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STRESZCZENIE

ANALIZA FUNKCJONALNA MITOCHONDRIALNEJ
PROTEAZY AtFtsH4 ZE SZCZEGOLNYM UWZGLEDNIENIEM
BADAN PROTEOMICZNYCH

Uplyngto juz ponad 125 lat, od kiedy szwajcarski anatom i fizjolog Rudolph Albert von
Kolliker odkryl mitochondria w mig$niach skrzydet owadow. Od tego czasu liczni naukowcy
zmagaja si¢ z poznaniem doktadnej budowy oraz funkcji tych szczeg6lnych elementéw komorki
eukariotycznej. Prawidlowe funkcjonowanie mitochondriow wymaga zmian w kompozycji
proteomu mitochondrialnego w odpowiedzi na zmieniajace si¢ warunki rozwojowe i
srodowiskowe. Kontrola jakosciowa i ilosciowa bialek mitochondrialnych sprawowana jest
przede wszystkim dzigki selektywnej, zaleznej od ATP proteolizie, przeprowadzanej migdzy
innymi przez proteazy AAA (ang. ATPases associated with various cellular activities), zwane
rowniez biatkami typu FtsH. Enzymy te wykazuja dwie aktywno$ci — proteolityczna oraz

aktywnos$¢ biatka opiekunczego.

W niniejszej rozprawie doktorskiej dokonano szerokiej analizy funkcjonalnej
mitochondrialnej, zaleznej od ATP proteazy z Arabidopsis, zwanej AtFtsH4. Proteaza ta tworzy
kompleksy zakotwiczone w wewngtrznej btonie mitochondrialnej z domenami katalitycznymi
skierowanymi do przestrzeni migdzyblonowej. Nasze badania pokazaty, ze brak proteazy
AtFtsH4 wywotuje podobne aberracje morfologiczne i rozwojowe w roslinach Arabidopsis
rosnacych w warunkach fotoperiodu dnia krétkiego 1 optymalnej temperaturze (SD, 22°C), jak
rowniez w fotoperiodzie dnia dtlugiego, jednakze w umiarkowanie podwyzszonej temperaturze
(LD, 30°C). Warunki te nazwano warunkami indukujacymi fenotyp. Intensywnos$¢ i dynamika
zmian morfologiczno-rozwojowych w mutantach korelowata ze zmianami w profilu ekspresji
proteazy AtFtsH4 w roslinach typu dzikiego, zar6wno na poziomie transkryptu, jak i bialka.
Wprowadzenie peinej kopii cDNA proteazy AtFtsH4 do mutanta odwracato wspomniane zmiany

fenotypowe. Badanie aktywno$ci promotora genu kodujacego AtFtsH4 pokazaty, Zze jest on



najbardziej aktywny w mtodych organach wegetatywnych oraz generatywnych oraz iz jego
aktywacja nastgpuje pod wplywem dhugotrwalego stresu podwyzszonej temperatury. Nalezy
podkresli¢, ze krotki stres podwyzszonej temperatury, ktory indukuje ekspresje typowych biatek

szoku cieplnego, nie doprowadza do wzrostu ekspresji AtFtsH4 na poziomie biatka.

Weczesniejsze badania oparte na okresleniu poziomu RFT oraz poziomu bialek
oksydacyjnie modyfikowanych wskazywaly na obecno$¢ stresu oksydacyjnego w komorkach
mutanta ftsh4. W pracy tej stosujac odpowiednie markery stresu oksydacyjnego (poziom
transkryptow AOX1a, UPOX; poziom niskoczasteczkowych antyoksydantéw) udowodniono, ze

stres ten zwigksza si¢ wraz z rozwojem ftsh4 osiagajac najwigksza warto$¢ w fazie generatywne;j.

Peliejszy obraz zmian na poziomie molekularnym, jakie zachodza w mitochondriach
ro$lin ftsh4 rosnacych w warunkach indukujacych powstanie fenotypu, otrzymano w wyniku
badan poréwnawczych typu ,,omika”. Analizie poddano mitochondrialne proteomy oraz
oksyproteomy mutantow ftsh4 w odniesieniu do roslin typu dzikiego. W badaniach tych
wykorzystano dwukierunkowa fluorescencyjna elektroforez¢ roznicowa (2D-DIGE) oraz
elektroforeze dwukierunkowa potaczona z analiza Western Blot z wykorzystaniem przeciwciat
rozpoznajacych biatka karbonylowane. Analizy te pokazaly, ze pozbawienie roslin proteazy
AtFtsH4 wplywa na najwazniejsze procesy metaboliczne zachodzace w mitochondriach.
Wykazano obnizenie zaréwno ilosci jak 1 aktywnosci dwoch kompleksow OXPHOS —
kompleksu | oraz V. Ponadto kilka biatlek bedacych podjednostkami tych kompleksow
zidentyfikowano, jako bardziej karbonylowane w mutancie ftsh4 w odniesieniu do WT. Badania
te sugeruja rowniez zmiany w kompleksie II systemu OXPHOS. Podjednostke dehydrogenazy
bursztynianowej (SDH1-1) bedaca sktadowa kompleksu II, zidentyfikowano w wigkszej ilosci i o
nieznacznie wigkszym poziomie utlenienia anizeli dla WT. Zatem brak AtFtsH4 zaburza
funkcjonowanie kompleksu I, IT 1 V. Rowniez funkcjonalnos¢ cyklu TCA oraz mitochondrialnej
fotorespiracji wykazata znaczne zaburzenia powstale w wyniku zmian w poziomie biatek tych
szlakow oraz ich intensywnej karbonylacji. W konsekwencji zaburzenia w prawidlowym
funkcjonowaniu OXPHOS 1 cyklu TCA spowodowaty uruchomienie alternatywnych drog
transportu elektronow oraz alternatywnych szlakow metabolizmu aminokwaséw przenoszacych
elektrony na tancuch transportu elektronow. Powyzej wymienionym zmianom towarzyszyta

akumulacja szeregu biatek opiekuficzych oraz zwiazanych z odpowiedzia na stres.



Z badan wynika, ze nie ma jednego zrodla obserwowanego stresu oksydacyjnego w
roslinach Arabidopsis pozbawionych proteazy AtFtsH4 na etapie rozwoju, w ktorym
przeprowadzano badania. Otrzymane wyniki wskazuja, ze jednym z nich jest tancuch transportu
elektronow. Drugim obnizona efektywnos$¢ systemu antyoksydacyjnego. Okazato si¢ bowiem, ze
manganowa dysmutaza ponadtlenkowa (MSD1), bedaca kluczowym enzymem bioracym udziat
w usuwaniu reaktywnych form tlenu (RFT) jest intensywnie karbonylowana w mutancie ftsh4, co
najprawdopodobniej doprowadza do jej dezaktywacji. Ponadto, nasze badania sugeruja rowniez

zmiany w przepuszczalnosci btony mitochondrialnej dla RFT.

Oprocz charakterystyki rodzaju i skali zmian, jakie zachodza w roslinach pozbawionych
proteazy AtFtsH4, nie mniej waznym celem pracy byta identyfikacja substratu/substratow dla
tego biatka. W toku badan wyselekcjonowano kilka biatek, wsrod nich AtFtsH10 oraz PHB, jako
potencjalne substraty dla AtFtsH4. Weryfikacja za pomoca koimmunoprecypitacji, testow
stabilnos$ci oraz poziomu tych bialek w roslinach ekspresjonujacych zmutowane wersje AtFtsH4,
czyli AtFtsH4 posiadajaca aktywna jedynie domene proteolityczna (ftsh4-FtsH4") badz AtFtsH4

4CH

z aktywna jedynie domena biatka opiekunczego (ftsh4-FtsH4~") wskazuja, ze AtFtsH10 jest

substratem proteolitycznym proteazy AtFtsH4.

Podsumowujac, w rozprawie tej z uzyciem szerokiego warsztatu technik genetycznych 1
proteomicznych, pokazano, ze brak proteazy AtFtsH4 doprowadza do powstania rozleglego i
narastajacego stresu oksydacyjnego, ktorego skutkiem jest zaburzenie funkcjonowania
wigkszosci szlakow metabolicznych w mitochondriach. Narastajacy stres oksydacyjny
spowodowany jest defektami zaréwno szlakéw produkujacych RFT jak i1 drogi ich usuwania,
jednakze doktadny mechanizm uruchamiajacy ten stres nie jest catkowicie zrozumiaty. Ponadto
badania opisane w tej rozprawie wskazuja, ze proteaza AtFtsH10 jest proteolitycznym substratem
proteazy AtFtsH4. Wynik ten jest szczegdlnie ciekawy w kontek$cie wzajemnych zalezno$ci
pomigdzy mitochondrialnymi zaleznymi od ATP proteazami oraz z uwagi na fakt, ze jest to

pierwszy zidentyfikowany substrat dla roslinnej proteazy ATP zalezne;.



