiografii. Porcjň zsyntetyzowanego in 

vitro biağka prekursorowego rozdzielano w Ũelu SDS-PAGE, a detekcjň produktu prowadzono na drodze 

autoradiografii. Wiňcej szczeg·ğ·w w podrozdziale 3.2.28. Zaprezentowano reprezentatywne autoradiogramy wraz 

z Ũelami barwionymi roztworem Coomassie. CzarnŃ strzağkŃ zaznaczono wğaŜciwe biağko syntetyzowane in vitro. 

79390 ï produkt genu At1g79390; 19151 ï produkt genu At5g19151; ATPd ï produkt genu At3g52300; CBSX3 ï 

produkt genu At5g10860; COQ9 ï produkt genu At1g19140; B14.5 (Furry) ï produkt genu At5g08060; M20 ï produkt 

genu At1g18680; B18 ï produkt genu At2g02050; ENODL ï produkt genu At5g25940; LEA41 ï produkt genu 

At4g15910; P2 ï produkt genu At2g27730. 

W przypadku biağka B14.5a (Furry), potencjalnego substratu FTSH4, uzyskano trudne do 

interpretacji wyniki, miňdzy innymi ze wzglňdu na fakt, iŨ forma prekursorowa i przetworzona 
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przez FTSH4 tego biağka majŃ bardzo zbliŨone masy (odpowiednio ~15 kDa i ~14.5 kDa). Pasma 

odpowiadajŃce obu tym formom po rozdziale elektroforetycznym byğy nie do rozr·Ũnienia 

i prawdopodobnie nakğadajŃc siň, migrowağy w formie jednego prŃŨka. Zaobserwowano co prawda 

sğabszy sygnağ tego prŃŨka dla pr·by ftsh4-1 po trawieniu PK (dane niezağŃczone), kt·ry moŨe 

sugerowaĺ, Ũe import biağka B14.5a lub jego przetwarzanie jest tutaj w pewien spos·b zaburzone. 

Obserwacja ta wskazuje na rolň FTSH4 na tym etapie, jednak dane te wymagajŃ dalszych badaŒ 

z wykorzystaniem innego podejŜcia eksperymentalnego. 

 
Figura 4.19. Import in vitro potencjalnych substrat·w FTSH4 do mitochondri·w A. thaliana. Import biağek B18 

(A) i P2 (B) do mitochondri·w izolowanych z WT, ftsh4-1 i oma1 hodowanych w 22ÁC. Wal - pr·by traktowane 

walinomycynŃ (zaburzony import przez bğonň wewnňtrznŃ mitochondri·w). PK - pr·by traktowane proteinazŃ K. 

Prekursor - porcja zsyntetyzowanego biağka prekursorowego, odnoŜnik dla pr·b poddanych importowi. W przypadku 

P2, biağko prekursorowe zawieszane byğo w roztworze mitochondri·w. Detekcja obecnych form biağek B18 i P2 

w pr·bach zostağa okreŜlona poprzez autoradiografiň. Przedstawiono Ũele barwione roztworem Coomassie (po lewej) 

i autoradiogramy (po prawej). Forma prekursorowa biağka - czarna strzağka. Forma dojrzağa biağka - czerwona strzağka. 

# - prŃŨek niespecyficzny 
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W przypadku biağka B18 przewidywana masa formy prekursorowej to ~12 kDa, natomiast 

forma przetworzona tego biağka po ciňciu FTSH4 szacowana jest na ~11 kDa. Ze wzglňdu na brak 

faktycznej sekwencji kierujŃcej, nic nie moŨna powiedzieĺ na temat formy dojrzağej tego biağka 

(Figura 4.15, Tabela 7.2). Analizň wynik·w utrudnia obecnoŜĺ dla formy prekursorowej tego 

biağka kilku prŃŨk·w o zbliŨonej masie, kt·re mogŃ pochodziĺ od form 

zredukowanych/utlenionych tego biağka wynikajŃcych z obecnoŜci w jego sekwencji cystein. 

Zastosowanie roztworu PK prowadziğo do degradacji wszystkich zawartych w pr·bie biağek, co 

wskazuje na brak importu tego biağka do Ŝwiatğa macierzy mitochondrialnej. Obraz uzyskany dla 

pr·b po imporcie z dodatkiem i bez PK dla WT, ftsh4-1 i oma1 wyglŃda podobnie. Co ciekawe, 

walinomycna nie wpğywa na zachowanie biağka B18 w mitochondriach WT, a degradacja 

roztworem PK jest analogiczna do pr·b bez Wal (Figura 4.19A). Obserwacja ta moŨe wynikaĺ 

z faktu, Ũe import tego biağka nie jest zwiŃzany z jego translokacjŃ przez IM i zachodzi 

prawdopodobnie drogŃ zaleŨnŃ od MIA40, na co wskazuje obecnoŜĺ w strukturze podjednostki 

B18 motywu 2x CX9C (Figura 4.15) (Szklarczyk i in., 2011; Wrobel i in., 2013).  

Z kolei w przypadku biağka P2 we wszystkich pr·bach bez walinomycyny poza formŃ 

prekursorowŃ (~12 kDa) (Figura 4.19B) zaobserwowano prŃŨek na wysokoŜci ~10 kDa, co 

odpowiada formie dojrzağej biağka z odciňtŃ presekwencjŃ okreŜlonŃ na podstawie przewidywaŒ 

(Figura 4.15, Tabela 6.2). Ciňcie to nie pokrywa siň z potencjalnym ciňciem dokonywanym przez 

FTSH4. WyjŃtkowo, w przypadku P2, biağko prekursorowe zawieszone byğo w roztworze 

mitochondri·w, dlatego w tej pr·bie odnotowano sygnağ od formy prekursorowej i dojrzağej biağka 

P2 (Figura 4.19B). Wyniki uzyskane dla P2, podobnie jak dla B18, w pr·bach z aktywnym 

importem (-Wal) nie wykazujŃ Ũadnych r·Ũnic miňdzy mitochondriami roŜlin typu dzikiego 

a mutantami ftsh4-1 i oma1. Zastosowanie roztworu PK selektywnie wytrawiğo biağka 

nieimportowane, pozostawiajŃc nienaruszony jedynie prŃŨek od formy dojrzağej. Ponadto, 

w przypadku pr·b z zaburzonym importem (+Wal), zar·wno poddanych trawieniu proteinazŃ K, 

jak i nie, nie zaobserwowano sygnağu od formy dojrzağej (Figura 4.19B), co potwierdza, Ũe biağko 

to jest importowane do macierzy, na co wskazuje analiza presekwencji (Figura 4.15) i jego 

lokalizacja w obrňbie struktury kompleksu I (Figura 4.16). 

Figura 4.20 przedstawia natomiast wyniki reakcji importu biağek CBSX3 i LEA41 

(substraty przetwarzane przez proteazň OMA1). W przypadku CBSX3, w pr·bach bez 

walinomycyny poza formŃ prekursorowŃ biağka o wielkoŜci ~23 kDa (Figura 4.20A, czarna 
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strzağka), nieco niŨej zidentyfikowano r·wnieŨ delikatny prŃŨek pochodzŃcy prawdopodobnie od 

jego formy dojrzağej powstağej po obr·bce proteolitycznej po imporcie (Figura 4.20A, czerwona 

strzağka). WielkoŜĺ biağka dojrzağego powstağego po odciňciu przewidywanej przez programy 

sekwencji kierujŃcej do mitochondri·w to ~19 kDa (Figura 4.17, Tabela 7.3). Nie zaobserwowano 

obecnoŜci formy dojrzağej CBSX3 w pr·bach WT + Wal (Figura 4.20A). Podobny wz·r biağkowy 

uzyskano zar·wno w przypadku mitochondri·w WT, ftsh4-1 i oma1, chociaŨ w przypadku mutanta 

ftsh4-1 pasmo od formy dojrzağej byğo sğabsze (Figura 4.20A). Niemniej jednak, nie 

zaobserwowano pasma odpowiadajŃcego przewidywanej formie przetworzonej, jaka powstağaby 

po ciňciu przez OMA1, w przypadku kt·rej spodziewano siň produktu o masie ~12.5 kDa.  

 
Figura 4.20. Import in vitvo potencjalnych substrat·w OMA1 do mitochondri·w A. thaliana. Import biağek 

CBSX3 (A) i LEA41 (B) do mitochondri·w izolowanych z WT, ftsh4-1 i oma1 hodowanych w 22ÁC. Wal - pr·by 

traktowane walinomycynŃ (zaburzony import przez bğonň wewnňtrznŃ mitochondri·w). PK - pr·by traktowane 

proteinazŃ K. Prekursor - porcja zsyntetyzowanego biağka prekursorowego, odnoŜnik dla pr·b poddanych importowi. 

W przypadku LEA41, biağko prekursorowe zawieszone byğo w roztworze mitochondri·w. Detekcja obecnych form 

biağek CBSX3 i LEA41 w pr·bach zostağa okreŜlona poprzez autoradiografiň. Przedstawiono Ũele barwione roztworem 

Coomassie (po lewej) i autoradiogramy (po prawej). Forma prekursorowa biağka - czarna strzağka. Forma dojrzağa 

biağka - czerwona strzağka.  
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Podobny efekt uzyskano dla biağka LEA41 (Figura 4.20B). Poza jego formŃ prekursorowŃ 

(~11 kDa) (Figura 4.20B, czarna strzağka), we wszystkich badanych pr·bach bez walinomycyny 

zaobserwowano r·wnieŨ obecnoŜĺ niŨszego produktu o masie ~8 kDa (Figura 4.20B, czerwona 

strzağka), kt·ry odpowiada formie dojrzağej tego biağka powstağej po odciňciu sekwencji kierujŃcej 

do mitochondri·w (Figura 4.17, Tabela 7.3). Ze wzglňdu jednak na pokrywajŃce siň miejsca ciňcia 

proteazy OMA1 z MPP i ICP55 (Figura 4.17), nie moŨna w przypadku pr·b zawierajŃcych 

mitochondria WT i ftsh4-1 okreŜliĺ, kt·ra z tych proteaz odciňğa sekwencjň kierujŃcŃ LEA41. 

BiorŃc pod uwagň jednak fakt, Ũe nie stwierdzono sygnağu do formy dojrzağej dla pr·by WT 

traktowanej walinomycynŃ i PK, a forma ta w mitochondriach mutanta oma1 wystňpuje na 

jednakowej wysokoŜci w por·wnaniu z WT i ftsh4-1, naleŨy zakğadaĺ, Ũe biağko LEA41 we 

wszystkich badanych pr·bach zostağo poprawnie importowane i przetworzone w Ŝwietle macierzy, 

a brak proteazy OMA1 nie wpğywa na ten proces. 

4.10. Identyfikacja i charakterystyka kompleks·w proteazy FTSH4 i biağka SLP1 

Dane zaprezentowane w niniejszej pracy (rozdziağ 4.5) dot. ko-IP proteazy FTSH4 

z biağkami mitochondrialnymi, sugerujŃ interakcjň tej proteazy z SLP1 i SLP2. Podobny wynik 

ko-IP otrzymano poprzednio (OpaliŒska i in., 2017). Identyfikacja we wszystkich przypadkach 

byğa oparta o spektrometriň mas. Dziňki dostňpnoŜci przeciwciağ anty-SLP1 przeprowadzono 

immunodetekcjň w celu wizualizacji obecnoŜci biağka SLP1 w eluacie uzyskanym po ko-IP dla 

FTSH4 (Figura 4.21) weryfikujŃc poprawnoŜĺ doŜwiadczenia.  

 
Figura 4.21. Ko-immunoprecypitacja FTSH4 z wykorzystaniem przeciwciağ anty-FLAG.  Mitochondria 

wyizolowane z mutanta FTSH4H486Y poddano ko-immunoprecypitacji z zastosowaniem przeciwciağ anty-FLAG. Jako 

kontrolň negatywnŃ zastosowano mitochondria wyizolowane z mutanta ftsh4-1. Immunodetekcji poddano rozdzielone 

na Ũelu pr·by zebrane na r·Ũnych etapach doŜwiadczenia: IN, INPUT ï wyjŜciowy ekstrakt mitochondrialny; FL, 

FLOW THROUGH ï niezwiŃzany z przeciwciağami przesŃcz; W, WASH ï przesŃcz uzyskany po pğukaniu; E, ELUTE 

ï koŒcowy przesŃcz zawierajŃcy biağka zwiŃzane z przeciwciağami. Do detekcji zastosowano przeciwciağa anty-FLAG 

jako kontrolň poprawnoŜci ko-IP oraz przeciwciağa anty-SLP1 i anty-TIM17-2 potwierdzajŃce wczeŜniejsze wyniki 

dotyczŃce ko-IP (OpaliŒska i in., 2017). Przerywana linia ï wynik uzyskany po dğuŨszej ekspozycji.  
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4.10.1. Immunodetekcja kompleksu FTSH4-SLP1 po BN-PAGE i BN/SDS-PAGE 

Ze wzglňdu na liczne informacje dotyczŃce tworzenia u innych organizm·w 

superkompleksu przez proteazň i-AAA  oraz stomatyny (Wai i in., 2016; Serricchio i Butikofer, 

2021), podjňto siň pr·by weryfikacji hipotezy, Ũe proteaza FTSH4 oraz biağka SLP1 i SLP2 u roŜlin 

mogŃ r·wnieŨ tworzyĺ wsp·lny kompleks, co tğumaczyğoby wynik uzyskany po ko-IP. W tym celu 

przeprowadzono rozdziağ BN-PAGE, kt·ry umoŨliwia badanie natywnych kompleks·w (Eubel 

i in., 2004). Izolowane mitochondria poddawane solubilizacji za pomocŃ digitoniny (5g/g) 

rozdzielano z zastosowaniem gradientowego Ũelu poliakryloamidowego (3-12%) i dokonywano 

detekcji SLP1 oraz FTSH4 technikŃ Western blot. Ze wzglňdu na brak dostňpnoŜci przeciwciağ 

anty-SLP2 nie byğo moŨliwoŜci detekcji tego biağka. ObecnoŜĺ kompleksu byğa sprawdzana 

w mitochondriach roŜlin typu dzikiego oraz mutant·w ftsh4-1, slp1-1 oraz slp2-1 hodowanych 

w warunkach 22ÁC i 30ÁC.  

Intensywny sygnağ od przeciwciağ anty-FTSH4 oraz anty-SLP1 w roŜlinach typu dzikiego 

(LD, 22ÁC) zostağ zidentyfikowany na podobnej wysokoŜci (Figura 4.22A, czarna strzağka). BiorŃc 

pod uwagň zastosowany marker mas, masa tego kompleksu to 1300 kDa, natomiast wedğug pozycji 

kompleks·w i superkompleks·w OXPHOS sygnağ ten wykrywany jest powyŨej pozycji 

superkompleksu I2III 2, mylnie dotychczas opisywanego jako I2III 4 (Braun, 2020), kt·rego wielkoŜĺ 

szacuje siň na ~3 MDa (Eubel i in., 2004). Brak sygnağu na tej wysokoŜci zar·wno u mutanta 

ftsh4-1, jak i slp1-1 potwierdza toŨsamoŜĺ sygnağ·w i wskazuje, Ũe FTSH4 i SLP1 tworzŃ wsp·lny 

kompleks (FTSH4-SLP1). SLP1 tworzy dodatkowo r·wnieŨ drugi, nieco mniejszy kompleks 

(Figura 4.22A, niebieska strzağka), kt·ry nie zostağ zidentyfikowany jedynie u mutanta slp1-1. 

JednoczeŜnie, kompleks ten nie jest rozpoznawany przez przeciwciağa anty-FTSH4, co sugeruje, 

Ũe zawiera on SLP1, ale juŨ nie FTSH4 (Figura 4.22A). NiŨszy kompleks SLP1 znajduje siň na 

wysokoŜci superkompleksu I2-III 2.  
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Figura 4.22. Immunodetekcja biağek SLP1 i FTSH4 po rozdziale BN-PAGE. Mitochondria izolowane z roŜlin 

typu dzikiego oraz mutant·w ftsh4-1, slp1-1 i slp2-1 hodowanych w warunkach 22ÁC (A) lub 30ÁC (B) rozdzielono 

z zastosowaniem BN-PAGE. ObecnoŜĺ FTSH4 i SLP1 w rozdzielonych kompleksach oceniono metodŃ 

immunoblottingu. W przypadku detekcji anty-FTSH4 pr·b z 30ÁC dodatkowo uwzglňdniono mitochondria mutanta 

OMA1OE. PoğoŨenie badanych biağek okreŜlano na podstawie pozycji kompleks·w ğaŒcucha oddechowego 

wykorzystujŃc membranň barwionŃ roztworem Coomassie. Zastosowany marker mas jest poglŃdowy, gdyŨ wielkoŜĺ 

wysokoczŃsteczkowych kompleks·w nie jest sp·jna z danymi zaprezentowanymi przez Eubel i in., 2004. 

superkompleks FTSH4-SLP1 zaznaczono czarnŃ strzağkŃ; superkompleks SLP1 ï niebieskŃ strzağkŃ; 

niskoczŃsteczkowy kompleks FTSH4 ï czerwonŃ.  

Oba kompleksy zidentyfikowane przez przeciwciağa anty-SLP1 sŃ r·wnieŨ obecne 

w mitochondriach roŜlin uprawianych w temperaturze 30ÁC (Figura 4.22B, czarna i niebieska 

strzağka), aczkolwiek stosunek iloŜciowy miňdzy nimi jest inny: w warunkach optymalnych 

obserwujemy wzglňdnŃ r·wnowagň miňdzy kompleksami bŃdŦ lekkŃ przewagň kompleksu 

FTSH4-SLP1, natomiast w warunkach umiarkowanie podwyŨszonej temperatury zauwaŨalne jest 

zdecydowane przesuniňcie dominacji w kierunku kompleksu bez FTSH4 (Figura 4.22). ObniŨenie 

poziomu kompleksu FTSH4-SLP1 w 30ÁC w por·wnaniu do 22ÁC jest wyraŦnie widoczne na 

Figurze 4.23, gdzie na jednym zdjňciu membrany po immunodetekcji moŨna por·wnaĺ sygnağy 
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pochodzŃce od biağek uzyskanych z roŜlin uprawianych w temperaturze 22ÁC i 30ÁC. Por·wnujŃc 

immunobloty uzyskane z wykorzystaniem przeciwciağ anty-FTSH4 moŨna zauwaŨyĺ, Ũe 

w mitochondriach typu dzikiego oraz slp1-1 i slp2-1 biağko FTSH4 jest dodatkowo wykrywane 

przynajmniej w dw·ch podzespoğach biağkowych o znacznie niŨszej masie czŃsteczkowej 

(~150-200 kDa i ~300-400 kDa) niŨ omawiany kompleks powyŨej 3 MDa. Pasma reprezentujŃce 

te zespoğy sŃ rozmyte i szczeg·lnie intensywne u mutanta pozbawionego SLP1 (slp1-1), a znaczna 

akumulacja sygnağu zauwaŨalna jest na wysokoŜci okoğo 150 kDa (Figura 4.22 i 4.23, czerwone 

strzağki). 

 
Figura 4.23. Immunodetekcja biağek SLP1 i FTSH4 po rozdziale BN-PAGE pr·b izolowanych z 22ÁC i 30ÁC. 
Mitochondria izolowane z roŜlin typu dzikiego oraz mutant·w ftsh4-1, slp1-1 i slp2-1 hodowanych w warunkach 22ÁC 

i 30ÁC rozdzielono z zastosowaniem BN-PAGE. ObecnoŜĺ FTSH4 i SLP1 w rozdzielonych kompleksach oceniono 

metodŃ immunoblottingu. PoğoŨenie badanych biağek okreŜlano na podstawie pozycji kompleks·w ğaŒcucha 

oddechowego wykorzystujŃc membranň barwionŃ roztworem Coomassie. Superkompleks FTSH4-SLP1 zaznaczono 

czarnŃ strzağkŃ; superkompleks SLP1 ï niebieskŃ strzağkŃ; niskoczŃsteczkowy kompleks FTSH4 ï czerwonŃ. Pozycjň 

prawdopodobnego heksameru FTSH4 zaznaczono gwiazdkŃ.  

Ze wzglňdu na brak dostňpnoŜci przeciwciağ anty-SLP2 nie byğo moŨliwe zweryfikowanie 

hipotezy, Ũe biağko to moŨe r·wnieŨ wystňpowaĺ w kompleksie FTSH4-SLP1 lub niŨszym 

kompleksie SLP1. Warto zauwaŨyĺ, Ũe w warunkach optymalnych u mutanta slp2-1 w stosunku 

do roŜlin typu dzikiego obserwujemy zdecydowanie mocniejszy sygnağ od przeciwciağ anty-SLP1 

dla wyŨszego kompleksu zawierajŃcego FTSH4 (Figura 4.22 i 4.23, czarna strzağka), co moŨe 

wskazywaĺ na kompensacjň, czyli zastŃpienie SLP2 biağkiem SLP1 w kompleksie. Niemniej 

jednak brak obecnoŜci sygnağu od FTSH4 zar·wno u mutanta ftsh4-1 i slp1-1, ale nie slp2-1 (Figura 

4.22 i 4.23) wskazuje bez wŃtpliwoŜci, Ũe to biağko SLP1, a nie SLP2 jest kluczowe do powstania 
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lub utrzymania superkompleksu FTSH4-SLP. Innymi sğowy, aktywnoŜci/funkcje tych biağek nie 

sŃ cağkowicie takie same. 

 
Figura 4.24. Immunodetekcja kompleksu FTSH4-SLP1 po rozdziale BN-PAGE mitochondri·w izolowanych 

z mutanta ftsh4-3 uprawianego w warunkach 22ÁC. Immunodetekcja kompleksu FTSH4-SLP1 w mutancie 

pozbawionym C-koŒca biağka FTSH4 (ftsh4-3, funkcjonalne biağko FTSH4, Gibala i in., 2009). Mitochondria 

izolowane z roŜlin typu dzikiego oraz mutant·w ftsh4-1, ftsh4-3 i slp1-1 hodowanych w warunkach 22Á rozdzielano 

z zastosowaniem BN-PAGE. ObecnoŜĺ FTSH4 i SLP1 w rozdzielonych kompleksach oceniono metodŃ 

immunoblottingu. W przypadku detekcji anty-FTSH4 dodatkowo uwzglňdniono mitochondria mutanta oma1. 

PoğoŨenie badanych biağek okreŜlano na podstawie pozycji kompleks·w ğaŒcucha oddechowego wykorzystujŃc 

membranň barwionŃ roztworem Coomassie. Superkompleks FTSH4-SLP1 zaznaczono czarnŃ strzağkŃ; 

superkompleks SLP1 ï niebieskŃ strzağkŃ; niskoczŃsteczkowy kompleks FTSH4 ï czerwonŃ. Pozycjň 

prawdopodobnego heksameru FTSH4 zaznaczono gwiazdkŃ.  

MajŃc do dyspozycji mutanta ekspresjonujŃcego biağko FTSH4 pozbawione C-koŒca 

(ftsh4-3) (Gibala i in., 2009) postanowiono sprawdziĺ, czy koniec ten jest istotny do utworzenia 

kompleksu FTSH4-SLP1. Warto podkreŜliĺ, Ũe proteaza FTSH4 mimo braku peğnego C-koŒca 

wciŃŨ jest w peğni funkcjonalna u mutanta ftsh4-3. Mitochondria izolowane z roŜlin uprawianych 

w warunkach 22ÁC po rozdziale BN-PAGE poddano immunodetekcji. Sygnağy od przeciwciağ 

anty-FTSH4 i anty-SLP1 w odniesieniu do superkompleksu zidentyfikowano u mutanta ftsh4-3 na 

tej samej wysokoŜci co w przypadku WT (Figura 4.24, czarna strzağka). Sygnağ od przeciwciağ 

anty-FTSH4 w regionie kompleks·w niskoczŃsteczkowych ~150 kDa u mutanta ftsh4-3 jest 

natomiast nieco przesuniňty w stosunku do mutanta slp1-1 (Figura 4.24, czerwone strzağki), co 

najprawdopodobniej wynika z obniŨonej masy czŃsteczkowej proteazy FTSH4 spowodowanej 

brakiem fragmentu C-koŒcowego biağka.  
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W nastňpnym kroku, miňdzy innymi w celu potwierdzenia, Ũe wyr·Ũnione powyŨej 

kompleksy rzeczywiŜcie zawierajŃ badane biağka, wykonano 2-D BN/SDS-PAGE w poğŃczeniu 

z immunoblotingiem, co pozwoliğo na detekcjň sygnağu od form monomerycznych SLP1 i FTSH4 

(Figura 4.25). W przypadku roŜlin typu dzikiego (22ÁC) na wysokoŜci powyŨej 3 MDa w drugim 

kierunku (SDS-PAGE) uzyskano wyraŦny, skoncentrowany sygnağ od przeciwciağ anty-FTSH4 

(~73 kDa), natomiast przeciwciağa anty-SLP1 (~45 kDa) dağy sygnağ przypominajŃcy ksztağtem 

ğzň, kt·rej g·rna czňŜĺ pokrywa siň z sygnağem od FTSH4 (Figura 4.25A). Wynik ten potwierdza 

przypuszczenia wyciŃgniňte na podstawie rozdziağu 1-D BN-PAGE, iŨ biağko SLP1 tworzy dwa, 

odrňbne kompleksy, z czego jeden z proteazŃ FTSH4. Potwierdziğo siň r·wnieŨ, Ũe FTSH4 tworzy 

w mutancie slp1-1 kompleks ~150 kDa, gdyŨ na tej wysokoŜci obserwujemy akumulacjň sygnağu 

dla monomeru FTSH4 w drugim kierunku (Figura 4.25A). 

Co ciekawe, immunodetekcja anty-FTSH4 pr·b uzyskanych po drugim kierunku BN/SDS-

PAGE w mitochondriach typu dzikiego i mutanta slp1-1 potwierdza nie tylko obecnoŜĺ dw·ch 

kompleks·w FTSH4 (FTSH4-SLP1 i ~150-200 kDa), ale r·wnieŨ ujawnia wystňpujŃcŃ miňdzy 

nimi smugň. Widoczny po rozdziale 1-D BN-PAGE kompleks ~300-400 kDa nie wyodrňbnia siň 

tu niestety jednoznacznie, wystňpuje on jednak prawdopodobnie w obrňbie zauwaŨalnej smugi. 

Ponadto warto zauwaŨyĺ, Ũe smuga jest szczeg·lnie widoczna u mutanta slp1-1 (Figura 4.25A). 

W przypadku roŜlin typu dzikiego poddanych stresowi (30ÁC) uzyskano podobny rozkğad 

sygnağ·w od przeciwciağ anty-FTSH4 i anty-SLP1 w drugim kierunku jak dla roŜlin uprawianych 

w temperaturze optymalnej z tŃ r·ŨnicŃ, Ũe sygnağ dla monomeru FTSH4 na wysokoŜci ~3 MDa 

byğ zdecydowanie sğabszy, a sygnağ od SLP1 dağ nieco mniej rozciŃgniňty ksztağt (Figura 4.25B), 

co odzwierciedla zauwaŨalny na pierwszym kierunku BN-PAGE spadek iloŜci kompleksu 

tworzonego przez proteazň FTSH4 i SLP1 w warunkach stresowych (Figura 4.23). NaleŨy 

podkreŜliĺ, Ũe w 30ÁC r·wnieŨ obserwujemy ciŃgnŃcy siň w formie smugi sygnağ od FTSH4 i jego 

szczeg·lnŃ akumulacjň na wysokoŜci kompleksu ~150 kDa u mutanta slp1-1 (Figura 4.25B). 
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Figura 4.25. Immunodetekcja biağek SLP1 i FTSH4 po rozdziale SDS/BN-PAGE. Pr·by WT, ftsh4-1 i slp1-1 

uzyskane z 22ÁC (A) lub 30ÁC (B) po rozdziale BN-PAGE (1D) poddano elektroforezie SDS-PAGE (2D). Uzyskane 

formy monomeryczne biağek tworzŃcych kompleksy poddano immunodetekcji. Zastosowano przeciwciağa anty-

FTSH4 (~72 kDa) i anty-SLP1 (~45 kDa). CzarnŃ strzağkŃ zaznaczono sygnağ od formy monomerycznej. High Mw ï 

wysokoczŃsteczkowe kompleksy; Low Mw ï niskoczŃsteczkowe kompleksy; # ï niespecyficznoŜci. 

BiorŃc pod uwagň dane literaturowe dotyczŃce skğadu kompleksu SPY u ssak·w (Wai i in., 

2016), wykonano dodatkowo immunodetekcjň z wykorzystaniem przeciwciağ anty-RBL12. Biağko 

RBL12 to homolog ssaczego biağka PARL, kt·re wraz z YME1L i SLP2 wsp·ğtworzy kompleks 

SPY. Detekcji RBL12 dokonano na pr·bach po rozdziale 2-D BN/SDS-PAGE (Figura 4.26).  
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Figura 4.26. Immunodetekcja biağka RBL12 po rozdziale SDS/BN-PAGE. Pr·by WT, ftsh4-1 i slp1-1 uzyskane z 

22ÁC (A) lub 30ÁC (B) po rozdziale BN-PAGE (1D) poddano elektroforezie SDS-PAGE (2D). Uzyskane formy 

monomeryczne biağek tworzŃcych kompleksy poddano immunodetekcji. Zastosowano przeciwciağa anty-RBL12 (~23 

kDa). CzarnŃ strzağkŃ zaznaczono sygnağ od formy monomerycznej. High Mw ï wysokoczŃsteczkowe kompleksy; 

Low Mw ï niskoczŃsteczkowe kompleksy; * ï pozostağoŜĺ sygnağu po przeciwciağach anty-SLP1 lub anty-FTSH4. 

Zaprezentowano membrany barwione roztworem Coomassie.  

Sygnağ od przeciwciağ uzyskano na odpowiedniej wysokoŜci wzglňdem markera mas 

(~23 kDa), jednakŨe sygnağ ten pochodzi gğ·wnie od kompleks·w niskoczŃsteczkowych (Figura 

4.26, czarna strzağka). Nie zaobserwowano natomiast obecnoŜci tego biağka na poziomie 

kompleksu FTSH4-SLP1 w warunkach 22ÁC (Figura 4.26A), zaŜ w warunkach stresowych 

w mitochondriach WT moŨna zaobserwowaĺ nieznaczny sygnağ na wysokoŜci tego kompleksu 
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(Figura 4.26B). Uzyskane wyniki sugerujŃ, Ũe u Arabidopsis w zastosowanych przeze mnie 

warunkach biağko RBL12 raczej nie wchodzi w skğad superkompleksu FTSH4-SLP1. InteresujŃcy 

wydaje siň jednak fakt, Ũe poziom tego biağka w warunkach 30ÁC wystňpuje w znacznie obniŨonej 

iloŜci w mitochondriach mutanta ftsh4-1 i proteolitycznie nieaktywnego mutanta FTSH4H486Y 

w stosunku do pozostağych badanych pr·b (Figura 4.27). Co ciekawe, poziom RBL12 w 

temperaturze 22ÁC pozostaje bez zmian (Figura 4.27).  

  

 

 

 

 

Figura 4.27. Poziom biağka RBL2 w mitochondriach 

izolowanych z warunk·w 22ÁC i 30ÁC. Immunodetekcja 

FTSH4, SLP1 i RLP12 w mitochondriach izolowanych 

z WT, ftsh4-1, slp1-1 i FTSH4H486Y. RoŜliny rosğy 

w warunkach 22ÁC i 30ÁC. Membrana barwiona Coomassie 

stanowi kontrolň nağoŨenia. 

 

4.10.2. Identyfikacj a skğadnik·w kompleksu 

FTSH4-SLP1 na drodze analiz danych z profilowania 

kompleks·w mitochondrialnych  

 Uzyskane powyŨsze wyniki dotyczŃce kompleksu 

FTSH4-SLP1 dodatkowo por·wnano z dostňpnymi danymi 

uzyskanymi metodŃ zwanŃ z ang. complexome profiling, kt·ra ğŃczy lpBN-PAGE (ang. large-pore 

Blue-Native polyacrylamide gel electrophoresis) z identyfikacjŃ biağek za pomocŃ spektrometrii 

mas (Rugen i in., 2019). NaleŨy jednak na wstňpie podkreŜliĺ fakt, Ũe dane zaprezentowane przez 

Rugen i in. (2019) uzyskane byğy z wykorzystaniem innego materiağu wyjŜciowego (roŜliny 

uprawiane na podğoŨu naturalnym) i zostağy tutaj wykorzystane w celu poglŃdowym, mogŃcym 

w pewien spos·b poszerzyĺ naszŃ wiedzň dotyczŃcŃ kompleks·w biağkowych wystňpujŃcych 

w mitochondriach Arabidopsis i jednoczeŜnie zwiňkszyĺ szansň na odkrycie czegoŜ dodatkowego 

w temacie kompleksu FTSH4-SLP1. Z danych tych, dotyczŃcych usieciowanych za pomocŃ 

formaldehydu mitochondri·w uzyskanych z liŜci, wybrano wartoŜci iBAQ (ang. intensity Based 

Absolute Quantification) dla kaŨdej z frakcji rozdziağu elektroforetycznego biağek FTSH4, SLP1, 

SLP2 i RBL12 i przedstawiono na Figurach 4.28 w formie bez (g·rny panel) i z normalizacjŃ 

(dolny panel). Normalizacja polegağa na przeliczeniu wartoŜci iBAQ osobno dla kaŨdego biağka 

przyjmujŃc najwyŨszŃ jego wartoŜĺ jako 100%.  
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Figura 4.28. Profile migracji biağek uzyskane z analizy lpBN-PAGE poğŃczonej z identyfikacjŃ biağek za pomocŃ 

spektrometrii mas. G·rny panel przedstawia wyniki bez normalizacji, a dolny panel wyniki po normalizacji. A. Dane 

uzyskane dla FTSH4, SLP1, SLP2 i RBL12 z usieciowanych formaldehydem mitochondri·w izolowanych z liŜci 

Arabidopsis. B. Dane uzyskane dla FTSH4 z usieciowanych i nieusieciowanych formaldehydem mitochondri·w 

izolowanych z liŜci. C. Dane uzyskane dla FTSH4, SLP1, SLP2, FTSH3 i FTSH10 z usieciowanych formaldehydem 

mitochondri·w izolowanych z liŜci Arabidopsis. Normalizacja polegağa na przeliczeniu wartoŜci iBAQ osobno dla 

kaŨdego biağka przyjmujŃc najwyŨszŃ jego wartoŜĺ jako 100%. WartoŜĺ iBAQ (ang. intensity Based Absolute 

Quantification). Dane analizowano w programie NOVA. Na podstawie danych opublikowanych przez Rugen i in., 

(2019).  

Otrzymane profile migracji biağek dla pr·b bez normalizacji wskazujŃ, Ũe biağko SLP1 

tworzy wsp·lnie z proteazŃ FTSH4 duŨy kompleks o masie ~3-4 MDa oraz mniejszy kompleks 

o masie ~3 MDa z biağkiem SLP2 (Figura 4.28A, panel g·rny). Sygnağy od biağek SLP odnotowano 

tylko w wysokoczŃsteczkowym regionie, natomiast FTSH4 jest dodatkowo wykrywana w dw·ch 

regionach niskoczŃsteczkowych (Figura 4.28A). Wyniki te pokrywajŃ siň z wynikami uzyskanymi 

z zastosowaniem przeciwciağ anty-FTSH4 i anty-SLP1, potwierdzajŃc tym samym obecnoŜĺ 

zar·wno superkompleksu FTSH4-SLP1, jak r·wnieŨ mniejszych kompleks·w/zespoğ·w 

biağkowych proteazy FTSH4, niezawierajŃcych biağka SLP1. Uzyskane natomiast po normalizacji 

profile wskazujŃ jakoby SLP1 wraz z SLP2 tworzyğ odrňbny kompleks w stosunku do FTSH4 
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(Figura 4.28A, panel dolny). W tym przypadku jedynie na podstawie zachodzŃcych na siebie 

profili, mimo braku przeğamania w postaci dodatkowego piku dla SLP1, moŨna sugerowaĺ, Ũe 

SLP1, a takŨe moŨe i SLP2, mimo wszystko wchodzŃ w skğad kompleksu tworzonego przez 

FTSH4 o masie ~3-4 MDa. Z kolei profil migracyjny biağka RBL12 w zestawieniu z FTSH4, SLP1 

i SLP2 (Figura 4.28A) potwierdza wynik uzyskany z zastosowaniem przeciwciağ anty-RBL12, 

a mianowicie, Ũe biağko to raczej nie wchodzi w skğad superkompleksu FTSH4-SLP1 (Figura 

4.26). Co ciekawe, por·wnujŃc wyniki uzyskane przez Rugen i in. (2019) dla usieciowanych 

formaldehydem i nie poddanych sieciowaniu mitochondri·w obserwujemy zmniejszenie iloŜci 

proteazy FTSH4 w puli superkompleksu z SLP1 (~3-4 MDa) i przesuniňcie jej w kierunku 

kompleks·w niskoczŃsteczkowych (~100-150 kDa) w przypadku mitochondri·w, kt·re nie zostağy 

poddane sieciowaniu (Figura 4.28B). Podobny efekt zaobserwowano po drugim kierunku 

(2-D BN/SDS-PAGE) poprzez immunodetekcjň proteazy FTSH4 w przypadku mitochondri·w 

pozbawionych SLP1 (Figura 4.25).  

W celu identyfikacji potencjalnych partner·w biağkowych wchodzŃcych w skğad 

superkompleksu FTSH4-SLP1 wykonano tzw. klastrowanie danych zaprezentowanych przez 

Rugen i in. (2019), majŃce na celu zestawienie biağek o najbardziej zbliŨonych profilach migracji 

biorŃc pod uwagň przekr·j wszystkich frakcji. Co jest zaskakujŃce, FTSH4 i SLP1 w tym ukğadzie 

nie zostağy wsp·lnie sklastrowane. Na Figurze 4.29A zaprezentowano w formie tzw. heat maps 

grupň biağek wsp·ğmigrujŃcych w lpBN-PAGE wsp·lnie z FTSH4. Wraz z FTSH4 zestawiony 

zostağ produkt genu At3g51100 oraz kilka biağek naleŨŃcych do rodziny wieloenzymatycznych 

mitochondrialnych dehydrogenaz 2-oksokwas·w (kompleks dehydrogenazy 2-oksoglutaranu, 

2-OGDC; kompleks dehydrogenazy rozgağňzionych Ŭ-ketokwas·w, BCKDC oraz kompleks 

dehydrogenazy pirogronianowej, PDC). Enzymy te katalizujŃ reakcjň dekarboksylacji 

oksydacyjnej konkretnych 2-oksoglutaran·w i sŃ istotne odpowiednio w cyklu Krebsa, 

katabolizmie aminokwas·w o rozgağňzionych ğaŒcuchach oraz metabolizmie glukozykinazy 

dehydrogenazy pirogronianowej. Najbardziej interesujŃcy wydaje siň jednak fakt, Ũe wraz 

z proteazŃ FTSH4 zestawione zostağo biağko bňdŃce produktem genu At3g51100, kt·re 

zidentyfikowano po ko-IP jako biağko wsp·ğoddziağujŃce z FTSH4. Obie stomatyny na podstawie 

klastrowania zestawione zostağy natomiast z proteazami m-AAA  (FTSH3 i FTSH10) oraz dwoma 

peptydazami z rodziny S24/S26A/S26B/S26C (produkt genu At1g06200 i IMP2) (Figura 4.29B). 
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Figura 4.29. Klastrowanie wynik·w z profilowania kompleksomu. Obrazy tzw. Heat Maps uzyskane dla pr·b po 

klastrowaniu. Panel A prezentuje biağka zgrupowane ğŃcznie z FTSH4. Panel B prezentuje biağka zgrupowane ğŃcznie 

z SLP1. Przedstawiono jedynie wycinki peğnego klastrowania, a czerwona, przerywana linia wskazuje miejsce 

odciňcia. Dane analizowano w programie NOVA. Na podstawie danych opublikowanych przez Rugen i in. (2019).  

Ze wzglňdu na wyniki ko-IP dla OMA1 z 22ÁC (rozdziağ 4.6), kt·re wskazujŃ na interakcjň 

FTSH4 z OMA1, zdecydowano siň por·wnaĺ profile migracyjne r·wnieŨ tych biağek. 

W zestawieniu uwzglňdniono ponadto prohibityny (PHB1, PHB2, PHB3, PHB4 i PHB6), 

stomatyny (SLP1 i SLP2) oraz proteazy m-AAA (FTSH3 i FTSH10), kt·re oddziağywağy z OMA1 

w obu badanych warunkach (Tabela 4.4 i 4.5). WartoŜci iBAQ poszczeg·lnych biağek 

znormalizowano jak powyŨej. Figura 4.30 wskazuje, Ũe wszystkie te biağka migrujŃ bardzo blisko 

siebie, a pewnymi fragmentami r·wnieŨ na siebie zachodzŃ. W przypadku proteazy OMA1 wydaje 

siň, Ũe tworzy ona kompleks z prohibitynami i raczej nie jest integralnym skğadnikiem kompleksu 

tworzonego przez FTSH4. Brak proteazy OMA1 w warunkach 22ÁC (Figura 4.24), jak r·wnieŨ jej 

nadprodukcja w warunkach stresowych 30ÁC (Figura 4.22) nie zaburza tworzenia siň 

superkompleksu FTSH4. Ze wzglňdu na brak przeciwciağ anty-OMA1 oraz niepowodzenia 

w detekcji z wykorzystaniem przeciwciağ anty-FLAG po rozdziale BN-PAGE mitochondri·w 

mutanta OMA1OE nie kontynuowano badaŒ w kierunku identyfikacji kompleksu OMA1.  
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Figura 4.30. Profile migracji wybranych biağek. Profile migracji biağek OMA1, FTSH4, FTSH3, FTSH10, SLP1, 

SLP2, PHB1-4 i PHB6 uzyskane na podstawie danych z profilowania kompleks·w dla mitochondri·w izolowanych 

z liŜci Arabidopsis. Dane znormalizowane. Normalizacja polegağa na przeliczeniu wartoŜci iBAQ osobno dla kaŨdego 

biağka przyjmujŃc najwyŨszŃ jego wartoŜĺ jako 100%. WartoŜĺ iBAQ (ang. intensity Based Absolute Quantification). 

Dane analizowano w programie NOVA. (Na podstawie danych opublikowanych przez Rugen i in., 2019). 

4.11. ZaleŨnoŜci miňdzy proteazami m-AAA, proteazŃ FTSH4 oraz biağkami SLP1 i SLP2 

AnalizujŃc dane dotyczŃce profilowania kompleksomu mitochondrialnego Arabidopsis 

(Rugen i in., 2019; podrozdziağ 4.10.2) zaobserwowano, Ũe biağka SLP1 i SLP2 ko-migrujŃ nie 

tylko z FTSH4, ale r·wnieŨ z proteazami FTSH3 i FTSH10 (Figura 4.28C, 4.29B i 4.30). Aby 

bliŨej poznaĺ moŨliwy zwiŃzek pomiňdzy FTSH3, FTSH10 i biağkami SLP, podjňto siň 

immunologicznej identyfikacji kompleks·w tworzonych przez SLP1 i FTSH4 po rozdziale  

BN-PAGE biağek mitochondrialnych mutant·w pozbawionych proteaz FTSH3 i FTSH10. 

W badaniach zastosowano mutanty pozbawione jednej z proteaz m-AAA  (ftsh3, ftsh10) lub 

mutanta majŃcego obniŨony poziom obu proteaz m-AAA  jednoczeŜnie (ftsh3/ftsh10), a takŨe 

mutanta slp1-1. NaleŨy zaznaczyĺ, Ũe linie mutant·w ftsh3, ftsh3/ftsh10 i slp1-1 sŃ 

przedstawicielami ekotypu Columbia, zaŜ mutant ftsh10 posiada ekotyp Wasilewska (Figura 4.31 

i 4.32). W badaniu zastosowano odpowiednie kontrole: roŜliny typu dzikiego zar·wno o ekotypie 

Columbia, jak i Wasilewska. Co waŨne, w typie dzikim nie zauwaŨono r·Ũnic w pozycji 

kompleks·w tworzonych przez FTSH4 i SLP1, kt·re mogğyby byĺ spowodowane ekotypem 

(Figura 4.32). 
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W mutantach weryfikowano poziom proteaz m-AAA poprzez detekcjň z zastosowaniem 

przeciwciağ anty-FTSH3 i anty-FTSH10. Na Figurze 4.31 zaprezentowano odpowiednie Western 

bloty, a pozycja kompleksu m-AAA zaznaczona zostağa strzağkŃ. Intensywny sygnağ od przeciwciağ 

anty-FTSH10 zaobserwowano u mutanta ftsh3 (Figura 4.31A), co nie jest zaskakujŃce biorŃc pod 

uwagň fakt, Ũe u tego mutanta udokumentowano poprzednio kompensacjň braku proteazy FTSH3 

proteazŃ FTSH10 (Piechota i in., 2010). Zanikanie sygnağu w mitochondriach mutanta ftsh10 

(ekotyp Wasilewska; Figura 4.31B) potwierdza, Ũe uzyskany na tej wysokoŜci sygnağ moŨe 

pochodziĺ od kompleksu tworzonego przez proteazň FTSH10. W przypadku przeciwciağ anty-

FTSH3 uzyskano nieco bardziej rozmyty sygnağ, szczeg·lnie widoczny u roŜlin typu dzikiego 

o ekotypie Columbia (Figura 4.31A). PrzyglŃdajŃc siň uwaŨnie, moŨna zauwaŨyĺ dwa sğabo 

widoczne pasma, z kt·rych g·rne zanika u mutanta ftsh3 (Figura 4.31A, szara strzağka), sugerujŃc 

wğaŜciwy kompleks. Zastosowanie mutanta o obniŨonym poziomie obu proteaz m-AAA daje 

natomiast wyniki podobne do roŜlin typu dzikiego (Figura 4.31A). Co ciekawe, sygnağ od obu 

stosowanych przeciwciağ odnotowano r·wnieŨ u mutanta slp1-1 (Figura 4.31).  

 
Figura 4.31. Immunodetekcja biağek FTSH3 i FTSH10 po rozdziale BN-PAGE mitochondri·w mutant·w 

m-AAA.  Mitochondria izolowane z roŜlin WT, ftsh3, ftsh3/10 i slp1-1 (A) oraz roŜlin WT, ftsh10 i slp1-1 (B) 

uprawianych w warunkach 22ÁC rozdzielono z zastosowaniem BN-PAGE. ObecnoŜĺ FTSH3 i FTSH10 

w rozdzielonych kompleksach oceniono metodŃ immunoblottingu. Pozycje potencjalnego kompleksu m-AAA 

zaznaczono szarŃ strzağkŃ. BrŃzowŃ strzağkŃ zaznaczono kompleks wiŃŨŃcy niespecyficznie przeciwciağa anty-FTSH3. 

Zastosowano linie roŜlinne o ekotypie Columbia (A) oraz Wasilewska (B) z wyğŃczeniem mutanta slp1-1, kt·ry 

posiada ekotyp wyğŃcznie Columbia.  

Nastňpnie po rozdziale w Ũelu BN-PAGE biağek badanych mutant·w proteaz m-AAA 

sprawdzano migracje i intensywnoŜĺ kompleks·w SLP1 i FTSH4 za pomocŃ immunoblottingu. 
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UŨywajŃc przeciwciağ anty-FTSH4 i anty-SLP1, uzyskano sygnağy w badanych mutantach na 

spodziewanej wysokoŜci, tzn. takiej samej jak dla typu dzikiego (Figura 4.32). Ponownie 

zaobserwowano sygnağ od kompleksu FTSH4-SLP1 oraz niŨszego kompleksu SLP1 w pobliŨu 

pozycji superkompleksu I2III 2 (Figura 4.32, odpowiednio czarne i biağe strzağki), jak r·wnieŨ 

dodatkowy sygnağ od przeciwciağ anty-FTSH4 przy ~150 kDa (Figura 4.32, czerwone strzağki). 

Tym samym, analiza Western blot wykazağa, Ũe brak FTSH3 lub FTSH10, czy takŨe obniŨony 

poziom obu proteaz nie wpğywa na wielkoŜĺ i stabilnoŜĺ kompleks·w tworzonych przez FTSH4 

i/lub SLP1. Sygnağ uzyskany od SLP1 pokrywa siň z sygnağem od przeciwciağ anty-FTSH10, co 

tğumaczy wsp·ğmigracjň tych biağek w profilach migracji za pomocŃ profilowania kompleksomu 

(Figura 4.28C,4.29B i 4.30).  

 
Figura 4.32. Immunodetekcja biağek SLP1 i FTSH4 po rozdziale BN-PAGE mitochondri·w mutant·w m-AAA.  

Mitochondria izolowane z roŜlin WT, ftsh3, ftsh3/10 i slp1-1 (A) oraz roŜlin WT, ftsh10 i slp1-1 (B) uprawianych 

w warunkach 22ÁC rozdzielono z zastosowaniem BN-PAGE. ObecnoŜĺ SLP1 i FTSH4 w rozdzielonych kompleksach 

oceniono metodŃ immunoblottingu. Superkompleks FTSH4-SLP1 zaznaczono czarnŃ strzağkŃ; superkompleks SLP1 

ï niebieskŃ strzağkŃ; niskoczŃsteczkowy kompleks FTSH4 ï czerwonŃ. Zastosowano linie roŜlinne o ekotypie 

Columbia (A) oraz Wasilewska (B) z wyğŃczeniem mutanta slp1-1, kt·ry posiada ekotyp wyğŃcznie Columbia.  

4.12. BiFC (ang. Bimolecular Fluorescence Complementation) 

Aby udowodniĺ bezpoŜrednie fizyczne oddziağywanie miňdzy biağkami FTSH4 i SLP1 podjňto 

siň pr·by detekcji tej interakcji z wykorzystaniem metody bimolekularnej komplementacji 

fluorescencji, BiFC. Uzyskano odpowiednie wektory z obecnym na C-koŒcu biağek FTSH4 i SLP1 

fragmentem biağka eYFP (podrozdziağ 3.2.23.2). PoprawnoŜĺ klonowania zweryfikowano poprzez 

sekwencjonowanie. Niestety zabrakğo mi czasu na zakoŒczenie tego zadania.  
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4.13. Ekspresja FTSH4 lub SLP1 w mutancie slp1-1 i ftsh4-1  

Utrata kompleksu FTSH4-SLP1 w poğŃczeniu ze zwiňkszonym poziomem 

niskoczŃsteczkowego kompleksu FTSH4 (~150 kDa) w mutancie slp1-1 spowodowağa, Ũe 

zdecydowano siň sprawdziĺ, czy brak SLP1 wpğywa na ekspresjň proteazy FTSH4 i vice versa. 

W analizach uwzglňdniono zawiesinň biağek mitochondrialnych pozyskanych z roŜlin uprawianych 

w 22ÁC i 30ÁC. Jak moŨna zauwaŨyĺ na Figurze 4.33 (A i B), w por·wnaniu z typem dzikim, 

poziom biağka FTSH4 znacznie wzrasta w mitochondriach mutanta slp1-1 niezaleŨnie od 

warunk·w. W przypadku natomiast SLP1 zaobserwowano brak r·Ũnic lub bardzo niewielki wzrost 

poziomu tego biağka u mutanta ftsh4-1 niezaleŨnie od warunk·w. Nie zauwaŨono natomiast r·Ũnic 

w poziomie biağek FTSH4 i SLP1 w linii slp2-1. 

 
Figura 4.33. Badanie ekspresji biağka FTSH4 u mutanta slp1-1. A. Immunodetekcja biağek FTSH4 i SLP1 

w mitochondriach izolowanych z roŜlin WT, ftsh4-1, slp1-1 i slp2-1 uprawianych w warunkach 22ÁC i 30ÁC po 

rozdziale na Ũelu SDS-PAGE. B. Poziom analizowanych biağek byğ mierzony densytometrycznie w programie ImageJ 

(Fiji) na podstawie immunodetekcji wybranych biağek i membrany barwionej Coomassie zastosowanej jako kontrola 

nağoŨenia. WartoŜci podano jako wzglňdny stosunek pr·by w odniesieniu do wartoŜci WT przyjňtej jako 1. średnia 

(n=3) Ñ SEM. *P Ò 0.05; **P  Ò 0.03, ***P  Ò 0.01. IstotnoŜĺ statystycznŃ oceniano za pomocŃ testu t-Studenta. 

C. Wzglňdny poziom transkryptu FTSH4 w roŜlinach rosnŃcych w warunkach 22ÁC i 30ÁC wyraŨona jako Log2. Linia 

przerywana wskazuje wartoŜci odciňcia Ñ 1 (log2) ï poziom progowy dla istotnej regulacji (wzrost/spadek) 

transkrypt·w. średnia (n=3) Ñ SEM.  

Aby odpowiedzieĺ na pytanie, czy zwiňkszona iloŜĺ proteazy FTSH4 u mutanta slp1-1 wynika 

ze wzrostu transkryptu, przeprowadzono qRT-PCR (ang. Real-Time Quantitative Reverse 

Transcription PCR). DoŜwiadczenie wykonane przez dr Urszulň KaŦmierczak wykazağo, Ũe 
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poziom transkryptu FTSH4 u mutanta slp1-1 w por·wnaniu do roŜlin typu dzikiego nie zmienia siň 

w badanych warunkach (Figura 4.33C).Wynik ten wskazuje zatem, Ũe zwiňkszony poziom biağka 

FTSH4 w slp1-1 jest zwiŃzany z regulacjŃ na poziomie post-transkrypcyjnym.  

4.14. Submitochondrialna lokalizacja biağka FTSH4 w mutancie slp1-1 

Dotychczas uwaŨano, Ũe proteaza FTSH4 wystňpuje tylko w formie wysokoczŃsteczkowych 

kompleks·w, jak ten ~3-4 MDa kompleks zidentyfikowany w tej pracy, a do tego jest biağkiem 

zakotwiczonym w wewnňtrznej bğonie mitochondrialnej, kt·rego centrum katalityczne skierowane 

jest do IMS (Urant·wka i in., 2005). Ze wzglňdu na brak takiego wysokoczŃsteczkowego 

kompleksu u mutanta slp1-1, postanowiono zbadaĺ submitochondrialnŃ lokalizacjň proteazy 

FTSH4 tworzŃcej niskoczŃsteczkowe kompleksy w tym mutancie. Wykonano dwa typy 

doŜwiadczeŒ: rozdziağ na biağka rozpuszczalne i bğonowe po traktowaniu mitochondri·w 

wňglanem sodu oraz traktowanie mitoplast·w proteinazŃ K w celu okreŜlenia topologii proteazy 

FTSH4. W doŜwiadczeniach por·wnywano zachowanie FTSH4 w mitochondriach mutanta slp1-1 

w stosunku do typu dzikiego.  

 
Figura 4.34. Submitochondrialna lokalizacja biağka FTSH4 w mutancie slp1-1. Mitochondria izolowane z roŜlin 

WT i slp1-1 uprawianych w 22ÁC poddano frakcjonowaniu. A. Mitochondria traktowane chlorkiem sodu i wňglanem 

sodu poddano rozdziağowi na biağka rozpuszczalne (S) i bğonowe (IS) poprzez wirowanie. Uzyskane pr·by rozdzielono 

na Ũelu i wykonano immunoblotting. IDH posğuŨyğo jako kontrola biağek rozpuszczalnych, natomiast LETM, FTSH4 

oraz SLP1 to przedstawiciele biağek zintegrowanych z bğonŃ. Kontrolnie nağoŨono 25 Õg biağka zawiesiny 

mitochondri·w (mito). B. Mitochondria i uzyskane z nich mitoplasty (Mito*OM) traktowano proteinazŃ K (jak 

wskazano). TOM40 posğuŨyğ jako marker bğony zewnňtrznej. Biağka wewnňtrznej bğony: FTSH4, LETM i NAD9 

zastosowane zostağy odpowiednio jako: biağko skierowane do IMS, biağko skierowane do macierzy mitochondrialnej 

oraz integralne biağko bğonowe. Natomiast IDH to typowe biağko wystňpujŃce w macierzy mitochondrialnej. Pr·by 

nietraktowane enzymem zastosowano jako kontrolň. Frakcje analizowano metodŃ SDS-PAGE i immunoblottingu. 

W pierwszym typie analiz (Figura 4.34A), po potraktowaniu biağek mitochondrialnych 

roztworem chlorku sodu Ũadne z biağek nie ulegğo cağkowitej solubilizacji. Zastosowanie natomiast 

wňglanu sodu wyraŦnie rozdzieliğo markerowe biağko bğonowe LETM od rozpuszczalnego biağka, 
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IDH. W obu przypadkach proteaza FTSH4 zlokalizowana byğa gğ·wnie we frakcji biağek 

bğonowych, a uzyskany obraz rozdziağu nie wykazağ Ũadnych r·Ũnic miňdzy biağkami izolowanymi 

z mutanta slp1-1 w stosunku do typu dzikiego. Z kolei w celu okreŜlenia topologii proteazy FTSH4 

u mutanta slp1-1, mitochondria, a takŨe uzyskane z nich na dalszym etapie mitoplasty 

(mitochondria z uszkodzonŃ zewnňtrznŃ bğonŃ), poddano trawieniu proteinazŃ K (Figura 4.34B). 

W analizach immunologicznych wykorzystano nastňpujŃce biağka markerowe kompartment·w 

mitochondrialnych: TOM 40 jako marker bğony zewnňtrznej, FTSH4 - biağko bğony wewnňtrznej 

skierowane do IMS, a LETM i IDH - biağka, kt·re w mitoplastach nie sŃ dostňpne dla proteinazy 

K (domena rozpoznawane przez przeciwciağa obu biağek zlokalizowana jest w macierzy 

mitochondrialnej). Por·wnanie zachowania siň FTSH4 w mutancie slp1 i typie dzikim w tym 

doŜwiadczeniu jasno wskazuje, Ũe topologia tej proteazy jest taka sama.  

4.15. Znaczenia kompleks·w FTSH4  

Nastňpnie postanowiono sprawdziĺ, czy brak wysokoczŃsteczkowego kompleksu FTSH4 

i obecnoŜĺ jedynie niskoczŃsteczkowych kompleks·w przy jednoczeŜnie zauwaŨalnej zwiňkszonej 

iloŜci tego biağka w mitochondriach prowadzi do zmian charakterystycznych dla mutanta ftsh4, 

czyli roŜliny cağkowicie pozbawionej proteazy FTSH4. W tym celu, mutanty slp1-1 potraktowano 

jako roŜliny pozbawione wysokoczŃsteczkowego kompleksu FTSH4-SLP1, a w kolejnych 

doŜwiadczeniach skupiono siň jedynie na analizie mutanta slp1-1 pod wzglňdem znanych cech 

zaburzonych w mutancie ftsh4. 

4.15.1. Og·lna morfologia mutanta slp1-1 w warunkach 30ÁC 

JednŃ z istotnych i ğatwo zauwaŨalnych cech mutanta ftsh4 jest zaburzony rozw·j i wzrost 

w warunkach umiarkowanie podwyŨszonej temperatury 30ÁC. Zdecydowano siň zatem sprawdziĺ, 

jak w takich warunkach zachowuje siň mutant slp1-1 wiedzŃc, Ũe w warunkach 22ÁC mutant ten 

nie wykazuje Ũadnych zmian morfologicznych (Figura 4.35A). Analiza fenotypowa 

2-tygodniowych siewek wykazağa niewielkŃ redukcjň rozety i jednoznaczne zmniejszenie korzenia 

u mutanta slp1-1 w stosunku do roŜlin WT, jednakŨe zmiany te nie sŃ aŨ tak drastyczne jak 

w przypadku mutanta ftsh4-1 (Figura 4.35B). Warto zaznaczyĺ, Ũe zmiany te zauwaŨalne sŃ na 

wczesnym etapie rozwojowym. W przypadku roŜlin bňdŃcych na etapie rozwoju generatywnego 

(pojawienie siň pňdu kwiatostanowego) r·Ũnice miňdzy mutantem slp1-1 a WT sŃ wyraŦnie mniej 

zauwaŨalne, ale ciŃgle utrzymujŃ siň w mutancie ftsh4 pozbawionym cağkowicie FTSH4 (Figura 

4.35C). Oznacza to zatem, Ũe brak wysokoczŃsteczkowego kompleksu FTSH4-SLP1 ma 
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prawdopodobnie wpğyw na morfologiň roŜliny, lecz tylko na wczesnym etapie rozwoju 

w warunkach umiarkowanie podwyŨszonej temperatury, a wpğyw ten jest duŨo sğabszy niŨ 

cağkowity brak FTSH4.  

 

Figura 4.35. Morfologia roŜlin WT, slp1-1 i ftsh4-1. 2-tygodniowe siewki uprawiane na podğoŨu 0.5 MS + 1.5% 

sacharoza w warunkach LD, 22ÁC (A) oraz 30ÁC (B). C. 4-tygodniowe hodowle rosnŃce w warunkach LD, 30ÁC. 

Skala 1 cm. 

4.15.2. Funkcja proteolityczna proteazy FTSH4 niezwiŃzanej z SLP1: Poziom biağka TIM17-

2 i CytC 

Nastňpnie zdecydowano siň sprawdziĺ u mutanta slp1-1 poziom biağka TIM17-2, substratu 

bňdŃcego pod kontrolŃ proteolitycznŃ FTSH4, kt·rego iloŜĺ w mitochondriach mutanta ftsh4 jest 

zwiňkszona (Tabela 7.1; Opalinska i in., 2018). Immunodetekcja wykazağa, Ũe poziom biağka 

TIM17-2 jest nieco wyŨszy u mutanta slp1-1 w stosunku do WT, jednak wynik ten nie jest istotny 

statystycznie (Figura 4.36, A i B). Ponadto, iloŜĺ TIM17-2 u mutanta slp1-1 jest znaczŃco niŨsza 

w por·wnaniu z mutantem ftsh4-1, jak r·wnieŨ z nieaktywnym proteolitycznie mutantem 

FTSH4H486Y (Figura 4.36C).  
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