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Imie i nazwisko

Magdalena Krystyna Migocka

Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich

uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej.

Magister biologii, specjalnos¢ Botanika — 26 czerwca 2002 roku — Wydziat Nauk
Przyrodniczych, Instytut Biologii Roslin, Uniwersytet Wroctawski; prace magisterskg
pt. ,Regulacja transportu azotandéw przez btony tonoplastowe” wykonywatam pod

kierunkiem pani Prof. dr hab. Grazyny Ktobus w Zaktadzie Fizjologii Roslin.

Doktor nauk biologicznych w zakresie biologii rozwoju — 20 grudnia 2007 roku -
Wydziat Nauk Biologicznych, Uniwersytet Wroctawski; prace doktorskg pt. ,Rola
plazmolemy w detoksykacji komoérek rodlinnych podczas stresu wywotanego
obecnoscig metali ciezkich w srodowisku” wykonywatam pod kierunkiem pani Prof. dr

hab. Grazyny Ktobus w Zaktadzie Fizjologii Roslin.

Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach  naukowych/
artystycznych.

od 01.01.2009 do chwili obecnej — adiunkt w Zaktadzie Fizjologii Molekularnej Roslin
Instytutu Biologii Eksperymentalnej na Wydziale Nauk Biologicznych Uniwersytetu
Wroctawskiego

od 01.01.2008 do 31.12.2008 — asystent w Zaktadzie Genetyki Instytutu Genetyki i
Mikrobiologii na Wydziale Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego

od 1.10.2007 do 30.06.2011 — nauczyciel akademicki na kierunkach Kosmetologia i
Ratownictwo medyczne w Niepublicznej Wyzszej Szkole Medycznej we Wroctawiu;
prowadzenie wyktadéw i seminariow w zakresie biochemii, opieka nad pracami

licencjackimi

. Wskazanie osiggniecia* wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

a) tytut osiggniecia naukowego/artystycznego



b)

Molekularna charakterystyka transporterow blonowych zwigzanych z

detoksykacja komérek ogérka z nadmiaru metali ciezkich.

(autor/autorzy, rok wydania, tytut/tytuty publikacji, nazwa wydawnictwa, 5-letni
wskaznik Impact Factor oraz punktacja punktacja MNiISW wedtug komunikatu

obowigzujgcego w roku wydania pracy)
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Biskup R, Garbiec A, Marchewka T (2015) Cucumber Metal Transport Protein
CsMTP9 is a plasma membrane H*-coupled antiporter involved in the Mn** and Cd**
efflux from root cells. The Plant Journal, DOI: 10.1111/tpj.13056

IF (5-letni): 6.96

Liczba punktéw MNiSW (2014): 45*
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machineries for balancing copper in living systems. International Union of
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Liczba punktéw MNiSW (2014): 30*
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two Copper ATPases CsHMAS5.1 and CsHMAS.2. Journal of Biological Chemistry,
290(25):15717-29

IF (5-letni): 4.69

Liczba punktéw MNiSW (2014): 35*

Migocka M, Kosieradzka A, Papierniak A, Maciaszczyk-Dziubinska E, Posyniak E,
Garbiec A, Filleur S (2015) Two metal-tolerance proteins, MTP1 and MTP4, are
involved in Zn homeostasis and Cd sequestration in cucumber cells. Journal of
Experimental Botany 66(3): 1001-1015
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Liczba punktéw MNiSW (2014): 45*
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o Migocka M, Papierniak A, Maciaszczyk-Dziubinska E, Pozdzik P, Posyniak E,
Garbiec A, Filleur S (2014) Cucumber metal transport protein MTP8 confers
increased tolerance to manganese when expressed in yeast and Arabidopsis
thaliana. Journal of Experimental Botany 65(18):5367-84
IF (5-letni): 6.312
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*dla prac opublikowanych w 2015 roku przyjeto liczbe punktéw MNiSW z roku 2014

Sumaryczny Impact Factor monotematycznego cyklu publikacji: 40,596
Sumaryczna liczba punktow MNiSW dla monotematycznego cyklu wybranych
publikaciji: 277 pkt

c) oswiadczenia wspotautorow o udziale wtasnym w przygotowaniu prac stanowigcych
szczegoblne osiggniecia naukowe w zatgczniku 6
d) omdwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiagnietych wynikow

wraz z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

I. Istnigjgcy stan wiedzy.

Wedtug danych podawanych przez statystyke publiczng blisko 2,7 % gleb w Polsce to
obszary zdegradowane przemystowo o niskiej wartosci rolniczej [1]. Zdegradowane gleby
wystepujg gtownie na potudniu Polski w okolicach duzych zaktadow przemystowych.
Wiekszos¢ zdegradowanych gleb cechuje sie znaczng koncentracjg metali ciezkich, ktorych
nieustajgcym zrodtem sg przede wszystkim: przemyst wydobywczy, metalurgiczny i
papierniczy, scieki i odpady przemystowe i komunalne a takze nasilona komunikacja
samochodowa. Wzrastajgce zanieczyszczenie gleb metalami ciezkimi obserwuje sie takze
na obszarach rolniczych. Akumulacja metali w glebach uprawnych jest efektem intensyfikacji
produkgji rolnej polegajacej na wprowadzaniu do srodowiska znacznych ilosci nawozow

organicznych, nieorganicznych i pestycydow, bedacych zrédtem m.in. metali ciezkich.



Monitoring chemizmu obszaréw uzytkowanych wykazat |l stopien zanieczyszczenia gleb
otowiem (ok. 3% badanych gleb) i cynkiem (ok. 1,5% badanych gleb) [1]. Ponadto
stwierdzono | stopien zanieczyszczenia gleb kadmem (ok. 10% gleb) i niklem (ok. 3% gleb)
[1]. Postepujgce zanieczyszczenie metalami ciezkimi obserwuje sie takze na terenach
rolniczych innych krajéw europejskich, takich jak Butgaria (19 360 ha obszaréw rolnych) czy
Francja (800 000 terendéw), a w catej zachodniej Europie nawet na 1 200 000 terenach
rolniczych [2]. Z uwagi na bardzo niekorzystny wptyw nadmiaru metali na mikroorganizmy
glebowe, rosliny uprawne, i posrednio zdrowie zwierzat i ludzi, niezmiernie wazne stato sie
opracowanie wydajnych technologii oczyszczania (remediacji) gleb zdegradowanych
przemystowo i rolniczo z nagromadzonych metali. Stosowanie wielu fizycznych i
chemicznych metod remediacji zanieczyszczonych gleb jest bardzo kosztowne, w zwigzku z
czym obecnie ogromne zainteresowanie budzg znacznie tansze i bardziej ekologiczne
biologiczne metody oczyszczania gleb za pomocg mikroorganizmow (bioremediacja) i roslin
(fitoremediacja). Fitoremediacja polega na wykorzystaniu roslin, naturalnie wystepujgcych
lub genetycznie modyfikowanych do oczyszczania gleb, wod lub osadéw z réznego rodzaju
zanieczyszczen organicznych lub nieorganicznych, w tym metali ciezkich. Rosliny pobierajg
metale ciezkie z gleby, wody i osadéw i, w zaleznosci od gatunku, magazynujg je w
korzeniach i/lub organach nadziemnych. Proces ten, zwany fitoekstrakcjg jest stosunkowo
niedrogi i przyjazny srodowisku, ale jednoczes$nie bardzo dtugotrwaty. Wydajnosc
fitoekstrakcji zalezy przede wszystkim od tolerancji tkanek roslinnych na podwyzszone
stezenia metali ciezkich w glebie ale takze od przyrostu biomasy roslin akumulujgcych
metale. Naturalnie wystepujgce w przyrodzie hyperakumulatory, Silene vulgaris, Thlaspi
caerulescens, Solanum nigrum czy Arabidopsis halleri to jednoroczne ro$liny z matym
przyrostem biomasy, ktére nie nadajg sie do efektywnej ekstrakcji metali z
zanieczyszczonych gleb. Ro$liny przydatne w fitoremediacji powinny charakteryzowaé sie
rozwinietym systemem korzeniowym, szybkim wzrostem, produkcjg znacznej ilosci biomasy
oraz akumulacjg i tolerancjg wysokich stezen metali ciezkich w swoich tkankach. Obecnie
zaden z naturalnie wystepujacych hyperakumulatoréw nie spetnia wszystkich wymienionych
wymagan. Jednak zrozumienie mechanizméw lezacych u podstaw naturalnej fitoremediacji
pozwoli na uzyskanie odpowiednich odmian roslin transgenicznych doskonale nadajgcych
sie do procesu stosunkowo mato kosztownej ekstrakcji metali ciezkich z terenow
zanieczyszczonych. Porownanie mechanizméw detoksykacji metali u roslin tolerancyjnych
na metale i roslin wrazliwych zwrocito uwage na geny, ktére mogg byC uzyteczne w
projektowaniu rosliny transgenicznej skutecznej w fitoremediacji. Geny te nalezg do
multigenowych rodzin, kodujgcych specyficzne biatka transportujgce metale przez btony
komorkowe lub biatka uczestniczace w chelatowaniu metali w obrebie komorki i wystepuja

we wszystkich dotgd zsekwencjonowanych genomach roslinnych. Wsréd nich szczegolng
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nadzieje wigze sie z biatkami nalezgcymi do dwéch rodzin transporteréw metali ciezkich: Pyg-
ATPazami (zwanymi takze ATPazami metali ciezkich HMA, ang. Heavy Metal ATPases) oraz
transporterami CDF (ang. Cation Diffusion Facilitator; u roslin okreslanymi jako biatka
tolerancji na metale MTP, ang. Metal Tolerance Proteins).

Pierwsza grupa biatek to podrodzina duzej rodziny biatek zwanych P-ATPazami, ktore
wystepuja powszechnie w komoérkach archeonow, bakterii i eukariontow, gdzie wykorzystujg
ATP do transportu jonow i lipidow [3, 4]. Sg to biatka zintegrowane z btonami biologicznymi
za posrednictwem domeny transbfonowej, ktéra sktada sie z 6-8 a-helis i zawiera miejsca
determinujgce specyficznosé substratowg. Wszystkie P-ATPazy posiadajg charakterystyczne
domeny funkcjonalne w petlach cytoplazmatycznych: domene wigzagcg ATP (domena N),
domene podlegajgcg fosforylacji (domena P) i domene katalityczng (domena A) [5]. Pig-
ATPazy wyrdzniajg sie wsrdd pozostatych P-ATPaz specyficznoscig wobec jonéw metali
ciezkich. W zwigzku z transportowanymi substratami, w sekwencji tych biatek obecne sg
charakterystyczne motywy i domeny zaangazowane w wigzanie kationéw metali, takie jak
motyw cysteina/seryna-prolina-cysteina/histydyna/seryna (C/S-P-C/H/S) w helisie 6, czy
domeny bogate w cysteiny lub histydyny na koncach aminowym i karboksylowym [6]. Jako
typowe P-ATPazy, P.g-ATPazy transportujg metale przez btony wykorzystujgc ATP jako
zrédto energii. Ten kilku-etapowy proces obejmuje wigzanie kationu metalu do specyficznego
miejsca wigzania znajdujgcego sie w koncach aminowym lub karboksylowym biatka (ang.
metal binding site), przeniesienie zwigzanego jonu do motywu wigzgcego w domenie
transbfonowej i uwolnienie jonu po drugiej stronie btony sprzezone z wigzaniem i hydrolizg
ATP [7]. Kluczowe etapy podczas catego cyklu katalitycznego to przejsciowa fosforylacja
konserwatywnego asparaginianu w motywie DKTG domeny P przez ATP, ktéra zachodzi po
zwigzaniu jonu metalu z biatkiem, i nastepujgca po niej defosforylacja aminokwasu po
uwolnieniu jonu metalu z miejsca wigzgcego w domenie transbtonowej [7]. Nieliczne badania
biochemiczne pojedynczych Pig-ATPaz bakteryjnych, ludzkich i roslinnych sugerujg, ze sg to
biatka 0 wysokim powinowactwie do transportowanych jonéw metali (w zakresie stezen 0.5 -
2.5 yM) i wyraznie wskazujg, ze obecnos¢ jonu transportowanego metalu jest niezbedna lub
kluczowa do indukcji hydrolizy ATP katalizowanej przez P,g-ATPazy [10-14]. Nadal brakuje
jednak danych na temat biochemicznych i kinetycznych wiasciwosci znakomitej wiekszosci
P1s-ATPaz zidentyfikowanych w organizmach zywych. Natomiast znacznie wiecej wiadomo o
fizjologicznych funkcjach tych biatek w komorkach i tkankach réznych organizméw. Pierwsze
scharakteryzowane funkcjonalnie P,g-ATPazy to biatka najprostszych jednokomorkowych
organizméw, takich jak archeony, bakterie i drozdze oraz homologiczne biatka u ludzi.
Badania nad tymi biatkami wykazaly, ze rodzina P.s-ATPaz uczestniczy zarbwno w
procesach pobierania jonow metali do komorki i ich kierowania do docelowych organelli i

biatek, jak i w detoksykacji komérek, poprzez wydzielanie nadmiaru metali na zewnatrz btony
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komérkowej. | tak, wykazano, ze fizjologiczna funkcja Pig-ATPaz ZnTA Eschericha coli i
CadA Staphylococcus aureus jest zwigzana z detoksykacjg komorek bakterii z nadmiaru
Zn** (ZnTA) oraz Cd** i Pb*" (ZnTA, CadA) [15,16]. Obydwie ATPazy katalizujg wydzielanie
metali na zewngtrz komorek bakterii [9,10]. Podobng funkcje petnig biatka CopA i CopB
zidentyfikowane u archeona Archaeoglobus fulgidus oraz CopA E. coli, ktére uczestniczg w
usuwaniu Cu® i Ag* z komorek [17]. Z kolei dwie homologiczne P;z-ATPazy CopA i CopB
Enterococcus hirae, odpowiadajg za transport Cu® i Ag® w przeciwnych kierunkach: do
wnetrza (CopA) lub na zewnatrz (CopB) komorek bakterii [18]. Oprécz CopA E.hirae, takze
inne prokariotyczne Pg-ATPazy dostarczajg miedz do komorek lub organelli docelowych,
gdzie nastepuje wbudowanie tego metalu w kuproproteiny - biatka zalezne od miedzi. W
komérkach patogennych bakterii Pseudomonas syringa, endosymbiontéw Rhizobium
leguminosarum oraz fotosyntetyzujacych cyjanobakterii Synechocystis PCC 6803 and
Synechococcus PCC 7942, ATPazy typu Pz odpowiadajg za pobieranie i dostarczenie
miedzi do biatek docelowych zaangazowanych w oddychanie i fotosynteze (oksydaza
cytochromu c, plastocyjanina) [19-21]. Funkcje zaopatrywania organelli w miedz petnig takze
Pig-ATPazy zidentyfikowane w komoérkach drozdzy (Ccc2p) i ludzi (ATP7A i ATP7B).
Zaréwno Ccc2p jak i ATP7A i ATP7B transportujg miedz do pecherzykéw sekrecyjnych
aparatu Golgiego, w ktérych metal wbudowywany jest do kuproprotein niezbednych do
funkcjonowania komorki: glikoproteiny Fet3p zaangazowanej w pobieranie zelaza (Ccc2p),
lub enzymoéw zaleznych od miedzi, takich jak B-hydroksylaza dopaminy, tyrozynaza,
oksydaza lizylowa itd. (ATP7A i ATP7B) [22-25]. Jednak w warunkach toksycznego stezenia
miedzi w komodrce, ATP7A i ATP7B sg transportowane w okolice btony komodrkowe;j i

uczestniczg w usuwaniu nadmiaru jonéw metalu na zewngtrz komérki [26, 27].

Dotychczasowe badania na homologicznymi biatkami roslin wskazujg, ze roslinne Pqg-
ATPazy réwniez majg kluczowe znaczenie dla utrzymania komérkowej homeostazy metali
ciezkich. Jednakze, w poréwnaniu z innymi organizmami u roslin ilos¢ gendéw kodujgcych te
biatka jest zwielokrotniona. W genomach modelowych roslin Arabidopsis thaliana i Oryza
sativa zidentyfikowano odpowiednio, 8 (AtHMA1-AtHMAS8) i 9 (OsHMA1-OsHMA9) sekwencji
kodujgcych Pg-ATPazy. Analizy filogenetyczne wykazaty, ze wszystkie roslinne Pig-ATPazy
klasyfikujg sie w obrebie trzech odrebnych klas filogenetycznych: klasy P (AtHMADS,
AtHMAG, AtHMAY7 i AtHMAB8), zawierajgcej biatka transportujgce jednowartosciowe jony Cu” i
Ag’; klasy Pig, (AtHMA2, AtHMA3 i AtHMA4), obejmujgcej transportery dwuwarto$ciowych
jonéw Zn?*, Cd** lub Pb?*; oraz klasy Pig4, ktorej biatka wystepujg tylko u roslin i bakterii i
wykazujg szerokie powinowactwo do réznych metali (Ca**, Cu®, Zn?") [28]. Najlepiej dotad
scharakteryzowane ro$linne P1g-ATPazy to biatka A. thaliana, ktére sg bardzo zréznicowane

pod wzgledem lokalizacji tkankowej, subkomérkowej i specyficznosci substratowej. AtHMA1



lokalizuje sie w chloroplastach i uczestniczy w detoksykacji tych organelli z nadmiaru cynku
oraz w zaopatrywaniu stromy w miedz [29, 30]. AtHMA3 wystepuje w btonie wakuolarne;j
komorek lisci niektérych ekotypdw A. thaliana i determinuje poziom akumulacji Cd** i Zn** w
lisciach, uczestniczac w sekwestracji tych metali w wakuolach [31, 32]. AtHMA2 i AtHMA4
lokalizujg sie w plazmolemie komorek tkanek otaczajgcych naczynia w korzeniach [33, 34].
Obydwa biatka odpowiadajg za radialny transport Zn** i Cd** z komérek otaczajgcych
naczynia do naczyn, uczestniczgc w zatadunku cynku i kadmu do ksylemu i dalszego
transportu tych metali do nadziemnych czesci rosliny [35]. Biatko AtHMAS uczestniczy w
detoksykacji korzeni z nadmiaru miedzi, ale brak danych na temat lokalizacji subkomadrkowej
tego biatka nie pozwala na precyzyjne okreslenie jego funkcji w komorkach A. thaliana [36].
Jak dotad nie zlokalizowano takze roslinnej Pg-ATPazy AtHMA7, ale badania na mutantach
A. thaliana pozbawionych tego biatka i drozdzach, sugerujg, ze jest ono niezbedne w
odpowiedzi roslin na etylen, poniewaz prawdopodobnie dostarcza miedz do syntezy
funkcjonalnych receptoréw tego hormonu [37, 38]. Ostatnie dwie Ps-ATPazy A. thaliana,
AtHMAG i AtHMAS, transportujg miedz do stromy i $wiatta tylakoidow w chloroplastach dla
chloroplastowych biatek zaleznych od miedzi: dysmutazy ponadtlenkowej Cu/Zn-SOD i
plastocyjaniny [39]. Badania nad homologicznymi biatkami roslinnych hyperakumulatorow
metali ciezkich wykazaty, ze P;z-ATPazy mogg mie¢ kluczowe znaczenie dla
hyperakumulacji Zn** i Cd*" oraz hypertolerancji roélin na obydwa metale. Konstytutywna,
wysoka ekspresja gendéw kodujgcych biatko HMA4 u Arabidopsis halleri i Noccaea
caerulescens (Thlaspi caerulescens), umozliwia wydajng translokacje Zn** i Cd** z korzeni
do pedu i zwiekszong akumulacje tych jonédw w nadziemnych czesciach roslin [40-43].
Oprocz HMA4, takze HMA3 uczestniczy w hyperakumulacji Cd** w czeséciach nadziemnych
N. caerulescens i hypertoleranciji roélin na Cd** poprzez zwiekszong sekwestracje tego jonu
w wakuolach komorek lisci [44]. Ze wzgledu na udziat Pg-ATPaz w akumulacji metali
ciezkich i jednoczesnej detoksykacji komérek roslinnych z ich nadmiaru, biatka tej rodziny
mozna wykorzysta¢ planujgc modyfikacije roslin dla celéw remediacji $rodowisk
zanieczyszczonych metalami. Nadal brakuje jednak istotnych danych na temat liczby,
organizacji i funkcji P.g-ATPaz u wielu roslin, a takze eksperymentalnych dowodow
powtierdzacych specyficznos¢ substratowg oraz kinetyczne i biochemiczne wiasciwosci
roslinnych Pg-ATPaz. W zwigzku z tym nadal nie mamy petnej wiedzy o wtasciwosciach i

funkcjach tej rodziny u roslin.

Druga rodzina biatek, ktéra moze znalez¢ zastosowanie w fitoremediacji to
transportery btonowe z rodziny CDF, ktére podobnie jak Pig-ATPazy sg bardzo szeroko
rozpowszechnione w Swiecie organizmow zywych. Wszystkie scharakteryzowane dotad

biatka tej rodziny to transportery dwuwartosciowych kationdw metali o promieniu jonowym od



72 (Zn*) do 97 (Cd*") pm [45]. Wiekszo$¢ scharakteryzowanych dotad biatek tej rodziny
dziata na zasadzie antyporteréw Me®*/H*(K*) [46-49], ktére transportujg metale takie jak Zn*",
Co**, Fe**, Cd*, Ni**, lub Mn?** z cytoplazmy na zewnatrz komérki lub do kompartymentéw
wewnatrzkomérkowych [45, 50-55]. Eksperymentalna analiza topologii biatka YiiP E. coli
wykazata, ze wigekszos¢ transporterow CDF zawiera w swej strukturze 6 segmentéw
transbfonowych (TMs) o strukturze a helisy, oraz aminowe i karboksylowe korice po stronie
cytoplazmy [50-56]. Niektore transportery CDF wykazujg jednak nieco odmienny typ
struktury drugorzedowej: drozdzowe biatko Msc2 i ludzkie biatko ZnT5 mogg zawiera¢ w
swoich strukturach odpowiednio 12 lub 15 helis transbtonowych [57,58]. Z kolei biatka CDF
transportujgce mangan posiadajg prawdopodobnie 4-5 segmentow TM [52]. Sekwencja
sygnaturowa, charakterystyczna dla catej rodziny biatek CDF znajduje sie w regionie
N-kohcowym, obejmujgcym helise | (TMI) i helise Il (TMIl) oraz petle cytoplazmatyczng
miedzy tymi helisami, natomiast na koncu karboksylowym czesto wystepuje domena, ktorej
funkcja moze by¢ zwigzana z transportem kationdéw (ang. cation efflux domain) [59].
Najbardziej konserwatywne aminokwasy wystepujg w obrebie helis transbtonowych I, Il, V i
VI, ktére prawdopodobnie zaangazowane sg w przenoszenie jondow metali [60]. Wiele biatek
CDF posiada w swojej strukturze region bogaty w histydyny, ktéry znajduje sie miedzy
helisami TMIV i TMV, lub w obrebie aminowego lub karboksylowego konca biatek. Wydaje
sie, ze funkcjonuje on jako domena wigzaca specyficznie jony metali, takie jak Zn**, Co*,
ilub Cd*, poniewaz nie stwierdzono obecnosci takiego regionu w manganowych
transporterach CDF [59]. Coraz liczniejsze badania wskazujg, ze biatka CDF moga
funkcjonowaé jako homo- lub heterooligomery. Kompleksy takie zidentyfikowano zaréwno w
komodrkach organizmow prokariotycznych (biatko YiiP u E. coli), jak i eukariotycznych
(PtdMTP1 u Populus trichocarpa * deltoides, ZnT5 i ZnT6 u cztowieka) [61-63].

W komorkach bakterii i drozdzy biatka CDF uczestniczg przede wszystkim w
detoksykacji komérek z nadmiaru metali. Dwa biatka CDF zidentyfikowane w bionie
komorkowej E. coli, katalizujg wydzielanie Zn** i Cd** (biatko ZitB) lub Fe®" i Zn** (biatko
FieF/YiiP) na zewnatrz komoérek bakterii (46, 47). Homologiczne biatka CzcD, FieF i DmeF
warunkujg opornos¢ bakterii Wautersia metallidurans CH34 (Ralstonia metallidurans) na
toksyczne stezenia Zn**, Co®*, Cd*" i Ni**, usuwajgc nadmiar jonéw tych metali na zewnatrz
komérek [50, 54]. W przeciwienstwie do bakterii, udziat biatek CDF w detoksykacji drozdzy
S. cerevisiae wigze sie z wewnatrzkomorkowg akumulacjg metali ciezkich. Dwa blisko
spokrewnione biatka CDF Zrc1p i Cot1p lokalizujg si¢ w btonie wakuolarnej komodrek
drozdzy, gdzie katalizujg transport Zn** i Co®" z cytoplazmy do wnetrza wakuoli [64-66].
Pozostate scharakteryzowane biatka CDF drozdzy lokalizujg sie w btonach retikulum
endoplazmatycznego (ScMcs2) i mitochondriow (MMT1 i MMT2) i odpowiadajg za

utrzymanie prawidtowej homeostazy odpowiednio, cynku i Zelaza w obydwu
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kompartymentach [67, 68]. Wszystkie scharakteryzowane dotychczas biatka CDF ssakow
transportujg jony Zn**, stad okresla sie je jako transportery ZnT (w aktualnej nomenklaturze
SLC30). Wiekszos¢ z nich wystepuje w btonach kompartymentéw wewnagtrzkomérkowych i
bierze udziat w dostarczaniu Zn do organelli takich jak aparat Golgiego (ZnT6, ZnT7, ZnT10),
endosomy i lizosomy (ZnT2, ZnT4), pecherzyki szlaku wydzielniczego (ZnT2 i ZnT4),
pecherzyki synaptyczne (ZnT3) czy pecherzyki wydzielnicze zawierajgce insuling w
komorkach beta trzustki (ZnT5, ZnT8) [69-76]. Natomiast plazmolemowy transporter ZnT1
lokalizuje sie w btonie komorkowej i uczestniczy w detoksykacji komorek ssakow z nadmiaru
cynku poprzez eksport nadmiaru Zn z komoérki [77, 78].

W poréwnaniu z biatkami CDF organizméw prokariotycznych, drozdzy i ssakow,
rodzina homologicznych transporteréw u roslin jest stosunkowo stabiej scharakteryzowana.
U roslin biatka tej rodziny okreslane sg jako transportery MTP. W genomie A. thaliana
zidentyfikowano geny kodujgce 12 biatek MTP: AtMTP1-AtMTP12. Kompleksowa analiza
sekwenciji transporteréw CDF pochodzacych z roznorodnych gatunkéw bakterii, grzybow,
roslin i ssakow wykazata, ze wsrod wszystkich biatek tej rodziny wyrdzniajg sie trzy gtdwne
grupy filogenetyczne, ktére nazwano Zn-CDF, Fe/Zn-CDF i Mn-CDF na podstawie
przypuszczalnego Iub potwierdzonego substratu-metalu transportowanego przez
analizowane biatka [59]. Biatka A. thaliana znalazly sie zaréwno w grupie transporterow
cynkowych (Zn-CDF: AtMTP1-AtMTP4, AtMTP5 i AtMTP12), jak i w grupach transporterow
manganowych (Mn-CDF: AtMTP8-AtMTP11) i zelazowo-cynkowych (Fe/Zn-CDF: AtMTP6)
[59]. Transporter AtIMTP7 nie zostat zaklasyfikowany do zadnej z wyréznionych grup; razem
z nielicznymi biatkami CDF innych organizmow znalazt sie pomiedzy dwoma grupami Mn-
CDF i Fe/Zzn-CDF. Dalsze analizy filogenetyczne obejmujgce juz tylko roslinne biatka MTP
pokazaty jednak, ze AtMTP7 przynalezy do grupy transporteréw Fe/Zn-CDF a trzy
wyréznione wczesdniej grupy roslinnych biatek MTP dzielg sie dodatkowo na 7 podgrup, ktére
nazwano zgodnie z nomenklaturg transporteréw MTP A. thaliana, wystepujagcych w kazdej
podgrupie [79]. | tak, grupa biatek Zn-CDF obejmuje podgrupy G1 (AtIMTP1-AtMTP4), G5
(AtMTP5) i G12 (AtMTP12); grupa biatek Mn-CDF obejmuje podgrupy G8 (AtMTP8) i G9
(AtMTP9-AtMTP11), natomiast grupa biatek Fe/Zn-CDF obejmuje podgrupy G6 (AtMTP6) i
G7 (AtMTP7) [79]. Mimo iz analizy filogenetyczne sugerujg specyficzno$¢ substratowg
roslinnych biatek MTP, do tej pory scharakteryzowano funkcje i potwierdzono specyficznos¢
tylko trzech biatek rzodkiewnika: transporterow cynku AtMTP1 [80] i AtMTP3 [81],
zlokalizowanych w btonie wakuolarnej oraz transportera manganu MTP11 zlokalizowanego
w pecherzykach Golgiego i kompartymentach pre-wakuolarnych [82, 83]. Dane o funkcji
transporteréw MTP u innych roslin sg bardzo nieliczne i przede wszystkim dotyczg
homologéw biatka AtMTP1. Wiadomo zatem, Ze roSlinne biatka MTP1 mogg rézni¢ sie

lokalizacjg subkomoérkowg u rézych gatunkow roslin. | tak, biatka PtdMTP1 z hybrydy topoli
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Populus trichocarpa x Populus deltoid), HYMTP1 z Hordeum vulgare i AhMTP1 z Arabidopsis
halleri lokalizujg sie w btonach wakuolarnych, podczas gdy trzy ortologi tych biatek (BjCETZ2,
BJCET3 i BJCET4) z Brassica juncea wystepujg w btonie komérkowej [61, 84-87]. Co wiecej,
podobne biatka u ryzu (OsMTP1) i hyperakumulatora metali Thlaspi goesingense (TgMTP1)
Zlokalizowano zaréwno w btonie komérkowej jak i wakuolarnej [88-90]. Mimo, ze wszystkie
biatka MTP1 klasyfikujg sie do grupy Zn-CDF, coraz liczniejsze badania sugerujg, ze ich
specyficznos¢ substratowa czesto nie ogranicza sie do jednego transportowanego metalu. O
ile transportery PtdMTP1, AtMTP1 i AhMTP1 sg wysoce specyficzne wobec jonéw cynku,
biatko OsMTP1 wykazuje zdolno$¢ do transportu jonéw Zn**, Cd** i Ni**, biatko HYMTP1
transportuje jony Zn”** i Co?*, biatka BJ{CET2, BJCET3 i BJCET4 transportujg jony Zn**, Cd*",
Co?" i Ni**, a dwa warianty biatka TgMTP1 transportujg jony Zn**, Cd®*, Co?" i Ni** [51, 61,
84-88]. Dotychczasowe wyniki badan wyraznie wskazujg, ze nie mozna przewidywac funkcji
nowo zidentyfikowanych genéw kodujgcych transportery metali ciezkich u roslin tylko na
podstawie informacji pochodzacych z badan na roslinach modelowych. Oprécz biatek typu
MTP1, stosunkowo dobrze scharakteryzowano biatka MTP8 i MTP11 nalezace do grupy Mn-
CDF. Obydwa biatka cechujg sie wysokg specyficznoscia wobec jonéw manganu i
odpowiadajg za detoksykacje cytoplazmy z nadmiaru tego metalu. Biatka MTP8 lokalizujg sie
w btonach wakuolarnych (OsMTP8.1 ryzu Ilub ShMTP8 hyperakumulatora manganu
Stylosanthes hamata) lub btonach aparatu Golgiego (HYMTP8.1 i HYMTP8.2 jeczmienia),
uczestniczgc odpowiednio, w akumulacji manganu w wakuoli lub dostarczaniu manganu do
enzymow systemu Golgiego lub pecherzykow szlaku wydzielniczego [52, 91, 92]. Natomiast
biatko MTP11 A. thaliana wystepuje w pecherzykach Golgiego i kompartymentach pre-
wakuolarnych i prawdopodobnie uczestniczy w usuwaniu nadmiaru manganu z cytoplazmy
na drodze egzocytozy [82, 83]. U roslinnych hyperakumulatoréw metali ciezkich geny
kodujgce biatka MTP1 i MTP8 ulegajg konstytutywnie wysokiej ekspresji i czesto wystepuja
w kilku kopiach (MTP1). A. halleri posiada pie¢ paralogéw transportera MTP1, AhMTP1-A1, -
A2, -B, -C, i -D, natomiast u T. goesingense, zidentyfikowano trzy paralogi tego biatka:
TgMTPla-TgMTP1c [85, 89]. Zatem podobnie jak P.g-ATPazy, biatka MTP takze majg
istotne znaczenie dla zwiekszonej akumulacji metali przez roslinne hyperakumulatory i
hypertolerancji tych roslin na toksyczne jony. Jednak aby w petni wykorzysta¢ biatka tej
rodziny do modyfikacji roslin dla celéw fitoremediacji, nalezy najpierw uzyskac informacje o
funkcji, lokalizacji i wtasciwosciach biochemicznych pozostatych, niezbadanych do tej pory
biatek MTP. Co wiecej, ze wzgledu na roznice w specyficznosci i lokalizacji homologicznych
biatek MTP u réznych gatunkéw roslin, konieczne jest doktadne okreslenie specyficznosci i
lokalizacji subkomodrkowej dotad nie zbadanych biatek MTP. Te informacje mogg mieé
szczegblne znaczenie podczas rozwazania wykorzystania  konkretnych  biatek

transporterowych w procesie fitoekstrakcji metali z zakazonych gleb.
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Postepujgce sekwencjonowanie catych genomoéw roslinnych umozliwia rozwéj badan
nad genami kodujgcymi biatka odpowiedzialne za transport metali u roslin, ktére dotad nie
byly przedmiotem badan i pozwala uzyskac petniejszy obraz fizjologicznej funkcji rodzin
transporteréw. Ogorek (Cucumis sativus L.) jest jedng z najbardziej popularnych roslin
jadalnych na sSwiecie i siodmg rosling, ktorej genom zostat zsekwencjonowany.
Biochemiczne, fizjologiczne i cytogenetyczne analizy tej rosliny trwajg od wielu lat, natomiast
badania genetyczne, obejmujgce identyfikacje genéw oraz funkcjonalng charakterystyke i
lokalizacje subkomorkowg ich biatkowych produktéw toczg sie powoli i dopoki sekwencja
genomowa tej rodliny pozostawata nieznana, funkcja znakomitej wiekszosci genow ogérka
byta niewyjasniona. W Zaktadzie Fizjologii Molekularnej Roslin opracowano szereg metod
umozliwiajgcych badania kinetyczne i biochemiczne transporteréw bton plazmolemowych i
tonoplastowych izolowanych z ogérka oraz bardzo dobrze scharakteryzowano aktywnosci i
regulacje enzymow markerowych tych bton, pomp protonowych plazmolemy (H*-ATPazy) i
tonoplastu  (V-ATPazy i PPazy), odpowiadajgcych za generacje (gradientu
elektrochemicznego niezbednego do wtdrnego transportu metali przez btony. Dostepnosc¢
tych metod, a od niedawna takze nieograniczona dostepnos¢ do genomu ogérka, umozliwita
nam jednoczesnie badania nad aktywnymi systemami transportujgcymi metale przez btony
komérek ogérka oraz identyfikacje biatek odpowiedzialnych za te aktywnosci.

Moja praca nad identyfikacjg aktywnych transporterow metali w komérkach ogérka
rozpoczeta sie w trakcie realizacji pracy doktorskiej. Skupitam sie wtedy na kinetycznej
charakterystyce aktywnego transportu metali ciezkich w btonie komdrkowej (plazmolemie)
komérek korzeni ogdrka, poszukujgc systemow odpowiedzialnych za detoksykacje tych
komérek z nadmiaru metali. Nie wiadomo bylo woéwczas, czy plazmolema komdrek
roslinnych moze aktywnie uczestniczy¢ w wydzielaniu metali ciezkich z komérki. Dostepne
badania i opracowania sugerowaty, ze to btona tonoplastowa zawiera systemy aktywnie
transportujgce metale z cytoplazmy do wakuoli, i ze to wakuola jest gtbwnym magazynem
toksycznych jonéw metali w komodrkach rodlinnych [93-95]. W efekcie badan
przeprowadzonych do pracy doktorskiej wykazatam, ze w btonach plazmolemowych korzeni
ogorka funkcjonujg aktywne transportery dwuwarto$ciowych jondw metali ciezkich Cu®*,
Cd**, Pb**, Mn*" i Ni**, ktére dziatajgc na zasadzie antyportu H*/Me?**, usuwajg te jony poza
komorke, z cytoplazmy do apoplastu [96,97]. Systemy te charakteryzujg sie stosunkowo
niskim powinowactwem do transportowanych jonéw metali (wykazujg Km od 0.1 mM do 7.5
mM w zaleznosci od rodzaju jonu) i sg wyraznie stymulowane (0 30%-100%) w odpowiedzi
na podwyzszone stezenia metali w Srodowisku zewnetrznym, co wskazuje na ich istotne
znaczenie w detoksykacji komoérek korzeni ogorka z nadmiaru dwuwartosciowych kationow
metali [96,97]. Otrzymane wyniki byly pierwszym dowodem na obecno$¢ w komorkach

roslinnych plazmolemowych antyporterow H/Me?* o nieznanym pochodzeniu, ktérych
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aktywnosc jest regulowana przez metale. Staty sie one podstawg do przygotowania dwéch
prac oryginalnych, opublikowanych w czasopismach Plant Science [96] i Physiologia
Plantarum [97]. Niedlugo potem, razem z panig Profesor Grazyng Ktobus i éwczesng
doktorantkg pani Profesor, panig magister Anng Papierniak przeprowadzitySmy podobne
analizy kinetyki wtérnego transportu metali w btonach tonoplastowych izolowanych z korzeni
ogorka. W efekcie tych analiz potwierdzitySmy wczesniejsze doniesienia [93-95] o
aktywnoséci zaleznego od gradientu protonéw antyportu Cd**, Zn*, Mn** i Ni** w bfonach
wakuolarnych komorek roslinnych, odpowiedzialnego za sekwestracje tych metali w
wakuolach. Co ciekawe, tonoplastowe antyportery metali wykazujg 10-100-krotnie wyzsze
powinowactwo do transportowanych jonéw (Km od 0.01 mM do 0.08 mM, w zaleznosci od
rodzaju jonu) niz analogiczne systemy w plazmolemie, co sugeruje, ze sg one aktywowane w
pierwszej kolejnosci w trakcie wzrastajgcego stezenia metali w cytoplazmie komérek korzeni.
Wykazatysmy takze, ze aktywnos¢ tonoplastowych antyporterow jonéw metali jest
pozytywnie regulowana w obecnosci metali balastowych i nadmiaru metali korzystnych w
podtozu, a wiec ma istotne znaczenie dla utrzymania wewngtrzkomérkowej réwnowagi
jonowej w warunkach stresu metali ciezkich. Otrzymane wyniki pozwolity nam jednoznacznie
stwierdzi¢, ze zaréwno w btonach plazmolemowych jak i tonoplastowych komérek korzeni
ogoérka funkcjonujg aktywne systemy usuwajgce kationy metali dwuwartosciowych z
cytoplazmy na drodze antyportu H'/Me?" i znaczaco poszerzyly wiedze na temat kinetyki i

regulacji tych systemow.

II. ldentyfikacja, charakterystyka i poréwnanie zaleznych od ATP systemow transportu

Cd?* w plazmolemie i tonoplascie komérek korzeni ogérka.

Po obronie pracy doktorskiej, kontynuowatam badania nad transporterami metali u
ogorka, skupiajgc sie na identyfikacji i charakterystyce pierwotnego, czyli zaleznego od ATP,
transportu metali przez btony plazmolemowe i tonoplastowe komérek ogorka oraz
porownaniem efektywnosci wtérnych i pierwotnych systeméw transportujgcych jony metali w
obydwu btonach. Badania prowadzitam przy wsparciu pani Profesor Grazyny Ktobus, pani
magister Anny Papierniak, oraz studentki, a obecnie pani magister Eweliny Kosatki, ktora
realizowata wowczas pod mojg opiekg prace magisterskg. Wykorzystujgc roznice w
oddziatywaniu specyficznego inhibitora P-ATPaz ortowanadanu sodu na pompy protonowe
(H*-ATPazy) i pompy metali ciezkich (P,z-ATPazy) oraz substancje zapobiegajgce powstaniu
gradientu elektrochemicznego w poprzek btony (gramicydyna, NH,CI) wykazatySmy, ze w
komérkach korzeni ogérka funkcjonujg aktywne pompy, ktére uzywajg ATP jako zrodfa
energii do usuwania jonéw kadmu z cytoplazmy przez plazmoleme (do $ciany komorkowej) i

tonoplast (do wakuoli) [98]. Do tej pory obecno$é¢ podobnych systeméw pokazano tylko w
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btonach tonoplastowych komérek roslinnych [99, 100]. Aktywnos¢ plazmolemowych i
tonoplastowych ATPaz ogorka znacznie wzrastata w obecnosci kadmu w Srodowisku, co
wskazuje na to, ze mogg one petni¢ istotng funkcje w detoksykacji komaérek korzeni z kadmu,
i ze sg regulowane przez kadm na poziomie transkrypcji kodujgcych je gendéw lub na
poziomie potranslacyjnym [98]. Przeprowadzone przez nas analizy potwierdzity réwniez
obecno$é antyportu H*/Cd** w btonach plazmowemowych i tonoplastowych komérek ogérka
[98]. Porownanie kinetyki obydwu systeméw transportujgcych kadm, zaleznego od ATP
(ATPazy) i zaleznego od gradientu protondw (antyportery) wykazato, ze ATPazy cechujg sie
wyzszym powinowactwem do kadmu (Km~2.5 uM dla ATPazy plazmolemowej, Km~6.6 yM
dla ATPazy tonoplastowej) niz antyportery H*/Cd** (Km~1 mM dla plazmolemowego
antyportera; Km~25 uM dla tonoplastowego antyportera), oraz ze systemy tonoplastowe sag
bardziej efektywne w usuwaniu kadmu z cytoplazmy niz systemy plazmolemowe [98]. Ze
wzgledu na swojg toksycznos¢, metale ciezkie raczej nie wystepujg w cytoplazmie w formie
jonowej, poniewaz sg bardzo szybko wigzane przez cytoplazmatyczne metalotioneiny,
aminokwasy czy fitochelatyny, zawierajace grupy hydroksylowe (-OH), karboksylowe (-
COOH), oksymowe (=NOH), iminowe (=NH) i tiolowe (-SH) [101,102]. Zatem przypuszcza
sie, ze to nie wolne jony metali ale kompleksy tych jondéw sg substratami dla biatek
transportujgcych metale ciezkie [101-103]. Aby przyblizy¢ nature substratu dla
plazmolemowych i tonoplastowych ATPaz transportujgcych kadm, analizowatysmy
aktywnosc¢ tych systemdéw w obecnosci czynnikow zawierajgcych grupy tiolowe (cysteina,
DTT, GSH) i pierscien imidazolowy (histydyna). Badanie wykazato, ze tylko czynniki
zawierajgce grupy tiolowe istotnie stymulowaty aktywnos$¢ transportu kadmu zaleznego od
ATP w obydwu btonach komérek ogoérka [98]. Co ciekawe, pozytywny efekt glutationu byt
eliminowany w obecnosci 0.1 mM ortowanadanu (stezenia inhibitorowego dla wiekszoéci P-
ATPaz i transporteréw ABC), natomiast pozytywny efekt cysteiny i DTT byt znoszony dopiero
pod wptywem 1 mM ortowanadanu (stezenia inhibitorowego dla mniej wrazliwych Pig-
ATPaz) [98]. Dotychczasowe badania na bakteriach i drozdzach wykazaty, ze aktywnosc¢
Pig-ATPaz zalezy od milimolarnych stezeh cysteiny, a biatka ABC wykazujg zdolnosé do
transportu koniugatéw glutationowo-kadmowych (GSH-Cd) [8,10,104-106]. Otrzymane przez
nas wyniki wskazujg zatem, ze w bfonach tonoplastowych i plazmolemowych komoérek
korzeni ogoérka funkcjonujg co najmniej trzy niezalezne systemy transportujgce aktywnie
kadm: system transportu wtérnego - antyportu H*/Cd** oraz dwa systemy zalezne od ATP
(P1s-ATPazy i biatka ABC), oraz sugeruja, ze gtdbwnym substratem biatek zaleznych od ATP
jest kadm zwigzany z grupami tiolowymi czynnikow, ktére chelatujg jony tego metalu w
komérkach [98]. Przeprowadzone badania po raz pierwszy pokazaty, ze w plazmolemie
komorek roslinnych funkcjonuje transport Cd** zalezny od ATP i poréwnaty efektywno$é

aktywnych plazmolemowych i tonoplastowych systemow transportujgcych kadm w
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komorkach roslinnych [98]. Staty sie one podstawg do przygotowania pracy oryginalnej,
rozpoczynajgcej cykl monotematycznych publikaciji:
e Migocka M, Papierniak A, Kosatka E, Klobus G (2011) Comparative study of the
active cadmium efflux systems operating at the plasma membrane and tonoplast of
cucumber root cells. Journal of Experimental Botany 62(14):4903-16 [98]

Badania kinetyczne transportu metali w komorkach ogorka wyraznie wskazywaty, ze
zarowno w plazmolemie jak i w tonoplascie komorek korzeni wystepujg biatka katalizujgce
transport metali, zalezny od energii pochodzgcej z rozktadu ATP Ilub gradientu
elektrochemicznego, ktére mogg stanowi¢ wazny element mechanizmu detoksykac;ji
komérek z nadmiaru metali. Kolejnym celem moich badan byta identyfikacja i molekularna
charakterystyka tych biatek. Na podstawie wczesniejszych doniesieh sugerujgcych, ze
dominujgcy role eksporterow metali z cytoplazmy komorek roslinnych mogg petni¢ biatka z
rodzin MTP (antyportery metali) i HMA (ATP-zalezne transportery metali), rozpoczetam
badania majgce na celu molekularng charakterystyke genéw kodujgcych te dwie rodziny
biatek u ogodrka. Do wspoitpracy, oprocz pani magister (obecnie doktor) Anny Papierniak i
swoich magistrantéw (Eweliny Posyniak, Anny Kosieradzkiej, Piotra Pozdzika, Tadeusza
Marchewki i Roberta Biskupa) zaprositam pracownikow Wydziatu Nauk Biologicznych UWr,
posiadajgcych doswiadczenie w stosowaniu metod, ktore umozliwiaty charakterystyke
molekularng biatek ogérka: panig doktor Ewe Maciaszczyk-Dziubihskg z Zaktadu Genetyki i
Fizjologii Komorki UWr, specjalizujgcg sie w badaniu transportu metali i metaloidéw w
komorkach drozdzy, oraz pana doktora Arnolda Garbca z Zaktadu Biologii Rozwoju Zwierzat
UWr, doswiadczonego w obstudze mikroskopu konfokalnego. Czes¢ badan (transformacije
protoplastéw i roslin A. thaliana) wykonatam takze przy pomocy pani doktor Sophie Filleur (w
CNRS, Institut de Biologie Intégrative de la Cellule, Gif-sur-Yvette, Francja), podczas stazu
finansowanego z programu Kapitat ludzki (projekt realizowany przez Uniwersytet Wroctawski
pt. ,Rozwdj potencjatu i oferty edukacyjnej Uniwersytetu Wroctawskiego szansg zwiekszenia

konkurencyjnosci Uczelni”).
Ill. Molekularna charakterystyka biatek MTP ogorka

Badania nad identyfikacjg i charakterystykg biatek MTP ogdrka prowadzitam w ramach
projektéw badawczych finansowanych przez MNiISW (projekt nr IP2010 026470 pt.
,Lokalizacja i funkcja transporterow metali ciezkich z rodziny CDF (MTP) u ogdérka”) oraz
Uniwersytet Wroctawski (projekt nr 2194/W/IBR/09 pt. ,Charakterystyka pierwszego
wtdrnego transportera metali ciezkich z rodziny CDF u ogoérka”). Genomy ogorkow

chinskiego (odmiana Chinese Long, linia 9930) i podtnocnoeuropejskiego (odmiana
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Borszczagowski, linia 10) zostaty zsekwencjonowane [107,108] i zamieszczone w
ogolnodostepnej bazie GenBank [109] w formie kontigdw. Petna sekwencja genomu ogoérka
Chinese long jest dostepna pod nr akcesji ACHR01000000, natomiast petng sekwencje
genomu ogoérka Borszczagowski udostepniono pod numerem akcesji ACYNO01000000.
Wykorzystujgc algorytm BlastN [110], narzedzie bazy NCBI do znajdowania homologicznych
genow, oraz sekwencje kodujgce gendw AtMTP1-AtMTP12 A. thaliana jako sekwencje
matrycowe, wyselekcjonowaliSmy kontigi z DNA obydwu ogorkow zawierajgce homologi
gendbw MTP. Nastepnie za pomocg programéw FGENESH [111] i GeneMark [112]
wyodrebnilismy z kazdego wyselekcjonowanego kontigu pelne sekwencje gendw
ogorkowych kodujgcych biatka MTP. W efekcie przeprowadzonych analiz zebraliSmy
sekwencje kodujgce 11 genow MTP ogodrka Chinese long (dwie kopie genu CsMTP1, dwie
kopie genu CsMTP4, CsMTP5, CsMTP6, CsMTP7, CsMTP8, CsMTP9, CsMTP1l i
CsMTP12) i 9 genow MTP ogorka Borszczagowski (CsMTP1, CsMTP4, CsMTP5, CsMTP6,
CsMTP7, CsMTP8, CsMTP9, CsMTP11 i CsMTP12) [113]. Nazwy poszczegdélnym genom
MTP ogédrka nadawaliSmy, biorgc pod uwage stopieh podobienstwa biatek kodowanych
przez te geny do biatek AtMTP1-AtMTP12. Analiza zebranych sekwencji wykazata, ze
réznice w genomach obydwu odmian ogérka wiazg sie nie tylko z iloscig kopii genéw MTP1 i
MTP4, ale takze z dtugoscig sekwenciji niektérych genow MTP: sekwencje kodujgce genow
CsMTP7 i CsMTP11 sg dluzsze o odpowiednio, 66 nukleotydéw i 9 nukleotydéw u ogorka
odmiany Borszczagowski, natomiast sekwencja genu CsMTP12 jest diuzsza o 6
nukleotydow u ogodrka chinskiego. Mimo tych roznic, na podstawie otrzymanych wynikéw
stwierdzilismy, Zze obydwa genomy kodujg potencjalnie 9 biatek MTP [113]. Analiza
filogenetyczna sekwencji biatek MTP ogoérka przewidzianych na podstawie zebranych
sekwencji kodujgcych gendéw CsMTP1-CsMTP12 oraz homologicznych biatek u innych roslin
(dwulisciennych: A. thaliana, Populus trichocarpa, Vitis vinifera i jednoliSciennych: O. sativa,
Zea mays, Sorghum bicolor, Brachypodium diastychon) wykazata, ze biatka CsMTP1,
CsMTP4, CsMTP5 i CsMTP12 klasyfikujg sie do grupy Zn-CDF, biatka CsMTP6 i CsSMTP7
klasyfikujg sie do grupy Zn/Fe-CDF a biatka CsMTP8-CsMTP11 przynalezg do grupy Mn-
CDF [113]. Przeprowadzona analiza potwierdzita takze, ze trzy gtéwne grupy roslinnych
biatek MTP dzielg sie na 7 mniejszych podgrup, z ktérych kazda zawiera biatka ogodrka:
podgrupy G1 (z biatkami CsMTP1 i CsMTP4), G5 (z biatkiem CsMTP5) i G12 (z biatkiem
CsMTP12) w grupie transporterow cynkowych; podgrupy G6 (z biatkiem CsMTP6) i G7 (z
biatkiem CsMTP7) w grupie transporterow cynkowo-zelazowych oraz podgrupy G8 (z
biatkiem CsMTP8) i G9 (z biatkami CsMTP9 i CsMTP11l) w grupie transporteréw
manganowych [113].
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Poniewaz do tej pory identyfikacje i badania kinetyczne antyporterow
transportujgcych metale prowadziliSmy na korzeniach ogorka, najbardziej interesowaty nas
te geny CsMTP, ktére ulegaly ekspresji w korzeniach. Co wiecej, badania kinetyczne
transportu metali w komdrkach korzeni wykazaly, ze Cd** i Pb* a takze podwyzszone
stezenia metali korzystnych Mn®*, Ni** i Cu** stymulujg aktywno$é antyportu jonéw tych
metali zarowno w plazmolemie jak i w tonoplascie. W zwigzku z tym, wsréd wszystkich
genow CsMTP ulegajgcych ekspresji w korzeniach najbardziej interesowaty nas geny,
ktérych ekspresja znacznie wzrastala w odpowiedzi na podwyzszone stezenia metali
ciezkich w S$rodowisku. Majgc do dyspozycji wszystkie sekwencje kodujace,
zaprojektowalismy specyficzne startery do badania ekspresji genéw CsMTP w rdznych
organach ogorka oraz w warunkach stresu metali ciezkich (nadmiar metali, deficyt cynku,
deficyt manganu). Najbardziej interesujgce wyniki uzyskaliSmy dla genéw kodujgcych biatka
CsMTP1, CsMTP4, CsMTP8 i CsMTP9, homologiczne do biatek, ktére u innych roslin sg
multispecyficzne lub specyficzne dla cynku (wakuolarny/plazmolemowy MTP1), specyficzne
dla manganu (wakuolarny MTP8) albo do tej pory jeszcze nie zbadane (MTP4 i MTP9).
Analiza aktywnosci transkrypcyjnej tych gendw w réznych organach ogoérka wykazata, ze
CsMTP8 i CsMTP9 ulegajg ekspresji tylko w korzeniach, natomiast CsMTP1 i CsMTP4
ulegajg ekspresji we wszystkich organach wegetatywnych [113-115]. Dodatkowo, transkrypt
genu CsMTP1 wykryto takze w elementach generatywnych kwiatéw, stupkach i precikach
[114]. Wszystkie cztery geny byly aktywne transkrypcyjnie w korzeniach, zatem ich biatkowe
produkty mogty katalizowa¢ antyport jonéw metali zmierzony w btonach plazmolemowych i
tonoplastowych izolowanych z korzeni. Co wiecej, poziom ekspresji genéow CsMTP1,
CsMTP4, CsMTP8 i CsMTP9 w korzeniach istotnie zalezat od stezenia metali w Srodowisku.
Najnizszg ekspresje genéw CsMTP1 i CsMTP4 obserwowano w warunkach deficytu cynku
(odpowiednio, 3-krotnie lub 14-krotnie nizszg niz w kontroli), najwyzszg w warunkach
nadmiaru cynku (odpowiednio, 0 25% lub 40% wyzszg niz w kontroli) [114]. Z kolei ekspresja
gendw CsMTP8 i CsMTP9 w korzeniach ogorkéw byfa regulowana przez mangan, a w
przypadku CsMTP9 takze przez kadm. W poréwnaniu z kontrolg (optymalne stezenie Mn w
pozywkach), poziom mRNA gendéw CsMTP8 i CsMTP9 byt odpowiednio dwukrotnie i
trzykrotnie nizszy w warunkach deficytu manganu lub 2,5-3-krotnie wyzszy w obecnosci
toksycznego stezenia tego metalu w pozywkach [113,115]. Ekspresja CsMTP9, byta réwniez
istotnie zwiekszona (2.5-krotnie) pod wptywem kadmu [115]. Otrzymane wyniki sugerowaty,
ze geny CsMTP1, CsMTP4, CsMTP8 i CsMTP9 kodujg biatka zaangazowane w odpowiedz
ogorkéw na stres wynikajgcy z obecnosci Cd** lub nadmiaru/niedoboru metali korzystnych,
Zn** i Mn** w érodowisku. Aby wyjasni¢ doktadniej role tych biatek w homeostazie metali w
korzeniach, w dalszym etapie pracy analizowalismy lokalizacje subkomérkowg i
specyficznos¢ substratowg transporterow CsMTP1, CsMTP4, CsMTP8 i CsMTP9.
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Specyficznos¢ substratowg biatek ogdrka badalismy w szczepach mutantéw drozdzy S.
cerevisiae z delecjg genow kodujgcych endogenne transportery jonéw metali ciezkich:

- w szczepie Azrcl o zwigkszonej wrazliwosci na Zn, z delecjg genu kodujgcego wakuolarny
transporter jonéw Zn?** Zrc1p [66];

- W szczepie Acotl o zwigkszonej wrazliwosci na Co, z delecjg genu kodujgcego wakuolarny
transporter jonéw Co?* Cotlp [64];

- w szczepie Apmrl o zwiekszonej wrazliwosci na Mn, z delecjg genu kodujgcego transporter
jonéw Mn?* Pmrlp w aparacie Golgiego [116];

- w szczepie K667 (AcnblAvex1Apmcel) o zwiekszonej wrazliwosci na Ca**, Mn*, i Cd**, z
potréjng delecja gendw kodujgcych regulatorowg podjednostke kalcyneuryny Cnb1p,
wakuolarny antyporter Ca?/Mn?"/Cd** VCX1 oraz wakuolarng pompe transportujgcg Ca**
PMC1 [117,118];

Peine sekwencje gendéw kodujgcych biatka CsMTP1, CsMTP4, CsMTP8 i CsMTP9
ligowaliSmy do drozdzowych wektoréw ekspresyjnych (pUG35 i pUG36 - wektory
kilkukopijne umozliwiajgce fuzje badanego genu z genem biatka zielonej fluorescencji GFP
odpowiednio, na koncu 3 lub 5 badanego genu; pDEST52 - wektor multikopijny,
umozliwiajgcy wysoki poziom ekspresji badanych genow w fuzji z epitopami 6xHis i V5) i
wprowadzano do drozdzy. Efektywnos¢ ekspresji genéw ogoérka w drozdzach sprawdzano za
pomocg mikroskopu fluorescencyjnego (obserwujgc fluorescencje biatka GFP dotaczonego
do biatek ogorka w komorkach transformantéw) oraz wykorzystujgc przeciwciata skierowane
przeciw biatku GFP lub epitopowi V5 w analizie Western blot biatek izolowanych z
transformantéw. Obserwacje fluorescencji biatka GFP dotgczonego do biatek ogodrka
pozwolity ustali¢ lokalizacje subkomérkowg biatek CsMTP1, CsMTP4, CsMTP8 i CsMTP9 w
komérkach transformantéw drozdzowych. W przypadku biatek fuzyjnych CsMTP1-GFP,
CsMTP4-GFP i CsMTP8-GFP sygnat zielonej fluorescencji biatka GFP kolokalizowat z
btonami organelli wewnatrzkomorkowych  (endomembranami) drozdzy, natomiast
fluorescencje biatka fuzyjnego CsMTP9-GFP obserwowano w btonie komorkowej grzybow
[113-115]. Analizy Western blot biatek btonowych izolowanych 2z transformantéw
potwierdzity, ze CsMTP9-GFP wigze sie z frakcjg btony komérkowej, natomiast CsMTP1-
GFP, CsMTP4-GFP i CsMTP8-GFP lokalizujg sie w btonach wakuolarnych drozdzy [113-
115]. Analizy fenotypowe transformantéw drozdzy na podiozach wzbogaconych w Cd?,
Mn*, Co*, zZn** lub Ni** wykazaly, ze biatka ogorka komplementujg fenotyp delecji
niektorych genow transporterow metali, a wiec uczestniczg w transporcie jonow tych metali w
komorkach drozdzy. Szczepy K667 i Azrcl z ekspresja genow CsMTP1 i CsMTP4
odzyskiwaty zdolno$¢ do wzrostu w obecnosci, odpowiednio Cd** i podwyzszonych stezen
Zn**, co w potgczeniu z lokalizacjg produktéw biatkowych tych genéw w btonie wakuolarne;

komoérek drozdzy sugerowato udziat obydwu biatek ogérka w transporcie Cd*" i Zn** do
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wakuoli [114]. Z kolei ekspresja genow CsMTP8 i CsMTP9 w drozdzach komplementowata
fenotyp delecji drozdzowych gendw zwigzanych z opornoscig na Mn, VCX1 w szczepie K667
i PMR1 w szczepie Apmrl [113, 115]. Ponadto szczep K667 z ekspresjg genu CsMTP9
cechowat sie zwiekszong odpornoscig na Cd®* [115]. Otrzymane wyniki sugerowaly, ze
wakuolarne biatko CsMTP8 jest wysoce selektywne dla jonéw Mn?* i prawdopodobnie
uczestniczy w sekwestracji jonow tego metalu w wakuoli; natomiast plazmolemowe biatko
CsMTP9 wykazuje zdolno$¢ do transportu jonéw Mn* i Cd*, i moze odpowiadaé za
wydzielanie jonéw obydwu metali z komorek drozdzy [113, 115]. Analizy akumulacji metali w
komoérkach drozdzy wykazaty, Zze ekspresja gendw CsMTP1 lub CsMTP4 w szczepach Azrcl
i K667 powodowata zwiekszong akumulacje odpowiednio, Zn** (okoto 2-krotnie w
poréwnaniu z kontrolg) i Cd** (w przyblizeniu o 30-50% w poréwnaniu z kontrolg) w
komérkach transformantéw [114]. Podobnie aktywnos¢ biatka CsMTP8 w drozdzach K667
przejawiata sie zwiekszong akumulacjg Mn?* (okoto 2-krotnie w poréwnaniu z kontrolg) w
komérkach tego szczepu [113]. Zatem otrzymane wyniki potwierdzity hipoteze o udziale
biatek CSMTP1, CsMTP4 i CsMTP8 w sekwestracji Zn®*, Cd*" i Mn* w komdrkach drozdzy.
W przeciwienstwie do CsMTP1, CsMTP4 i CsMTP8, aktywnos¢ biatka CsMTP9 w szczepie
K667 istotnie wptywata na obnizenie wewnatrzkomoérkowego poziomu jonéw Cd?* (prawie 2-
krotnie w poréwnaniu z kontrolg) i Mn** (prawie 3-krotnie w poréwnaniu z kontrolg),
powodujgc zwigkszone wydzielanie obydwu metali z komérek drozdzy [115]. Analizy kinetyki
transportu metali przez btony izolowane z komoérek transformantéw ostatecznie dowiodty, ze
CsMTP1, CsMTP4 i CsMTP8 transportujg odpowiednio, Cd*" i Zn** oraz Mn®" przez btony
wakuolarne, natomiast CsMTP9 katalizuje transport Cd** i Mn?* przez btony plazmolemowe
komorek drozdzy, oraz ze wszystkie badane biatka dziatajg na zasadzie antyportu H*/Me®" i
wykazujg zdolnos¢ do tworzenia homodimeréw w btonach [113-115]. Co wiecej, wykazaliSmy
ze ortologi CsMTP1 i CsMTP4 (grupa Zn-CDF) oraz CsMTP8 i CsMTP9 (grupa Mn-CDF)
réznig sie powinowactwem do transportowanych metali, mimo podobnej budowy
strukturalnej. Biatko CsSMTP1 cechuje sie 2-krotnie wigkszym powinowactwem do Cd*" i Zn**
niz biatko CsMTP4, przy czym obydwa biatka wykazujg 5-krotnie wieksze powinowactwo do
jonéw Zn** niz do jonéw Cd** [114]. Wydaje sie zatem, ze gtéwnym fizjologicznym
substratem dla biatek CsMTP1 i CsMTP4 sg jony cynku, i ze funkcja tych biatek jest
aktywowana w zaleznosci od aktualnego poziomu cynku w komodrkach. Z kolei wakuolarne
biatko CsMTP8 wykazuje 4-krotnie wyzsze powinowactwo do Mn** niz jego plazmolemowy
ortolog CsMTP9, ktéry charakteryzuje sie wyzszym powinowactwem do Cd*" niz do Mn**
[113,115]. Podobnie jak w przypadku CsMTP1 i CsMTP4, mozna przypuszczac, ze
aktywno$¢ CsMTP8 i CsMTP9 jest regulowana w zaleznosci od wewnatrzkomoérkowego
statusu Mn** aby zapewnié w pierwszej kolejnosci sekwestracje i ewentualny zapas Mn*" w

wakuoli (CsMTP8) a w drugiej - transport tego metalu poza komorke (CsMTP9).
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W celu potwierdzenia lokalizacji i regulacji przez metale natywnych biatek MTP w
ogorku zsyntetyzowano komercyjnie przeciwciata reagujgce ze specyficznymi peptydami w
obrebie koncow aminowych lub karboksylowych biatek CsMTP1, CsMTP4 i CsMTPO9.
Immunolokalizacja biatek we frakcjach btonowych izolowanych z korzeni ogorka potwierdzita,
ze biatka CsMTP1 i CsMTP4 lokalizujg sie we frakcjach wzbogaconych w bfony
tonoplastowe, natomiast biatko CsMTP9 wystepuje we frakcjach wzbogaconych w
plazmoleme [114,115]. Nastepnie analizowano zmiany poziomu badanych biatek w btonach
izolowanych z korzeni w odpowiedzi na stres metali ciezkich. Mimo, iz poziom transkryptéw
genow CsMTP1 i CsMTP4 wzrastat tylko nieznacznie w obecnosci podwyzszonego stezenia
cynku (0 25% Ilub 40% w poréwnaniu z kontrolg), w tych samych warunkach poziom
tonoplastowych biatek kodowanych przez te geny wzrastat 4-krotnie [114]. Mozna zatem
przypuszcza¢, ze cynk reguluje aktywnos¢ biatek CsMTP1 i CsMTP4 na drodze po-
transkrypcyjnej lub po-translacyjnej, np. wptywajgc na synteze biatek lub na ich stabilnos¢ w
btonie wakuolarnej. W przypadku CsMTP9, zmiany ekspresji genu kodujgcego to biatko
scisle korelowaty ze zmianami poziomu biatka w plazmolemie: poziom CsMTP9 znacznie
wzrastal po wplywem Cd*" i toksycznego stezenia Mn*, ale byt istotnie zredukowany w
warunkach deficytu Mn** w podiozu [115]. Zwigkszenie ilosci biatek CsSMTP1, CsMTP4 i
CsMTP9 odpowiednio w tonoplascie i w plazmolemie komoérek korzeni w odpowiedzi na
stres metali ciezkich potwierdza ich udziat w detoksykacji tych komérek z nadmiaru metali
(usuwaniu metali do wakuoli i apoplastu). Co wiecej, tkankowa lokalizacja biatka CsMTP9 w
korzeniach ogorka wykazata, ze transporter znajduje sie prawie wytgcznie w plazmolemie
endodermy, i ze jego lokalizacja jest spolaryzowana: wystepuje tylko w tej czesci btony, ktéra
bezposrednio przylega do perycyklu [115]. Mozna zatem przypuszcza¢, ze CsMTP9
odpowiada za kierunkowy transport Mn z endodermy do perycyklu i tkanek przewodzgcych,
uczestniczac w dalekim transporcie metalu z korzeni do czesci nadziemnych rosliny.
Otrzymane wyniki sg pierwszym dowodem na spolaryzowang lokalizacje biatka z rodziny
MTP w tkankach roslinnych.

Lokalizacje, a w przypadku CsMTP8 i CsMTP9 takze funkcje biatek MTP ogérka
ostateczne potwierdziliSmy wykorzystujgc protoplasty i rosliny A. thaliana jako heterologiczny
system ekspresyjny. Petne sekwencje kodujgce biatka CsMTP1, CsMTP4, CsMTP8 Ilub
CsMTP9 wprowadzilismy do wektoréw wykorzystywanych do ekspresji gendw roslinnych w
protoplastach i roslinach (pMDC83 i pMDC43 - wektory umozliwiajgce fuzje badanego genu
z genem biatka zielonej fluorescencji GFP odpowiednio, na koricu 3’ lub 5° badanego genu).
Konstrukty wektorowe wprowadzilismy nastepnie do protoplastéw izolowanych z zawiesiny
komoérek A. thaliana. Obserwacje mikroskopowe transformowanych protoplastéw
potwierdzity lokalizacje tonoplastowg biatek CsMTP1, CsMTP4, CsMTP8 i plazmolemowa
biatka CsMTP9 [113-115]. Dodatkowo, konstrukty niosgce geny CsMTP8 i CsMTP9
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wprowadzilismy do roslin A. thaliana metodg ,floral-dip” wykorzystujgc Agrobacterium
tumefaciens do infekcji. Analiza fenotypu i sktadu mineralnego transformowanych linii
homozygotycznych na podtozach wzbogaconych w metale ciezkie potwierdzita udziat biatek
ogorka w sekwestracji nadmiaru Mn** w komérkach korzeni (CsMTP8) oraz usuwaniu Cd*" i
nadmiaru Mn?* z korzeni do czeéci nadziemnych roélin (CsMTP9) [113,115]. Wszystkie
wyniki dotyczgce lokalizacji i funkcji biatek CsMTP1, CsMTP4, CsMTP8 i CsMTP9
opublikowalismy w formie trzech prac oryginalnych, zatgczonych do monotematycznego
cyklu publikaciji:

e Migocka M, Papierniak A, Kosieradzka A, Posyniak E, Maciaszczyk-Dziubinska E,
Biskup R, Garbiec A, Marchewka T (2015) Cucumber Metal Transport Protein
CsMTP9 is a plasma membrane H*-coupled antiporter involved in the Mn?* and Cd**
efflux from root cells. The Plant Journal, DOI: 10.1111/tpj.13056 [115]

o Migocka M, Kosieradzka A, Papierniak A, Maciaszczyk-Dziubinska E, Posyniak E,
Garbiec A, Filleur S (2015) Two metal-tolerance proteins, MTP1 and MTP4, are
involved in Zn homeostasis and Cd sequestration in cucumber cells. Journal of
Experimental Botany 66(3): 1001-1015 [114]

e Migocka M, Papierniak A, Maciaszczyk-Dziubinska E, Pozdzik P, Posyniak E,
Garbiec A, Filleur S (2014) Cucumber metal transport protein MTP8 confers
increased tolerance to manganese when expressed in yeast and Arabidopsis
thaliana. Journal of Experimental Botany 65(18):5367-84 [113]

Reasumujgc, dotychczasowa charakterystyka molekularna biatek MTP ogdérka
pozwolita zidentyfikowac¢ biatka, ktérych funkcja polega na aktywnym, zaleznym od gradientu

elektrochemicznego usuwaniu Cd** oraz nadmiaru Mn?* i Zn*

do wakuoli i Sciany
komorkowej, a zatem wigze sie z detoksykacjg komorek ogodrka z jondw tych metali. Mozemy
zatem stwierdzi¢, ze biatka CsMTP1, CsMTP4, CsMTP8 i CsMTP9 mogg odpowiadac¢ za
plazmolemowy antyport H*/Cd*i H'/Mn** (CsMTP9) oraz tonoplastowy antyport H*/Mn*
(CsMTP8), H*/Cd* i H'/zZn** (CSMTP1 i CsMTP4), ktére zidentyfikowali$émy wczesniej w

btonach izolowanych z korzeni ogérka [96-98 i dane niepublikowane].
IV. Molekularna charakterystyka biatek HMA ogorka.

Badania nad identyfikacjg i charakterystyka biatek HMA ogérka prowadzitam w ramach
projektéw badawczych finansowanych przez MNiSW (projekt nr IP2011 035871 pt. ,Selekcja
i molekularna charakterystyka transporterow z rodziny Pig-ATPaz, zwigzanych z
detoksykacjg komoérek ogérka z nadmiaru metali ciezkich”) oraz Uniwersytet Wroctawski
(projekt nr 1227/M/IBR/11 pt. ,Znaczenie i funkcja biatka CsHMA5A w komérkach ogorka™)

we wspotpracy z panig doktor Ewg Maciaszczyk-Dziubifskg, panig doktor Anng Papierniak i
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moimi magistrantkami, Eweling Posyniak i Anng Kosieradzkg. Geny kodujgce biatka HMA
ogorka wyszukiwatySmy w bazie GenBank [109], analogicznie jak geny MTP: wykorzystujgc
dostepny na stronie internetowej NCBI algorytm bioinformatyczny BlastN przeszukiwatysmy
kontigi zawierajgce DNA ogorka uzywajgc jako sekwencji matrycowych cDNA gendw
AtHMA1-AtHMAS8 A. thaliana. Sekwencje kodujgce biatka generowatySmy przy pomocy
programow FGENESH [111] i GeneMark [112]. Analizy wykazaty, ze w genomie ogoérka
wystepujg pojedyncze homologi nastepujgcych genéw AtHMA1L, AtHMA3, AtHMA4, AtHMAG,
AtHMAY? i AtHMAS8 a takze dwa homologi genu AtHMAS [119]. Zatem rodzina genéw HMA u
ogorka jest nieco inaczej zorganizowana niz rodzina gendéw AtHMA: liczba genow
kodujgcych biatka z grupy transporteréw Zn?*/Cd*/Pb** (Pis,-ATPazy HMA2-HMAA4) jest
zredukowana do dwéch, natomiast liczba gendw kodujgcych ATPazy miedziowe (Pigi-
ATPazy HMABL-HMAB) jest zwielokrotniona do pieciu. Bazujgc na stopniu homologii miedzy
biatkami kodowanymi przez geny ogoérka i rzodkiewnika oraz analizie filogenetycznej biatek
HMA ogérka i innych gatunkow roslin, nazwatysmy i przyporzadkowatysmy Pig-ATPazy
ogérka do nastepujgcych podgrup: Pig;-ATPaz obejmujgcych biatka CsHMASA, CsHMASB,
CsHMAG6, CsHMA7 i CsHMAS8; Pz,-ATPaz obejmujgcych biatka CsHMA3 i CsHMA4 oraz
Piss-ATPaz z jednym biatkiem CsHMA1 [119]. W trakcie dalszej pracy nad biatkami CsHMAS
zmienitySmy nazwy biatek CsHMASA i CsHMA5B na odpowiednio, CsHMA5.1 i CsHMAS5.2,
dostosowujgc je do powszechnie obowigzujacej nomenklatury roslinnych izoform biatek HMA
[120]. Wszystkie zidentyfikowane biatka HMA posiadaty cechy wiasciwe rodzinie Pz-ATPaz:
strukture biatek btonowych z 8 potencjalnymi helisami transbtonowymi oraz locus HP i
specyficzne motywy CPC/SPC, GDGXNDXP, TGD/GEGINDAP, DEFGEXXSK,
CXXC/ICCXXE czy ciggi reszt histydynowych, zwigzane z transportem jonow metali
[119,120]. Bazujgc na dotychczasowych wynikach badan nad biatkami HMA u innych ro$lin
zatozylismy, ze cztery sposrod osmiu zidentyfikowanych Pig-ATPaz ogérka mogg byc¢
potencjalnie zaangazowane w detoksykacje komérek tej rosliny z nadmiaru metali ciezkich:
homologi ATPaz zwigzanych z usuwaniem jonoéw cynku, kadmu i otowiu z komorek
roslinnych - CsHMA3 i CsHMA4, oraz homologi ATPazy HMAS zwigzanej z detoksykacjg
korzeni rzodkiewnika i ryzu z nadmiaru miedzi - CsHMA5.1 i CsHMAbS.2. Otrzymane wyniki
analiz in silico wykorzystaliSmy do skonstruowania starteréw specyficznych dla wybranych
gendw CsHMA, ktore postuzyly do ustalenia profilu ekspresji organowej tych genéw w
ogorku oraz analizy poziomu ich transkryptow w warunkach nadmiaru lub deficytu metali
ciezkich w srodowisku. Transkrypcje genow CsHMA3, CsHMA4, CsHMA5.1 i CsHMAS.2
analizowaliSmy w organach wegetatywnych (korzenie, hipokotyle, licienie, liscie, owoce,
okwiaty meskie i zenskie) i generatywnych (preciki i stupki kwiatowe) ogorkow. Wszystkie
badane geny ulegaly ekspresji na znacznym poziomie w korzeniach, a wiec mogty kodowac

biatka zaangazowane w detoksykacje korzeni z nadmiaru jonow toksycznych metali

22



[119,120]. Poziom transkryptéw genow CsHMA3, CsHMA4 i CsHMAS.1 byt bardzo niski
(CsHMA4) lub prawie niewykrywalny (CsHMA3 i CsHMAbG.1) w hipokotylu, liscieniach i
lisciach, co sugerowato, ze w mtodych siewkach ogérka sg to biatka petnigce funkcje
specyficznie zwigzane z korzeniami [119,120]. Natomiast ekspresja genu CsHMAS5.2 byta
najwyzsza w hipokotylach, ogonkach lisciowych i korzeniach, ale takze wyraznie wykrywalna
w lidcieniach i lisciach, wskazujgc na udziat produktu biatkowego tego genu w
funkcjonowaniu wszystkich organéw miodych siewek ogérkéow [120]. Dwa z badanych
genow, CsHMA4 i CsHMAS.2 ulegaty takze bardzo wysokiej ekspresji we wszystkich
elementach kwiatéw i w owocu, co moze Swiadczy¢ o istotnej funkcji biatek CSHMA4 i
CsHMAL.2 w rozwoju i funkcji tych organdw, oraz zaopatrywaniu zarodkéw i nasion w metale
korzystne [119,120]. Poza CsHMA4 i CsHMAS.2, takze gen CsHMAS3 ulegat bardzo wysokiej
ekspresji w owocach, sugerujacej udziat jego biatkowego produktu w zaopatrywaniu nasion i
zarodkow w metale korzystne [119]. Analiza ekspresji genéw ogorka w korzeniach w
warunkach stresu metali ciezkich wykazata, ze poziom transkryptéw trzech badanych genéow
znacznie (kilkukrotnie) wzrasta w obecnosci Pb®" i toksycznych stezen Zn®* (CsHMA3 i
CsHMAA4), Cd** (CsHMAB3) oraz toksycznych stezen Cu®* (CsHMAS.2) [119,120]. Co wiecej,
ekspresja dwéch badanych gendéw byta znacznie zredukowana w warunkach deficytu metali
korzystnych: cynku (CsHMA4) i miedzi (CsHMAS.2) [119,120]. Nie stwierdzilismy natomiast
zadnych zmian w ekspresji genu CsHMA5.1 pod wplywem stresu metali ciezkich [120].
Otrzymane wyniki wyraznie sugerowaty, ze biatka CsHMA3, CsHMA4 i CsHMAS5.2 moga
uczestniczyé w odpowiedzi roslin ogérka na stres wywotany obecnoscig Cd?*, Pb** lub
nadmiaru Cu®* i Zn** w $rodowisku. Aby ustali¢ lokalizacje subkomérkowag badanych biatek
w korzeniach ogérka, zamplifikowaliSmy petne sekwencje kodujgce biatka CsHMAS,
CsHMA4, CsHMA5.1 i CsHMAS5.2 (w celu potwierdzenia ich zgodnosci z sekwencjami
dostepnymi w bazie GenBank) i na podstawie sekwencji aminokwasowych biatek
kodowanych przez te geny, wybraliSmy krétkie fragmenty peptydoéw specyficznych w obrebie
kazdego biatka, ktére zostaty uzyte do komercyjnej syntezy specyficznych przeciwciat.
Immunolokalizacja biatek ogorka we frakcjach btonowych izolowanych z komoérek korzeni
wykazata, ze P.;g-ATPazy CsHMA3, CsHMAS5.1 i CsHMAS5.2 lokalizujg sie we frakcjach
wzbogaconych w btony tonoplastowe, natomiast biatko CsHMA4 kolokalizuje z frakcjami
wzbogaconymi w bitony plazmolemowe [119,120]. Zsyntetyzowane przeciwciata
wykorzystalismy nastepnie do okreslenia poziomu badanych biatek w warunkach stresu
metali ciezkich. Uzyskane wyniki z analiz Western blot w petni korelowaty z wczesniejszymi
wynikami z analiz ekspresji genow CsHMA3, CsHMA4, CsHMAS5.1 i CsHMAS5.2 w tych
samych warunkach. Mianowicie poziom dwoch tonoplastowych biatek ogérka, CsHMAS i
CsHMA5.2 byt znacznie podwyzszony po wptywem odpowiednio, Cd**, Pb?*, nadmiaru Zn**

oraz nadmiaru Cu®*, natomiast poziom plazmolemowego biatka CsHMA4 zwigkszat sie pod
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wptywem Pb?* i nadmiaru Zn*" [119,120]. Z kolei deficyt Zn** i Cu** w podtozu powodowat
istotng redukcje, odpowiednio biatka CsHMA4 w bfonach plazmolemowych i biatka
CsHMAS.2 w btonach tonoplastowych izolowanych z korzeni ogoérkéw [119,120]. Tak wiec
zmiany w poziomie ekspresiji genéw kodujgcych badane biatka, wynikajgce z dziatania Cd**,
Zn**, Pb** oraz Cu** przekiadajg sie na zmiany ilosciowe biatek a zatem, prawdopodobnie na
zmiany aktywnosci transportu metali przez btony tonoplastowe i plazmolemowe. Jednakze
dla ustalenia fizjologicznej funkcji biatek CsHMA3, CsHMA4, CsHMA5.1 i CsHMAS5.2
kluczowe byto okreslenie specyficznosci substratowej tych transporterow. Badania majgce
wyjasnic, ktére z kationébw metali ciezkich sg substratami biatek CSHMA prowadzitySmy
analogicznie jak w przypadku biatek CsMTP, 2z wykorzystaniem drozdzy jako
heterologicznych systemow ekspresji gendéw ogérka. Petne sekwencje kodujgce biatka
ogorka ligowatysmy albo do wektora pUG35-GFP (CsHMAbL.1 i CsHMAAS.2), umozliwiajgcego
synteze biatek ogérka w fuzji z biatkiem GFP na koncu karboksylowym, albo do wektora
pYES-DEST52, umozliwiajgcego synteze badanych biatek w fuzji z epitopami 6xHis i V5 na
koncu karboksylowym (CsHMA3 i CsHMA4). Ekspresje gendw ogérka w drozdzach
sprawdzalismy wykorzystujac przeciwciata skierowane do biatek ogoérka, biatka GFP lub
epitopu V5, oraz za pomoca mikroskopu fluorescencyjnego (w przypadku biatek CsHMA5.1-
GFP i CsHMAbL.2-GFP). Obserwacje mikroskopowe drozdzy z ekspresjg gendw CsHMAS5.1 i
CsHMAS.2 wykazaty, ze podobnie jak w komérkach korzeni ogdrka, biatka CsHMAS.1 i
CsHMAS.2 takze u drozdzy lokalizujg sie w btonie wakuolarnej [120]. Otrzymane wyniki
potwierdzitySmy w analizach Western blot z uzyciem frakcji wzbogaconych w btony
komérkowe lub wakuolarne, izolowanych z transformantéw drozdzowych z ekspresjg gendéw
ogorka. Wykazaty$my, ze biatko CsHMA4 jest zwigzane z frakcjg plazmolemowg komédrek
drozdzy, natomiast biatka CsHMA3, CsHMAS.1 i CsHMAS5.2 wystepujg we frakgji
wzbogaconej w btony wakuolarne [119,120]. Nastepnie analizowatySmy efekty ekspres;i
genow ogorka na fenotyp mutantow drozdzy o zwigkszonej wrazliwosci na rozne metale
ciezkie. W trakcie badania, oprdcz opisanych wczeéniej szczepdw o zwiekszonej wrazliwosci
na jony Co* (Acotl), Zn** (Azrcl) i Mn®* (Apmrl) wykorzystatyémy szczepy mutantéw o

zwigkszonej wrazliwoéci na Cu?"

(szczep Aacel z delecja genu kodujgcego czynnik
transkrypcyjny Ace1 aktywujgcy geny odpowiedzi na stres oksydacyjny [121,122]) i Cd**
(szczep Aycfl z delecjg genu kodujgcego zalezng od ATP wakuolarng pompe Ycf1 z rodziny
ABC, transportujgcg koniugaty Cd-GSH do wakuoli drozdzy [104]). Transformanty
drozdzowe hodowatysmy na podtozach wzbogaconych w rézne metale. Badanie wykazato,
ze drozdze z ekspresjg genu biatka CSHMA3 sg bardziej oporne na Cd** i Pb**, drozdze z
ekspresjg genu biatka CsHMA4 sg bardziej oporne na Cd* i Zn**, natomiast drozdze z
ekspresjg genéw biatka CsHMA5.1 lub CsHMAS.2 sg bardziej oporne na Cu®"* i Ag’

[119,120]. Pomiar akumulacji metali w komodrkach drozdzy z ekspresjg gendw ogoérka
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pozwolit wyjasni¢ mechanizm opornosci zwigzanej z biatkami kodowanymi przez te geny.
Mianowicie drozdze z ekspresjg genéw kodujgcych biatka wakuolarne ogoérka akumulowaty
do 1,5-2-razy wiecej Pb* i Cd*" (CsHMA3) lub Cu®""* (CsHMA5.1 i CsSHMA5.2) w komoérkach
niz drozdze transformowane pustymi wektorami [119,120]. Zatem zwiekszona tolerancja
szczepbw z ekspresjg gendw kodujgcych transportery CsHMA3, CsHMAS.1 i CsHMAS.2 na
Pb%, Cd* i Cu*’* wynikata ze zwiekszonej sekwestracji jonéw tych metali w wakuolach
drozdzy, katalizowanej przez biatka ogérka. Z drugiej strony drozdze z ekspresjg genu
kodujgcego plazmolemowe biatko CsHMA4 akumulowaty nawet 1,5-2-krotnie mniej Cd*" i
Zn** w komérkach, w poréwnaniu ze szczepami transformowanymi pustym wektorem, co
wyraznie wskazywato na udziat biatka ogérka w usuwaniu metali z komorek drozdzy [119].
Ostatecznie aktywnos¢ hydrolityczng i transportowg biatek CsHMA3, CsHMA4,
CsHMASL.1 i CsHMAbL.2 potwierdzitySmy analizujgc kinetyke transportu jonéw metali i
hydrolize ATP w bionach zawierajgcych biatka ogorka, wyizolowanych z trasformantow
drozdzowych. Wykazatysmy, ze hydroliza ATP przez ATPazy CsHMA5.1 i CsHMAS5.2
zachodzi tylko w obecnosci jednowarto$ciowych jonéw Cu® i Ag®, oraz ze jest znacznie
(okoto 2-krotnie) stymulowana przez cysteine [120]. Juz wczesniejsze badania nad
homologicznymi biatkami u bakterii i A. thaliana wykazaty, ze P.z,-ATPazy moga
transportowa¢ nie tylko Cu® ale takze Ag®, ze wzgledu na fizyczne podobienstwo obydwu
jonéw do siebie (tadunek, promien jonowy) [17]. W przeciwienstwie do CsHMAS5.1 i
CsHMAS.2, aktywno$¢ hydrolityczna Pig,-ATPaz CsHMA3 i CsHMA4 wymagata obecnosci
dwuwarto$ciowych jonéw Cd*, Zn** i Pb®* ale réwniez byta stymulowana w obecnosci
cysteiny [119]. Jak wczesniej wspomniano, cysteina stymuluje takze aktywnosc¢
homologicznych biatek bakteryjnych i roslinnych prawdopodobnie dlatego, ze tworzy
kompleksy z wolnymi jonami metali bedgce wiasciwymi substratami dla biatek
transporterowych [10,123]. Maksymalng aktywnos¢ ATPaz ogdrka obserwowatlysmy w
obecnosci 5 uM (Cu*, Cd**, Pb**, Zn*") i 10 uM (Ag") stezen metali, natomiast wyzsze
stezenia metali znacznie obnizaty poziom hydrolizy ATP przez biatka [120]. Wydaje sie
zatem, ze nawet metale bedace substratami biatek transporterowych w duzych stezeniach
mogg dziata¢ destrukcyjnie na reszty aminokwasowe budujgce biatka transporterow.
Analiza kinetyki transportu miedzi przez btony wakuolarne zawierajgce biatka CsHMAS
potwierdzita, Ze obydwa biatka ogorka transportujg jony Cu® wykorzystujgc do tego procesu
energie pochodzgcg z rozktadu ATP, jednak cechujg sie odmiennym powinowactwem do
jonu tego metalu. Mianowicie biatko CsHMAS5.1 wykazuje 2-krotnie nizsze powinowactwo
(Km~0.94 uM) do jonéw Cu™ niz biatko CsHMA5.2 (Km~0.48 uM) [120]. Biorgc pod uwage
roznice w ekspresji gendw kodujgcych obydwa biatka u ogérka (tylko biatko CsHMAS5.2 jest
pozytywnie lub negatywnie regulowane dostepnoscia miedzi) oraz ich biochemiczne

wiadciwosci przypuszczamy, ze funkcja transportera CsHMAS.2 w komodrkach réznych
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organow ogorka wigze sie z detoksykacjg tych komérek z nadmiaru miedzi poprzez aktywna
intensywng sekwestracje metalu w wakuolach. Na podstawie otrzymanych wynikow
zaktadamy takze, ze biatko CsHMAS.1 uczestniczy w konstytutywnej regulacji homeostazy
miedzi w komorkach korzeni ogorka, niezaleznej od dostepnosci metalu w Srodowisku moze
nie mie¢ istotnego znaczenia dla roslin w warunkach zanieczyszczenia Srodowiska miedzig.
Analizy kinetyki transportu metali przez btony zawierajgce biatka CsHMA3 lub CsHMA4
potwierdzity, ze CsHMA3 funkcjonuje jako ATPaza transportujgca jony Cd** i Pb* przez
btony wakuolarne, natomiast CsHMA4 wykorzystuje ATP do eksportu jonéw Cd** i zn**
przez btony plazmolemowe [119]. Obydwa biatka cechujg sie wysokim powinowactwem do
transportowanych jonéw, ktére w przypadku CsHMA3 jest podobne dla Cd*" i Pb*" (Km~1
uM) a w przypadku CsHMA4 zréznicowane — 3-krotnie wyzsze dla Zn** (Km~0.66 uM) niz
dla Cd** (Km~2 uM) [111]. Biorgc pod uwage lokalizacje biatek CsHMA3 i CsHMA4, rodzaj
metali transportowanych przez te ATPazy oraz pozytywng regulacje aktywnosci tych biatek
przez transportowane metale stwierdzitySmy, ze funkcja obydwu biatek ogérka wigze sie z
detoksykacjg komoérek korzeni z Cd?*, Pb®" i nadmiaru Zn*" oraz, w przypadku CsHMA4 z
dalekim transportem cynku do czesci nadziemnych rosliny. Wysoki poziom ekspresji genu
CsHMA4 w kwiatach i owocach sugeruje takze, ze ATPaza CsHMA4 moze uczestniczy¢ w
zaopatrywaniu tych organéw oraz produkowanych przez nie nasion i zarodkéw w cynk.
Identyfikacja substratéw dla bialek CsHMA3 (Cd?* i Pb*") i CsHMA4 (Cd?**, Zn?*) za
pomocg heterologicznych systeméw drozdzowych wyraznie wskazuje, ze obydwa biatka
mogg odpowiadaé za zalezny od ATP transport Cd** zmierzony wczesniej w btonach
plazmolemowych i tonoplastowych izolowanych z korzeni ogérka [98]. Z kolei identyfikacja
fizjologicznego substratu dla biatek CsHMAS5.1 i CsHMA5.2 (Cu®) sugerowata, ze w btonach
tonoplastowych komorek korzeni ogorka funkcjonuje zalezny od ATP transport Cu®
skierowany do wakuoli. Do tej pory nie analizowano takiej aktywnosci w tonoplascie komorek
roslinnych. W dalszym etapie badah przeprowadzitySmy zatem pomiary transportu miedzi w
btonach tonoplastowych izolowanych z korzeni ogdérkéw w obecnosci ATP, substancji
zapobiegajgcej generacji gradientu elektrochemicznego w poprzek btony (bafilomycyny,
inhibitora tonoplastowej V-ATPazy) oraz specyficznego inhibitora P-ATPaz, ortowanadanu
sodu. Przeprowadzone analizy dostarczyly pierwszych dowodéw na obecnos¢ w btonach
wakuolarnych komoérek roslinnych systemoéw transportujgcych miedz, ktére energie do
transportu metalu czerpig z rozktadu ATP i sg wrazliwe na inhibitor P-ATPaz [120].
Jednoczesnie wykazatySmy, ze zalezny od ATP wakuolarny transport miedzi jest 4-krotnie
wyzszy w obecnosci toksycznych stezen miedzi i 5-krotnie nizszy w warunkach deficytu tego
metalu w podtozu [120]. Otrzymane wyniki w petni korelujg ze wzrostem i spadkiem poziomu

biatka CsHMAS.2 pod wptywem, odpowiednio nadmiaru i deficytu miedzi w podtozu [120].
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Na podstawie przeprowadzonych dotychczas badan mozemy stwierdzi¢, ze w
komérkach korzeni ogorka Pig,-ATPazy CsHMA3 i CsHMA4 odpowiadajg za transport
odpowiednio, Pb* i Cd** oraz Zn** i Cd* przez bfony tonoplastowe do wakuoli i
plazmolemowe do apoplastu, natomiast P;g;-ATPazy CsHMAS.1 i CsHMAS.2 katalizujg
transport miedzi do wakuoli, oraz ze zwiekszona aktywno$¢ biatek CsHMA3, CsHMA4 i
CsHMAS.2 w warunkach stresu metali ciezkich moze stanowi¢ wazny mechanizm ochronny
przeciwdziatajgcy akumulacji Cd** i Pb** oraz toksycznych stezen Cu® i Zn** w cytoplazmie
komorek korzeni. Wyniki dotyczgce molekularnej charakterystyki biatek CsSHMA3, CsHMA4,
CsHMAS.1 | CsHMAS.2 ogorka opublikowano w formie dwoch prac oryginalnych, a czes¢ z
nich wykorzystano podczas przygotowania pracy przegladowej podsumowujgcej
dotychczasowg wiedze na temat struktury i funkcji ATPaz miedziowych (Pig;-ATPaz) w
komorkach organizmow zywych [124]. Wszystkie trzy prace zatgczono do cyklu
monotematycznych publikacii:

e Migocka M (2015) Copper-transporting ATPases: The evolutionary conserved
machineries for balancing copper in living systems. International Union of
Biochemistry and Molecular Biology Life 67(10): 737—745 [124]

e Migocka M, Posyniak E, Maciaszczyk-Dziubinka E, Papierniak A, Kosieradzka A
(2015) Functional and Biochemical Characterization of Cucumber Genes Encoding
two Copper ATPases CsHMA5.1 and CsHMAS.2. Journal of Biological Chemistry,
290(25):15717-29 [120]

e Migocka M, Papierniak A, Maciaszczyk-Dziubinka E, Posyniak E, Kosieradzka A
(2015) Molecular and biochemical properties of two P1B2 -ATPases, CsHMA3 and
CsHMAA4, from cucumber. Plant and Cell Environment 38: 1127-1141 [119]

V. Najwaznigjsze efekty i osiggniecia przeprowadzonych badan

Badania kinetyczne transportu metali w btonach plazmolemowych i tonoplastowych komérka
ogorka a takze molekularna charakterystyka biatek z rodzin HMA i MTP ogérka znacznie
poszerzyly wiedze o lokalizacji, funkcji i regulacji transporteréw metali u roslin. Efekty tych

badan i ich najwazniejsze osiggniecia mozna w skrdcie ujg¢ w nastepujgcych wnioskach:

e WykazaliSmy, ze w plazmolemie i wakuoli korzeni roslin funkcjonujg aktywne biatka
btonowe, ktére wykorzystujgc site protonomotoryczng (gradient elektrochemiczny
generowany przez pompy protonowe) lub ATP jako zrédto energii transportujg
kationy metali ciezkich do wakuoli lub do $ciany komodrkowej i tym samym
uczestniczg w utrzymaniu wewnatrzkomdrkowej homeostazy jonowej. Nasze badania

dostarczyly pierwszych dowoddéw kinetycznych na obecnosé aktywnego transportu
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metali w btonie komdrkowej i na potencjalny udziat tej btony w detoksykacji komérek
roslinnych z nadmiaru jonow metali. Pokazalismy takze, ze systemy transportu
pierwotnego (zaleznego od ATP) wykazujg wyzsze powinowactwo do jonéw metal
niz systemy transportu wtérnego (antyportu) i transportujg jony metali w
kompleksach, prawdopodobnie z grupami tiolowymi aminokwasow i/lub biatek
chaperonowych.  Wykorzystujagc  dostepnos¢  sekwencji genomu  ogérka,
heterologiczne systemy ekspresyjne oraz rozmaite metody biologii molekularnej
wykazalismy, ze wsrod aktywnych eksporteréw metali w plazmolemie znajduje sie
P.s-ATPaza CsHMA4 transportujgca Cd** i Zn®*, oraz antyporter CsMTP9,
katalizujgcy transport Cd** i Mn?*, natomiast w$réd tonoplastowych transporteréw
metali ciezkich znajdujg sie P1g;-ATPazy CsHMAS5.1 i CsHMAS.2 transportujgce Cu®,
P.s-ATPaza CsHMAS3, transportujgca Cd?* i Pb?*, antyportery CsMTP1 i CsMTP4
transportujgce Cd?* i Zn?*, oraz antyporter CsMTP8 specyficzny wobec jonéw Mn?".
ZidentyfikowaliSmy rodzine gendéw MTP u ogérka i sklasyfikowaliSmy 9 biatek
kodowanych przez te geny do trzech grup filogenetycznych, obejmujgcych biatka o
réznej specyficznosci substratowej: Zn-CDF (CsMTP1, CsMTP4, CsMTP5,
CsMTP12), Zn/Fe-CDF (CsMTP6 i CsMTP7), oraz Mn-CDF (CsMTP8-CsMTP11).
Wykazalismy, ze biatka CsMTP1 i CsMTP4 z grupy transporterow cynkowych, oprécz
jonéw Zn*" transportujg takze jony Cd*. Podobnie biatkko CsMTP9 z grupy
transporteréw manganowych oprécz jonéw Mn?* transportuje jony Cd**. W efekcie,
po raz pierwszy scharakteryzowalismy dwa dotgd nie zbadane ro$linne biatka MTP:
MTP4 i MTP9, i pokazalismy, ze transportery z grupy Mn-CDF (MTP9) moga
cechowacé sie szerokg specyficznoécig substratowg (do tej pory uwazano ze sg one
wysoce selektywne dla jonéw Mn?"). Nasze badania dostarczyly takze pierwszych
dowodow na lokalizacje biatek MTP z grupy Mn-CDF w btonie komorkowej (MTP9).
Po raz pierwszy pokazalismy takze, ze roslinne biatka MTP mogg lokalizowac¢ sie w
komérkach w sposdb spolaryzowany i w ten sposdb determinowaé kierunek
transportu metali w tkankach roslinnych (MTP9).

Zidentyfikowali$my rodzine genéw HMA ogorka i sklasyfikowaliSmy 8 biatek
kodowanych przez te geny do trzech grup filogenetycznych: Pg;-ATPaz (CsHMAb.1,
CsHMAS.2, CsHMAG6, CsHMA7, CsHMAS), Pig,-ATPaz (CsHMA3 i CsHMA4) oraz
Pigs-ATPaz (CsHMA1). WykazaliSmy, ze w komoérkach ogorka biatka CsHMAS.1 i
CsHMADS.2 lokalizujg sie btonie wakuolarnej i transportujg jednowartosciowg miedz do
wakuoli, biatko CSHMA3 lokalizuje sie w btonie wakuolarnej i transportuje jony Cd** i
Pb®* do wakuoli, natomiast biatko CsHMA4 lokalizuje sie w btonie komérkowej i
odpowiada za eksport jonéw Zn* i Cd** do apoplastu. Pokazali$my takze, ze

wszystkie badane biatka HMA ogdrka wykazujg zdolnos¢ do hydrolizy ATP tylko w
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obecnosci jondw transportowanych metali. Nasze badania dostarczyty pierwszych
dowoddw na lokalizacje roslinnych Pg,-ATPaz (HMAS) w btonach wakuolarnych (do
tej pory biatka tej klasy lokalizowano w btonach komdérkowych i chloroplastowych) i
ich udziat w sekwestracji jonow Cu® w wakuolach. W dodatku po raz pierwszy
scharakteryzowalismy funkcjonalnie dwie izoformy rodlinnego biatka HMA
(CsHMAS5.1 i CsHMAS.2) wykazujgc, ze petnig one odmienne role w utrzymaniu
homeostazy miedzi w komorkach ogdrka. Multiplikacje genow kodujgcych biatka HMA
opisano takze u innych roslin, ale do tej pory nie zbadano i nie poréownywano funkcji
zidentyfikowanych izoform. Na podstawie naszych badan mozna wnioskowac, ze
multiplikacje w obrebie rodziny HMA prowadzity do neo-funkcjonalizacji, czyli
nabywania nowych funkcji przez nowo powstate izoformy biatek HMA. Jako pierwsi
przeprowadziliSmy biochemiczne i kinetyczne analizy roslinnych biatek HMAS5
(CsHMA5S.1 i CsHMAL.2) | HMA4 (CsHMAA4). Podobne badania przeprowadzono do
tej pory tylko na biatkach HMA1, HMA2, HMAG i HMAS8 A. thaliana [10,12-14].

¢ Na podstawie wynikéw naszych i wczesniejszych badah mozemy stwierdzi¢, ze geny
kodujgce roslinne biatka MTP9 i HMA4 moga by¢ wykorzystane w konstrukcji roslin
uzytecznych w fitoremediacji gleb zanieczyszczonych Cd**, Zn?** czy Mn?*, poniewaz
biatka te uczestniczg w transporcie metali z korzeni do nadziemnych czesci roslin, a

wiec utatwiajg ekstrakcje metali z gleby.

VI. Planowane badania zwigzane z tematykg transporteréw metali ciezkich.

Po zakonczeniu projektéw luventus Plus finansowanych przez MNiSW pozyskatam fundusze
na projekt badahn nad transporterami MTP5, MTP6 i MTP7 ogorka, ktérych homologi do tej
pory nie =zostaly scharakteryzowane funkcjonalnie u innych ro$lin (projekt nr
2012/05/D/INZ1/01659 finansowany przez NCN (SONATA) pt. ,Znaczenie fizjologiczne
transporteréw metali ciezkich CsMTP5, CsMTP6 i CsMTP7, reprezentujacych trzy odrebne
filogenetycznie grupy w rodzinie biatek MTP (Metal Transport Proteins) u ogérka”. Wyniki,
ktére otrzymaliSmy do tej pory wskazujg, ze biatka CsMTP6 i CsSMTP7 to mitochondrialne
transportery Fe**, odpowiedzialne za transport jonéw zelaza odpowiednio, z mitochondriéw
do cytoplazmy i z cytoplazmy do mitochondriow. Czes$¢ wynikéw dotyczgca biatka CsMTP7
zostata zaprezentowana na Konferencji Polskiego Towarzystwa Biologii Eksperymentalnej
(PTBER) w Gdansku (8-11.09.2015). Sg to jak dotad pierwsze dowody na mitochondrialng
lokalizacje roslinnych biatek MTP i na ich udziat w transporcie jonéw zelaza. W dalszym
etapie realizacji projektu planuje badania nad biatkiem CsMTP5 (w ramach finansowania z
grantu) a po jego ukonczeniu aplikowanie o fundusze na badania nad biatkami CSMTP11 i

CsMTP12. W efekcie realizacji tych badah uzyskamy petng charakterystyke rodziny biatek
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MTP ogoérka. Poza tym planuje rowniez kontynuacje badan nad biatkami HMA ogodrka: w
trakcie amplifikacji sekwencji kodujacej genu CsHMAS.2 udato nam sie uzyskac¢ dwa rozne
transkrypty tego genu (wczesniej scharakteryzowany transkrypt CsHMAS.2-1, kodujacy
biatko o dtugosci 926 aminokwaséw i drugi transkrypt, CsHMAS.2-2, kodujgcy nieco krotsze
biatko o dlugosci 813 aminokwasow). Otrzymane wyniki prezentowatySmy na konferenciji
PTBER w todzi (16-19.09.2013). Zamierzamy okresli¢ lokalizacje i specyficznosé
substratowg biatka kodowanego przez alternatywny transkrypt CsHMAG.2-2 aby uzyskaé

wiecej informacji o regulacji i funkcji ATPaz typu P1g; w komérkach roslin.

5. Omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych.

a) Badania zwigzane z charakterystykg gendw kodujgcych biatka ABCGppr 0gorka

Dotychczasowe badania pokazaty, ze rodzina transporteréw ABC (ang. ATP Binding
Cassette) to powszechna, bardzo obszerna i zréznicowana grupa biatek btonowych
uczestniczgca w transporcie szerokiej klasy substancji [126]. Strukturalng cechg
charakterystyczng tych biatek jest obecnos¢ dwoéch typow domen: domeny NBD (ang.
Nucleotide Binding Domain), wigzacej ATP oraz domeny transbtonowej TMD (ang. Trans-
Membrane Domain), zlokalizowanej w btonie komérkowej. Transportery ABC o tzw. ,peinej
sekwenc;ji” (ang. full-size) posiadajg obydwie domeny w dwdéch powtdrzeniach. Nalezg tu trzy
podrodziny biatek: ABCB (znane wczes$niej jako MDR, ang. Multidrug Resistance Proteins) o
strukturze [TMD-NBD],, ABCC (znane wczesniej jako MRPs, ang. MDR-associated proteins)
0 strukturze TMD-[TMD-NBD], i ABCGppr (znane wczesniej jako PDR, ang. Pleiotropic Drug
Resistance) charakteryzujgce sie odwrécong strukturg obydwu domen: [NBD-TMD], [127].
Transportery ABCGppr Wyrézniajg sie sposrod pozostatych tym, ze wystepujg tylko u rodlin i
grzybéw. Zainteresowanie podrodzing ABCGppr U roslin znacznie wzrosto w ostatnich latach,
poniewaz coraz wiecej badah wskazuje na istotny udziat tej grupy biatek w reakcjach roslin
na rozmaite stresy biotyczne i abiotyczne. Co wiecej, wykazano ze niektére biatka tej
podrodziny mogg transportowa¢ hormony zwigzane z reakcjg roslin na stresy (kwas
abscysynowy) i inne substancje regulatorowe (syntetyczne auksyny, prekursory auksyn,
strigolaktony) oraz podlegajg transkrypcyjnej regulacji przez fitohormony i regulatory wzrostu
[128-134]. W roslinach modelowych A. thaliana i O. sativa zidentyfikowano odpowiednio, 15 i
23 geny kodujgce transportery ABCGppr. Najlepiej i najliczniej scharakteryzowane biatka tej
podrodziny u roslin to transportery A. thaliana (AtABCGppr). Postep w sekwencjonowaniu
genoméw innych gatunkéw roslin umozliwia poznanie funkcji homologicznych gendéw u

innych roslin i ich porbwnawczg analize z genami A. thaliana.
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W trakcie badan prowadzonych podczas realizacji pracy doktorskiej zainicjowatam
pierwsze badania nad genami ABCGppr 0gOrka, zaktadajgc ich potencjalny udziat takze w
transporcie metali ciezkich. Zidentyfikowatam wéwczas fragment genu ABCGppr, ktérego
ekspresja znacznie wzrastata w obecnosci metali ciezkich: Pb i Cd. Badania nad
zidentyfikowanym genem kontynuowatam po obronie pracy doktorskiej we wspotpracy z
panig Profesor Grazyng Kifobus i panig doktor Anng Papierniak. W rezultacie, po raz
pierwszy zamplifikowatysmy (metodg RACE-PCR) i zsekwencjonowatysmy w catosci dwa
geny kodujgce strukturalnie podobne biatka ABCGppr 0gorka (numery akcesji w banku
genow: GQ374243 i GQ374244) [127]. Poréwnanie sekwencji aminokwasowych biatek
ogorka i rzodkiewnika sugeruje, ze sg to homologi transporterow ABCG36 (PDR8) i ABCG40
(PDR12), zaangazowanych w odpowiedz na stres Cd** i Pb®* w $rodowisku, transport kwasu
abscysynowego i sklareolu (przeciwgrzybiczego terpenoidu) i obrone przed patogenami
[132, 136-140]. Zsekwencjonowanie genomu ogorka umozliwito nam identyfikacje
pozostatych 14 gendéw podrodziny ABCGppr tej rosliny [135]. Analizy molekularne i
transkrypcyjne tej rodziny kontynuowatam we wspdipracy z moimi éwczesnymi
magistrantami: panig Anng Warzybok i panem Adamem Rajszem. Bazujgc czesciowo na
podobienstwie zidentyfikowanych sekwencji ogoérka i dostepnych sekwencji A. thaliana, 16
genéw ogorka nazwaliSmy CsABCG29-CsABCG44 (CsPDR1-CsPDR16) [135,141].
Dotychczasowe analizy filogenetyczne biatek ABCGppr z réznych roslin wyréznity w obrebie
tej podrodziny 5 oddzielnych filogenetycznie kfadéw (I, I, 1lI, 1V, V) [118]. Co ciekawe,
wykonana przez nas analiza filogenetyczna roslinnych biatek ABCGppr z uwzglednieniem
16 biatek ogoérka sugeruje podziat tej podrodziny na 6 odrebnych kladéw, wynikajgcy z
rozdzielenia kladu Ill na dwa klady Illa i Illb [141].

Analizujgc profile transkrypcji genéw ABCGppr W réznych organach wegetatywnych i
generatywnych ogérka metodg pdfilosciowego RT-PCR wykazaliSmy, ze wszystkie geny z
wyjatkiem jednego (CsABCG38/CsPDR10) ulegajg ekspresji [135,141]. Wsréod 15
ekspresjonowanych genéw, transkrypty 5 (CsABCG32, CsABCG33, CsABCG37,
CsABCG39, i CsABCG41) byty obecne we wszystkich badanych organach ogérka, co
sugeruje udziat ich biatkowych produktéw w podstawowych procesach komérkowych [141].
Profile ekspresji organowej pozostatych genéw ABCGppr 0goérka byty bardzo zréznicowane,
niezaleznie od tego czy kodowane przez nie biatka nalezg do tego samego kladu
filogenetycznego [135,141]. Na przyktad transkrypcje genu CsABCG29 obserwowalismy
gtéwnie w kwiatach i mtodych lisciach, podczas gdy gen CSABCG30 ulegat najwiekszej
ekspresji w korzeniach i kwiatach [141]. Geny kodujgce dwa biatka nalezgce do tego samego
kladu lllb (CsABCG31 i CsSABCG35) ulegaty zroznicowanej ekspresji na wysokim poziomie
prawie we wszystkich organach ogoérka (CsABCG35) albo na niskim poziomie tylko w

lisciach i kwiatach meskich (CsABCG31) [141]. Profile transkrypcji genéw kodujgcych trzy
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podobne biatka z kladu IV takze byty odmienne: mRNA genu CsABCG34 obserwowalismy
we wszystkich organach z wyjatkiem kwiatow, liScieni i miodych lisci, mRNA genu
CsABCG42 obserwowalismy przede wszystkim w precikach i stupkach kwiatéw, natomiast
transkrypt genu CsABCG44 wykrylismy we wszystkich organach z wyjgtkiem precikow i
stupkow kwiatowych [141]. Dla odmiany profile transkrypcji genow kodujgcych biatka
nalezagce do dwoch réznych ktaddéw 1 i llla (CsABCG40/CsPDR12 i CsABCG36/CsPDRS8)
byty dos¢ podobne: najwyzszy poziom mRNA obydwu genéw obserwowalismy w korzeniach
[135]. Reasumujgc, w wyniku przeprowadzonej analizy wykazaliSmy, ze profile ekspresji
organowej gendw ABCGppr 0gorka sg bardzo zréznicowane i nie zwigzane z klasyfikacjg
filogenetyczng biatek kodowanych przez te geny. Zatozylismy zatem, ze zmultiplikowane
geny kodujgce te biatka zyskaty rozne funkcje fizjologiczne w trakcie filogenezy.

Kolejnym celem naszej pracy nad genami ABCGppr 0gorka jest analiza ekspresji tych
gendéw w czasie rzeczywistym (real-time PCR) w warunkach réznych streséw abiotycznych
oraz pod wptywem fitohormonéw zwigzanych z odpowiedzig roslin na stresy i substanc;ji
regulatorowych. Otrzymane wyniki pozwolg nam porownaé¢ ekspresje genéw ogorka z
ekspresjg genow ABCGppr innych ros$lin, badang w podobnych warunkach
eksperymentalnych oraz wyselekcjonowa¢ te geny ABCGppr 0gorka, ktére mogg byc
zwigzane z reakcjg rosliny na warunki stresowe. W celu poprawnej normalizacji wynikow
analizy ekspresji, w pierwszej kolejnosci przeprowadzilismy selekcje genow referencyjnych o
najwiekszej stabilnosci ekspresji w stosowanych przez nas warunkach eksperymentalnych
(fitohormony i substancje regulatorowe, stres metali ciezkich, stresy solny i osmotyczny,
stres oksydacyjny) [142]. Do analizy wybraliSmy geny powszechnie stosowane w biologii
molekularnej, kodujgce: aktyne (ACT), tubuling (TUA), cyklofiling (CYP), ubikwityne (UBI-1)
oraz czynnik elongacyjny EFa, a takze nowe geny referencyjne kodujgce: podjednostke
kompleksu adaptorowego klatryny (CACS), biatkowg fosfataze 2 (PDF2), aktywator biatka
PPA2 (TIP41), ekspresjonowane biatko o nieznanej funkcji (GW881873), biatko F-box,
helikaze (HEL) i mitotyczne biatko (YSL8). Nowe geny wybraliSmy i zidentyfikowaliSmy w
genomie ogdrka na podstawie danych pochodzacych z podobnych analiz przeprowadzonych
dla A. thaliana [143,144]. Analize przeprowadziliSmy za pomocg trzech popularnych
programoéw dedykowanych do badania stabilnosci ekspresji genéw referencyjnych: GeNorm
[145], NormFinder [146] i BestKeeper [147]. W efekcie wykazaliSmy, ze stabilno$¢ ekspresiji
gendw referencyjnych w warunkach réznych stresow abiotycznych i pod wptywem substanciji
regulatorowych jest bardzo zréznicowana i wyselekcjonowaliSmy cztery geny o najwiekszej
stabilnosci ekspresji: CACS, TIP41, F-box i EFa jako najlepsze kontrole do normalizacji
wynikow ekspresji gendw ABCGppr W zastosowanych warunkach eksperymentalnych [142].

Majac do dyspozycji odpowiednie geny referencyjne, zbadalismy wptyw fitohormonéw

i regulatoréw wzrostu (kwas indolilooctowy - IAA, kwas abscysynowy — ABA, kwas
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giberelinowy GAg, kinetyna, prekursor etylenu ACC, herbicyd 2,4-D, kwas salicylowy — SA,
kwas jasmonowy — JA) oraz sklareolidu (analog sklareolu, przeciwgrzybiczego terpenoidu)
na ekspresje gendw ABCGppr W korzeniach ogoérkéw [135,141]. Jednoczes$nie
przeprowadzilismy analize sekwencji promotorowych (arbitralnie ustalonych jako 1500 par
zasad w kierunku 5’ od kodonu start) gendw ABCGppr po katem elementoéw regulatorowych
odpowiedzi na hormony i elicytory przeciwgrzybicze [141]. Uzyskane wyniki pozwolity nam
podzielic geny ABCGppr Na grupy gendw regulowanych przez badane substancje: I1AA
(CsABCG30, CsABCG32, CsABCG37), kinetyne (CsABCG30, CsABCG33, CsABCG39,
CsABCG40), GA3 (CsABCG30, CsABCG32, CsABCG33, CsABCG34, CsABCG35,
CsABCG37, CsABCG41, CsABCG42), ABA (CsABCG30, CsABCG36, CsABCG37,
CsABCG39, CsABCG40, CsABCG42), JA (CsABCG29, CsABCG30, CsABCG32,
CsABCG33, CsABCG34, CsABCG35, CsABCG36, CsABCG39, CsABCG40, CsABCG41),
SA (CsABCG29, CsABCG32, CsABCG33, CsABCG34, CsABCG35, CsABCG36,
CsABCG40, CsABCG44), 2,4-D (CsABCG30, CsABCG32, CsABCG40), ACC (CsABCG30,
CsABCG32, CsABCG33, CsABCG36, CsABCG37, CsABCG41) i sklareolid (CsABCG35,
CsABCG36, CsABCG37, CsABCG39, CsABCG40) [135,141]. Obserwowane zmiany w
ekspresji gendw ABCGppr pod wptywem substanciji regulatorowych w znakomitej wiekszo$ci
przypadkéw korelowaly z obecnoscig elementéw regulatorowych cis zlokalizowanych w
promotorach tych genéw, zwigzanych z odpowiedzig na poszczegolne regulatory [135,141].
Na podstawie otrzymanych danych mozemy stwierdzi¢, ze rodzina biatek
kodowanych przez geny ABCGppr 0gorka jest kompleksowo regulowana przez fitohormony
zwigzane z odpowiedzig rosliny na stres srodowiskowy oraz przez substancje regulatorowe
Zaangazowane W procesy wzrostowe i rozwojowe. Znakomitg cze$¢ wynikow uzyskanych w
trakcie dotychczasowej pracy nad charakterystykg genow ABCGppr 0gorka opublikowalismy

w formie trzech prac oryginalnych:

e Rajsz A, Warzybok A, Migocka M (2015) Genes encoding cucumber full-size ABCG
proteins show different responses to plant growth regulators and sclareolide. Plant
Molecular Biology Reporter DOI: 10.1007/s11105-015-0956-9 [141]

e Migocka M, Papierniak A, Warzybok A, Ktobus G (2012) CsPDR8 and CsPDR12,
two of the 16 Pleiotropic Drug Resistance genes in cucumber, are transcriptionally
regulated by phytohormones and auxin herbicide in roots. Plant Growth Regulation
67(2): 171 — 184 [135]

e Migocka M, Papierniak A (2011) ldentification of suitable reference genes for
studying gene expression in cucumber plants subjected to abiotic stress and growth
regulators. Molecular Breeding 28(3):343-357 [142]
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Obecnie kontynuujemy prace nad analizg ekspresji gendow CsABCG36 i CsSABCG40 w
warunkach réznych streséw abiotycznych (zasolenie, metale ciezkie, stres osmotyczny i
oksydacyjny) i immunolokalizacjg biatek kodowanych przez te geny w komérkach ogoérka.
Badania uzyskaty finansowanie Uniwersytetu Wroctawskiego w postaci grantu nr
2245/W/IBR/09 i grantu nr 2006/M/IBE/12.

b) Badania zwigzane z charakterystyka transportu azotanéw w komérkach ogorka

W natlenionych glebach strefy umiarkowanej gtdwnym zrodtem azotu dla roslin sg azotany
[148, 149]. Na skutek zmiennych czynnikow Srodowiskowych (intensywne opady, niska
temperatura, niedotlenienie gleby) dostepnos¢ azotanow dla roslin moze byc¢ istotnie
ograniczona, w zwigzku z czym, aby zwiekszyC plonowanie roslin gleby uprawne sg
regularnie intensywnie nawozone [149]. Stosowanie nawozéw sztucznych jest kosztowne i
moze prowadzi¢ do zanieczyszczenia gleb i wdd gruntowych azotanami, stanowigc
zagrozenie dla zdrowia zwierzat i cztowieka. Dlatego problemy zwigzane z nieracjonalnym
nawozeniem gleb, nadmierng zawartoscig azotanéw w roslinach oraz ich negatywnym
wptywem na organizm cztowieka staty sie w ostatnich latach przedmiotem wielu badan. Ze
wzgledow ekonomicznych i ekologicznych, optymalizacja nawozenia azotowego opierajgca
sie na redukcji kosztownych i potencjalnie niebezpiecznych nawozéw azotowych przy
jednoczesnym zwiekszeniu plonowania roslin uprawnych wydaje sie najlepszym
rozwigzaniem. To trudne zadanie przynajmniej czesciowo mozna zrealizowa¢ konstruujgc
nowe, modyfikowane odmiany roslin, cechujgce sie zwiekszong efektywnoscig
wykorzystania azotu (ang. Nitrogen Use Efficiency, NUE), w tym azotanéw dostepnych w
glebie. W tym celu konieczne jest petne poznanie i zrozumienie na poziomie molekularnym
proceséw zwigzanych z pobieraniem, dystrybucjg i akumulacjg azotanéw w komérkach
roslin, potagczone z charakterystykg transportu tych jonéw przez btony komérkowe. Procesy
te polegajg w wiekszosci na aktywnym transporcie azotanéw przez btony plazmolemowe i
tonoplastowe, w zwigzku z czym angazujg szereg specyficznych biatek btonowych
petnigcych funkcje transporteréw azotanowych. Doktadna charakterystyka i poznanie
mechanizmow regulacji tych biatek oraz kodujgcych je gendw moze znacznie wptyngé na
skutecznos¢ modyfikacji genetycznej zastosowanej do zwigkszenia efektywnosci
wykorzystania azotandw przez rosliny.

U roslin wyzszych zidentyfikowano do tej pory trzy typy transporteréw wykazujgcych
specyficzne powinowactwo do jondw NOj, ktére warunkujg utrzymanie wzglednie statego
stezenia azotanéw w cytoplazmie. Sg to biatka nalezgce do rodzin NRT1, NRT2 i CLC [148,
150-153]. Do tej pory poznano blizej funkcje biatek AtNRT1, AtNRT2 i AtCLC rosliny

modelowej Arabidopsis thaliana. Z powodu braku dostepnosci do informacji genetycznej,
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badania nad transporterami azotanowymi u innych roslin, zwtaszcza gatunkéw o istotnym
znaczeniu dla gospodarki rolnej byly dotagd bardzo nieliczne. Nie znano liczby oraz funkgciji
homologéw biatek NRT1, NRT2 i CLC w najpowszechniej uprawianych gatunkach ro$lin, a
takze mechanizméw regulujgcych ich aktywnos¢. W latach 2010-2011 we wspotpracy z
panig Prof. dr hab. Grazyng Kiobus pozyskatySmy $rodki finansowe z Uniwersytetu
Wroctawskiego (grant nr 2357/W/IBR/10) oraz z Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
(grant nr N N303 818740) na badania zwigzane z funkcjg genéw NRT1 i CLC ogorka.
Projekty mialy na celu analize ekspresji genéw NRT1 i CLC ogérka w warunkach
zroznicowanego zywienia azotanowego oraz molekularng charakterystyke transportu
azotanow do wakuoli komorek ogérka, obejmujgca identyfikacje tych genow i biatek z rodziny
NRT1 i CLC, ktore potencjalnie mogtyby funkcjonowaé jako tonoplastowe antyportery
H*/NO;s. Jako wykonawca obydwu projektdéw, realizowatam swoje zadania z doktorantkg
pani Profesor, panig magister Anng Warzybok, petnigc jednoczesnie funkcje promotora
pomocniczego pracy doktorskiej pani Warzybok.

Pierwszy etap naszych wspdélnych badan obejmowat identyfikacje i charakterystyke
rodziny gendw NRT1 w genomie ogorka oraz analize ich ekspresji w odpowiedzi na
zroznicowane zywienie azotanowe. Niedawno ukonczony projekt sekwencjonowania
genomu ogérka (Cucumis sativus) i nieograniczony dostep do wynikéw tego projektu w bazie
internetowej NCBI, umozliwity nam identyfikacje u tej rosliny 13 genéw homologicznych do
genow NRT1 A. thaliana (AtNRT1.1-AtNRT1.10). Bazujgc na analizie filogenetycznej i
stopniu podobienstwa biatek kodowanych przez geny NRT1 ogoérka i A. thaliana, nowo
zidentyfikowane geny ogorka nazwatySmy: CsNRT1.1 (homolog genu AtNRT1.1),
CsNRT1.2A, CsNRT1.2B i CsNRT1.2C (trzy homologi genu AtNRT1.2), CsNRT1.3 (homolog
genu AtNRT1.3), CsNRT1.4A i CsNRT1.4B (dwa homologi genu AtNRT1.4), CsNRT1.5A,
CsNRT1.5B i CsNRT1.5C (trzy homologi genu AtNRT1.5), CsNRT1.8 (homolog genu
AtNRT1.8), CsNRT1.9 (homolog genu AtNRT1.9) i CsNRT1.10 (homolog genu AtNRT1.10)
[154]. Analizujgc transkrypcje wszystkich zidentyfikowanych genéw NRT1 ogorka w réznych
organach rosliny (korzenie, hipokotyle, liScienie, todygi, liscie, ogonki lisciowe, wasy,
elementy kwiatow i owoce) metodg potilosciowego RT-PCR wykazaty$my, ze kazdy z genéw
ulega ekspresji, a zatem zaden gen CsNRT1 nie jest pseudogenem [154]. Transkrypty
czterech gendéw CsNRT1.1, CsNRT1.3, CsNRT1.5A and CsNRT1.8 byly obecne we
wszystkich badanych organach, co sugeruje udziat ich biatkowych produktow w
podstawowych procesach komorkowych [154]. Ekspresja pozostatych gendéw byfa bardziej
lub mniej specyficzna dla poszczegdlnych organdéw ogdrka: geny CsNRT1.5B i CsNRT1.5C
ulegaty ekspresji prawie wytgcznie w kwiatach; ekspresje genu CsNRT1.10 obserwowatysmy
gtébwnie w wasach i, w mniejszym stopniu, w kwiatach; natomiast transkrypt genu CsNRT1.9

wykrylySmy we wszystkich organach z wyjatkiem korzeni roslin [154]. Co ciekawe, wzory
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ekspresji organowej zwielokrotnionych homologéw genéw CsNRT1.2, CsNRT1.4 i
CsNRT1.5 byly odmienne, wskazujgc na neo-funkcjonalizacje (nabycie nowej funkcji)
izogendéw powstatych w wyniku multiplikacji. Na przyktad ekspresja genu CsNRT1.4A byta
bardzo wyrazna tylko w ogonkach lisciowych i owocach, podczas gdy stosunkowo duzg ilos¢
transkryptu genu CsNRT1.4B obserwowatySmy w ogonkach lisciowych, liscieniach, lisciach,
wasach, czy w niektérych elementach kwiatéw [154]. Z kolei ekspresja genow CSNRT1.2
byta najwieksza w todydze (CsNRT1.2A), liscieniach i lisciach starszych roslin
(CsNRT1.2A/B/C) lub ogonkach lisci mtodych siewek (CsNRT1.2C) [154]. Homologiczny gen
u A. thaliana koduje biatko odpowiedzialne za pobieranie azotandéw przez korzenie z podioza
[155, 156]. Zatem mozna przypuszczac, ze biatka NRT1.2 ogdrka i rzodkiewnika petnig
odmienne funkcje fizjologiczne.

Kolejnym etapem naszych badan byta analiza ekspresji genéw CsNRT1 w organach
wegetatywnych roslin uprawianych w warunkach zréznicowanej dostepnosci do azotanow
(brak azotu, niska dostepnos¢ azotanow - 0,5mM KNOj;, wysoka dostepnos¢ azotanow -
10mM KNOj;, zmienna dostepnos¢ azotanéw) metodg real-time PCR. Na wstepie
przeprowadzitySmy analize stabilnosci ekspresji 12 gendéw referencyjnych w tych samych
warunkach aby wyselekcjonowa¢ najbardziej wiarygodng kontrole wewnetrzng do
normalizacji wynikéw ekspresji genéw CsNRT1 [157]. Do badania wybratySmy najczesciej
uzywane w biologii molekularnej geny referencyjne kodujgce: aktyne (ACT), tubuline (TUA),
cyklofiling (CYP), ubikwityne (UBI-1) oraz czynnik elongacyjny EFa, a takze nowe geny
referencyjne kodujgce: podjednostke kompleksu adaptorowego klatryny (CACS), biatkowag
fosfataze 2 (PDF2), aktywator biatka PPA2 (TIP41), ekspresjonowane biatko o nieznanej
funkcji (GW881873), biatko F-box, helikaze (HEL) i mitotyczne biatko (YSL8). Homologi
wszystkich genéw zidentyfikowatySmy wczesniej w genomie ogodrka, bazujgc na znanych
sekwencjach A. thaliana [142]. Stabilno$¢ ekspresji gendéw referencyjnych analizowatysmy
za pomocg programéw GeNorm [145], NormFinder [146] i BestKeeper [147]. W efekcie
wykazatySmy, Zze stabilnos¢ ekspresji genow referencyjnych w warunkach zmienne;j
dostepnosci rodlin do azotanéw jest bardzo zréznicowana i wyselekcjonowatysmy cztery
geny o najbardziej stabilnej ekspresji: CACS, TIP41, F-box i EFa jako najlepsze kontrole do
normalizacji wynikow ekspresji gendw CsNRT1 [157].

Analizujgc zmiany poziomu transkryptéw genéw CsNRT1 w organach wegetatywnych
w odpowiedzi na zréznicowane zywienie azotanowe potwierdzitySmy, ze produkty biatkowe
tych genéw moga petni¢ odmienne funkcje fizjologiczne w komoérkach ogorka. Na podstawie
otrzymanych wynikow, wstepnie podzielitySmy geny CsNRT1 na trzy grupy: geny
indukowane w warunkach deficytu azotanéw (CsNRT1.1, CsNRT1.2C, CsNRT1.4A,
CsNRT1.5A), geny indukowane w warunkach niskiej dostepnosci azotanéw (CsNRTL1.1,
CsNRT1.2B, CsNRT1.2C, CsNRT1.4A) oraz geny indukowane wysokim stezeniem
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azotandéw (CsNRT1.2A, CsNRT1.3, CsNRT1.4B, CsNRT1.5A, CsNRT1.8 i CsNRT1.9) [154].
Niektore z gendw byty odmiennie regulowane przez azotany w zaleznosci od badanego
organu. Na przyktad ekspresja genu CsNRT1.1 byta znacznie zwiekszona w pedach w
warunkach deficytu azotanow, lub w mtodych lisciach w obecnosci niskiego stezenia tych
jonéw w srodowisku zewnetrznym [154]. Homolog tego genu u A. thaliana koduje biatko
cechujgce sie podwojnym: niskim i wysokim powinowactwem do azotanow i petni funkcje
receptora stezenia azotandéw w srodowisku [158, 159]. Odmienna regulacja genu CsNRT1.1
przez rozne stezenia azotandéw moze sugerowac podobng funkcje biatka kodowanego przez
ten gen u ogorka. Co ciekawe, ekspresja izogenow tego samego genu (CsNRT1.2A/B/C,
CsNRT14A/B) byta bardzo réznie regulowana przez azotany, co potwierdzito nasze
wczesniejsze przypuszczenia o odmiennej funkcji fizjologicznej biatek kodowanych przez
zmultiplikowane geny NRT1 ogorka [154].
W trakcie realizacji pracy wykonatySmy przeglad dotychczasowej wiedzy o roslinnych
biatkach NRT1 [160]. Zebrane informacje oraz wyniki otrzymane w czesci eksperymentalne;j
pracy opublikowaty$my w formie jednej pracy przegladowej i dwdch prac oryginalnych:
o Warzybok A, Migocka M (2012) Udziat biatek NRT1 w transporcie azotandw u ro$lin.
Postepy biochemii 58(1): 61-68 [160]
e Migocka M, Warzybok A, Kiobus G (2013) The genomic organization and
transcriptional pattern of genes encoding nitrate transporters 1 (NRT1) in cucumber.
Plant and Soil 364(1): 245-260 [154]
e Warzybok A, Migocka M (2013) Reliable reference genes for normalization of gene
expression in cucumber grown under different nitrogen nutrition. PLoS ONE 8(9):
e72887. doi:10.1371/journal.pone.0072887 [157]

Kolejnym etapem naszych badan byta kinetyczna charakterystyka aktywnego transportu
azotanéw do wakuoli komérek ogorka. Badania prowadzone na roslinach A. thaliana
wykazaty, ze dwa biatka nalezgce do rodziny CLC (CLCa i CLCb) wystepujg w btonie
tonoplastowej i wykazujg aktywnos$¢ antyportera H'/NO;, odpowiadajgc za aktywng
akumulacje azotanéw w wakuolach [152, 153]. Arabidopsis posiada 7 biatek CLC, z ktérych
oprécz CLCa i CLCb, takze CLCc i CLCg lokalizujg sie w btonie wakuolarnej. W genomie
ogorka wystepuje 6 gendw kodujgcych biatka CLC, w tym trzy geny kodujgce biatka
tonoplastowe: CLCa, CLCc i CLCg [161]. Wczesniejsze badania przeprowadzone w
Zaktadzie Fizjologii Molekularnej Ro$lin z wykorzystaniem pH-zaleznej sondy oranzu
akrydyny wykazaty aktywnos$¢ antyportu H'/NO5; w btonach tonoplastowych izolowanych z
korzeni ogdrka [162]. Badania, ktére przeprowadzitySmy za pomocg pH-zaleznych sond
oranzu akrydyny i chinakryny oraz HPLC (wysokosprawnej chromatografii cieczowej)

potwierdzity obecnos$¢ antyportu H'/NO;” w btonach wakuolarnych korzeni ogorka a takze

37



wykazaly, ze aktywnos¢ antyportu jest regulowana przez poziom azotandow w srodowisku
zewnetrznym [161]. Stosunkowo niskg aktywno$¢ antyportu H'/NOs;  obserwowaty$my w
warunkach deficytu azotanéw w srodowisku, co sugeruje ze obecnos¢ azotandéw nie jest
konieczna do syntezy biatek odpowiedzialnych za aktywng akumulacje tych jonéw w
wakuolach [161]. Jednakze aktywno$¢ antyportu H'/NO; znacznie wzrastata przy statej
obecnosci azotandéw w podtozu, wskazujgc na stymulujgcy wplyw azotanéw na aktywnos¢
biatek odpowiedzialnych za transport tych jonéw do wakuoli [161]. Najwyzszg aktywno$é
antyportu H'/NO;s obserwowaty$my w bfonach tonoplastowych izolowanych z roslin, ktére
przez wiekszo$¢ czasu rosty bez azotanéw w podtozu i byly przenoszone na podtoza z
azotanami dopiero na 24 godziny przez izolacjg bton (rosliny indukowane azotanami) [161].
Co ciekawe frakcja cytozolowa otrzymana z korzeni takich roslin znacznie stymulowata
antyport H'/NO3; w btonach izolowanych z ro$lin uprawianych stale w obecnosci azotanéw
[161]. Podobny, cho¢ mniej znaczacy efekt powodowata tylko frakcja cytozolowa uzyskana z
roslin uprawianych stale w obecnosci azotandéw [161]. ZatozylySmy, ze azotany indukujg w
cytozolu synteze czynnika, ktory potranslacyjnie pozytywnie wptywa na aktywnosc
tonoplastowego antyportu H'/NO3 [161]. W kolejnych badaniach wykazatysmy, ze pozytywny
efekt frakcji cytozolowej na aktywny transport azotanéw do wakuoli byt zniesiony w
obecnosci EGTA oraz inhibitora kinaz biatkowych staurosporyny, podczas gdy inhibitory
fosfataz, kwas okadaikowy i kantarydyna, nieznacznie wzmachialy dziatanie frakcji [161]. W
zwigzku z tym, zaktadamy ze stymulacja antyportu H'/NOs;~ w korzeniach ogérka w
odpowiedzi na obecnos¢ azotandow moze zachodzi¢ na drodze fosforylacji antyportera przez
kinazy zalezne od wapnia i wrazliwe na staurosporyne. Dodatkowo, w trakcie naszych badan
pokazatysmy, ze ekspresja wszystkich gendéw kodujgcych tonoplastowe transportery CLC u
ogorka, CLCa, CICb i CLCg istotnie wzrastata w obecnosci azotanéw, co sugeruje ze
aktywnos¢ antyportu H'/NO;™ jest regulowana przez azotany takze na poziomie transkrypcji
[161].

Wykonane badania po raz pierwszy pokazaly regulacje przez fosforylacje systemu
transportujgcego azotany do wakuoli komorek roslinnych; otrzymane wyniki opublikowaty$my
w formie jednej pracy oryginalnej:

o Migocka M, Warzybok A, Papierniak A, Klobus G (2013) NO3-/H+ antiport in the
tonoplast of cucumber root cells is stimulated by nitrate supply: evidence for a
reversible nitrate-induced phosphorylation of vacuolar NO3-/H+ antiport. PLoS ONE
8(9): e73972. doi:10.1371/journal.pone.0073972 [161]

Obecnie finalizujemy badania obejmujgce molekularng charakterystyke biatek CsNRT1.2A-C
i CsNRT1.4A-B ogorka. Analizy funkcjonalne tych biatek prowadzitySmy z wykorzystaniem

drozdzy Hansenula polymorpha, ktére posiadajg naturalng zdolnos¢ pobierania i asymilacji
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azotanéw, dzieki czemu mogg wykorzystywaé te jony jako jedyne zrodio azotu.
Wykorzystujgc mutanty delecyjne drozdzy, pozbawione endogennego transportera azotanow
oraz protoplasty izolowane z komorek i lisci A. thaliana, wykazatySmy ze biatka CsSNRT1.2A-
C i CsNRT1.4A-B sg zlokalizowane w btonie komodrkowej i odpowiadajg za pobieranie
azotanbw do komorek. CzesS¢ otrzymanych wynikéw zaprezentowaliSmy na dwoch
konferencjach naukowych: na Kongresie FESBP we Freiburgu (29.07-3.08.2012) i na 6-tej
konferencji PTBER w todzi (16-19.09.2013).

C) Badania zwigzane z charakterystykg i regulacjg transportu metaloidéw arsenu i

antymonu w komorkach drozdzy

Zwigzki arsenu i antymonu w nadmiarze mogg powodowac toksyczne efekty w komarkach
zywych organizméw. Niektére organizacje miedzynarodowe (Agencja Ochrony Srodowiska,
Miedzynarodowa Agencja Badan nad Rakiem) zaliczajg je do grupy zwigzkéw
kancerogennych [163,164]. Powszechna, czasem nadmierna obecnos¢ arsenu w Srodowisku
wynika z przyczyn naturalnych (wybuchy wulkanéw, aktywnos¢ mikroorganizmow) lub
czesciej, z antropogenicznych (spalanie wegla, wydobycie surowcéw mineralnych, produkcja
akumulatoréw, nawozenie gleb, przemyst hutniczy i metalurgiczny), w wyniku czego
najwieksza koncentracja tego pierwiastka w glebie i powietrzu wystepuje w rejonach
przemystu metalurgicznego i chemicznego oraz w duzych aglomeracjach miejskich. Antymon
jest duzo mniej rozpowszechniony w srodowisku niz arsen, ale jego poziom w powietrzu,
glebie i wodzie moze sie zwiekszac do toksycznych stezen w miejscach spalania materiatow
opatowych i sSmieci, dziatania zaktadow metalurgicznych Ilub wydobywania materiatow
kopalnianych. W zwigzku z obecnoscig obydwu metaloidow, ale przede wszystkim arsenu w
Srodowisku, w toku ewolucji organizmy zywe wyksztatcity mechanizmy obronne stuzace
detoksykacji komorek z jonéw arsenu i antymonu. Toksyczne wiasciwosci obydwu
metaloidow wykorzystuje sie w leczeniu choréb nowotworowych, tropikalnych i
pasozytniczych, dlatego doktadne poznanie molekularnych mechanizmoéw odpowiedzialnych
za transport zwigzkéw arsenu i antymonu w komérkach jest niezwykle wazne dla
zwiekszenia skutecznosci terapeutycznej lekodw zawierajgcych te zwigzki.

Badania prowadzone w ostatnich latach z wykorzystaniem drozdzy Saccharomyces
cerevisiae doprowadzity do identyfikacji biatek bezposrednio zaangazowanych w komorkowy
transport arsenu i antymonu i tym samym, przyczynity sie do lepszego zrozumienia
mechanizmow wrazliwosci i opornosci komorek na arsen i antymon. Zespdt prof. Roberta
Wysockiego z Zaktadu Genetyki i Fizjologii Komarki Uniwersytetu Wroctawskiego od kilku lat
zajmuje sie molekularng i funkcjonalng charakterystykg dwoch biatek zwigzanych z

transportem jondéw As®* i Sb** w komérkach drozdzy: akwaporyny Fps1p, transportujgcej
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arsen i antymon do komoérek i transportera Acr3p drozdzy, odpowiadajgcego za
zewngtrzkomorkowe  wydzielanie arsenu [165,166]. Po obronie pracy doktorskiej
rozpoczetam wspoétprace z panem Profesorem Wysockim i panig doktor Ewg Maciaszczyk-
Dziubinska, ktora polegata na okresleniu mechanizmow oraz kinetyki transportu metaloidow
przez biatka Fps1p i Acr3p a takze identyfikacji aminokwasow kluczowych dla funkcji biatka
Acr3p. Analizujgc funkcje akwaporyny Fpslp u drozdzy po raz pierwszy wykazaliSmy, ze
biatko to uczestniczy nie tylko w pobieraniu ale takze w wydzielaniu arsenu na zewnatrz
komoérek, wspomagajgc tym samym transporter Acr3p w detoksykacji drozdzy w warunkach
stresu arsenowego [167]. Taka zdolno$¢ dwukierunkowego transportu arsenu przez
akwaporyny sugeruje, ze u organizmow nie posiadajgcych homologéw drozdzowego
eksportera arsenu Acr3p to akwaporyny moga determinowac opornos¢ na arsen. Analizujgc
szczegotowo funkcje biatka Acr3p wykazalismy, ze jest ono zlokalizowane w bfonie
komérkowej i potwierdzilismy, ze odpowiada za usuwanie zaréwno arsenu jak i antymonu z
komérek drozdzy [168]. Co wiecej, wykazaliSmy ze stres arsenu i antymonu pozytywnie
wptywa na ekspresje genu kodujgcego Acr3p, nie wptywajgc jednoczesnie na lokalizacje
subkomorkowa i stopien degradacji tego biatka [168]. Otrzymane wyniki sugerujg, ze
aktywnos¢ biatka Acr3p drozdzy jest regulowana przez metaloidy tylko na poziomie
transkrypciji, i ze zwieksza sie w odpowiedzi na nadmiar arsenu i antymonu w komérkach.
Nasze kolejne badania z uzyciem frakcji bton komoérkowych o wysokiej czystosci
izolowanych z komdrek drozdzy po raz pierwszy pokazaty, ze transporter Acr3p funkcjonuje
na zasadzie antyportera H'/As** i H'/Sb*" [169] podobnie jak jego funkcjonalny homolog
ArsB u E. coli [170]. Zrédtem protonéw dla tego systemu jest gradient elektrochemiczny (sita
protonomotoryczna) generowany przez pompe protonowg, ATPaze Pma1 zlokalizowang w
btonie komdrkowej [169]. Analizujgc kinetyke transportu jonéw arsenu i antymonu przez
Acr3p wykazaliSmy, Ze transporter cechuje sie podobnym niskim powinowactwem do
obydwu metaloidéw (Km ~ 1 mM), aczkolwiek transportuje jony As®* z trzykrotnie wiekszg
szybkoscig niz jony Sb®*" [169]. Otrzymane przez nas wyniki mogg tlumaczyé¢ dlaczego
aktywnos¢ biatka Acr3p determinuje wiekszg opornos¢ drozdzy na zwigzki arsenu niz na
zwigzki antymonu. Dotychczasowe badania nad homologami Acr3p u innych organizmow
sugerowaty, ze konserwatywna cysteina w transbtonowej helisie 4 (TM4) i kwas glutaminowy
w transbtonowej helisie 9 (TM9) biatka mogg by¢ petni¢ kluczowa role w jego aktywnosci
transporterowej. W celu identyfikacji aminokwasow kluczowych dla aktywnosci drozdzowego
biatka Acr3p w kolejnym etapie badan przeprowadzilismy ukierunkowang mutageneze genu
kodujgcego to biatko u S. cerevisiae, prowadzgcg do zamiany najbardziej konserwatywnych
reszt aminokwasowych na alanine, lub reszty aminokwasowe o podobnych witasciwosciach
fizykochemicznych, a nastepnie analizowali$my lokalizacje i aktywno$¢ zmutowanych wersji

biatka w komérkach i btonach plazmatycznych odpowiednich mutantéw delecyjnych drozdzy
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[171,172]. Otrzymane wyniki pozwolity nam wyselekcjonowac¢ reszty aminokwasowe, ktore
sg niezbedne do prawidtowego transportu arsenu przez biatko Acr3p, takie jak: cysteina 151
(Cys151), cysteina 192 (Cys192), fenyloalanina 266 (Phe266), seryna 349 (Ser349),
fenyloalanina 352 (F352), kwas glutaminowy 353 (Glu353) i kwas glutaminowy 380 (Glu380);
reszty aminokwasowe warunkujgce prawidtowe fatdowanie i lokalizacje biatka w btonie
komorkowej: cysteina 90 (Cys90), arginina 150 (Argl50), tryptofan 158 (Trpl58), cysteina
169 (Cys169), arginina 230 (Arg230), tyrozyna 290 (Tyr290), cysteina 316 (Cys316),
cysteina 318 (Cys318), cysteina 333 (Cys333), cysteina 344 (Cys344), fenyloalanina 345
(Phe345) i asparagina 351 (Asn351); oraz reszty aminokwasowe, ktore nie majg znacznego
wptywu na lokalizacje i aktywnosc¢ transportera: seryna 74 (Ser74), asparagina 117
(Asnl117), tryptofan 130 (Trpl30), asparagina 176 (Asnl76), cysteina 283 (Cys283) i
fenyloalanina 291 (Phe291) [171,172]. Bazujgc na wynikach mutagenezy, przewidywanej
topologii transportera Acr3p i dostepnych danych o wtérnych transporterach Na'/H”
nalezacych do tej samej nadrodziny, zaproponowali$my model antyportu As**/H* przez
transporter arsenowy drozdzy, w ktérym zwigzanie As®** do Cys151 w helisie TM4 i H* do
aminokwasow Glu353 w helisie TM9 lub GIlu380 w helisie TM10 powoduje takie zmiany
konformacyjne w helisach TM4 i TM9 oraz przesuniecia helis TM3-5 i TM8-10, ktére
pozwalajg na wymiane As*'/H* [172]. Obecnie prowadzimy badania, ktére majg na celu
eksperymentalne ustalenie topologii btonowej transportera Acr3p.

Kolejny nurt badan prowadzonych w Zakfadzie Genetyki i Fizjologii Komorki zwigzany z
opornoscig drozdzy na metaloidy skupia sie wokét identyfikacji i poznania mechanizmow
dziatania czynnikéw transkrypcyjnych zaangazowanych w regulacje transkrypcji genéw w
odpowiedzi na stres arsenu i antymonu. Badania te prowadzone sg w Scistej wspotpracy z
zespotem Profesora Markusa Tamasa z Zakfadu Chemii i Biologii Molekularnej Uniwersytetu
w Goteborgu (Szwecja). Mdj udziat w tych badaniach dotyczyt projektu zwigzanego z
funkcjonalng charakterystykg czynnika transkrypcyjnego KlYap8 drozdzy Kluyveromyces
lactis. Czynniki transkrypcyjne Yap (czynniki typu AP-1; Yapl-Yap8), posiadajg
konserwatywng domene bZIP wigzgcg DNA, za posrednictwem ktorej regulujg ekspresje
gendw zwigzanych z opornoscig wielolekowg [173]. Dotychczasowe badania nad S.
cerevisiae wykazaty, ze biatko nalezgce do tej rodziny, czynnik transkrypcyjny ScYap8
(Acrl), reguluje transkrypcyjng odpowiedz drozdzy na stres wywotany obecnoscig arsenu i
antymonu, poprzez indukcje ekspresji gendéw kodujgcych reduktaze As® (Acr2) i
plazmolemowy transporter As®* i Sb®* (Acr3) [165, 174-178]. Homologiczne biatko KlYap8
zidentyfikowano w komoérkach drozdzy Kluyveromyces lactis. Nasze badania nad funkcjg
tego biatka wykazaty, ze KlYap8 wigze sie do 13-nukleotydowych elementéw promotorow
genow i uczestniczy w regulacji odpowiedzi drozdzy na stres wywotany nie tylko obecnoscig

arsenu i antymonu, ale takze kadmu i nadtlenku wodoru [179]. PokazaliSmy, ze drozdze z

41



delecjg genu kodujgcego KlYap8, akumulujg toksyczne stezenia jonéw Cd** i As®** w

komérkach poniewaz nie sg zdolne do eksportu tych jondw przez btone komoérkowa, co
sugeruje udziat czynnika KlYap8 w regulacji transkrypcji genéw zaangazowanych w transport
metaloidow i Cd** na =zewngtrz komérek [179]. W efekcie, po raz pierwszy
scharakteryzowalismy funkcjonalnie biatko KlYap8 i wykazaliSmy roznice funkcjonalne
pomiedzy homologicznymi biatkami Yap8 z drozdzy S. cerevisiae i K. lactis.

Wyniki otrzymane w trakcie dotychczasowych badan nad biatkami Fpslp, Acr3p i KlYap8

drozdzy opublikowalismy w formie 6 prac oryginalnych:

¢ Markowska K, Maciaszczyk-Dziubinska E, Migocka M, Wawrzycka D, Wysocki R
(2015) Identification of critical residues for transport activity of Acr3p, the
Saccharomyces cerevisiae As(lll)/H + antiporter. Molecular Microbiology 98(1):162-
74 [172]

e Maciaszczyk-Dziubinska E, Migocka M, Wawrzycka D, Markowska K, Wysocki R
(2014) Multiple cysteine residues are necessary for sorting and transport activity of
the arsenite permease Acr3p from Saccharomyces cerevisiae. Biochimica et
Biophysica Acta - Biomembranes 1838(3):747-55 [171]

e Veide Vilg J, Kumar NV, Maciaszczyk-Dziubinska E, Sloma E, Onesime D, Aubert J,
Migocka M, Wysocki R, Tamas MJ (2014) Elucidating the response of
Kluyveromyces lactis to arsenite and peroxide stress and the role of the transcription
factor KlYap8. Biochimica et Biophysica Acta — Gene Regulatory Mechanisms
1839(11): 1295-1306 [179]

e Maciaszczyk-Dziubinska E, Migocka M, Wysocki R (2011) Acr3p is a plasma
membrane antiporter that catalyzes As(ll)/H(+) and Sb(ll)/H(+) exchange in
Saccharomyces cerevisiae. Biochimica et Biophysica Acta - Biomembranes
1808(7):1855-9 [169]

o Maciaszczyk-Dziubinska E, Wawrzycka D, Sloma E, Migocka M, Wysocki R (2010)
The yeast permease Acr3p is a dual arsenite and antimonite plasma membrane
transporter. Biochimica et Biophysica Acta - Biomembranes 1798(11):2170-5 [168]

e Maciaszczyk-Dziubinska E, Migdal I, Migocka M, Bocer T, Wysocki R (2010) The
yeast aquaglyceroporin FPS1p is a bidirectional arsenite channel. FEBS Letters 584
726-732 [167]

d) Badania zwigzane z regulacjg biatek btonowych V-ATPazy i oksydazy NADPH oraz

reduktazy azotanowej ogoérka w warunkach streséw abiotycznych

Zespot Prof. dr hab. Grazyny Kiobus Zaktadu Fizjologii Molekularnej Roslin od wielu lat

prowadzi badania zwigzane z regulacjg aktywnosci biatek o kluczowym znaczeniu dla
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metabolizmu komoérek roslinnych. Sg to biatka zwigzane z podstawowymi procesami
komorkowymi: pompy protonowe plazmolemy (H*-ATPazy) i tonoplastu (V-ATPazy i
pirofosfatazy), plazmolemowe oksydazy NADPH oraz biatka zaangazowane w asymilacje
azotu (reduktazy azotanowe i azotynowe). Wykorzystujac dotychczasowe doswiadczenie w
zakresie metod biologii molekularnej, uczestniczytam w realizacji projektow Zaktadu
zwigzanych z charakterystykg gendw kodujgcych tonoplastowe biatka V-ATPaze i PP-aze,
plazmolemowg oksydaze NADPH (Rboh) oraz reduktaze azotanowg (NR).

Podstawowg funkcjg pomp protonowych jest generacja gradientu elektrochemicznego
w poprzek plazmolemy i tonoplastu, ktory stuzy jako sita protonomotoryczna do wtérnego
transportu jondéw i substancji odzywczych przez btony [180]. Transbtonowy gradient
elektrochemiczny generowany przez wakuolarne V-ATPazy i PPazy jest miedzy innymi
wykorzystywany do transportu jonéw metali (metale ciezkie, séd, wapn) w kierunku z
cytoplazmy do wakuoli (antyport H*/Me?") lub z wakuoli do cytoplazmy (symport H*/Me®"),
ktéry stuzy magazynowaniu korzystnych jonéw w celu i ich pézniejszego wykorzystania, lub
izolacji toksycznych jondéw od kluczowych szlakéw metabolicznych komérki. W zwigzku z tym
zmiany aktywnosci V-ATPazy i PPazy w warunkach streséw srodowiskowych (deficyt lub
nadmiar metali, stres solny) beda mialy istotny wplyw na zdolnos¢ roslin do tolerancji i
niwelowania negatywnego wplywu stresu na metabolizm i fizjologie ich komérek. Jak juz
wspomniatam, dotychczasowe badania wykazaty, ze w btonach wakuolarnych komoérek
roslinnych funkcjonuje antyport jonéw metali ciezkich do wakuoli, ktéry energie do transportu
jonéw czerpie z gradientu protondw generowanego przez tonoplastowe pompy protonowe
[93-95, 98]. Zatem aktywnos¢ tego antyportu, a wiec i zdolnos¢ komérki do wakuolarnej
sekwestracji toksycznych stezen jonéw metali jest Scidle zalezna od aktywnosci V-ATPazy i
PPazy. W zwigzku z tym, jednym z aktualnych celéw badan prowadzonych w Zaktadzie jest
kompleksowa analiza zmian aktywnos$ci tonoplastowych pomp protonowych w odpowiedzi
roslin na stres wywofany obecnoscig metali balastowych (Cd, Pb) oraz podwyzszonych
stezen metali korzystnych (Mn, Ni, Cu, Zn), majgca na celu wyjasnienie roli V-ATPazy i PP-
azy, a co za tym idzie wakuoli w homeostazie jonow roznych metali ciezkich w komdrkach
roslinnych  w warunkach zanieczyszczenia $rodowiska metalami. W  swoich
dotychczasowych badaniach, pani dr hab. Katarzyna Kabata wykazata, ze aktywno$¢ V-
ATPazy w tonoplascie komoérek korzeni ogoérka jest stymulowana w obecnosci toksycznego
stezenia Cu® w $rodowisku, ale jest znacznie obnizona pod wptywem Cd** oraz
podwyzszonych stezen Ni** i zZn®" [181-183]. W poréwnaniu z V-ATPazg, tonoplastowa
PPaza byta stymulowana w obecnosci 10 uM stezenia Cu®*, Ni** lub Zn*" ale hamowana
przez Cd** i pozostate metale w stezeniach 100 uM [181-183]. Aby wyjas$ni¢ mechanizm
regulacji pomp protonowych tonoplastu przez badane metale ciezkie, we wspotpracy z panig

dr hab. Katarzyng Kabatg bratam udziat w identyfikacji i sekwencjonowaniu genow
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kodujgcych tonoplastowe biatka PPaze i podjednostki V-ATPazy w genomie ogodrka.
Szczegotowa analiza ekspres;ji trzech genéw kodujgcych podjednostke ¢ V-ATPazy (CsVHA-
c) i dwoch gendw kodujgcych V-PPaze typu | (CsVHP1) wykazata, ze profile ekspres;ji
poszczegodlnych izogendw roznig sie w roznych organach i stadiach rozwoju ogérka a takze
pod wplywem Cd*" i podwyzszonych stezen Ni**, Cu®* lub Zn** [184]. Poziom transkryptow
genow CsVHA-c1 and CsVHA-c2 byt najwyzszy w stupkach kwiatowych i starszych lisciach,
podczas gdy gen kodujgcy V-PPaze CsVHP1;1 ulegat najwiekszej ekspresji w korzeniach i
kwiatach Zenskich [184]. Z kolei poziom mRNA genéw CsVHA-c3 i CsVHP1;2 byt wzglednie
staty we wszystkich badanych organach ogérka [184]. Znaczny wzrost ekspresji badanych
genow obserwowatysmy w korzeniach roslin uprawianych w obecnoéci podwyzszonych
stezen Ni?* (CsVHA-c1, CsVHA-c2, CsVHA-c3, CsVHP1;1), Cu*" (CsVHA-cl, CsVHA-c2,
CsVHP1;1, CsVHP1;2), Zn** (CsVHP1:2) lub Cd* (CsVHA-c2) [184]. Poniewaz
wczesniejsze analizy aktywnosci hydrolitycznej i transportowej V-ATPazy i V-PPazy w
btonach tonoplastowych izolowanych z komérek korzeni ogorka wykazaty, ze toksyczne
stezenia miedzi istotnie stymulujg aktywnosci obydwu pomp protonowych zaktadamy, ze
badane geny PP-azy i podjednostek V-ATPazy kodujg biatka o istotnym znaczeniu dla
adaptaciji roslin ogorka do stresu wywotanego nadmiarem miedzi w srodowisku. Otrzymane

wyniki opublikowatysmy w formie jednej pracy oryginalne;j:
o Kabata K, Janicka-Russak M, Reda M, Migocka M (2014) Transcriptional regulation
of the V-ATPase subunit ¢ and V-PPase isoforms in Cucumis sativus under heavy

metal stress. Physiologia Plantarum 150(1): 32-45 [184]

Kolejna grupa biatek o istotnym znaczeniu dla fizjologii komoérek roslinnych to plazmolemowe
oksydazy NADPH, znane takze jako Rboh (ang. respiratory burst NADPH oxidase homolog).
Podstawowa funkcja tych biatek w komoérkach polega na przekazywaniu elektronéw z
cytoplazmatycznego NADPH na zewnatrzkomérkowy tlen czgsteczkowy (O,) w celu syntezy
anionorodnika (Oy), ktory stosunkowo szybko jest przeksztatcany do nadtlenku wodoru
(H.O,). Produkcja reaktywnych form tlenu na powierzchni komoérek roslinnych jest formg
wczesnej odpowiedzi roslin na warunki stresogenne (185-187). Przypuszcza sie, ze
reaktywne formy tlenu syntetyzowane na powierzchni komérek uczestniczg w bezposrednim
zabijaniu patogendéw atakujgcych rosliny, wzmacnianiu scian komérkowych na drodze
oksydacyjnego fgczenia glikoprotein wystepujacych w sScianach, transdukcji sygnatu i
programowanej $mierci komorki (186-188). Ze wzgledu na swoj udziat w produkciji
reaktywnych form tlenu, plazmolemowe oksydazy NADPH mogg by¢ istotnym elementem
odpowiedzi roslin na warunki stresowe. Jednym z celéow badan prowadzonych w Zaktadzie
Fizjologii Molekularnej Roslin kierowanych przez dr hab. Matgorzate Janickg byto okreslenie

zmian aktywnosci plazmolemowej oksydazy NADPH ogérka pod wpltywem jonéw Cd*,

44



majgce przyblizy¢ role tego biatka w adaptacji roslin do stresu wywotanego obecnoscig
balastowych metali ciezkich w srodowisku. W trakcie swoich dotychczasowych badan, pani
dr hab. Matgorzata Janicka we wspoétpracy ze swojg doktorantkg panig mgr Dagmarg
Jakubowskg wykazaty, ze aktywno$¢ oksydazy NADPH w plazmolemie izolowanej z korzeni
0gorkéw jest znacznie stymulowana w obecnosci Cd**. Co ciekawe, wzrost aktywnosci tego
enzymu korelowat ze wzrostem aktywnosci plazmolemowej pompy protonowej H*-ATPazy w
korzeniach ogérkéw traktowanych Cd**. Wiadomo, ze aktywnos$é plazmolemowej H*-ATPazy
jest zalezna od potencjatu redoks btony komorkowej, ktory generuje oksydaza NADPH.
Zatem obserwowane zmiany aktywnosci plazmolemowej oksydazy NADPH pod wptywem
Cd** mogty posrednio wplywaé na zmiany aktywnosci plazmolemowej H*-ATPazy. Aby
przyblizy¢ mechanizm regulacji oksydazy NADPH w korzeniach ogoérkéw, we wspétpracy z
panig dr hab. Matgorzatg Janickg i panig mgr Dagmarg Jakubowskg wykonatySmy analizy
ekspresji genow kodujgcych ten kompleks biatkowy w korzeniach ogérkéw [189]. Analizy
sekwencji genomu ogoérka dostepnych w bazie GenBank wykazaly, ze ogoérek posiada
dziewie¢ gendéw kodujgcych kompleks oksydazy NADPH: CsRbohB, CsRbohD, CsRbohE,
CsRbohF1, CsRbohF2, CsRbohF3, CsRbohH1, CsRbohH2 i CsRboHJ [189]. Za pomoca
metody pofilosciowego RT-PCR wykazatySmy obecnos¢ transkryptow wszystkich
zidentyfikowanych gendw CsRboh w korzeniach ogorkéw [189]. Dalsze analizy Real-time
PCR wykazaty, ze poziom ekspresji czterech genéw oksydazy NADPH (CsRbohF1,
CsRbohF2, CsRbohF3 i CsRbohJ) w korzeniach ogérka istotnie wzrasta po wptywem Cd?*,
co sugeruje, ze Cd** reguluje aktywnos$é oksydazy na poziomie transkrypcji genéw
kodujgcych to biatko [189]. Co wiecej, aktywnosé enzyméw katalizujgcych reakcje bedace
zrodtem komorkowego NADPH byta rowniez istotnie zwiekszona w korzeniach ogorkow
traktowanych Cd?** [189]. Mozemy zatem sadzi¢, ze zwiekszona aktywno$é plazmolemowe;j
oksydazy NADPH w obecnosci Cd** wynikata nie tylko z pozytywnego wptywu Cd*" na
ekspresje gendw kodujgcych enzym, ale takze ze wzrostu ilosci NADPH - substratu dla
oksydazy w korzeniach stresowanych roslin [189]. Wyniki otrzymane w toku naszych badan
pozwalajg nam przypuszcza¢, ze plazmolemowa oksydaza NADPH uczestniczy w
odpowiedzi roslin ogérkéw na stres wywotany Cd** posrednio poprzez regulacje aktywnosci
plazmolemowej H'-ATPazy. Efektem naszych badan jest jedna praca oryginalna
opublikowana w czasopismie Plant Science:
e Jakubowska D, Janicka-Russak M, Kabala K, Migocka M, Reda M (2015)
Modification of plasma membrane NADPH oxidase activity in cucumber seedling

roots in response to cadmium stress. Plant Science. 234:50-59 [189]

Kolejny z nurtow badan prowadzonych w Zaktadzie Fizjologii Molekularnej rodlin obejmuje

molekularng i funkcjonalng charakterystyke reduktazy azotanowej (NR), enzymu
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katalizujgcego pierwszy etap asymilacji azotu przez rosliny, polegajgcy na redukcji jonéw
azotanowych (NO3’) do jonow azotynowych (NO;’). Ze wzgledu na swojg funkcje, reduktaza
azotanowa jest enzymem o kluczowym znaczeniu dla zycia roslin i determinuje ich wzrost,
rozwoj oraz plonowanie. Stgd doktadna molekularna charakterystyka tego biatka u gatunkow
roslin uprawnych, a w szczegolnosci poznanie mechanizmow jego regulacji w warunkach
niekorzystnych dla wzrostu roslin jest niezmiernie wazne dla rozwigzania problemow
wspotczesnego rolnictwa, zwigzanych z zanieczyszczeniem gleb (przez metale ciezkie,
zasolenie), nieracjonalnym nawozeniem gleb, nadmierng zawartoscig azotandéw w roslinach
oraz ich negatywnym wplywem na organizm cziowieka. Badania ostatnich lat wykazaty, Ze
aktywnos¢ reduktazy azotanowej moze by¢ modyfikowana w warunkach zasolenia
wywotanego zwiekszonym poziomem NaCl w srodowisku. Wykazano, ze w zaleznosci od
czasu dziatania stresu solnego, jego natezenia oraz badanego organu i gatunku roslin,
aktywnos¢ NR byta znacznie obnizona (liscie fasoli, kukurydzy, buraka cukrowego,
pomidora) lub podwyzszona (nasiona fasoli, korzenie pomidora i soi) w odpowiedzi na
zasolenie [190-195]. Jednak molekularne mechanizmy regulacji aktywnosci tego enzymu
przez sol nie byly do konca jasne. Sugerowano, ze stres solny moze modyfikowaé
aktywnos¢ NR poprzez negatywny wptyw na pobieranie azotandéw (substratow dla enzymu) z
podioza, ekspresje gendw kodujgcych to biatko, a takze modyfikacje potranslacyjne
reduktazy. Wiadomo, ze reduktaza NR podlega modyfikacjom potranslacyjnym: przytgczenie
reszty fosforanowej do reszty serynowej enzymu (fosforylacja) w obecnosci jonéw Mg?*
warunkuje zwigzanie biatka regulatorowego 14-3-3 z reduktazg i jej dezaktywacje, natomiast
odtgczenie reszty fosforanowej (defosforylacja) powoduje aktywacje reduktazy NR [196,197].
O ile liczne badania potwierdzity negatywny wptyw zasolenia na pobieranie azotandéw przez
rosliny [191,198-200], nadal brakowato danych dotyczgcych wptywu stresu solnego na
transkrypcje gendéw reduktazy NR oraz modyfikacje potranslacyjne tego enzymu. Co wiecej,
znakomitg wiekszos¢ badan nad reduktazg NR przeprowadzono do tej pory na lisciach
roslin, pomimo, Zze aktywnos¢ tego enzymu wykryto takze w korzeniach ro$lin. W zwigzku z
tym celem badah, w ktérych uczestniczytam w Zaktadzie byta identyfikacja gendw
kodujagcych reduktaze NR u ogorka a takze okreslenie poziomu ekspresji tych gendw oraz
poziomu fosforylacji/defosforylacji reduktazy azotanowej w korzeniach ogérkéw uprawianych
w warunkach stresu solnego. We wspoilpracy z panig dr Matgorzatg Reda,
zidentyfikowatySmy w genomie ogodrka trzy geny kodujgce reduktaze azotanowg (CsNRL,
CsNR2 i CsNR3), zamplifikowaty$my i ustalitySmy sktad nukleotdowy sekwenciji tych genéw
oraz zaprojektowatySmy specyficzne startery do badania poziomu ich transkryptéw w
réznych organach ogoérka i w roznych warunkach uprawy tej rosliny [201]. Wszystkie trzy
geny ulegaly ekspresji w korzeniach ogorka, jednak poziom transkryptow dwoch z nich:

CsNR1 i CsNR3 byt znacznie obnizony na skutek krotkoterminowego (60 min) dziatania
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NaCl w stezeniu 200 mM [201]. Jednoczesnie w tych samych warunkach eksperymentalnych
obserwowatySmy znaczny wzrost aktualnej aktywnosci NR (nieufosforylowanej NR) w
korzeniach, ktory byt niwelowany w obecnosci inhibitorow fosfataz: kantarydyny i
mikrocystyny-LR [201]. Otrzymane wyniki wskazujg, ze krétkoterminowe dziatanie stresu
solnego powoduje zmiany w aktywnosci NR na dwoch poziomach regulacji: transkrypcyjnym,
poprzez redukowanie ekspresji gendéw kodujgcych reduktaze NR i potranslacyjnym, poprzez
stymulacje aktywnosci enzymu na drodze odwracalnej defosforylacji zaleznej od biatkowych
fosfataz [201]. Efektem naszej pracy jest jeden artykut oryginalny opublikowany w
czasopismie Plant Science:

e Reda M, Migocka M, Kilobus G (2011) Effect of short-term salinity on the nitrate

reductase activity in cucumber roots. Plant Science 180(6):783-8 [201]
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