Streszczenie

Sciana komérkowa roélin wraz z przylegajaca do niej btong komdrkowa i przenikajagcym
komérke cytoszkieletem stanowig swoiste kontinuum. Jest to bardzo dynamiczna struktura wyzszego
rzedu bedaca strefg kontaktu miedzy organizmem roslinnym a Srodowiskiem. Sktadniki potrzebne do
budowy i rearanzacji $ciany komdrkowej oraz btony sg dostarczane w niewielkich lipidowych
pecherzykach transportujagcych przy udziale wiékien cytoszkieletu. Na szlaku egzocytotycznym
pecherzyk przechodzi przez wiele przedziatéw otoczonych btong, ktére nieustannie komunikujg sie i
przeksztatcajg, tworzgc dynamiczny system bton wewnetrznych komoérki. Biatka i lipidy przeznaczone
do sekrecji sg syntetyzowane w retikulum endoplazmatycznym, skad w pecherzykach trafiajg do
aparatu Golgiego, gdzie nastepuje ich dojrzewanie i obrébka. Kolejnym przedziatem jest sie¢ trans
Golgiego (TGN, ang. trans-Golgi network), miejsce sortowania, skad pecherzyki sg wysytane do btony
komérkowej lub wakuol. W TGN szlak egzocytozy przenika sie z endocytoza, gdyz przedziat ten uwaza
sie takze za wczesny endosom. Niekiedy pecherzyki z TGN trafiajg do ciat wielopecherzykowych
stanowigcych pdiny endosom. Pecherzyki krgzg w obrebie systemu w kierunku antero- jak
i retrogradowym, rdéznigc sie miedzy sobg kompozycjg lipidowo-biatkowa, a przede wszystkim
rodzajem optaszczenia. Ruch kompartmentéw i pecherzykdw jest realizowany przez biatka
motoryczne wzdtuz witdkien cytoszkieletu, gtéwnie mikrofilamentéw. Z pozoru chaotyczny i szybki
transport pecherzykowy podlega sScistej kontroli dzieki ogromnej populacji biatek regulatorowych —
matych GTPaz. Biatka te majg zdolno$¢ tatwego przechodzenia pomiedzy stanem aktywnym i
nieaktywnym, dzieki czemu wydajnie uruchamiajg i zatrzymujg rézne procesy oddziatujgc z biatkami
efektorowymi. Jednym ze znanych efektoréw GTPaz jest kompleks egzocyst, uczestniczacy w
wigzaniu pecherzykdéw egzocytotycznych przy btonie komdrkowej, przez co umozliwia ich fuzje z
btong przy udziale kolejnych biatek. Uwaza sie, ze egzocyst wraz z matymi GTPazami odpowiada za
wyznaczanie w btonie miejsc aktywnych egzocytotycznie. U Arabidopsis thaliana (nazywanej w catej
pracy dla uproszczenia Arabidopsis) w oddziatywaniu podjednostki egzocystu SEC3A z matymi
GTPazami posredniczy specyficzne biatko ICR1 nalezgce do rodziny RIP.

Badania realizowane w ramach rozprawy doktorskiej miaty na celu znalezienie nowych
oddziatywan biatko-biatko na szlakach sygnalizacyjnych zwigzanych z regulacjg transportu
pecherzykowego u roslin. Przeprowadzone eksperymenty pozwolity ustali¢, ze u Arabidopsis nie
dochodzi do oddziatywarn miedzy podjednostkami kompleksu egzocyst a czynnikami wymiany
nukleotydéw guaninowych matych GTPaz ARF z grupy BIG. Obserwacje mikroskopowe znakowanych
fluorescencyjnie biatek nie pokazaty ich kolokalizacji, a zatem najprawdopodobniej szlaki sygnalizacji
z udziatem matych GTPaz ARF nie s3 powigzane bezposrednio z egzocystem. W protoplastach
Arabidopsis biatko ICR1 wigzato sie z mikrotubulami, czego nie zauwazono we wczesniejszych
badaniach. Podobnie, wszystkie biatka z rodziny RIP/ICR (RIP2-RIP5) okazaty sie by¢ biatkami
zasocjowanymi z mikrotubulami. Takg wtasciwos$¢ przypisano dotad jedynie biatku RIP3. Ustalono, ze
za wigzanie cytoszkieletu odpowiedzialna jest domena N-koricowa tych biatek, natomiast fragment C-
koncowy umozliwia taczenie sie biatek RIP z btong komodrkowa. Poza ICR1 biatka RIP nie
kolokalizowaty z badanymi podjednostkami kompleksu egzocyst. Wykorzystujagc pomiar czasu
trwania fluorescencji ustalono natomiast, ze oddziatywania biatek RIP z matymi GTPazami ROP
sg powszechne i dochodzi do nich w domenach w btonie komdrkowej, wspoéttworzonych przez te
biatka. Chociaz wszystkie badane RIP oddziatywaty ze wszystkimi ROP, to sita wigzania byta
zrdznicowana. Z drugiej strony, biatka RIP kolokalizowaty w domenach btonowych z efektorami GTPaz
ROP — biatkami RIC9 i RIC10, ale nie z pozostatymi biatkami RIC. Oznacza to, ze biatka RIP mogg by¢



rusztowaniem dla oddziatywan GTPaz ROP takze z innymi niz RIC efektorami. Ustalono tez, ze biatko
RIC6 oddziatuje z podjednostka egzocystu SEC3A oraz, ze kompleksy tych biatek poruszajg sie wzdtuz
mikrotubul. By przyblizy¢ potencjalng fizjologiczng role biatek RIP, w kontekscie uzyskanych wynikéw
analiz mikroskopowych, przeszukano biologiczne bazy danych. Z powodu niewielu zdeponowanych
dotychczas informacji o tych biatkach oraz specyficznej ekspresji genédw ROP, nie udato sie ustali¢, za
co biatka te mogg odpowiadac u Arabidopsis.

Biatka RIP wigzgc jednocze$nie mikrotubule, btone komdrkowa i mate GTPazy ROP mogg by¢
potencjalnie istotne dla sygnalizacji regulujacej spolaryzowany transport pecherzykowy u roslin.
Prezentowana praca doktorska stanowi dobry wstep do dalszych analiz, ktére mogg rozjasni¢ zawite
aspekty spolaryzowanego wzrostu i rozwoju komdrek Arabidopsis.





