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Streszczenie

Rzeski 1 homologiczne pod wzgledem budowy wici to bardzo dobrze zachowane w toku
ewolucji struktury, tworzone na powierzchni komorek eukariotycznych od pierwotniakow do
cztowieka. Podstawowo mozna wyr6zni¢ rzgski ruchome oraz rzgski pierwotne. U ssakow
rzeski ruchome tworzone sg zazwyczaj na apikalnej powierzchni komoérek nabtonka — m.in.
nablonka wyscielajacego gorne drogi oddechowe. Specjalny rodzaj rzgski ruchomej stanowi
rowniez wi¢ plemnikow. Nieprawidtowe funkcjonowanie badz brak rzesek ruchomych
prowadzi zwykle do tzw. pierwotnej dyskinezy rzesek, ktora objawia si¢ m.in. przewlektym
zapaleniem drég oddechowych i bezptodnoscig u mezezyzn. Szkielet rzesek ruchomych tzw.
aksonema zbudowana jest z 9 par mikrotubul obwodowych, ktéorym towarzysza kompleksy
biatkowe odpowiedzialne za generowanie ruchu rzeski. W centralnej cze$ci aksonemy znajduje
si¢ tzw. aparat centralny, zbudowany z dwoch mikrotubul oraz makrokompleksow biatkowych
tworzacych tzw. wyrostki. Do tej pory doktadny sktad biatkowy wyrostkow pary centralnej nie
zostal scharakteryzowany, a co za tym idzie, rola aparatu centralnego w generowaniu ruchu
rzeski jest tylko czeSciowo poznana. Postuluje sig, ze sygnat niezbedny do generacji ruchu
rzeski inicjowany jest w aparacie centralnym. Niewykluczone jest, ze w regulacji
funkcjonowania aparatu centralnego biorag rowniez udzial biatka enzymatyczne badz
motoryczne, jednak dotychczas dane na ten temat sg fragmentaryczne.

W niniejszej rozprawie doktorskiej przedstawiono badania nad niescharakteryzowanymi
do tej pory biatkami rzeskowymi zwigzanymi z aparatem centralnym 1 potencjalnie
stanowigcymi elementy i regulatory wspdlnego szlaku regulatorowego kinaz aktywowanych
mitogenami, MAP. Co istotne dotychczas nie opisano biatek biorgcych udzial w regulacji
szlaku MAP kinaz w aparacie centralnym rz¢sek ruchomych w Zadnym organizmie. Badania
przeprowadzono na modelowym organizmie jednokomorkowym — orzesku Tetrahymena
thermophila. Do badan wytypowano trzy kinazy: Mapk3, Map2k7, Nek6, dwie fosfatazy:
Dusp5, Pp2c¢ oraz budujacg wyrostek C2c kinezyne Kif9. Bialka te charakteryzowaly sie
zmienionym poziomem w mutantach Tetrahymena pozbawionych wyrostka C1lb (SPEF2A-
CoDel).

Analiza sekwencji aminokwasowych wytypowanych biatek wykazala, Zze s3 one dobrze
zachowane w toku ewolucji. Badane kinazy Mapk3, Map2k7 oraz Nek6 a takze fosfataza Pp2c
posiadaja zachowane w toku ewolucji motywy warunkujace aktywno$¢ katalityczng. Kinaza
Kif9 Tetrahymena, rowniez posiada motywy takie jak Walker A, Switch I oraz Switch II

CO sugeruje, ze jest to nie tylko biatko strukturalne aparatu centralnego, ale moze mie¢ rowniez
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zachowang aktywnos$¢ motoryczng. Natomiast fosfataza o podwdjnej specyficznosci Dusp5 jest
najprawdopodobniej pseudofosfatazg ze wzgledu na brak cysteiny w dobrze zachowanym
w toku ewolucji motywie centrum aktywnego, co nie wyklucza jednak udziatu tego biatka
w regulacji szlaku kinaz MAP.

W toku badan potwierdzono, ze wszystkie badane biatka znajduja si¢ w rzgskach
Tetrahymena, a nadprodukowane lokalizuja si¢ w rzgskach oraz ciele komorki. W przypadku
kinezyny Kif9 nadprodukowane biatko tworzy w ciele komorki charakterystyczne wiokniste
struktury przypominajace uktad mikrotubul w cytoplazmie, co sugeruje, ze biatko to moze
wigza¢ mikrotubule.

Na postawie przeprowadzonych doswiadczen BiolD oraz koimmunoprecypitacji
potwierdzono, ze bialtko Dusp5 znajduje si¢ w bliskiej odleglosci oraz jednoczesnie tworzy
trwaly kompleks z biatkami wypustki C1b aparatu centralnego Tetrahymena tj. m.in. z biatkami
Spef2 A, Cfap69, Androglobing i Cfap246/Lrguk. Wykazano réwniez, ze pozostate z badanych
bialek najprawdopodobniej nie lokalizujg si¢ w poblizu biatka Spef2A. Niewykluczone, ze
lokalizujg si¢ one w bardziej peryferycznej czeSci wypustki Clb badz oddziatujg jedynie
przejsciowo z tym kompleksem.

Analiza BiolD oraz wyniki doswiadczen typu pull-down wykazaty, ze zarowno biatko
Dusp5 jak 1 Kif9 oddzialuja bezposrednio ze wszystkimi badanymi kinazami tj. Mapk3,
Map2k7 oraz Nek6. Natomiast zadne z badanych biatek nie oddzialywalo z fosfataza Pp2c.
Wyniki tych badan umozliwity zaproponowanie modelu sieci wzajemnych oddziatywan tych
biatek.

Przeprowadzone badania obejmowaty rowniez analiz¢ funkcji badanych biatek — biatka
Dusp5 oraz kinezyny Kif9 poprzez przygotowanie mutantdw typu knock-out Tetrahymena.
Zarowno brak biatka Dusp5 jak i biatka Kif9 powodowat obnizenie tempo ruchu komorek. Co
cickawe, w przypadku obu mutantéw zaobserwowano réwniez znaczne obnizenie tempa
regeneracji rzesek po eksperymentalnym odrzesieniu, co sugeruje, ze biatka te moga petnic role
w transporcie wewnatrzrzeskowym. Nie zaobserwowano natomiast zmian w tempie
proliferacji, fagocytozy oraz dtugosci rzesek mutantow z delecjg genu biatka Dusp5 oraz biatka
Kifo.

Podsumowujac, przeprowadzone badania pozwolily zidentyfikowa¢ 1 przynajmniej
czeSciowo scharakteryzowacé nowe potencjalne regulatory funkcji aparatu centralnego rzgski

ruchome;j.
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Abstract

Cilia and flagella are evolutionary conserved structures which protrude from the apical
surface of the eukaryotic cells in both unicellular organisms and humans. There are two major
types of cilia— motile and non-motile cilia (also called primary cilia). In mammals, motile cilia
are formed on the apical surface of epithelial cells lining e.g. respiratory tract. Sperm cells
possess special type of cilium called flagellum. Lack or defects in motile cilia lead to primary
ciliary dyskinesia that involves e.g. chronic airway diseases and defects in fertility. Motile cilia
axoneme consists of nine outer microtubule doublets which are accompanied by protein
complexes responsible for generation of cilia movement. In the central part of the axoneme
localizes structure called central apparatus which comprises two single microtubules
surrounded by multiprotein complexes called projections. Up to now, exact protein composition
of these protein complexes remains unknown, therefore the function of central apparatus and
its role in generation of cilia movement is only partially resolved. One of the hypotheses
suggests that the signal needed for cilia beating is initiated in central apparatus. However, it
cannot be excluded that functions of central apparatus are regulated by enzymatic proteins.
Nevertheless, the available data are only fragmentary.

This thesis focuses on so-far uncharacterized central apparatus proteins, potentially
being part of ciliary MAP kinases-regulatory pathway. Experiments presented in this thesis
were conducted with use of well established, unicellular model organism — Tetrahymena
thermophila. Based on analysis of previously obtained ciliomes from mutants that lack C1b
projection (SPEF2A-CoDel), three kinases— Mapk3, Map2k7, Nek6, two phosphatases: Pp2c
and Dusp5 and kinesin Kif9 which build C2c projection were selected for further research. All
of these proteins were downregulated in Tetrahymena mutants lacking C1b projection.

Amino acid sequence analysis of studied proteins revealed that all of them are
evolutionary conserved. Examined kinases Mapk3, Map2k7, Nek6 and phosphatase Pp2c have
evolutionary conserved motifs required for their catalytic activity. Kinesin Kif9 possess motifs
such us Walker A, Switch I and Switch Il which are involved in ATP binding, suggesting that
this protein can be not only central apparatus structural protein but also protein with preserved
motor activity. Dual specificity phosphatase Dusp5 is most probably pseudophosphatase due to
lack of evolutionary conserved cysteine in active site motif. Nevertheless, this protein can take
part in regulation of ciliary map kinases pathway.

Conducted research allowed to confirm that all examined proteins localize in

Tetrahymena cilia and when overexpressed are present in both cilia and cell body. In case of
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kinesin Kif9, overexpressed protein forms thread-like structures inside of the cell body
resembling microtubule arrangement in the cytoplasm suggesting that Kif9 is able to bind
microtubules.

BiolD and coimmunoprecipitation experiments showed that Dusp5 not only localizes in
close proximity but also forms stable complex with C1b projection proteins in Tetrhymena -
that is with Spef2A, Cfap69, Androglobin and Cfap246/Lrguk. No other examined protein
localized in close proximity to Spef2A. It is probable that these proteins are positioned on the
outer surfaces of C1b projection or their contact with the projection is only transient.

BiolD and pull-down experiments results showed that both Dusp5 and kinesin Kif9
directly interact with Mapk3, Map2k7 and Nek6 — that is with all examined kinases. None of
them interacted with Pp2c phosphatase. These results allowed to propose a model of interaction
network between these proteins.

Moreover, functional analysis of Dusp5 and Kif9 was also performed. For this,
Tetrahymena knock-out mutants lacking Dusp5 or Kif9 were prepared. Lack of Dusp5 or Kif9
resulted in reduced cell swimming speed. Interestingly, both mutants had slower cilia
regeneration rate after experimental deciliation which suggest that both of them can participate
in ciliary intraflagellar transport. Additionally, no changes in cell proliferation, phagocytosis or
cilia length have been observed.

To sum up, conducted experiments allowed to identify and at least partly characterize

novel potential regulators of the central apparatus functions.
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Wykaz skrotow

6-MP
BSA
CHX
CP
CVPs
DMSO
DTT
EDTA
EGTA
FAP
GFP
HA
HEPES
HRP
IDA
IFT
LB

LC
MEPP

N-DRC
NP-40
OA
ODA
PBS

PCD
PFA
PIPES
PM
RS
RSP

6-metylpuryna

(ang. Bovine Serum Albumin) albumina surowicy bydlgcej
cykloheksymid

(ang. Central Pair) kompleks pary centralnej aksonemy

(ang. Contractile Vacuole Pores) pory wodniczki tgtnigeej
dimetylosulfotlenek

ditiotreitol

kwas (etylenodinitrylo)tetraoctowy

kwas etylenoglikol-bis(2-aminoetyl)-tetraoctowy

(ang. Flagellar Associated Protein) biatko wici

(ang. Green Fluorescent Protein) biatko zielonej fluorescencji
(ang. HemAgglutinin) hemaglutynina

kwas N-2-hydroksyetylopiperazyno-N’-2-etanosulfonowy

(ang. horseradish peroxidase) peroksydaza chrzanowa

(ang. Inner Dynein Arm) wewnetrzne rami¢ dyneinowe

(ang. IntraFlagellar Transport) transport wewnatrzrzeskowy
(ang. Lysogeny Broth) pozywka Luria-Bertani do hodowli bakterii
(ang. Light Chain) tancuch lekki ramion dyneinowych

(ang. Minimally Enriched Proteose Peptone) pozywka do hodowli komoérek
orzeska Tetrahymena

(ang. Nexin-Dynein Regulatory Complex) kompleks neksynowo-dyneinowy
Nonidet 40- fenoksypolietoksyoktanol

(ang. Oral Apparatus) aparat gebowy

(ang. Outer Dynein Arm) zewngtrzne rami¢ dyneinowe

(ang. Phosphate Buffered Saline) roztwor soli fizjologicznej w buforze
fosforanowym

(ang. Primary Ciliary Dyskinesia) pierwotna dyskineza rzgsek
paraformaldehyd

kwas piperazyno-1,4-bis(2-etanosulfonowy)

paromomycyna

(ang. Radial Spoke) promien taczacy

(ang. Radial Spoke Protein) biatko promiena taczacego
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SB

SDS
SDS-PAGE
SOC

SPP

TBS
TBST
TGD
TZ

(ang. Sample Buffer) bufor obcigzajacy do elektroforezy biatek
dodecylosiarczan sodu

elektroforeza biatkowa w Zelu denaturujacym

(ang. Super Optimal Catabolite repression) kompletna, bogata pozywka do
hodowli bakterii

(ang. Sequestrene Proteose-Peptone) pozywka do hodowli komoérek orzgska
Tetrahymena

roztwor soli, buforowany za pomoca Tris-HCI

roztwor soli, buforowany za pomocg Tris-HCI z dodatkiem 0,1% Tween 20
(ang. Tetrahymena Genome Database) baza danych genomowych Tetrahymena

(ang. Transition Zone) strefa przej$ciowa
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1. Wstep

1.1 Rzeski i wici - wprowadzenie

Rzeski i homologiczne pod wzgledem budowy wici to cylindryczne wypustki o dlugosci
od kilku do kilkudziesieciu mikrometrow, ktore tworzone sa na powierzchni komorek
eukariotycznych od pierwotniakow do czlowieka. Wyjatek stanowi wigkszo$¢ ro$lin
nasiennych (plemniki mitorzgbow i sagowcow tworza wici) oraz niektore rodzaje grzybow,
czyli organizmy, ktore w wyniku uniezaleznienia rozmnazania od wody utracity zdolno$¢ do
wytwarzania rzgsek (Heath i in., 1986; Hodges i in., 2012). Historycznie sg to najwczesniej
odkryte organella komorkowe, ktére po raz pierwszy zostaty zaobserwowane okoto 1674 roku
przez konstruktora pierwszych mikroskopow $wietlnych Antoniego van Leeuwenhoek’a
(Dobell, 1932). Rzeski ruchome i wici sg strukturami bardzo dobrze zachowanymi w toku
ewolucji 1 najprawdopodobniej byly obecne u ostatniego wspolnego przodka komorek
eukariotycznych (LECA, ang. Last Eukaryotic Common Ancestor) (Mitchell, 2017). Procz
rzesek ruchomych i1 wici, u Metazoa wystepuja réwniez nieruchome rzeski czuciowe (inaczej
rzeski pierwotne) oraz ruchome rzeski nodalne pojawiajace si¢ w $cisle okreslonych strukturach
na wczesnych etapach rozwoju zarodkowego kregowcow (Wagner i Yost, 2000). Cho¢
poszczegdlne typy rzg¢sek rdzni si¢ petniong funkcja, zrab ich struktury a takze sktad biatkowy
(minimum kilkaset bialek) jest zblizony (Carvalho-Santos i in., 2011; Pazour i in., 2005).

U czlowieka rzeski pierwotne wytwarzane sg jako pojedyncze struktury przez niemal
wszystkie komorki znajdujace sie¢ w fazie G1/GO cyklu komoérkowego (Pedersen i in., 2008).
Stanowia one dla komodrek swoista ,anteng¢” umozliwiajac odbieranie i1 przekazywanie
sygnatéw komorkowych, przez co petnig wazng role w prawidlowym réznicowaniu komorek
I tkanek jak rowniez w utrzymaniu homeostazy organizmu (Malicki i Johnson, 2017). Z kolei
rzgski nodalne (réwniez wytwarzane pojedynczo) wystepuja na zarodkowym wezle
pierwotnym w okresie gastrulacji i odgrywaja zasadnicza role w wytworzeniu lewo-
prawostronnej asymetrii ciata (Dasgupta i Amack, 2016; Grimes & Burdine, 2017; Wagner i
Yost, 2000)

W przeciwienstwie do rzesek pierwotnych i nodalnych, rzgski ruchome tworzone sg
zazwyczaj na apikalnej powierzchni komdrek nabtonka jako liczne struktury (Ryc.1), a kazda
z komorek moze wytworzy¢ od 200 do 300 rzesek (Tilley i in., 2015). Sg to m.in. komorki
nabtonka wyscielajacego gorne drogi oddechowe tj. jame nosowa, zatoki przynosowe, tchawice

i oskrzela. Skoordynowany ruch rzesek umozliwia usuwanie §luzu zawierajgcego m.in.
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bakterie, kurz oraz inne czasteczki, ktore dostaty si¢ do uktadu oddechowego. Rzeski ruchome
tworzone s3 rowniez przez komodrki ependymy wyScietajace kanal $Srodkowy rdzenia
kregowego i komory mozgu, gdzie umozliwiaja przeptyw plynu moézgowo-rdzeniowego.
Ponadto znajduja si¢ na powierzchni komorek nabtonka jajowodoéw, gdzie wspomagaja
transport oocytu badZz rozwijajacego si¢ zarodka do macicy (Satir i Christensen, 2008).
Specjalny rodzaj rz¢ski ruchomej stanowi wi¢ plemnikOw, ktora umozliwia ich ruch w kierunku
oocytu oraz zaptodnienie. W meskim uktadzie rozrodczym rzgski ruchome wystepuja roéwniez
w kanalikach tgczacych jadro z najadrzem tzw. kanalikach odprowadzajacych jadra. (Aprea i
in., 2021).

Ryc. 1 Rzeski ruchome u ssakéw. (A) Rzeski tchawicy (Brooks i Wallingford, 2014); (B) rzeski ependymy

(Brown i Witman, 2014); (C) rzeski wyscielajqce jajowdd (Satir i Christensen, 2007); (D) plemnik i komdrka
jajowa (Brown i Witman, 2014).

Procz gtownej funkcji motorycznej, rzeski ruchome, podobnie jak pierwotne, moga
rowniez pehié funkcje sensoryczne. Przyktadowo, w btonie rzgsek ruchomych wytwarzanych
przez komorki nabtonka uktadu oddechowego cztowieka wykryto receptor gorzkiego smaku
T24. Wykazano, ze w wyniku jego aktywacji dochodzi do zwigkszenia stg¢Zenia jondw
Ca®* i w konsekwencji do zwiekszenia czestotliwo$ci bicia rzesek (Shah i in., 2009).

Nieprawidlowosci w strukturze, funkcjonowaniu czy biogenezie rzgsek prowadza do
ztozonych, wielonarzadowych zaburzen zwanych ogolnie ciliopatiami. W wigkszoS$ci
przypadkéw dziedziczone sa one autosomalnie recesywnie. Obejmuja organy takie jak: nerki,
watroba, mozg, uktad oddechowy czy rozrodczy. Do tej pory opisano 35 réznych ciliopatii,
w ktorych wykryto mutacje 187 genow kodujacych biatka rzgskowe. Ponadto wytypowano 241
genow (rowniez kodujacych biatka rzgskowe), ktéorych mutacje moga by¢ potencjalng
przyczyna znanych badz nowych, nieopisanych do tej pory ciliopatii (Reiter i Leroux, 2017).

Nieprawidlowe funkcjonowanie badz brak rze¢sek ruchomych prowadzi zwykle do tzw.
pierwotnej dyskinezy rzesek (ang. Primary Ciliary Diskinesia, PCD). Pierwotna dyskineza
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rzgsek jest choroba dziedziczong autosomalnie recesywnie. Do tej pory zidentyfikowano
57 genow, ktorych mutacje prowadzg do jej rozwoju (Wallmeier i in., 2020). Wigkszo$¢ z nich
koduje biatka strukturalne rzeski, biatka odpowiedzialne za regulacje ciliogenezy oraz biatka
kontrolujgce prawidlowe funkcjonowanie rzeski (Horani i Ferkol, 2021). Pierwotna dyskineza
rzgsek objawia si¢ przewleklym zapaleniem gornych i dolnych drég oddechowych,
wodoglowiem, bezptodno$cig u mezczyzn 1 obnizong ptodnoscia u kobiet a takze zaburzeniem
lewo-prawostronnej asymetrii ciata np. odwrocenie trzewi (fac. situs inversus) (Ryc.2) (Reiter
I Leroux, 2017; Wallmeier i in., 2020). Odrgbnym schorzeniem jest bezptodno$¢ u m¢zezyzn
zwigzana z réznymi zaburzeniami morfologicznymi wici plemnikow takimi jak skrocenie,
zakrzywienie lub catkowity brak wici, ktoremu nie towarzysza inne objawy PCD. Zespo6t ten
nazwano MMAF (ang. Multiple Morphological Anomalies of the Flagella) (Ben Khelifa i in.,
2014; Sha i in., 2020).

Wodogtowie

7

Choroby gérnych drég oddechowych
(m.in. niezyt nosa,
zapalenie zatok i polipy nosa)

?

Zaburzenia lewo-prawostronnej
asymetrii ciata
fac. situs inversus

Choroby dolnych drég oddechowych
(m.in przewlekly kaszel
i rozstrzenie oskrzeli)

e

Ryc. 2 Objawy Kliniczne pierwotnej dyskinezy rzesek (ang. Primary Ciliary Diskinesia, PCD). Wallmeier i
in., 2020, zmodyfikowano.

, Bezptodnos¢

1.2 Budowa rzesek

Bez wzgledu na réznice w budowie oraz pelnione funkcje, szkielet rzesek tzw.

aksoneme, stanowig mikrotubule. Zaréwno rzgski pierwotne jak i rzeski ruchome zbudowane
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sa z 9 par mikrotubul rozmieszczonych obwodowo (Ryc.3). Kazdy z dubletow tworzy ,,pelna”
13-protofilamentowa mikrotubula A oraz oparta o nig, ,niepelna” 10-protofilamentowa
mikrotubula B. W przypadku rzgsek ruchomych, w centralnej czgsci aksonemy, znajduja si¢
dodatkowo dwie pojedyncze mikrotubule nazwane C1 oraz C2.

Wszystkie rodzaje rzesek powstaja na zregbie zakotwiczonych tuz ponizej btony
komorkowej ciatek podstawowych. Ta cylindryczna struktura zbudowana jest z 9 tripletow
mikrotubul rozmieszczonych obwodowo, oznaczonych odpowiednio literami: A, B i C.
Mikrotubule obwodowe tworzace szkielet rzgsek sa kontynuacjg mikrotubul A 1 B ciatka
podstawowego, a mikrotubula C konczy si¢ w jego dystalnej czg¢sci (Bayless i in., 2016;
Dutcher i O’Toole, 2016; Garcia i Reiter, 2016; Li i in., 2012).

Mikrotubulom obwodowym jak i centralnym rzgsek ruchomych towarzysza liczne
makrokompleksy biatkowe, ktére umozliwiaja generacj¢ i rewgulacje ich ruchu. W przypadku
mikrotubul obwodowych sg to: zewnetrzne ramiona dyneinowe (ang. outer dynein arm, ODA),
wewnetrzne ramiona dyneinowe (ang. inner dynein arm, IDA), kompleks neksynowy
regulujgcy aktywno$¢ dynein (ang. nexin-dynein regulatory complex, N-DRC), promienie
taczace (ang. radial spokes, RS) oraz kilka mniejszych komplekséw (Ryc.3) (T. Ishikawa, 2017,
Satir i Christensen, 2007). Kompleksy te rozmieszczone sg wzdtuz kazdej tubuli A cyklicznie
tworzac tzw. jednostke rzgskowa o dtugosci 96 nm (Nicastro i in., 2006). W pojedynczym
powtorzeniu rzgskowym znajdujg si¢ 4 zewnetrzne ramiona dyneinowe, 7 rdéznych pod
wzgledem budowy i funkcji wewngtrznych ramion dyneinowych, trzy promienie taczace oraz

kompleks N-DRC (Ryc.4) (Oda, Yanagisawa, Kamiya, i in., 2014).

Zewnetrzne
ramie dyneinowe (ODA)

Btona rzeskowa — Wewnetrzne

ramie dyneinowe (IDA)

Para mikrotubul
obwodowych

yan

Mikrotubule ‘ ‘
centralne

Para centralna (CP)

Aksonema

Btona komoérkowa

Kompleks N-DRC

Promien faczacy (RS)

Ryc. 3 Schemat przedstawiajgcy budowe rzeski ruchomej. Po lewej pokazano schemat podtuzny a po prawej

przekrdj poprzeczny przez rzeske, Reiter i Leroux, 2017, Wallmeier i in. 2020, zmodyfikowano.
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Mikrotubule pary centralnej polaczone sg ze sobg tzw. mostem (ang. bridge)
a towarzyszace im makrokompleksy biatkowe nazywane sa wyrostkami. Razem tworzg aparat

centralny rzeski ruchome;j (ang. central apparatus, CA).

1.2.1 Makrokompleksy mikrotubul obwodowych

Zewnetrzne (ODA) i wewnetrzne (IDA) ramiona dyneinowe

Jak wspomniano wyzej, mikrotubulom obwodowym rze¢sek ruchomych towarzysza dwa
rodzaje ramion dyneinowych — zewnetrzne (ODA) i wewngtrzne (IDA). Sg to duze
makrokompleksy biatkowe rozmieszczone w dwdch rzedach na mikrotubuli A i trwale na niej
zakotwiczone za pomocg tzw. kompleksu dokujacego (ang. docking complex). Ich domeny
motoryczne oddziatujg z mikrotubulg B poprzedzajacej pary mikrotubul, a aktywnos$¢ ATP-azy
umozliwia im ,,kroczenie” w kierunku jej kofica minus tj. ku podstawie rzgski w strong ciatka
podstawowego (King, 2016). Dzigki temu dochodzi do przesuwania si¢ wzgledem siebie
sasiadujacych par mikrotubul obwodowych, uginania aksonemy i w konsekwencji ruchu rzgski
(Satir, 1968; Satir i in., 2014). W kazdej jednostce rzgskowej znajdujg si¢ cztery identyczne
pod wzgledem budowy zewnetrzne ramiona dyneinowe, rozmieszczone w odlegto$ci 24 nm od
siebie oraz 7 r6znych pod wzgledem budowy 1 funkcji, wewnetrznych ramion dyneinowych

(Ryc.4) (Oda, Yanagisawa, Kamiya, i in., 2014).
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Zewnetrzne ramiona
dyneinowe (ODA)

Mikrotubula A
dubletu mikrotubul
obwodowych

Wewnetrzne ramiona
dyneinowe (IDA)

Promienie taczace (RS)

Ryc. 4 Schemat jednostki rzeskowej u Chlamydomonas. Kazde powtorzenie rzgskowe zawiera 4 zewnetrzne
ramiona dyneinowe (kolor zielony), 7 wewnetrznych ramion dyneinowych — ramie dimeryczne IDAIA/f
oznaczono kolorem fioletowym, pozostate ramiona monomeryczne IDAa,b,c.e,g,d oznaczono kolorem
niebieskim. Promien RSI zlokalizowany jest w poblizu ramienia IDAIA/f oraz kompleksu MIA (Zolty),
a promienie RS2 oraz RS3r (u Chlamydomonas wystepuje zredukowany promien {gczqcy RS3) w poblizu
kompleksu N-DRC oraz CSC. Na podstawie King 2016, zmodyfikowano.

Zewnetrzne ramiona dyneinowe u wickszos$ci organizmow jednokomoérkowych, w tym
u Tetrahymena, posiadaja trzy tancuchy ci¢zkie oznaczane o, B, i vy, natomiast u czlowicka
I ssakow posiadajg tylko dwa — B, i y (King, 2016). Sposréd 7 wewnetrznych ramion
dyneinowych tylko jedno z nich — rami¢ IDA1A/f, oznaczane umownie jako pierwsze rami¢
powtdrzenia rzgskowego, posiada dwa tancuchy cigzkie. Pozostate, ktére nazwano
odpowiednio a,b,c,e,g,d, posiadajg tylko jeden, specyficzny dla danego ramienia tancuch cigzki
(ramiona monomeryczne), a ich kompleksy budowane sg dodatkowo przez aktyne lub centryng
(King, 2012). Zewnetrzne ramiona dyneinowe odpowiadajg za czestotliwo$¢ bicia rzesek i site
uderzenia, a wewngtrzne za generacj¢ prawidtowego wzoru bicia rzeski (Brokaw i Kamiya,

1987; King i Kamiya, 2009).

Kompleks neksynowy regulujgcy aktywnosé¢ dynein (nexin-dynein regulatory complex, N-
DRC)

W kazdym powtdrzeniu rzeskowym znajduje si¢ pojedynczy kompleks neksynowy
regulujacy aktywno$¢ dynein (ang. nexin-dynein regulatory complex, N-DRC) (Ryc.4),
zbudowany z co najmniej 11 biatek (Heuser i in., 2009). W jego budowie mozna wyrdzni¢ dwie
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czesci — platowatg podstawe (ang. basal plate), ktora jest przytaczona do mikrotubuli A oraz
odchodzacy od niej trzon taczacy mikrotubule A z mikrotubula B sasiadujacego dubletu.
Kompleks ten spetnia dwie wazne funkcje: taczy sasiadujace pary mikrotubul oraz reguluje
zewnetrzne 1 wewngtrzne ramiona dyneinowe umozliwiajac przeksztatcenie ruchu §lizgowego
mikrotubul w uginanie aksonemy (Summers & Gibbons, 1971; Warner, 1976). Brak
budujacego kompleks N-DRC biatkka TCTE1 (DRCS) u myszy nie powoduje zaburzen
ultrastruktury rzeski, lecz prowadzi do nieptodnosci ze wzgledu na nieprawidtowe bicie wici

plemnikéw (Castaneda i in., 2017).

Promienie lgczqce

Promienie taczace sg strukturami w ksztatcie litery T a w ich budowie rozroznia si¢ tzw.
trzon, ktory osadzony jest na powierzchni tubuli A oraz gléwke, ktora skierowana jest w strone
aparatu centralnego (Nicastro i in., 2006; Witman i in., 1978). W kazdej jednostce rzeskowej
znajduja si¢ trzy promienie laczace oznaczane RS1, RS2 oraz RS3 ktore u ssakdw, ale rowniez
u Tetrahymena sg petnej dtugosci (Ryc.5A). Natomiast u Chlamydomonas reinhardtii, glonu
bedacego jednym z organizmoéw modelowych wykorzystywanych do badania rzgski ruchomej,
trzeci promien taczacy jest zredukowany i tworzy tylko niewielki wyrostek (Ryc.5B). (Dentler
i Cunningham, 1977; Goodenough i Heuser, 1985; Nicastro i in., 2005; Pigino i in., 2011).
Promienie aczace RS1 oraz RS2 maja podobng budowg. Promien RS3 charakteryzuje si¢
odmienng morfologia, posiada asymetryczng glowke oraz zagiety/skrgcony trzonek (Barber i
in., 2012; Nicastro i in., 2006).

A RS1 RS2 RS3 B

Ryc. 5 Rekonstrukcja przestrzenna struktury promieni tgczqcych w powtorzeniu rzeskowym u Tetrahymena
(A) oraz u Chlamydomonas (B). Jako RS1, RS2, oraz RS3 oznaczono kolejne promienie lgczqce (ang. radial

spoke). Ishikawa i in., 2017, zmodyfikowano.
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Kazdy z promieni faczacych przytaczony jest do tubuli A w innym miejscu jednostki
rzgskowej co sugeruje, ze pelnig one odmienne funkcje (Ryc.5). Tak tez promien RSI
zlokalizowany jest w poblizu wewngtrznego ramienia dyneinowego IDA1A/f (posiadajacego
dwie domeny motoryczne) oraz tzw. kompleksu MIA (ang. modifier of inner arm, MIA), ktory
bierze udzial w regulacji wewnetrznych ramion dyneinowych (Yamamoto i in., 2013).
Natomiast promienie RS2 oraz RS3 lokalizujg si¢ po przeciwnych stronach kompleksu N-DRC
oraz w poblizu kompleksu CSC (ang. calmodulin and spoke associated complex) biorgcego
udzial w regulacji dynein, w ktorym wazng role petni kalmodulina, biatko modulatorowe
regulowane poprzez stezenie jonow Ca?* (Dymek i Smith, 2007; Heuser i in., 2012; Urbanska
i in., 2015).

1.2.2 Aparat centralny

Aparat centralny to duzy asymetryczny kompleks charakterystyczny dla struktury rzeski
ruchomej. Jak wspomniano, kompleks ten zbudowany jest z dwdch, centralnie
rozmieszczonych 13-protofilamentowych mikrotubul, nazywanych C1 oraz C2, polaczonych
ze sobg strukturg nazywang mostem. Mikrotubule te w przeciwienstwie do par mikrotubul
obwodowych nie powstaja jako przedluzenie mikrotubul ciatka podstawowego, lecz
rozpoczynaja si¢ w proksymalnej czesci rzeski 1 konczg powyzej mikrotubul obwodowych w
rejonie zwanym czubkiem rze¢ski (Carbajal-Gonzalez i in., 2013; Loreng i Smith, 2017; Teves
i in., 2016) (Loreng i Smith, 2017).

Mikrotubulom centralnym towarzysza liczne, roézne pod wzgledem struktury,
makrokompleksy biatkowe tworzace tzw. wyrostki (ang. projections). Z mikrotubulg Cl
zwigzanych jest 6 wyrostkoéw oznaczanych Cla-Cl1f, a z mikrotubulg C2 zwigzanych jest 5
wyrostkéw oznaczanych C2a-C2e (Ryc.6). Wypustki wystepuja na catej dtugosci mikrotubul
pary centralnej z wyjatkiem ich cze$ci dystalnej, zlokalizowanej w czubku rzeski (Ringo,

1967).
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@ Aparat centralny (CA) )
@ Promienie taczace (RS) )
Dublety mikrotubul

(@ Kompleks N-DRC

B | Zewnetrzne i wewnetrzne
ramiona dyneinowe

Ryc. 6 Schemat i rekonstrukcja przestrzenna rzeski ruchomej i aparatu centralnego w przekroju
poprzecznym. Mikrotubule centralne oznaczono jako CI oraz C2. Wyrostki towarzyszqce mikrotubuli C1
oznaczono Cla-Clf, wyrostki towarzyszqce mikrotubuli C2 oznaczono C2a-C2e. Strzalkq zaznaczono

strukture mostu tqczqcego mikrotubule centralne. Gui i in., 2022, zmodyfikowano.

Sklad biatkowy wyrostkow pary centralnej nie jest dokladnie poznany. Stosunkowo
niedawno opublikowane badania proteomiczne, w ktorych badano aparat centralny glonu
Chlamydomonas reinhardtii, pozwolily na wytypowanie ponad 40 bialek potencjalnie
budujacych jego strukture, z czego tylko 13 to biatka zachowane w toku ewolucji, ktorych
ortologi wystepuja u cztowieka (Dai i in., 2020; Zhao i in., 2019).

Mikrotubula C1

Najlepiej poznanym biatkiem towarzyszacym mikrotubuli C1 jest biatko PF16/Spag6,
ktore peini kluczowa role w jej tworzeniu 1 stabilizacji. Przez dluzszy czas biatko to uwazano
za skladnik wyrostka Cla, ale najnowsze badania, wykorzystujace mikroskopi¢
krioelektronowg wykazaty, ze homodimery biatka PF16 tworzg prawoskr¢tng spirale dookota

mikrotubuli C1 stanowigc podstawe jej pozostatych wyrostkow umozliwiajacg zakotwiczenie
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budujacych je biatek (Gui i in., 2022). Mutanty Chlamydomonas pozbawione tego biatka
w okoto 50 % przypadkow nie tworzg mikrotubuli C1 a ich wici sg nieruchome (Fu i in., 2019;
Mitchell i Sale, 1999; Smith i Lefebvre, 1996). Natomiast brak biatka Spag6 (ortologa biatka
PF16 u ssakow) u myszy skutkuje obnizong czestotliwos$cig bicia rzgsek tchawicy oraz wici
plemnikow, bez widocznych zmian w strukturze aksonemy. Zaobserwowano natomiast
zmniejszong liczbe rzgsek oraz ich nieprawidlowa organizacj¢ w tchawicy oraz ependymie, co
sugeruje udziat biatka Spag6 w ciliogenezie. Zmiany te prowadzily czgsto do Smierci myszy w
wyniku wodoglowia, a u samcow dozywajacych do wieku dojrzatosci piciowej — do
bezptodnosci (Teves i in., 2014). Podobnie u ludzi mutacje biatka SPAG6 skutkujg
bezptodnosciag ze wzgledu na nieprawidtowg budoweg wici plemnikéow (Wu i in., 2020).
Mikrotubuli C1 towarzyszy 6 wyrostkow, z ktorych najwigksze to Cla oraz Clb (Ryc.6).
Wyrostki te powtarzajg si¢ cyklicznie co 16 nm wzdhiz jej dtugosci. Pozostate, mniejsze
wyrostki tj. Clc, Cld, Cle oraz C1f powtarzajg si¢ regularnie co 32 nm (Carbajal-Gonzalez i
in., 2013). Ostatnie badania wykazaly, ze wyrostek Cla tworzy tzw. ,,superkompleks Cla-c-¢”
poprzez wzajemne potgczenia z wyrostkami Clc oraz Cle (Fu i in., 2019). Waznym biatkiem
budujacym wyrostek Cla jest biatko PF6/Spagl7. Wykazano, ze biatko to jest kluczowe dla
powstania tego wyrostka zaréwno u Chlamydomonas jak i u myszy (Dutcher i in., 1984; Teves
iin., 2013).

Wyrostek C1b zbudowany jest z kilku bialek: CPC1/Spef2, CFAP69, FAP246/Lrguk
i enolazy (Joachimiak i in., 2021; Mitchell & Sale, 1999; H. Zhang & Mitchell, 2004), Biatko
CPC1/Spef2 jest kluczowym biatkiem wyrostka C1b. Jest to duze biatko o masie czgsteczkowej
powyzej 200 kDa. Mutanty Chlamydomonas pozbawione biatka CPC1 maja obnizong
czestotliwo$¢ bicia wici, a w ich strukturze brak jest zaréwno wyrostka C1b jak i sgsiadujacego
znim, mniejszego wyrostka C1f. Czgsto obserwowano rowniez brak wyrostka C2b co sugeruje,
ze wyrostki te mogg ze sobg oddziatywac lub wzajemnie si¢ stabilizowa¢ (Mitchell i Sale,
1999). Ortologiem biatka CPC1 u ssakow jest biatko Spef2. Jego brak prowadzi do pierwotnej
dyskinezy rzgsek oraz MMAF zaro6wno u myszy jak i u cztowieka (Sironen i in., 2011; Tu i in.,
2020). W rzeskach Tetrahymena obecne sg dwa biatka wykazujace homologi¢ do biatka
CPC1/Spef2 — oznaczane odpowiednio Spef2A oraz Spef2B. Na podstawie analizy budowy
domenowej tych biatek przyjeto, ze biatko Spef2A jest wlasciwym ortologiem biatka
CPC1/Spef2. Brak biatka Spef2A u Tetrahymena powoduje utrat¢ calego wyrostka Clb
a W konsekwencji rotacyjny ruch rzesek (Joachimiak i in., 2021). Innym biatkiem budujacym

wyrostek C1b jest biatko Cfap69. Zarowno u Tetrahymena jak i u ssakéw (myszy i cztowicka)
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jest ono niezbedne do prawidlowej lokalizacji biatka Spef2 w  rzesce.
U Tetrahymena w przypadku braku biatka Cfap69 obserwowano podobny fenotyp jak
w przypadku braku biatka Spef2A co sugeruje bliskie powigzanie tych biatek (He i in., 2019;
Joachimiak i in., 2021).

Badania nad wyrostkiem C1d glonu Chlamydomonas reinhardtii wykazaty, ze w sktad
tego wyrostka wchodzi kilka biatek m.in. FAP54, FAP74, FAP221, FAP297/WDR93 oraz
kalmodulina (Brown i in., 2012; Dai i in., 2020; DiPetrillo i Smith, 2010). Brak tych biatek lub
ich mutacje prowadzg najczesciej do nieptodnosci u samcow, ktdra wynika z nieprawidtowe;j
budowy wici plemnikow a takze do rozwoju PCD. Ortologiem biatka FAP221 u ssakow jest
biatko Pcdp1 (ang. Primary Ciliary Diskinesia Protein 1). Biatko to w swojej strukturze posiada
domene wigzaca kalmoduling, co wskazuje, ze moze by¢ ono potencjalnie zaangazowane
w przekaznictwo sygnatu w rzesce. U myszy brak biatka Pcdpl prowadzi do nieptodnosci oraz
rozwoju PCD, lecz nie zaburza funkcjonowania struktury rz¢sek uktadu oddechowego (Lee i
in., 2008). Podobny fenotyp obserwuje si¢ u pacjentow z mutacja biatka Pcdpl, z ta roznica, ze
rzeski uktadu oddechowego wykazujg rotacyjny wzor bicia (Bustamante-Marin i in., 2020).
Biatko FAP54/Cfap54, podobnie jak biatko FAP221/Pcdpl ma zdolnos¢ wigzania
kalmoduliny, a jego brak u myszy prowadzi do utraty catego wyrostka C1d, a w konsekwencji
obnizenie czgstotliwosci bicia rz¢sek ukladu oddechowego i rozwdj PCD. Dochodzi rowniez
do zaburzenia spermatogenezy a wici plemnikow mutantow sa krotkie, co skutkuje

nieptodnosciag (Brown i in., 2012; McKenzie i in., 2015).

Mikrotubula C2

Struktura wyrostkéw mikrotubuli C2 aparatu centralnego oraz jego sktad biatkowy sa
duzo stabiej poznane niz struktura wyrostkéw mikrotubuli C1. Wyrostki C2a, C2b oraz C2c¢
powtarzajg si¢ regularnie co 16 nm a wyrostki C2d oraz C2e co 32 nm (Carbajal-Gonzalez i in.,
2013). Dotychczas zbadano jedynie 3 bialka zwigzane z mikrotubulag C2: FAP70, hyding
i KLP1/Kif9.

Biatko FAP70/Cfap70 jest glownym biatkiem budujagcym wyrostek C2a, a jego brak
powoduje jego catkowitg utrate (Hou i in., 2021). U Chlamydomonas brak biatka FAP70 wigze
si¢ z rownoczesng utratg biatek FAP65 oraz FAP174, co wskazuje, ze biatka te rowniez buduja
wyrostek C2a a ich obecno$¢ w rzesce zalezna jest od biatka FAP70. Ponadto sugeruje sie,

ze biatko FAP70 bierze udziat w regulacji zewn¢trznych ramion dyneinowych na co wskazuja
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podobienstwa fenotypu mutantow pozbawionych biatka FAP70 i mutantow pozbawionych
ODA (Hou i in., 2021).

Hydina (ang. hydrocephallus associated protein) jest bardzo duzym biatkiem o masie
czasteczkowej wynoszacej okoto 540 kDa, bedace najprawdopodobniej gtownym elementem
budujacym wypustke C2b. U Chlamydomonas brak tego biatka powoduje utratg catej wypustki
C2b oraz czgsci sgsiadujacej z nig wypustki C2¢ co sugeruje, ze biatko to moze by¢ rowniez
czeScig tego wyrostka badz jest niezbedne do jego stabilizacji. Mutanty Chlamydomonas
pozbawione hydiny maja sparalizowane wici, ktore lokalizujg si¢ w charakterystyczny sposob
wzdhuz ciata komorki co sugeruje problemy z faza uderzenia powrotnego (Lechtreck i Witman,
2007). Podobnie u Trypanosoma zaobserwowano niezdolne do ruchu wici pozbawione jednej
badz obu mikrotubul aparatu centralnego (Dawe i in., 2007). U myszy nieposiadajgcych hydiny
czesto odnotowywano wodoglowie, a u ludzi wérdd objawoéw dominowaly problemy z uktadem
oddechowym. W ultrastrukturze rzesek tchawicy ssakow, podobnie jak u Chlamydomonas,
obserwowano brak catego wyrostka C2b oraz czg¢sci C2¢ (Olbrich i in., 2012).

KLP1 (ang. kinesin-like protein 1) budujace wypustke C2c, i jego ssaczy ortolog, Kif9,
sg kinezynami, biatkami wiazacymi miktotubule 1 wykazujacymi zdolno$¢ do ruchu wzdhuz jej
powierzchni. Brak tego biatka u Chlamydomonas i Trypanosoma skutkuje zaburzeniem bicia
wici (Bernstein i in., 1994; Demonchy i in., 2009; Yokoyama i in., 2004). U myszy
pozbawionych biatka Kif9 obserwowano nieprawidlowe bicie wici plemnikow
a W konsekwencji obnizong ptodno$¢. Nie zaobserwowano natomiast by brak biatka Kif9
skutkowal nieprawidlowym funkcjonowaniem rzegsek tchawicy (Miyata i in., 2020). Ostatnie
badania pacjentow wykazaty, ze mutacje biatka Kif9 u ludzi, podobnie jak u myszy, prowadza
do obnizonej ptodnosci u mezczyzn wynikajacej z nieprawidlowego bicia wici plemnikoéw

(Meng i in., 2023).

Most

Mikrotubule C1 oraz C2 aparatu centralnego potaczone sg strukturg nazywang mostem.
Sktad bialek budujacych ten kompleks jest w duzej mierze nieznany. Uwaza sie, ze gtdwnym
biatkiem mostu jest biatko PF20/Spagl6. Mutanty Chlamydomonas pozbawione biatka PF20
maja sparalizowane wici, a w ich ultrastrukturze najczesciej brak jest obu mikrotubul pary
centralnej (Smith i Lefebvre, 1997). U mutantow Trypanosoma z obnizonym poziomem biatka

PF20 réwniez obserwowano sparalizowane wici, nie zwigzane jednak z catkowita utratg
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mikrotubul aparatu centralnego. Moze to wynika¢ z niecatkowitego braku biatka PF20 lub
z charakterystycznej budowy wici Trypanosoma, w ktorej obecne sg dodatkowe struktury
bioragce udziat w jej stabilizacji (Branche i in., 2006). Natomiast u ssakow, wystepuja dwie
formy biatka PF20 — biatko Spagl6L (L — ang. large, duzy) oraz biatko Spagl6S (S — ang.
small, maty). Biatko Spagl6S jest skrocong wersja biatka Spagl6L, obejmujaca jego koniec
karboksylowy zawierajacy domeny WD bioragce najprawdopodobniej udziat w oddziatywaniu
z biatkiem PF16/Spag6. Biatko Spagl 6L wytwarzane jest w jadrach, jajowodach oraz mézgu,
lecz jego brak w glownej mierze wptywa na plemniki, powodujac, ze posiadaja one
sparalizowane wici. Natomiast biatko Spagl6S obecne jest jedynie w jadrach (Alciaturi i in.,
2019; Nagarkatti-Gude i in., 2011; Z. Zhang i in., 2002, 2006). U ludzi mutacja pojedynczego
allelu SPAG16 nie skutkuje PCD czy nieptodnos$cia, do tej pory nie opisano przypadkow
pacjentdw z mutacjg w obu loci genu tego biatka (Z. Zhang i in., 2007).

1.3 Rola aparatu centralnego

Doktadna rola aparatu centralnego w regulacji ruchu rzgski, a takze sposéb
przekazywania sygnatu z aparatu centralnego do makrokompleksow zlokalizowanych na
mikrotubulach obwodowych pozostaje nieznany. Postuluje sie, ze sygnal inicjowany
w aparacie centralnym przekazywany jest poprzez oddziatywania mechaniczno-chemiczne do
glowek promieni laczacych, skad kierowany jest do kompleksu N-DRC oraz ramion
dyneinowych prowadzac do aktywacji ruchu §lizgowego mikrotubul i w konsekwencji bicia
rzeski (Mitchell, 2004; Smith i Yang, 2004).

Jak wspomniano, gtowki promieni tgczacych kierujg si¢ w strong aparatu centralnego
i oddziatuja z jego wypustkami. Wiele mutantdbw Chlamydomonas, posiadajacych mutacje
biatek promieni fgczacych lub pary centralnej ma sparalizowane wici, ktore sg jednak w stanie
,wibrowac¢” co sugeruje, ze ramiona dyneinowe sg aktywne, lecz zaburzona jest ich prawidlowa
koordynacja. Dodatkowe mutacje ramion dyneinowych lub kompleksu N-DRC sg w stanie
czesciowo przywroci¢ ruch wici (Zhu i in., 2017). Prawdopodobne jest wigc, ze promienie
taczace oddzialujac z kompleksem aparatu centralnego koordynuja aktywacje ramion
dyneinowych poprzez kompleks N-DRC w celu generacji prawidtowego ruchu wici. Co wiece]
mutanty Chlamydomonas pozbawione biatka PF6/Spag17 nie posiadaja wypustki Cla a ich
wici sg niezdolne do ruchu. Wykazano, ze produkcja biatek promieni taczacych Rsp3, Rsp4
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i Rsp6 z dotaczong na koncu karboksylowym tych bialek metkg GFP, jest w stanie czgsciowo
przywrocié¢ bicie wici mutantow pf6. Badania te sugeruja, ze do aktywacji dynein niezbgdny
jest w pewnym stopniu jedynie kontakt mechaniczny, ktory nie wymaga specyficznego
oddziatywania biatko-biatko (Oda, Yanagisawa, Yagi, i in., 2014).

U orzeskow oraz Chlamydomonas aparat centralny tworzy lewoskretng helisg, ktora
zmienia pozycje w trakcie bicia rzeski badz wici. Wobec tego wyrostki aparatu centralnego
moga oddzialywac¢ z promieniami tgczacymi réznych dubletéw mikrotubul w zaleznosci od
potozenia (Mitchell, 2003; Omoto i Kung, 1980). Mechanizm ten nie zostal jednak do tej pory
dobrze zbadany. Jednakze nie u wszystkich organizméw aparat centralny podlega rotacji —
u organizméw wielokomérkowych oraz u Trypanosoma wykazuje on stale potozenie
wzgledem mikrotubul obwodowych oraz ptaszczyzny ugiecia rzeski, a kazdy z wyrostkow
oddziatuje zawsze z tym samym promieniem faczacym tej samej pary mikrotubul obwodowych
(Gadelha i in., 2006; Mitchell, 2017; Samsel i in., 2021; Tamm & Tamm, 1981). Nie wiadomo,
jak rotacja lub jej brak wptywa na funkcjonowanie rzgsek. Prawdopodobne jest Zze rotacja
stanowi dodatkowy mechanizm regulujacy zlozony wzor bicia rzgski, tak jak obserwuje sig
u orzeskow i Chlamdomonas (Smith & Yang, 2004).

Poza  oddzialywaniami  mechanicznymi  najprawdopodobniej  duza  role
w przekazywaniu sygnatu i1 regulacji aparatu centralnego pelnia oddzialywania elektro-
chemiczne.

Liczne badania sugeruja, ze regulacja bicia wici i rzgsek, w tym réwniez zwigzana
z aktywnoscig aparatu centralnego, zalezna jest od zmian stezenia jondw wapnia.
Zaobserwowano, ze wysoki poziom jonoéw wapnia zaburza aktywacj¢ dynein w mutantach
Chlamydomonas pozbawionych wyrostka Cla, lecz nie wplywa na mutanty pozbawione
wyrostka C1b, co najprawdopodobniej spowodowane jest obecnoscig kalmoduliny, zaleznego
od jonéw wapnia biatka modulatorowego, ktore obecne jest w wypustce Cla (Wargo i in., 2004,
2005).

Niedawno opublikowane badania wskazuja na udziat oddziatywan elektrostatycznych
w przekazywaniu sygnatu pomiedzy wypustkami aparatu centralnego a gtdéwkami promieni
taczacych. Wykazano, ze glowki promieni taczacych bogate sa w negatywnie natadowane
reszty aminokwasowe. Mutanty Chlamydomonas, u ktérych powierzchnie gléwek promieni
taczacych oddziatujace z aparatem centralnym pozbawiono tadunku (poprzez wprowadzenie
mutacji zmieniajacych sekwencj¢ aminokwasowa biatek budujacych te powierzchnie), miaty

obnizong czestotliwo$¢ bicia wici, a ich tory ruchu byly spiralne (Grossman-Haham i in., 2021).
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Dodatkowo, badania tadunku elektrostatycznego wyrostkow aparatu centralnego Cla, C1b oraz
C1d wykazaty, ze na kazdym z wyrostkéw znajduja si¢ rejony o pozytywnym oraz negatywnym
tadunku, przy czym zaden z nich nie byt dominujacy, co dodatkowo potwierdza, ze
oddziatywania elektrostatyczne mogg by¢ istotne w regulacji przekazywania sygnatu pomigdzy
aparatem centralnym a promieniami faczacymi. (Gui i in., 2022).

Wydaje sie réwniez, ze modyfikacje potranslacyjne biatek aparatu centralnego moga miec
istotny wplyw na regulacje jego powstawania i funkcji, cho¢ dane na ten temat sg nieliczne.
Wiadomo, ze kinaza serynowo-treoninowa Stk36 w rzeskach tworzonych przez nabtonek
tchawicy, jajowodow oraz ependyme u myszy petni kluczowa role podczas biogenezy aparatu
centralnego. Rzgski myszy nieposiadajace tej kinazy pozbawione byly calego aparatu
centralnego oraz charakteryzowaly si¢ obnizong cze¢stotliwoscig oraz amplitudg bicia, aich ruch
byt rotacyjny (Nozawa i in., 2013; Wilson i in., 2009). Ponadto u pacjentéw z PCD, u ktérych
wykryto mutacje genow kodujacych biatka promieni taczacych RSPH1, RSPH4 oraz RSPH9
nie odnotowano obecnosci kinazy Stk36 w rzeskach. Autorzy wspomnianych badan sugeruja,
ze kinaza ta moze lokalizowaé si¢ pomigdzy aparatem centralnym a gldowkami promieni
taczacych oraz ze jej obecnos¢ w rzgsce zalezna jest od obecnosci wymienionych wczesniej
biatek RSP (Edelbusch i in., 2017). Tym samym kinaza ta nie tylko pehitaby funkcje
W biogenezie aparatu centralnego, ale rowniez stanowilaby istotny element przekazywania
sygnatu migdzy aparatem centralnym a gtowkami promieni faczacych. Do tej pory wykazano,
ze kinaza STK36 oddzialuje z bialkiem wypustki Cld — cFAP221/Pcdpl oraz biatkiem
budujacym strukture mostu tgczacego mikrotubule centralne — PF20/Spagl6 (Nozawa i in.,

2013) jednak nie wiadomo, czy biatka te sg jej substratami.

1.4 Kinazy MAP w rzesce ruchomej

Kinazy aktywowane mitogenami (ang. Mitogen-activated protein kinase, MAPK) stanowig
gléwne elementy wielu szlakéw sygnatowych regulujacych procesy takie jak: transkrypcja
genow, biosynteza bialek, proliferacja, roznicowanie i apoptoza komodrek eukariotycznych
zarébwno drozdzy jak i cztowieka (Keshet i Seger, 2010). Rola tych enzymow jest uruchomienie
kaskady fosforylacji w odpowiedzi na czynnik zewnetrzny i doprowadzenie do odpowiedniej
odpowiedzi biologicznej. W konwencjonalnym szlaku kinaza kinazy aktywujacej MAPK
(MAPKKK) w odpowiedzi na bodziec aktywuje kinaze¢ aktywujaca MAPK (MAPKK)
a ta kinaze efektorowa MAPK, ktora fosforyluje odpowiednie substraty znajdujace si¢
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W cytoplazmie lub jadrze komorkowym (Cuevas i in., 2007; Qi i Elion, 2005). Kluczowe role
w regulacji szlaku MAP kinaz oraz ich inaktywacji u ssakow, petnig fosfatazy — w tym fosfatazy
o podwojnej specyficznosci (ang. Dual-specificity phosphatase, DUSP). Charakteryzujg si¢ one
dobrze zachowanym w toku ewolucji motywem domeny Katalitycznej HCXsR (gdzie X to
dowolny aminokwas). Pierwsza opisang u ssakéw fosfatazg regulujaca kinazy MAP byla
fosfataza DUSPI1, ktora reguluje m.in. kinazy JNK i p38 przez co peini wazng role w
odpowiedzi immunologicznej (Seternes i in., 2019). Unikalng sposrod tej grupy fosfataz jest
fosfataza DUSP5, ktora wykazuje specyficznos¢ jedynie wobec kinazy ERK1/2 (Mandl i in.,
2005). Jak wykazano w regulacji szlaku kinaz MAP biorg udziat nie tylko fosfatazy. Kluczowsg
rolg pelnig rowniez kinezyny, ktore umozliwiajg transport elementéw szlaku MAP kinaz
wewnatrz komorki przez co zapewniajg cigglo$¢ przekaznictwa sygnalu. Jak do tej pory
u ssakow zidentyfikowano 6 rodzin kinezyn zaangazowanych w ten szlak sygnalowy. Naleza
do nich m.in kinezyny z rodziny kinezyny-1, ktorych tancuchy cig¢zkie i lekkie a takze domena
motoryczna oddziatujg z kinazg ERK regulujac m.in. ré6znicowanie neuronéow (Liang & Yang,
2019). Niewykluczony jest rowniez udziat kinaz NIMA/Nek (ang. Never In Mitosis, gene A)
w regulacji szlaku kinaz MAP. Jak wykazano u zarodzca malarii Plasmodium falciparum,
kinaza z grupy NIMA Pfnek-1 jest zdolna do fosforylacji kinazy Mapk2 w warunkach in vitro,
réwnoczesnie prowadzac do jej aktywacji(Dorin i in., 2001).

Niewiele jest wiadomo o wystepowaniu i funkcji kinaz szlaku MAP w rzgskach. Wykazano,
ze kinaza ERK7 (inaczej ERKS8 lub MAPK15) wystepuje w ciatku podstawowym rzgsek
ruchomych Xenopus i komorek czlowieka oraz w ciatkach podstawowych i rzeskach
czuciowych C. elegans, (Kazatskaya i in., 2017; Miyatake i in., 2015). ERK7 jest niezbedna do
zajs$cia prawidlowej biogenezy rzesek w embrionach Xenopus oraz mysich rzeskach tchawicy.
Bialko to bierze rowniez udzial w migracji ciatek podstawowych i prawidlowej organizacji
aktyny w komorkach orzgsionych Xenopus (ang. multiciliated cells, MCC), a jego dziatanie
zwigzane jest z fosforylacjg biatka regulujgcego ciliogeneze CapZIP (Miyatake i in., 2015).
Ponadto wykazano, ze ERK7 bierze udzial w tworzeniu rzeski pierwotnej u C.elegans oraz
u cztowieka, a jego brak skutkuje nieprawidtowa dtugoscia oraz morfologia rzgsek i zaburza
lokalizacje ciatek podstawowych (Kazatskaya i in., 2017). Dowodzi to zachowang w toku
ewolucji funkcj¢ biatka ERK7 zarowno w rzgskach ruchomych jak i pierwotnych. Co istotne,
wykazano rowniez, ze kinaza MAPK p38 w miracidiach Schistosoma mansoni (przywry

zylnej), lokalizujaca si¢ u podstawy rzeski 1 w jej czesci dystalnej, reguluje bicie rzesek

31



(Ressurreicdo i in., 2011), a w rzeskach pierwotnych C.elegans, jest zaangazowana w szlak
sygnatowy kontrolujacy dtugos¢ rzesek (van der Vaart i in., 2015).

Niemniej jednak, brak jest danych dotyczacych doktadnej wewnatrzrzgskowej lokalizacji
kinaz szlaku MAP i ich rzeskowych substratow, co uniemozliwia zrozumienie podtoza

nieprawidlowosci funkcjonowania rzgsek obserwowanych w komorkach pozbawionych tych

biatek.

1.5 Organizm modelowy — orzesek Tetrahymena thermophila

Rzeski ruchome pehnig istotng role nie tylko u Metazoa (w tym u cztowieka), lecz rowniez
W organizmach jednokomoérkowych, umozliwiajgc im m.in. przemieszczanie si¢ w srodowisku
wodnym i pobieranie pokarmu. W zwigzku z wysokim poziomem zachowania ewolucyjnego
budowy, sktadu i1 funkcji rzgsek, organizmy te stanowig dobre modele do badan nad rzeska
ruchomg co umozliwia wprowadzenie zasady 3R (ang. Replacement, Reduction, Refinement —
zastgpienie, ograniczenie, doskonalenie) minimalizujagc wykorzystanie zwierzat w badaniach
podstawowych. Orzesek Tetrahymena thermophila jest jednokomorkowym, wolnozyjacym
organizmem eukariotycznym, ktory wytwarza na swojej powierzchni okoto 500 rzesek
somatycznych umozliwiajacych mu przemieszczanie si¢ w sSrodowisku wodnym oraz okoto 100
rzesek gebowych wspomagajacych zdobywanie pokarmu. Tetrahymena jest uznanym
organizmem modelowym m.in. do badaf nad rzgska ruchoma. Metody hodowli w warunkach
laboratoryjnych sa bardzo dobrze opisane i stosunkowo proste. Komorki charakteryzuja sie
krétkim czasem generacji — w optymalnych warunkach dzielg si¢ co 2-3 h co pozwala na tatwe
uzyskanie duzej ilo$ci materiatu badawczego w krotkim czasie (Frankel, 1999). Bardzo dobrze
opracowane s3 rowniez metody biochemiczne w tym metody odrzegsiania komorek
Tetrahymena, ktore pod wplywem szoku pH tracg rzeski, co umozliwia badanie czystej frakcji
rzgskowej. Ponadto pozbawione rze¢sek komorki sg zdolne do ich petnej regeneracji w ciggu
2 godzin, umozliwiajac obserwacje procesu ciliogenezy (Guttman i Gorovsky, 1979).

Orzeski Tetrahymena maja tezkowaty ksztalt i zazwyczaj osiggajg do 50 um dtugos$ci oraz
20 pum szerokosci. Mutacje w genach kodujacych biatka tworzace strukture rzegski czy
regulujace jej funkcjonowanie moga zaburza¢ tempo oraz sposob ich poruszania si¢, co dzigki
ich rozmiarom mozna tatwo obserwowac i rejestrowaé z wykorzystaniem mikroskopii
$wietlnej. Podobnie jak u innych orzgskow, u Tetrahymena wystepuje dualizm jadrowy.

W komorkach orzeska wystepuja dwa jadra: diploidalny, nieaktywny transkrypcyjnie
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mikronukleus, zawierajacy 5 par chromosomow oraz makronuleus — aneuploidalne, aktywne
transkrypcyjnie jadro wegetatywne zawierajace okoto 200 par chromosoméw (~45n)
powstatych poprzez reorganizacj¢ 1 powielenie fragmentdw materialu genetycznego
mikronukleusa. Na powierzchni ciala komorek znajduje si¢ od 18 do 21 tzw. rzedow
rzgskowych w ktorych zlokalizowane sg orzesione ciatka podstawowe. W przedniej czesci
komorki usytuowany jest aparat ggbowy, zbudowany z czterech ré6znych orzgsionych struktur
otaczajgcych cytostom — zagl¢bienie, w ktorym dochodzi do powstawania wodniczek
pokarmowych (fagosomoéw) na drodze fagocytozy (Wloga i Frankel, 2012). Rzgski ggbowe
pelnig wiec wazng role umozliwiajac przesuwanie pokarmu w kierunku zaglebienia aparatu
gebowego. Nieprawidlowe funkcjonowanie rzgsek gebowych prowadzi do spowolnienia tempa
fagocytozy badz tez jej calkowitego zahamowania (Nilsson i Williams, 1966). Wzdtuz tego
samego rzedu rzgskowego, przy ktorym zlokalizowany jest aparat ggbowy, w dolnej czesci
komorki znajduje si¢ cytoprokt (Ryc.7) w ktorym dochodzi do fuzji fagosomoéw z btong
komoérkowa 1 usuwania niestrawionych resztek pokarmu. Ponadto w tylnej prawej czgsci
komorki znajdujg sie tzw. pory wodniczki tetnigcej (najczgsciej dwa) pelnigce funkcje

osmoregulacyjng (ang. contractile vacuole pores) (Ryc.7) (Wloga i Frankel, 2012).

— Cil

L | . . MA
CR [ . . MI

cv )O 7. CR #1
CVP \ N A Y

Cyp

Ryc .7 Schemat budowy orzeska Tetrahymena thermophila. Cil — rzeska somatyczna, MA — makronukleus,
MI — mikronukleus, Cil — rzgska somatyczna, CR #1 — pierwszy rzqd rzeskowy, Cyp — cytoprokt, CVP —
otwory wodniczki tetnigeej, CV — wodniczka tetnigca, BB — ciatko podstawowe, CR — rzqd rzeskowy, FV —
wodniczka pokarmowa, Cst — cytostom, OA — aparat gebowy. Na podstawie Frankel, 1999, zmodyfikowano.

Bezplciowe rozmnazanie orzeska Tetrahymena zachodzi na drodze podziatow
poprzecznych komorki. W jego trakcie mikronukleus podlega mitozie, natomiast makronukleus
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dzieli si¢ na drodze amitozy, w wyniku ktorej dochodzi do przypadkowego podziatu materiatu
genetycznego pomigdzy makronukleusy potomne. Prowadzi to nierownego rozdzielenia kopii
danego genu pomigdzy komorki potomne, co moze doprowadzi¢ do utraty niekorzystnego lub
nagromadzenie korzystnego dla przezycia komorek allelu. Proces ten okreslany jest jako tzw.
sortowanie fenotypowe (ang. phenotypic assortment) i wykorzystywany jest przy uzyskiwaniu
mutantow (Orias i Newby, 1975; Turkewitz i in., 2002). W koncowym etapie podziatu,
w trakcie cytokinezy, komodrka rozdziela si¢ na dwie komoérki potomne, a proces ten
wspomagany jest przez tzw. rotokinezg, czyli ruch komoérek wokot wilasnej osi, ktory wynika
Z wyspecjalizowanego ruchu rzesek. Nieprawidtowosci w budowie lub funkcjonowaniu rzesek
mogg wigc prowadzi¢ do spowolnienia tempa podziatow komédrkowych badz tez zatrzymania
procesu cytokinezy ze wzgledu na brak mozliwosci rozdzialu komoérek potomnych (Brown i
in., 1999).

W warunkach niekorzystnych (np. brak pokarmu) dojrzate ptciowo komorki mogg przejsé
proces plciowy umozliwiajacy rekombinacje genetyczng, tzw. koniugacje. W trakcie
koniugacji komorki o odmiennych typach piciowych (u Tetrahymena wystepuje 7 typow
plciowych) tacza si¢ w pary i a ich mikronukleusy przechodza szereg podziatow 1 fuzje,
coumozliwia wymiang¢ materialu genetycznego. Mikronukleus ulega mejozie oraz
postmejotycznej mitozie, w trakcie ktorej w kazdej z komorek powstaja dwa przedjadrza.
Po wymianie przedjadrzy miedzy koniugujacymi partnerami, dochodzi do ich fuzji, a nastgpnie
dwoch podzialdow mitotycznych. Na bazie nowopowstatego mikronukleusa powstaje nowy
makronukleus a stary makronukleus ulega degradacji (Dave i in., 2009). Jest to szczegdlnie
przydatne przy tworzeniu mutantow z delecja gendéw niezbednych do zycia komorki.
Zmutowany gen moze zostac ,,przechowany” w nieaktywnym transkrypcyjnie mikronukleusie,
a fenotyp wynikajacy z jego delecji ujawni si¢ dopiero po procesie koniugacji i utworzeniu
nowego makronukleusa (Hai i in., 1999). Ponadto niewatpliwa zaleta orzgska Tetrahymena
jako organizmu modelowego jest rowniez calkowicie zsekwencjonowany genom (Eisen i in.,
2006; Hamilton 1 in., 2016) a takze zachodzenie w jadrach komodrkowych wylacznie
rekombinacji homologicznej, co umozliwia dowolne manipulacje genetyczne (typu knock-in
I knock-out) i badania z uzyciem tradycyjnej i ,,odwrotnej” genetyki (ang. forward and reverse

genetics).
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2. Cel pracy

Badania przeprowadzone w Pracowni Cytoszkieletu i Biologii Rzgsek wykazaly, ze brak
biatka Spef2A lub biatka Cfap69 prowadzi do utraty catej wypustki C1b aparatu centralnego
(Spef2A) lub jej znaczacej czesci (Cfap69) (Joachimiak i in., 2021). Poréwnanie cilioméw
komorek szczepu dzikiego Tetrahymena i mutantow pozbawionych biatka Spef2A (SPEF2A -
coDel) lub Cfap69 (CFAP69-KO) umozliwito identyfikacj¢ biatek budujacych wypustke Clb
(biatka te byly wyeliminowane lub ich poziom byl znaczaco obnizony w rzgskach mutantow)
(Joachimiak i in., 2021). Podczas analizy cilioméw zidentyfikowano biatka niestrukturalne
(Tabela 1), ktorych poziom w rz¢sce byt zmieniony w mutantach SPEF2A-coDel i CFAP69-
KO, co umozliwilo identyfikacj¢ biatek enzymatycznych, mogacych bra¢ udzial w regulacji
aktywnosci biatek budujacych wypustke C1b aparatu centralnego a takze w generacji i regulacji
sygnalow przekazywanych z aparatu centralnego do promieni taczacych. Sposrod
wytypowanych biatek, w przypadku kinazy Map2k7 liczba peptydéw zidentyfikowanych w
rzeskach mutantéw Clb byla istotnie wyzsza niz w przypadku komorek szczepu dzikiego.
Poziom pozostatych bialek byt istotnie obnizony w rzeskach mutantow, a w przypadku biatka
Dusp5 nie zidentyfikowano zadnego peptydu co wskazuje, ze u Tetrahymena brak biatka
Spef2 A lub Cfap69, a tym samym brak wypustki C1b prowadzi réwniez do utraty biatka Dusp5.
Dotychczas nie opisano biatek biorgcych udzial w regulacji szlaku MAP kinaz w aparacie
centralnym rzgsek ruchomych w zadnym organizmie. Ponizsze badania mialy na celu
okreslenie czy u Tetrahymena bialka Mapk3, Map2k7, Nek6, Dusp5, Pp2c oraz budujaca
wyrostek C2c kinezyna Kif9 moga stanowi¢ elementy i regulatory wspolnego szlaku

regulatorowego kinaz MAP w aparacie centralnym rzeski ruchome;j.

Cele szczegolowe:

Analiza bioinformatyczna bialek Mapk3, Map2k7, Nek6, Dusp5, Pp2c oraz Kif9
Zbadanie lokalizacji badanych biatek w komorkach Tetrahymena

Identyfikacja potencjalnych partneréw biatka Dusp5

Identyfikacja biatek tworzacych trwaty kompleks z biatkiem Dusp5

Identyfikacja wzajemnych oddzialywan bezposrednich biatek Mapk3, Map2k7, Nek®,
Dusp5, Pp2c oraz Kif9

6. Zbadanie roli biatek Dusp5 oraz Kif9 w komoérkach Tetrahymena poprzez delecje

o K~ w Do

gendw i poréwnanie fenotypu mutantow do fenotypu komorek typu dzikiego
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Tabela 1 Poréwnanie liczby zidentyfikowanych peptydow w ciliomach mutantow SPEF2A-KO i
CFAP69-KO oraz rzeskach komorek szczepu dzikiego (WT) (na podstawie danych spektrometrii masowe;j
proteoméw poréwnawczych rzesek komorek szczepu dzikiego — WT oraz komdrek SPEF2A-coDel i
CFAP69-KO, uzyskanych w Pracowni Cytoszkieletu i Biologii Rzgsek).

Liczba peptydow zidentyfikowana w Stosunek
komorkach (suma z 6 powtorzen):
Biatko SPEF2A- Poziom
WT Szggif‘_ CFAP69- coDel CFAP69-
KO IWT KO/WT
Dusp5 28 0 0 0 0 !
Mapk3 10 4 1 0,4 0,1 !
Map2k7 24 71 78 2,96 3,25 T
Nek6/
Nrk32 9 4 1 0,44 0,11 !
Pp2c 23 7 6 0,3 0,26 !
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. Materialy

3.1 Odczynniki i roztwory stosowane do hodowli bakterii

Pozywka LB (ang. Lysogeny Broth): 0,5% ekstrakt drozdzowy (Difco, USA),
1% trypton (Difco, USA), 0,5 % NaCl (Chempur, Polska),

Pozywka SOC (ang. Super Optimal Catabolite Repression): 0,5 % ekstrakt drozdzowy,
2% trypton, 20 mM glukoza (Merck, Niemcy), 0,05% NaCl, 2,5 mM KCI (Merck,
Niemcy), 10 mM MgClz (Merck, Niemcy),

Pozywka SOB (ang. Super Optimal Broth) 2% trypton, 0,5% ekstrakt drozdzowy,
10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgClz,

Bufor Inoue: 15 mM CaClz + 2H20 (Merck, Niemcy), 250 mM KCI, 55 mM MnCl: -
4H20 (Merck, Niemcy), 10 mM PIPES, pH 6,7 (Merck, Niemcy),

Agar (Difco, USA),

DMSO > 99,9% (Merck, Niemcy),

Glicerol (Chempur, Polska),

Ampicylina (BioShop, Kanada).

3.2 Roztwory do oczyszczania plazmidowego DNA z bakterii metoda lizy
alkalicznej

Roztwor do zawieszania bakterii: 50 mM Tris-HCI, pH 8 (Merck, Niemcy), 10 mM
EDTA (Merck, Niemcy), 100 ug/ml RNaza A (Invitrogen, Norwegia),
Roztwor lizujacy: 1% SDS (BioRad, USA), 0,2 M NaOH,

Roztwor precypitujgcy: 3 M octan potasu (BioMol, Niemcy), 2 M kwas octowy (POCH,
Polska)

Alkohol izopropylowy (POCH, Polska),

70% Alkohol etylowy (POCH, Polska).

3.3 Komercyjne zestawy stosowane do oczyszczania DNA, plazmidéw, produktow
reakcji PCR

GeneMATRIX Tissue DNA Purification Kit (EURX, Polska),

GeneMATRIX Plasmid Miniprep DNA Purification Kit (EURX, Polska),
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EXTRACTME Plasmid Midi Kit (Blirt, Polska),
GeneMATRIX Agarose-Out DNA Purification Kit (EURX, Polska),
GeneMATRIX PCR/ DNA Clean-Up Purification Kit (EURX, Polska).

3.4 Bufory stosowane do elektroforezy DNA

Bufor TAE (Tris-Acetate-EDTA): 40 mM Tris, 20 mM kwas octowy, 1 mM EDTA, pH
8,5,

Bufor obcigzajacy: 6 X DNA Loading Dye (Thermo Scientific, USA),

Znacznik wielko$ci: GeneRuler 1kb DNA Ladder (Thermo Scientific, USA),

Bromek etydyny (BioRad, USA),

Agaroza (Difco, Niemcy).

3.5 Enzymy stosowane w metodach biologii molekularnej

Ligaza T4 wraz z dotaczonym przez producenta buforem (Thermo Scientific, USA),
Polimeraza Phusion High Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific, USA) wraz
Z dotaczonymi przez producenta buforami,

Enzymy restrykcyjne: Apal, BamHI, Bglll, BssHII, Clal, EcoRl, EcoRV, Hindlll, Mlul,
Ncol, Ndel, Pstl, Sacl, Sacll, Xhol (EURX, Polska) (New England Biolabs, USA) wraz

z odpowiednimi buforami dostarczonymi przez producentdw.

3.6 PozywkKi i roztwory stosowane do hodowli orzeska Tetrahymena thermophila

Pozywka SPP (ang. Sequesterne Proteose-Peptone): 1% proteozo-pepton (Difco, USA),
0,2% glukoza, 0,1% ekstrakt drozdzowy, 0,003% Fe-EDTA (Merck, Niemcy),
Pozywka MEPP (ang. Minimally Enriched Proteose Peptone): 2% proteozo-pepton,
2 mM cytrynian sodu, 1 mM chlorek zelaza Ill, 1,7 uM kwas folinowy (Rasmussen i
Orias, 1976)

Mieszanina antybiotykéw: penicylina (10 000 U/ml), streptomycyna (10 000 ug/ml),
amfoterycyna B (25 pg/ml) (Gibco, USA),

CdClz (Merck, Niemcy),

10 mM Tris-HCI pH 7,4,
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Zwiazki stosowane do selekcji szczepow: paromomycyna (Merck, Niemcy),
puromycyna (BioShop, Kanada), blastycydyna S (BioShop, Kanada), 6-metylpuryna
(Merck, Niemcy), cykloheksymid (Merck, Niemcy).

3.7 Odczynniki i bufory stosowane do odrzesiania komérek Tetrahymena

Bufor do odrzesiania komoérek: 50 mM sacharoza, 10 mM Tris-HCI pH 7,4, 10 mM
CaCly,

0,5 M CHsCOOH,

0,6 M KOH,

Roztwor Ficoll: 10% Ficoll 400 (Merck, Niemcy), 10 mM octan sodu, 10 mM CaClz,
10 mM EDTA, pH 4,2.

3.8 Zestaw stosowany do pomiaru biatka

Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, USA).

3.9 Roztwory stosowane do elektroforezy w zelu poliakryloamidowym i metody
Western blot

Bufor Laemmliego do denaturacji biatek: 312,5 mM Tris-HCI, 10% SDS, 25% glicerol,
10% B-merkaptoetanol (Merck, Niemcy),

Znacznik wielko$ci: PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, USA),
Bufor do elektroforezy biatek: 25 mM Tris-HCI pH 8,3, 192 mM glicyna (BioRad,
USA), 0,1% SDS,

Bufor do transferu biatek: 25 mM Tris-HCI pH 8,3, 192 mM glicyna, 20% alkohol
metylowy (POCH, Polska),

Roztwor Ponceau S (Merck, Niemcy): 0,1% Ponceau S, 5% kwas octowy,

Bufor TBS (ang. Tris Base Saline): 10 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NacCl,

Bufor TBST: Bufor TBS, 0,1% Tween 20 (Merck, Niemcy),

Roztwory do blokowania blony nitrocelulozowej: 5% odttuszczone mleko w buforze
TBST lub 3% albumina surowicy bydlgcej (ang. Bovine Serum Albumin, BSA)
(BioShop, Kanada) w buforze TBST,
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Substrat do chemiluminescencji: Westar nC Ultra 2.0 (Cyanagen, Wtochy).

3.10  Zestaw stosowany do wykrywania fosforylowanych bialek

Odczynnik barwigcy fluorescencyjnie fosforylowane biatka rozdzielone w zelu
poliakryloamidowym: Pro-Q™ Diamond Phosphoprotein Gel Stain (Thermo Scientific,
USA).

3.11 Odczynniki i bufory stosowane w metodzie BiolD (ang. proximity-dependent
biotin identification)

Bufor do lizy komérek: 50 mM Tris-HCI pH 8, 500 mM NaCl, 0,4% SDS, 1mM DTT
(Merck, Niemcy), 2% Triton X-100 (Merck, Niemcy),

Inhibitory proteaz: cOmplete Protease Inhibitor Cocktail, (Roche, Szwajcaria),
Biotyna (BioShop, Kanada),

DMSO > 99,9% (Merck, Niemcy),

NP-40 (Roche, Szwajcaria),

Zloze zwigzane ze streptawidyng: Dynabeads™ M-280 Streptavidin (Thermo
Scientific, USA),

Zestaw do precypitacji 1 oczyszczania biatek ReadyPrep™ 2-D Cleanup Kit (BioRad,
USA),

50 mM NH4HCOs (Merck, Niemcy).

3.12 Odczynniki i bufory stosowane w metodzie koimmunoprecypitacji

Bufor do koimmunoprecypitacji: 80 mM Tris-HCI pH 7,4,1,2 M NaCl, 2% NP-40,
Bufor do ptukania ztoza: 40 mM Tris-HCI pH 7,4, 0,3 M NacCl, 0,2% NP-40,
Inhibitory proteaz: cOmplete Protease Inhibitor Cocktail,

Ztoze zwigzane z przeciwciatem anty-HA: Pierce™ Anti-HA Agarose (Thermo
Scientific, USA).
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3.13  Odczynniki i bufory stosowane w metodzie typu pull-down

Zmodyfikowany bufor 2 x RIPA: 50 mM Tris pH 7,4, 300 mM NaCl, 2% NP-40, 2%
deoksycholan sodu (Merck, Niemcy), 10% glicerol,

Bufor do rozcienczania biatek: 25 mM Tris pH 7,4, 150 mM NacCl, 5% glicerol,

Bufor do ptukania ztoza: 25 mM Tris pH 7,4, 150 mM NacCl, 0,2% NP-40, 5% glicerol,
Inhibitory proteaz: cOmplete Protease Inhibitor Cocktail,

Zoze zwigzane z przeciwcialem anty-GFP: ChromoTek GFP-Trap® Magnetic Agarose

(Chromotek, Niemcy).

3.14 Odczynniki i roztwory stosowane w immunocytochemii

Bufor PHEM: 60 mM PIPES, 20 mM HEPES (Sigma-Aldrich, USA), pH 6,9, 10 mM
EGTA (Serva, Niemcy), 2 mM MgClz,
Roztwory permeabilizujace btone komodrkowa i utrwalajace:
o 2% paraformaldehyd (BioMol, Niemcy), 1% Triton X-100 w buforze PHEM,
o 2% paraformaldehyd, 1% NP.-40 w buforze PHEM,
o 70% alkohol etylowy, 0,6% NP-40 w buforze PHEM,
Bufor do ptukania — PBS (ang. Phosphate Buffer Saline): 137 mM NaCl, 100 mM,
NazHPO4 (Merck, Niemcy), 10 mM EDTA, 2,7 mM KCI, 2 mM MgClz, 2 mM KH2PO4
(Merck, Niemcy), pH 7,2,
Bufor do blokowania i rozcienczenia przeciwciat I-wszo i ll-go rzgdowych: 3%
albumina surowicy bydlecej (BSA) w buforze PBS,

Fluoromount-G (Southern Biotech, Birmingham, AL).
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3.13 Stosowane przeciwciala

Przeciwciata I-rzedowe i II-rzegdowe wykorzystywane w metodzie Western blot oraz

technikach immunocytochemicznych umieszczono w tabeli 2.

Tabela 2. Przeciwciata wykorzystywane w przeprowadzonych doswiadczeniach

Przeciwciala I rzedowe

Stosowane rozcienczenie

Przeciwcialo Antygen Western Immunqcytochem Zrédlo
blot ia
Anty-HA Peptyd HA ) ) BioLegend (USA)
(mysie) YPYDVPDYA 1:2000 1:300 nr kat. 901501
Abcam (Wielka
?knrtc’ill-ifzzl)j Biatko GFP 1:60000 1:6000 Brytania)
nr kat. ab6556
12G10 DSHB, lowa
Anty-a-tubulina a-tubulina 1:80000 1:200 University,
(mysie) USA, (12G10)
Streptawidyna Thermo Scientific
skoniugowana Biotyna 1:25000 (USA) nr kat.
z peroksydaza chrzanowa 21130
Anty-poliglicylowana Poliglicylowana Niekomercyjne
1:4000 (Duan i

tubulina (PolyG)

tubulina

Przeciwciala II rzedowe

Gorovsky, 2002)

Jackson
Anty-mysie skoniugowane . ImmunoResearch
M IgG 1:10000 . .
z perkosydaza chrzanowa ysield (Wielka Brytania)
nr kat. 154319
Anty-krolicze skoniugowane Merck/Calbioche
y Ksvd b g Krélicze IgG 1:20000 m (Niemcy)

z peroksydazg chrzanowg nr kat. 401315
Anty-mysie skoniugowane . Invitrogen (USA)
z AlexaFluor 488 Mysie 1gG A11001
Anty-mysie skoniugowane . Invitrogen (USA)
z AlexaFluor 555 Mysie IgG L300 A21147
Anty-krolicze skoniugowane Krélicze 1aG ' Invitrogen (USA)

Z AlexaFluor 488 g A11034
Anty-krolicze skoniugowane - Invitrogen (USA)
z AlexaFluor 555 Krolicze 1gG A21429
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3.14 Szczepy komorek Tetrahymena

W badaniach stosowano standardowo uzywane szczepy typu dzikiego (ang. wild-type)

orzeska Tetrahymena (Tabela 3), a takze mutanty typu knock-in i knock-out uzyskane poprzez

transformacj¢ komorek szczepu dzikiego, ktore wykazywaty odporno$¢ na wybrany czynnik

selekcyjny (Tabela 4).

Tabela 3. Standardowe szczepy orzeska Tetrahymena thermophila

Nazwa szczepu

Opis szczepu

Pochodzenie

Cu428

Komorki szczepu typu
dzikiego — posiadajg w
mikronukleusie gen mprl
warunkujacy odpornosé na

6-metylpuryne

Tetrahymena stock center

Cu427

Komorki szczepu typu
dzikiego — posiadajg w
mikronukleusie gen CHX1
warunkujacy odpornos¢ na

cykloheksymid

Tetrahymena stock center

B2086

Komorki szczepu typu
dzikiego o odmiennym typie

plciowym od Cu428

Tetrahymena stock center

Alll*

Komorki posiadajace

aneuploidalny mikronukleus

Tetrahymena stock center

Tabela 4. Mutanty orzeska Tetrahymena thermophila uzyskane w wyniku transformacji

komorek szczepu dzikiego

Nazwa szczepu

Opis szczepu

Czynnik
selekcyjny

Dusp5-3HA-pNeo4

Komaorki

szczepu Cu428 z

biatka fuzyjnego z przylaczong na koncu

konstruktem

umozliwiajagcym produkcje biatka Dusp5 jako | Paromomycyna
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karboksylowym metka 3XHA pod kontrolag

natywnego promotora, w natywnym locus.

Kif9-3HA-pNeo4

Komorki szczepu Cud428 z konstruktem
umozliwiajacym produkcje biatka Kif9 jako
biatka fuzyjnego z przylaczona na koncu
karboksylowym metkg 3XHA pod kontrolg

natywnego promotora, w natywnym locus.

Paromomycyna

Mapk3-3HA-pNeo4

Komorki  szczepu Cu428 z konstruktem
umozliwiajagcym produkcje biatka Mapk3 jako
biatka fuzyjnego z przylaczonag na koncu
karboksylowym metkg 3XHA pod kontrola

natywnego promotora, w natywnym locus.

Paromomycyna

Map2k7-3HA-pNeo4

Komorki  szczepu Cud428 z  konstruktem
umozliwiajacym produkcje biatka Map2k7 jako
biatka fuzyjnego z przylaczong na koncu
karboksylowym metkg 3XHA pod kontrolg

natywnego promotora, w natywnym locus.

Paromomycyna

Nek6-3HA-pNeo4

Komorki szczepu Cu428 z konstruktem
umozliwiajagcym produkcj¢ biatka DUSP jako
biatka fuzyjnego z przylaczong na koncu
karboksylowym metkg 3XHA pod kontrola

natywnego promotora, w natywnym locus.

Paromomycyna

Pp2c-3HA-pNeo4

Komorki  szczepu Cu428 z  konstruktem
umozliwiajgcym produkcj¢ biatka Pp2c jako
biatka fuzyjnego z przylaczong na koncu
karboksylowym metka 3xXxHA pod kontrolg

natywnego promotora, w natywnym locus.

Paromomycyna

Dusp5-3HA-pPur

Komorki szczepu Cu428 2z konstruktem
umozliwiajagcym produkcje¢ biatka Dusp5 jako
biatka fuzyjnego z przylaczong na koncu
karboksylowym metkg 3XHA pod kontrola

natywnego promotora, w natywnym locus.

Puromycyna
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Mapk3-3HA-pPur

Komorki szczepu Cud428 z konstruktem
umozliwiajacym produkcje biatka Mapk3 jako
bialka fuzyjnego z przylaczong na koncu
karboksylowym metkg 3XHA pod kontrolg

natywnego promotora, w natywnym locus.

Puromycyna

Map2k7-3HA-pPur

Komorki szczepu Cu428 z konstruktem
umozliwiajacym produkcje biatka Map2k?7 jako
biatka fuzyjnego z przylaczonag na koncu
karboksylowym metka 3XHA pod kontrolg

natywnego promotora, w natywnym locus.

Puromycyna

Nek6-3HA-pPur

Komorki  szczepu Cud428 z  konstruktem
umozliwiajacym produkcje biatka Nek6 jako
biatka fuzyjnego z przylaczong na koncu
karboksylowym metka 3XHA pod kontrolg

natywnego promotora, w natywnym locus.

Puromycyna

Pp2c-3HA-pPur

Komorki szczepu Cu428 z konstruktem
umozliwiajacym produkcje biatka Pp2c jako
biatka fuzyjnego z przylaczong na koncu
karboksylowym metkg 3XHA pod kontrola
natywnego promotora, w natywnym locus.

Puromycyna

Dusp5-GFP-pPur

Komorki  szczepu Cu428 z  konstruktem
umozliwiajacym produkcje biatka Dusp5 jako
biatka fuzyjnego z przytaczong na koncu
karboksylowym metka GFP pod kontrolg

natywnego promotora, w natywnym locus.

Puromycyna

Map2k7- GFP-pPur

Komorki szczepu Cu428 1z konstruktem
umozliwiajgcym produkcje biatka Map2k7 jako
biatka fuzyjnego z przylaczong na koncu
karboksylowym metkg GFP pod kontrola
natywnego promotora, w natywnym locus.

Puromycyna

Nek6- GFP-pPur

Komorki  szczepu Cu428 z  konstruktem
umozliwiajacym produkcje biatka Nek6 jako
biatka fuzyjnego z przytaczong na koncu

Puromycyna
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karboksylowym metka GFP pod kontrolag

natywnego promotora, w natywnym locus.

Pp2c- GFP-pPur

Komorki szczepu Cud428 z konstruktem
umozliwiajgcym produkcj¢ biatka Pp2c jako
biatka fuzyjnego z przylaczona na koncu
karboksylowym metkg GFP pod kontrolg

natywnego promotora, w natywnym locus.

Puromycyna

DUSP-HA-OEX

Komorki  szczepu Cu428 z konstruktem
wprowadzonym do locus genu BTUL
umozliwiajagcym nadprodukcj¢ biatka DUSP
jako biatka fuzyjnego z przylaczona na koncu
karboksylowym metka HA pod kontrola
promotora MTT1.

Blastycydyna

Dusp5-GFP-OEX

Komorki szczepu Cu428 2z konstruktem
umozliwiajacym nadprodukcje biatka Dusp5
jako bialka fuzyjnego z przylaczona na koncu
karboksylowym metka GFP pod kontrola
promotora MTT1 wprowadzonym do locus

BTU1 genomu makronuklearnego.

Blastycydyna

Kif9-GFP-OEX

Komorki szczepu Cu428 2z konstruktem
umozliwiajacym nadprodukcje biatka Kif9 jako
biatka fuzyjnego z przylaczong na koncu
karboksylowym metka GFP pod kontrola
promotora MTT1 wprowadzonym do locus

BTU1 genomu makronuklearnego.

Blastycydyna

Mapk3-HA-OEX

Komorki szczepu Cu428 1z konstruktem
umozliwiajgcym nadprodukcje biatka Mapk3
jako biatka fuzyjnego z przylaczonag na koncu
karboksylowym metka HA pod kontrola
promotora MTT1 wprowadzonym do locus

BTU1 genomu makronuklearnego.

Blastycydyna

Mapk3-GFP-OEX

Komorki szczepu Cu428 1z konstruktem

umozliwiajgcym nadprodukcje biatka Mapk3

Blastycydyna
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jako bialka fuzyjnego z przylaczona na koncu
karboksylowym metka GFP pod kontrolg
promotora MTT1 wprowadzonym do locus

BTU1 genomu makronuklearnego.

Map2k7-HA-OEX

Komorki  szczepu Cu428 z  konstruktem
umozliwiajagcym nadprodukcje¢ biatka Map2k7
jako biatka fuzyjnego z przylaczona na koncu
karboksylowym metka HA pod kontrolg
promotora MTT1 wprowadzonym do locus

BTU1 genomu makronuklearnego.

Blastycydyna

Map2k7-GFP-OEX

Komorki  szczepu Cud428 z  konstruktem
umozliwiajagcym nadprodukcje¢ biatka Map2k7
jako biatka fuzyjnego z przylaczona na koncu
karboksylowym metka GFP pod kontrolg
promotora MTT1 wprowadzonym do locus

BTU1 genomu makronuklearnego.

Blastycydyna

Nek6-HA-OEX

Komorki  szczepu Cu428 z konstruktem
umozliwiajgcym nadprodukcj¢ biatka Nek6
jako biatka fuzyjnego z przytaczong na koncu
karboksylowym metka HA pod kontrola
promotora MTT1 wprowadzonym do locus

BTU1 genomu makronuklearnego.

Blastycydyna

Nek6-GFP-OEX

Komorki  szczepu Cu428 z konstruktem
umozliwiajgcym nadprodukcj¢ biatka Nek6
jako biatka fuzyjnego z przytaczong na koncu
karboksylowym metka GFP pod kontrola
promotora MTT1 wprowadzonym do locus

BTU1 genomu makronuklearnego.

Blastycydyna

Pp2c-HA-OEX

Komorki  szczepu Cu428 z  konstruktem
umozliwiajagcym nadprodukcje biatka Pp2c jako
biatka fuzyjnego z przylaczong na koncu
karboksylowym metka HA pod kontrola

Blastycydyna
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promotora MTT1 wprowadzonym do locus

BTU1 genomu makronuklearnego.

Pp2c-GFP-OEX

Komorki szczepu Cud428 z konstruktem
umozliwiajgcym nadprodukcje biatka Pp2c jako
biatka fuzyjnego z przylaczona na koncu
karboksylowym metka GFP pod kontrolg
promotora MTT1 wprowadzonym do locus

BTU1 genomu makronuklearnego.

Blastycydyna

Dusp5-HA-BirA*

Komorki szczepu Cu428 z  konstruktem
umozliwiajacym produkcje biatka Dusp5 jako
biatka fuzyjnego z przylaczong na koncu
karboksylowym metka HA-BirA* pod kontrola

natywnego promotora, w natywnym locus.

Paromomycyna

Kif9-HA-BirA*

Komorki szczepu Cu428 2z konstruktem
umozliwiajacymprodukcje biatka Kif9 jako
biatka fuzyjnego z przylaczong na koncu
karboksylowym metkg HA-BirA* pod kontrola

natywnego promotora, w natywnym locus.

Paromomycyna

Spef2A-HA-TurbolD

Komorki  szczepu Cu428 z konstruktem
umozliwiajacym produkcj¢ biatka Spef2A jako
biatka fuzyjnego z przylaczong na koncu
karboksylowym metka HA-TurbolD pod
kontrolg natywnego promotora, w natywnym

locus.

Paromomycyna

Spef2A-HA-TurbolD
Dusp5-GFP-pPur

Komorki szczepu Cu428, ktére w genomie
makronuklearnym maja wprowadzone dwa
konstrukty: (i) umozliwiajacy produkcj¢ biatka
Spef2 A jako biatka fuzyjnego z przytaczong na
koncu karboksylowym metkg HA-TurbolD,
oraz (ii) biatka DUSP jako biatka fuzyjnego z
przylaczong na koncu karboksylowym metka
GFP — oba pod kontrolg natywnego promotora,

w natywnym locus

Paromomycyna

Puromycyna
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Spef2A-HA-TurbolD
Map2k7- GFP-pPur

Komorki szczepu Cu428, ktére w genomie
makornuklearnym maja wprowadzone dwa
konstrukty: (i) umozliwiajacy produkcje biatka
Spef2A jako biatka fuzyjnego z przytaczona na
koncu karboksylowym metka HA-TurbolD,
oraz (ii) biatka Map2k?7 jako biatka fuzyjnego z
przytaczong na koncu karboksylowym metka
GFP — oba pod kontrolg natywnego promotora,

w natywnym locus

Paromomycyna

Puromycyna

Spef2A-HA-TurbolD
Nek6- GFP-pPur

Komorki szczepu Cu428, ktére w genomie
makornuklearnym maja wprowadzone dwa
konstrukty: (i) umozliwiajacy produkcje biatka
Spef2A jako biatka fuzyjnego z przytaczona na
koncu karboksylowym metkg HA-TurbolD,
oraz (ii) bialka Nek6 jako biatka fuzyjnego z
przytaczona na koncu karboksylowym metka
GFP — oba pod kontrolg natywnego promotora,

w natywnym locus

Paromomycyna

Puromycyna

Spef2A-HA-TurbolD
Pp2c- GFP-pPur

Komorki szczepu Cu428, ktére w genomie
makornuklearnym maja wprowadzone dwa
konstrukty: (i) umozliwiajacy produkcj¢ biatka
Spef2 A jako biatka fuzyjnego z przytaczong na
koncu karboksylowym metkg HA-TurbolD,
oraz (ii) biatka Pp2c jako biatka fuzyjnego z
przytaczong na koncu karboksylowym metka
GFP — oba pod kontrolg natywnego promotora,

w natywnym locus

Paromomycyna

Puromycyna

DUSP5-KO-HE1
DUSP5-KO-HE?2

Heterokariony (HE1 i HE2) o odmiennych
typach ptciowych z delecja genu DUSP5 w

genomie mikronuklearnym

Brak

DUSP5-KO

Komorki z delecja genu DUSP5 w genomie

mikronuklearnym i makronuklearnym

Paromomycyna
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Komoérki z delecja genu KIF9 w genomie
KIF9-KO ) ] Paromomycyna
mikronuklearnym i makronuklearnym

Komorki z delecja genu DUSP5 (DUSP5-KO)

w genomie mikronuklearnym i

makronuklearnym z wprowadzonym do locus
BTU1 genomu makronuklearnego konstruktem | Paromomycyna
DUSP5-KO-rescue o o
umozliwiajacym nadprodukcj¢ biatka DUSP | Blastycydyna
jako biatka fuzyjnego z umieszczong na koncu
karboksylowym metka GFP pod kontrola

promotora MTT1

4. Metody
4.1 Metody bioinformatyczne

Sekwencje aminokwasowe badanych biatek oraz sekwencje nukleotydowe kodujacych
je gendbw pobierano z bazy danych TGD - Tetrahymena Genome Database
(https://tet.ciliate.org/, dostep: 19.01.2023r.). Ich teoretyczng mas¢ molekularng wyznaczano
z wykorzystaniem  programu  ExPasy  (https://web.expasy.org/compute_pi/,  dostep:
19.01.2023r.). Analize domenowg badanych bialek przeprowadzano w programie SMART
(http://smart.embl-heidelberg.de/, dostep: 19.01.2023r.)

Ortologi badanych biatek wyszukiwano z wykorzystaniem algorytmu BLASTp
na podstawie bazy danych NCBI (ang. National Centre for Biology Information)
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, dostep: 19.01.2023r.). W programie ClustalOmega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/, dostep: 22.04.2023 r.) (Sievers i in., 2011)
przygotowywano zestawienie (ang. aligment) sekwencji aminokwasowych zidentyfikowanych
ortologdw, ktore nastgpnie analizowano i wprowadzano ewentualne korekty w programie
SeaView (Galtier i in., 1996)

Startery wykorzystywane do amplifikacji fragmentow sekwencji nukleotydowych
genow w reakcji PCR, projektowano z wykorzystaniem programu IDT OligoAnalyzer™ Tool
(https://www.idtdna.com/, dostep: 19.01.2023r.).
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4.2 Hodowla komdrek Tetrahymena thermophila

Komorki Tetrahymena thermophila hodowano w pozywce SPP (ang. Sequestrene
Proteose-Peptone) z dodatkiem mieszaniny antybiotykow (100 U/ml penicyliny, 100 pg/mi
streptomycyny, 0,25 pg/ml amfoterycyny B). Komorki hodowano w temperaturze 30°C
z wytrzasaniem 80 rpm. W przypadku mutantow Tetrahymena zdolnych do nadprodukcji
biatka, przed doswiadczeniem komorki hodowano przez 2-16 godzin w pozywce SPP
Z dodatkiem jonow kadmu w stezeniu 2,5 pg/ml w celu pobudzenia aktywno$ci promotora
MTT1. W celu przygotowania komdrek do transformacji lub koniugacji, komérki z hodowli
w fazie wzrostu logarytmicznego przenoszono od 10 mM Tris-HCI pH 7,4 i hodowano w nim

przez ok 20-22 godziny (tzw. glodzenie komorek).

4.3 Hodowla bakterii Escherichia coli

Bakterie Escherichia coli hodowano 16-18 godzin w plynnej pozywce LB (ang.
Lysogeny Broth) bez lub z dodatkiem ampicyliny w temperaturze 37°C z wytrzgsaniem 180
rpm (rpm — ang. rotation per minute). Selekcj¢ bakterii po transformacji prowadzono przez 16-
20 godzin na szalkach Petriego ze staltym podtozem LB-agar z dodatkiem ampicyliny

W temperaturze 37°C.
4.3.1 Przygotowanie bakterii kompetentnych

Komorki kompetentne bakterii Escherichia coli szczepu XL-Gold przygotowywano
z wykorzystaniem metody manganowo-wapniowej (Inoue i in., 1990). Z ptynnej hodowli
bakterii szczepu XL-Gold wykonywano posiew redukcyjny na statym podtozu LB-agar bez
czynnika selekcyjnego 1 hodowano przez noc w temperaturze 37°C. Pojedyncza koloni¢
bakterii zaszczepiano na pozywke SOB (ang. Super Optimal Broth) i hodowano przez noc
w temperaturze 18°C z wytrzgsaniem 100 rpm. Pomiaru gestosci optycznej OD (ang. Optical
Density) hodowli bakteryjnej dokonywano przy dhlugosci fali 600 nm z wykorzystaniem
spektrofotometru BioPhotometer plus (Eppendorf, Niemcy). Hodowle bakteryjne, ktore
osiagnely OD = 0,55 przenoszono do lodu, inkubowano 10 minut, a nast¢gpnie wirowano (2500
X g) przez 10 minut w temperaturze 4 °C. Osad komorek bakteryjnych przeptukiwano zimnym
buforem Inoue i ponownie wirowano. Kolejno komorki zawieszano w buforze Inoue

zawierajacym 7,5% DMSO, inkubowano 10 min na lodzie i1 przenoszono do probowek, ktore
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nastgpnie zamrazano w ciekltym azocie. Przygotowane bakterie kompetentne przechowywano

w temperaturze -80°C.
4.3.2 Transformacja bakterii metodq szoku cieplnego

Plazmidowe DNA wprowadzano do komérek bakterii kompetentnych E.coli, stosujac
metode szoku cieplnego. Do 50 pl zawiesiny bakteryjnej dodawano 3 pl mieszaniny ligacyjne;j
(rozdz. 4.4.7) i delikatnie mieszano. Po 30 minutach inkubacji w lodzie probéwki umieszczano
na 45 s wtermobloku (temperatura 42 °C, szok cieplny). Po transformacji probowki
z bakteriami umieszczano na 2 min w lodzie, po czym zawieszano w 1 ml pozywki SOC
i inkubowano przez godzing w temperaturze pokojowej. Nastepnie komorki wirowano przez
1 min (4600 x g), osad zawieszano w 50 ul pozywki SOC i wysiewano na szalkach Petriego
ze statym podtozem LB-agar zawierajacym czynnik selekcyjny — ampicyling w stezeniu

100ug/ml.
4.3.3 Mrozenie transformowanych bakterii

Aby przechowa¢ bakterii E.coli z wprowadzonym DNA plazmidowym, zamrazano
zawiesing bakteryjng. W tym celu mieszano 1 ml catonocnej hodowli bakterii mieszano z 700
pl sterylnego 100 % glicerolu i po szybkim zamrozeniu w cieklym azocie przechowywano

w temperaturze -80°C.

4.4 Metody biologii molekularnej

4.4.1 Oczyszczanie genomowego DNA z komorek Tetrahymena thermophila

Genomowe DNA z komorek Tetrahymena oczyszczano stosujac komercyjny zestaw
GeneMATRIX Tissue DNA Purification Kit (oczyszczanie na minikolumnach wiazacych
DNA). Komorki Tetrahymena szczepu dzikiego Cu428 badz mutantow, hodowano w pozywce
SPP do osiggnigcia logarytmicznej fazy wzrostu (2-2,5x10° komorek/ml). Nastepnie komorki
wirowano (1600 x g) przez 3 min, a uzyskany osad komorek procedowano zgodnie
z protokotem dostarczonym przez producenta. Genomowe DNA przechowywano

w temperaturze -20°C.
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4.4.2 Lancuchowa reakcja polimerazy — PCR (ang. Polymerase Chain

Reaction)

Fragmenty genomowego DNA uzyte do przygotowania konstruktéw powielano
z wykorzystaniem lancuchowej reakcji polimerazy, ktorg przeprowadzano w termocyklerze
T100 Thermal Cycler (BioRad, USA). Do przygotowania mieszaniny reakcyjnej PCR
uzywano: polimeraz¢ Phusion High-Fidelity DNA Polymerase charakteryzujaca si¢ wysoka
wierno$cig syntezy DNA, bufor dotaczony do polimerazy przez producenta, 200 pM
mieszaning nukleotydow, genomowe DNA stanowigce matryce oraz odpowiednie startery
(Tabela 5). W celu wstawienia powielonych fragmentéw do odpowiednich plazmidow,
zaprojektowane startery zawieraly w swojej sekwencji miejsca rozpoznawane przez enzymy

restrykcyjne, ktore znajdowaly si¢ rOwniez na danym wektorze plazmidowym (rozdz. 4.5).

Tabela 5. Wykaz starterow uzytych w reakcji PCR, pogrubiong czcionkq zaznaczono miejsca

rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne wykorzystane w czasie klonowania.

Nazwa startera Sekwencja startera 5°->3°
Startery wykorzystane do przygotowania konstruktéw do produkcji biatek na poziomie
natywnym z metka 3xHA, GFP, HA-BirA* lub TurbolID dotaczong na koncu
karboksylowym badanego biatka

Kif9-cod-F-native-Mlul AATA ACGCGT GAGAACTTAGTAAATATACCTAAAGACGAA
Kif9-cod-R-native-BamHl ATAT GGATCC ATTTTTAAACTTTTCCATTTTACGAGC
Kif9-3’UTR-F-native-Pstl AAAT CTGCAG CATATAAAGGTAGGCTTATTAATATACTC
Kif9-3’UTR-R-native-Xhol ATAT CTCGAG ATATCAGGAGCTCATTTAGTAGTAAATG
Dusp5-cod-F-native-Mlul AATA ACGCGT CTG TGC ATG TGA AAT TTAATG TCA AA
Dusp5-cod-R-native-BamHI ATAT GGATCC ATCATTTTTCTTTTTAACAGTGACTAAAGC
Dusp5-3"UTR-F-native-Pstl AAAT CTGCAG CACTCTAAACGAAATTATGTCTATGTTAAAT
Dusp5-3"UTR-R-native-Xhol ATAT CTCGAG GGGATGGATGGCATATAGTATTG
Pp2c-cod-F-native-Mlul AATA ACGCGT T ATGGGAGCTTACTTAACAAAGC
Pp2c -cod-R-native-BamHI ATAT GGATCC TCTCTTATCGTGATTGATTTTTACTACAAT
Pp2c -3’UTR-F-native-Pstl AAAT CTGCAG TTCAATAAGTCATTCAATCAATCAGTT
Pp2c -3’UTR-R-native-Xhol ATAT CTCGAG ATAACAACTTCATTCTTATGGTCTTAGT
Map2k7-cod-F-native-Mlul AATA ACGCGT GTTGAATAACAGTTTGGAAGAATACTA
Map2k7-cod-R-native-BamHI ATAT GGATCC AATAATAGAAAAAGTTTAATTAATTACGG
Map2k7-3’UTR-F-native-Pstl AAAT CTGCAG GATTTAACATTACCACTCATATTTTTACTAC
Map2k7-3’UTR-R-native-Xhol | ATAT CTCGAG TAGATCTCTTGATAACTTCTTCAATCTAT
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Mapk3-cod-F-native-MIul

AATA ACGCGT GTTGGTATTATTTTTGCAGAGCTAAT

Mapk3-cod-R-native-BamHI

ATAT GGATCC ATAATCTTAATCAGAAGAGAATTCTTCATC

Mapk3-3’UTR-F-native-Pstl

AAAT CTGCAG AGCTTAATTTTACACTGTTTAAAACTTAA

Mapk3-3’UTR-R-native-Xhol

ATAT CTCGAG CTGCACAAAATTAGCAACCTATC

Nek6-cod-F-native-Mlul

AATA ACGCGT ATGATTATCTCGAATGTTGATCCAC

Nek6-cod-R-native-BamHI

ATATGGATCCAAAATTATCATCAGATATATCCATTAAATTTTCT

Nek6-3’UTR-F-native-Pstl

AAATCTGCAGGTTTATAAATCATCTCAATAAATATTTAATTCCC

Nek6-3’UTR-R-native-Xhol

ATAT CTCGAG TCAATTTTCTCTTGATATAAGAAAATCCC

Startery wykorzystane do przygotowania konstruktow do nadprodukcji biatek

z metka GFP lub HA, dotaczong na koncu karboksylowym badanego biatka w locus BTU1

Dusp5-OEX-ATG-MIul-F

AATA ACGCGT T ATGAAGAAGTCTTAAAACTTTGATAAAAATC

Dusp5-OEX-BamHI-R

ATAT GGATCC ATCATTTTTCTTTTTAACAGTGACTAAAGC

Kif9-OEX-ATG-MIlul-F

AATA ACGCGT T ATGGTAAAAGCTCCTATTAAAGTAGTA

Kif9-OEX-BamHI-R

ATAT GGATCC ATTTTTAAACTTTTCCATTTTACGAGC

Pp2c-OEX-ATG-MIul-F

AATA ACGCGT T ATGGGAGCTTACTTAACAAAGC

Pp2c-OEX-BamHI-R

ATAT GGATCC TCTCTTATCGTGATTGATTTTTACTACAAT

Map2k7-OEX-ATG-MIul-F

AATA ACGCGT T ATGGGACAAGGAAAATCTAAATTC

Map2k7-OEX-BamHI-R

ATAT GGATCC AATAATAGAAAAAGTTTAATTAATTACGG

Mapk3-OEX-ATG-Mlul-F

AATA ACGCGT T ATGGATACAGCTAATTTAGTTGCA

Mapk3-OEX-BamHI-R

ATAT GGATCC ATAATCTTAATCAGAAGAGAATTCTTCATC

Nek6-OEX-ATG-Mlul-F

AATA ACGCGT T ATG AGT AAAGAC ATT CAGGAGCT

Nek6-OEX-BamHI-R

ATAT GGATCC
AAAATTATCATCAGATATATCCATTAAATTTTCT

Startery wykorzystane do przygotowania konstruktu umozliwiajgcego delecje fragmentu

genu kodujacego badane biatko

Dusp5-KO-5’-Apal

ATAT GGGCCC CACTTTTGAATCAAGGAATAGCTACA

Dusp5-KO-5’-R-Smal

ATAT CCCGGG ATTGCTCTTCTTCTTTTCCTGTATT

Dusp5-KO-3’-F-Pstl

ATAT CTGCAG CTTAAATGGAATTAATATAGGACCATGC

Dusp5-KO-3’-R-Sacll

ATAT CCGCGG ATATGGGATGGATGGCATATAGTAT

Startery wykorzystane do analizy genomu komoérek z usunigtym

fragmentem genu

Dusp5-KO-SPR-F

AAAGCATGAAGAAGTCTTAAAACTT

Dusp5-KO-SPR-R-1

TTAATACCAAGTCCATGAGTGAA

Dusp5-KO-SPR-R-2

CTTTTTAACAGTGACTAAAGCAAGT
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4.4.3 Oczyszczanie produktow reakcji PCR

Wielko$¢ powielonych fragmentdow DNA oraz wydajnos¢ reakcji PCR oceniano
przeprowadzajac elektroforeze w zelu agarozowym o stgzeniu procentowym w zakresie od 0,8
do 1%. Otrzymane fragmenty DNA oczyszczano z wykorzystaniem komercyjnego zestawu
GeneMATRIX PCR/DNA Clean-Up Purification Kit zgodnie z instrukcjg dostarczong przez
producenta.

4.4.4 Trawienie enzymami restrykcyjnymi

Oczyszczone fragmenty DNA otrzymane w wyniku reakcji PCR oraz DNA plazmidowe
cieto odpowiednimi enzymami restrykcyjnymi zgodnie z protokotem dostarczonym przez
producenta. Reakcje prowadzono przez 3 godziny w temperaturze 37°C. W przypadku
enzymoOw Apal i Smal, dla ktorych optymalna temperatura dziatania wynosi 25°C, reakcje

prowadzono w temperaturze pokojowej.

4.4.5 Elektroforeza i oczyszczanie DNA z zelu agarozowego

Trawione enzymami restrykcyjnymi fragmenty DNA rozdzielano w 0,6-0,8% zelu
agarozowym zawierajagcym bromek etydyny (0,5 pg/ml). Elektroforezg prowadzono w aparacie
do elektroforezy poziomej (BioRad, CA, USA) w buforze TAE przy statym napigciu 70 V przez
60-90 minut. Do probek przed nalozeniem na zel dodawano bufor obcigzajacy. Jako znacznik
wielkosci fragmentow DNA stosowano GeneRuler 1 kb DNA Ladder (ThermoFisher
Scientific, MA, USA). Fragmenty DNA rozdzielone na zelu wizualizowano w $Swietle UV
w transiluminatorze InGenius (SynGene Bio Imaging, Wielka Brytania), a nastgpnie wybrane
prazki wycinano i oczyszczano z agarozy z wykorzystaniem zestawu do oczyszczania DNA

z zelu, GeneMATRIX Agarose-Out DNA Purification Kit zgodnie z zaleceniami producenta.
4.4.6 Pomiar st¢zenia DNA

Stezenie DNA oznaczano z wykorzystaniem urzadzenia NanoReady FC-2100
(LifeReal, Korea Potudniowa). W celu okres§lenia czystosci DNA oceniano parametry
OD 260/280 oraz OD 260/230. Pierwszy z nich wskazuje na czysto$¢ analizowanych kwasow
nukleinowych pod katem zawartosci biatka w probce, drugi wskazuje na zanieczyszczenia
nieorganiczne. Probke uznawano za czysta przy OD 260/280 wynoszacym 1,8-2 oraz OD
260/230 wigkszym niz 2.
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4.4.7 Ligacja fragmentow DNA

Oczyszczone z zelu fragmenty DNA taczono ze soba z wykorzystaniem ligazy T4 —
enzymu taczacego wolne konce czasteczek DNA (tzw. ligacja). Mieszanina reakcyjna
zawierala ligaze T4 oraz bufor do ligacji dostarczony przez producenta a takze fragmenty DNA
w stosunku molarnym 3:1 (wstawka:wektor). Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej
przez 3 godziny lub przez noc w temperaturze 16°C. Do transformacji komoérek bakteryjnych

stosowano 3 pl mieszaniny ligacyjnej.

4.4.8 Oczyszczanie plazmidowego DNA metoda lizy alkalicznej (wg
Birnboim i Doly, 1979)

Zawiesing hodowli bakteryjnej o objetosci 2 ml wirowano (16000 x g) przez 1 minute.
Otrzymany po wirowaniu osad bakteryjny zawieszano w 100 pl roztworu do zawieszania
bakterii, a nastepnie dodawano 200 ul buforu lizujacego 1 prowadzono liz¢ przez 3 minuty
W temperaturze pokojowej. Dodanie do mieszaniny 150 pl buforu precypitujacego
zatrzymywato lize 1 powodowalo precypitacje biatek, $cian komoérkowych bakterii oraz
genomowego DNA. Po wirowaniu (21130 x g) przez 10 minut w 10°C, otrzymany supernatant
zawierajacy plazmidowe DNA przenoszono do nowych probowek i1 precypitowano przez
dodanie réwnej objetosci alkoholu izopropylowego. Nastgpnie probki wirowano (21130 x g)
przez 5 minut przy w 10°C. Otrzymany osad zawierajacy plazmidowe DNA przemywano 70%
alkoholem etylowym. Otrzymany osad suszono w temperaturze pokojowej i rozpuszczano

w 40 pl sterylnej, ultraczystej wody.

4.4.9 Oczyszczanie plazmidowego DNA z zastosowaniem komercyjnego

zestawu

Plazmidowe DNA stosowane do transformacji komorek Tetrahymena lub
do klonowania oczyszczano na minikolumnach z wykorzystaniem komercyjnego zestawu
GeneMATRIX Plasmid Miniprep DNA Purification Kit lub EXTRACTME Plasmid Midi Kit.
Po oczyszczaniu stezenie i jako$¢ uzyskanego DNA plazmidowego mierzono przy uzyciu

spektrofotometru (rozdz. 4.4.6) a nastepnie przechowywano w temperaturze -20°C.
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45 Przygotowanie konstruktow/plazmidow do transformacji komorek
Tetrahymena

45.1 Przygotowanie plazmidow umozliwiajacych produkcje bialek
fuzyjnych w natywnych loci pod kontrola natywnego promotora z metka

dodang na koncu karboksylowym biatka

W celu uzyskania plazmidéw umozliwiajacych produkcje bialek fuzyjnych z dodang na
koncu karboksylowym biatka metka 3xHA, GFP, HA-BirA* lub HA-TurbolD, dwa fragmenty
DNA o dhugosci okoto 800 par zasad (pz) powielano z wykorzystaniem tancuchowej reakcji
polimerazy (rozdz. 4.4.2); jeden to fragment regionu kodujacego bez kodonu STOP, drugi
to region niekodujacy z rejonu 3’UTR (Tabela 6). Startery wykorzystane do reakcji zawieraty
w swoich sekwencjach fragmenty rozpoznawane przez okreslone enzymy restrykcyjne tj. dla
regionu kodujacego Mlul i BamHI, a dla regionu niekodujacego Pstl i Xhol (Tabela 5).
Produkty reakcji PCR oczyszczano (rozdz. 4.4.3), trawiono enzymami restrykcyjnymi (rozdz.
4.4.4) i wprowadzono do odpowiedniego plazmidu strawionego tymi samymi enzymami
restrykcyjnymi. W doswiadczeniach wykorzystano plazmidy: 3xHA-pNeo4 badz 3xHA-pPur
—umozliwiajace produkcje biatka w fuzji z metka 3xHA, GFP-pPur —umozliwiajacy produkcje
biatka w fuzji z metkg GFP, HA-BirA*-pNeo4 — umozliwiajacy produkcje biatka w fuzji
zmetka HA oraz ze zmutowana ligaza biotyny BirA* oraz HA-TurbolD-pNeo4 -
umozliwiajagcy produkcje biatka w fuzji ze zmutowang ligazg biotyny TurbolD
charakteryzujacej si¢ wyzszg aktywnoscia niz ligaza biotyny BirA* (Ryc.8).

W sekwencjach wszystkich wykorzystanych plazmidow znajduje si¢ fragment 3’UTR
genu BTUL, ktory pehni rolg terminatora transkrypcji, a takze kaseta warunkujaca opornosé
na czynnik selekcyjny: pNeo4 — warunkujgca odporno$¢ na paromomycyne lub pPur —
warunkujaca odpornos¢ na puromycyne. Kasety pNeo4 i pPur umozliwiaja selekcj¢ mutantéw
komérek Tetrahymena, w ktorych w wyniku transformacji doszto do wprowadzenia konstruktu

do genomu makronuklearnego.
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Miul BamHI Pstl Xhol

| - l |

: Fragment kodujacy Fragment niekodujacy :
A Bluescript AL 3HA 3'BTU1 pNeo4d genu (3UTR) Bluescript
Miul BamHI Pstl Xhol
B Bluescript ~ Fragmentkodujacy  3yA ~ 3'BTUA Pur e paishodigcy | Bluescri
P genu P genu (3UTR) B
Miul BamHI Pstl Xhol
| — - | S—
C Bluescript Ffaﬂmeégr:‘:duﬂcv GFP IBTU1 pPur Fragr;::ar(légﬁﬁliuacv Bluescript
Miul BamHI Pstl Xhol
| Fi kod | | | Fi t niekod |
i ragment koduj A ragment niekoduj: -
D  Biuescript sgmentkoduiacy  HA  BirA*  3'BTU1 pNeo4 gment nickodujacy  Bluescript
Miul BamHI Pstl Xhol
E ‘ Fragment kodujac l I | I Fragment niekodujacy |
i 3) g -
Bluescript gmentkoduacy  HA TurbolD 3'BTU1 pNeo4 Genu (FUTR) Bluescript

Ryc. 8 Schemat budowy plazmidow umozliwiajgcych produkcje biatek fuzyjnych, w komorkach
Tetrahymena, z przylgczong na kovicu karboksylowym metkq: 3HA (A, B), GFP (C), HA-BirA* (D), HA-TurbolD
(E) pod kontrolg natywnego promotora w natywnym locus. Kierunek przebiegu transkrypcji (oznaczony strzatkq)
kasety niosqcej opornos¢ na czynnik selekcyjny — pNeo4 lub pPur jest przeciwny do kierunku transkrypcji
badanych genéw. Fragment kodujqcy genu bez kodonu STOP oraz fragment niekodujgcy (3'UTR) umozliwiajg

zajscie rekombinacji homologicznej w natywnym locus. Fragment 3’BTUI peini role terminatora transkrypcji.

Do transformacji komorek Tetrahymena z wykorzystaniem dziata biolistycznego
(rozdz. 4.6.1) uzyto 10 pg plazmidowego DNA strawionego uprzednio enzymami
restrykcyjnymi Mlul i Xhol w celu oddzielenia konstruktu wprowadzanego do makronukleusa
Tetrahymen od czesci podstawowej plazmidu, dzigki czemu mozliwe byto zajscie rekombinacji

homologicznej i wigczenie konstruktu do odpowiedniego locus genomu makronuklearnego.
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Tabela 6. Wielkosci fragmentow kodujacych i niekodujacych 3’UTR gendw badanych
biatek powielonych w reakcji PCR

Nazwa genu Wielko$¢ fragmentu Wielkos¢ fragmentu
kodujacego (pz) niekodujacego 3’UTR (pz)

KIF9 844 772
DUSP5 757 840
MAPK3 667 732
MAP2K7 862 960
NEK6 861 833
PP2C 879 710

Przed przystgpieniem do transformacji komoérek Tetrahymena z wykorzystaniem dziata
biolistycznego (rozdz. 4.6.1) 10 pg plazmidu trawiono enzymami restrykcyjnymi Mlul i Sacll

w celu pozbycia si¢ czgsci podstawowej plazmidu 1 jego linearyzacji.

4.5.2 Przygotowanie plazmidéw umozliwiajagcych nadprodukcje bialek z
przylaczona na koncu karboksylowym bialka metka HA lub GFP w locus
BTUl

W celu uzyskania plazmidéw umozliwiajgcych nadprodukcje wybranych biatek w fuzji
z metka HA lub metka GFP na koncu karboksylowym biatka, powielono caly region kodujacy
genow: KIF9 (2818 pz), DUSP5 (1338 pz), MAPK3 (2213 pz), MAP2K7 (1407 pz), NEK6
(3525 pz) i PP2C (879 pz) z wykorzystaniem starterow zawierajacych w swojej sekwencji
fragmenty rozpoznawane przez endonukleazy Mlul i BamHI (Tabela 3). Powielone geny oraz
plazmidy pBsr-HA, pBsr-GFP (Ryc. 9) cigto wyzej wymienionymi enzymami restrykcyjnymi
(rozdz. 4.4.4) i ligowano ze sobg (rozdz. 4.4.7). Oba plazmidy zawieraty kaset¢ pBsr, w ktorej
sekwencji znajdowat si¢ promotor H4, region kodujacy genu warunkujacego odpornosé
na blastycydyne oraz terminator BTU2. W obu plazmidach nadprodukcja biatka kontrolowana
byla przez zalezny od jonoéw kadmu promotor MTT1, a fragmenty BTU1 5’UTR 1 BTU1 3’UTR
umozliwily zaj$cie rekombinacji homologicznej w niekoniecznym do zycia locus BTU1

w genomie makronuklearnym Tetrahymena.
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Apal Miul BamHI Sacll

A Bluescript BTU1 5UTR pBsr Gen GFP BTU1 3UTR Bluescript
\
Apal Miul BamHI Sacll
— |
B Bluescript BTU1 5°UTR pBsr Gen HA BTU13UTR Bluescript

Ryc. 9 Schemat plazmidow umozliwiajqcych nadprodukcje biatka w komorkach Tetrahymena, z metkq GFP (A)
lub HA (B) na koncu karboksylowym pod kontrolg promotora MTT1 z kasetq pBsr zawierajqcq gen warunkujgcy
opornos¢ na blastycydyne. Fragmenty genu BTULl — 5°UTR oraz 3’UTR umozliwiajq zajscie rekombinacji
homologicznej w locus BTUI. Kierunek transkrypcji (oznaczony strzatkq) kasety pBsr, warunkujgcej opornosé na

czynnik selekcyjny jest odwrotny do kierunku transkrypcji badanego genu.

Przed transformacjg komorek Tetrahymena z wykorzystaniem dziata biolistycznego
(rozdz. 4.6.1) 10 pg plazmidu trawiono enzymami restrykcyjnymi Apal i Sacll w celu
linearyzacji plazmidu 1 oddzielenia cz¢sci podstawowej plazmidu od konstruktu. W przypadku
plazmidu pBsr-GFP z fragmentem genu kodujacego biatko Dusp35, konstrukt wprowadzono
zarébwno do komorek Tetrahymena szczepu dzikiego Cu428 jak i komorek z delecjg genu
kodujacego to biatko (knock-out, KO) w celu przeprowadzenia dos§wiadczenia typu ,,rescue”

(rozdz. 4.6.5).

4.5.3 Przygotowanie plazmidu umozliwiajacego usuniecie fragmentu genu

(ang. germline Knock-Out, KO) (wg Cassidy-Hanley i wsp., 1997)

Mutanty Tetrahymena z delecja genu uzykskuje si¢ przez usunigcie fragmentu
kodujacego genu o wielkosci okoto 1000-1500 pz i wprowadzenie w to miejsce kasety
warunkujacej opornos¢ na czynnik selekcyjny — najczesciej paromomycyne (Dave i in., 2009).
Aby uzyska¢ konstrukty umozliwiajace unieczynnienic genu DUSP5 powielono jego dwa
fragmenty o dtugosci okoto 1500 pz, znajdujace si¢ od siebie w odlegtosci okoto 1000 pz.
Fragmenty powielono w reakcji PCR z wykorzystaniem starterow zawierajacych sekwencje
nukleotydowe rozpoznawane przez endonukleazy Apal i Smal dla fragmentu 5° oraz Pstl
i Sacll dla fragmentu 3’ (Tabela 5). Plazmid (Ryc. 10) oraz fragmenty 5’ i 3’ po oczyszczeniu
trawiono odpowiednimi enzymami restrykcyjnymi (rozdz. 4.4.4) i ligowano (rozdz. 4.4.7)
dwustopniowo do plazmidu pNeo4, jeden powyzej, drugi ponizej kasety pNeo4. Przed

przystapieniem do transformacji biolistycznej 80 pg plazmidu cigto enzymami Apal i Sacll

60



celem linearyzacji plazmidu i oddzielenia jego cz¢$ci podstawowej od konstruktu. Konstrukt
wprowadzano do koniugujacych komoérek Tetrahymena szczepow Cu428 i B2086 znajdujacych
si¢ na etapie mejozy.
Apal Smal Pstl Sacll
| ~— |

Bluescript Frasmegn;,r:d"iacv pNeo4 Fragmeggnk:dunw Bluescript

Ryc. 10 Schemat budowy plazmidu umozliwiajgcego usuniecie fragmentu regionu kodujgcego genu w komorkach
Tetrahymena. Fragmenty kodujgce badanego genu umozliwiajq zajscie rekombinacji homologicznej. Kierunek
transkrypcji kasety pNeo4 (oznaczony strzatkq), warunkujgcej opornos¢ na czynnik selekcyjny, jest przeciwny do

kierunku transkrypcji wklonowanych fragmentéw badanego genu.

4.6 Wytwarzanie mutantoéw Tetrahymena thermophila

4.6.1 Transformacja somatyczna komdrek Tetrahymena thermophila

Transformacj¢ somatyczng glodzonych komorek Tetrahymena (rozdz. 4.2)
przeprowadzano z wykorzystaniem dziata biolistycznego PDS1000/He (BioRad, USA).
Bezposrednio przed przeprowadzeniem transformacji biolistycznej przygotowane i pociete
odpowiednimi enzymami restrykcyjnymi plazmidy (rozdz. 4.4), wigzano do czgstek zlota
koloidalnego o $rednicy 0,6 um (BioRad, USA) zgodnie z protokotem dostarczonym przez
producenta. Zgtodzone komorki Tetrahymena wirowano, osad komérek nanoszono na sterylng
bibule filtracyjng i poddawano transformacji biolistycznej polegajacej na wprowadzeniu
do genomu makronuklearnego komorek Tetrahymena bedacych w czesciowej prézni,
czasteczek ztota z plazmidowym DNA pod wplywem sily (ci$nienie 1100 psi) uwolnionej przez

przerwanie tzw. dysku (ang. rupture disc) wedtug protokotu dostarczonego przez producenta.

4.6.1.1 Selekcja mutantow Tetrahymena thermophila z konstruktem

wprowadzonym do genomu makronuklearnego do natywnego locus genu

Selekcj¢ mutantow Tetrahymena zdolnych do produkc;ji biatek fuzyjnych pod kontrola
natywnego promotora mozliwa jest dzigki obecno$¢ kasety (pNeo4 lub pPur) w sekwencji
przygotowanych konstruktow. Kaseta powoduje opornos¢ na wybrany antybiotyk.
Po przeprowadzeniu transformacji biolistycznej komorki umieszczone na bibule filtracyjnej
przenoszono do pozywki SPP i hodowano zaleznie od rodzaju kasety uzytej do selekcji. Kaseta

pNeo4 oraz pPur zawiera promotor MTT1, ktorego aktywnos¢ zalezy od obecnosci jonow
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kadmu w pozywce (2,5 pg/ml CdClz). Komdrki hodowano w temperaturze 30°C bez
wytrzasania przez 3 h (pNeo4) badz 12-14 h (pPur) w pozywce z dodatkiem jonéw kadmu.
Potym czasie do komorek dodawano czynnik selekcyjny (antybiotyk) — paromomycyng
w stezeniu 100 ug/ml (pNeo4) badz puromycyne w stezeniu 200 pg/ml (pPur). Po 3 dniach
hodowli w temperaturze 30°C na ptytkach 96-dotkowych, komorki wykazujace opornosé
na czynnik selekcyjny przenoszono na nowe plytki i hodowano przez okoto 14 dni, codziennie
przenoszac okoto 2 ul komoérek do 100 ul $wiezej pozywki. W przypadku kasety pNeo4
stopniowo zwickszano stezenie paromomycyny (do 1200 pg/ml) w pozywce, jednocze$nie
stopniowo obnizajgc stezenie jonow kadmu (do 0,1 pug/ml). Z kolei w przypadku kasety pPur
stosowano state stgzenie puromycyny (200 pg/ml) i obnizano stgzenie jondéw kadmu
(do 0,1 pg/ml). Takie prowadzenie hodowli umozliwito selekcje i promowato wzrost komorek

z wigkszg liczba kopii wprowadzonego transgenu w genomie makronuklearnym.

4.6.1.2 Selekcja mutantow Tetrahymena thermophila zdolnych do

nadprodukcji bialek

Komorki Tetrahymena zdolne do nadprodukcji badanego biatka z dotagczong na koncu
karboksylowym metka GFP badz HA wuzyskiwano poprzez wprowadzenie konstruktu
do nickoniecznego do zycia locus BTU1L, gdzie produkcja biatka zachodzita pod kontrolg
aktywowanego jonami kadmu promotora MTT1. Konstrukty, ktére zawieraly w swojej
sekwencji kasete pBsr (warunkujaca opornos¢ na blastycydyng) wprowadzano do komorek
szczepu dzikiego Cu428 za pomoca transformacji biolistycznej (cisnienie 1100 psi), po czym
stransformowane komorki przenoszono do pozywki SPP. Po 12-14 h dodawano do hodowli
czynnik selekcyjny — blastycydyne w stezeniu 60 pg/ml, i hodowano przez 3 dni w 30°C.
Nastegpnie komorki oporne na czynnik selekcyjny przeszczepiano stosujac wzrastajace stezenie

antybiotyku (do 120 pg/ml).

4.6.2 Transformacja i selekcja komdrek Tetrahymena thermophila z delecjg

badanego genu w genomie mikronuklearnym i makronuklearnym

Mutanty Tetrahymena z delecja wybranego genu zarowno w genomie mikronuklearnym
jak i makronuklearnym otrzymywano poprzez wprowadzenie konstruktu (rozdz. 4.5.3)
do genomu mikronukleusa w trakcie wczesnych etapow mejozy podczas koniugacji komoérek
dwaoch szczepow typu dzikiego, Cu428 i B2086. W tym celu zgltodzone komorki szczepow
dzikich o podobnej gestosci mieszano w stosunku 1:1 Komorki dwoch szczepdéw taczono

ze sobg 2; 2,5; 4 1 4,5 godziny przed transformacja i hodowano w 30°C bez wytrzasania,
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co umozliwito rozpoczecie koniugacji. Bezposrednio przed transformacjag komorki
ze wszystkich czterech hodowli mieszano i wirowano, a osad komodrek nanoszono na sterylng
bibule filtracyjng i poddawano czterokrotnie transformacji biolistycznej przy cisnieniu 1800 psi
w celu zwigkszenia prawdopodobienstwa wprowadzenia konstruktu do genomu
mikronuklearnego. Po transformacji komérki przenoszono do 10 mM Tris-HCI, pH 7,4
I hodowano przez noc w 30°C bez wytrzasania, aby umozliwi¢ ukonczenie procesu koniugacji,
po czym przenoszono do pozywki SPP z dodatkiem 2,5 pg/ml CdCl2 w celu pobudzenia
promotora MTT1 znajdujacego si¢ w kasecie warunkujacej oporno$¢ na paromomycyne.
Po 2 godzinach do pozywki dodawano paromomycyn¢ o koncowym stezeniu 100 pg/ml,
przenoszono komorki na plytki 96-dotkowe (po 100 pl komoérek na dotek) i hodowano 3 dni
w 30°C. Komorki wykazujgce opornos¢ na paromomycyne przenoszono do nowych ptytek 96-
dotkowych zawierajacych pozywke SPP z dodatkiem 6-metylpuryny (6-MP) w stezeniu
15 pug/ml i hodowano przez kolejne 2-3 dni. W mikronukleusie komorek szczepu Cu428
znajduje si¢ gen warunkujacy oporno$¢ na 6-MP. W trakcie prawidlowo przebiegajacej
koniugacji gen ten przekazywany jest do nowoutworzonych jader obu koniugujacych
partnerow. Oporno$¢ zarowno na paromomycyne jak i 6-metylpuryne wskazuje, ze komorki
prawidlowo przeszty proces koniugacji, a ich nowy makronukleus powstal w wyniku
rearanzacji genomowego DNA mikronukleusa, do ktorego w wyniku transformacji

wprowadzony zostal konstrukt z genem opornosci na paromomycyne.

4.6.3 Otrzymanie mutantéw z delecja badanego genu w genomie

mikronuklearnym i makronuklearnym — krzyzowki genetyczne

W wyniku transformacji mikronukleusa, uzyskuje si¢ heterozygote zawierajaca jeden
allel normalny i jeden zmutowany poprzez wstawienie konstruktu. Aby uzyska¢ homozygote
niezbedne jest przeprowadzenie serii krzyzowek. W tym celu klony ktére wykazywaty
opornos¢ zardwno na paromomycyn¢ jak i 6-metylpuryng przenoszono do pozywki SPP
I przeszczepiano przez kolejne 14 dni, przenoszac 2 pl komoérek do 100 pl $wiezej pozywki
SPP. Po okoto 80 podziatach komorki osiggaty dojrzatos¢ ptciowa, a niektore z nich w wyniku
zachodzacej podczas podziatow amitotycznych segregacji chromosomoéw w makronukleusie,
tracily gen warunkujagcy oporno$¢ na paromomycyn¢ (w takich komorkach gen
z wprowadzonym konstruktem obecny jest tylko w diploidalnym mikronukleusie). Komorki

wrazliwe na paromomycyne (pokolenie G1) koniugowano z komérkami szczepu typu dzikiego
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Cu427, ktore w mikronukleusie posiadajag dwa identyczne allele genu CHX1, warunkujacego
oporno$¢ na cykloheksymid (CHX). Po okoto 7,5 godzinach od rozpoczecia koniugacii,
pojedyncze pary komoérek przenoszono do kropel pozywki SPP i hodowano 2 dni w 30°C.
Wszystkie kolonie ekskoniugantow powstale w wyniku skrzyzowania komorek pokolenia G1
z komorkami szczepu Cu427 wykazywaly oporno$é¢ na cykloheksymid a potowa z nich rowniez
na paromomycyn¢. Oporno$¢ na cykloheksymid wskazata, ze komorki pokolenia G1 osiaggnety
dojrzatos¢ ptciowa i prawidtowo przechodza proces koniugacji, a opornos$¢ na paromomycyng,
ze wprowadzony konstrukt przekazywany jest podczas koniugacji do komoérek
eksgoniugantow. W kolejnym etapie komorki pokolenia G1 koniugowano z komoérkami
szczepu A*IIl. Szczep ten posiada aneuploidalny mikronukleus niezdolny do utworzenia
haploidalnych produktow mejozy w procesie koniugacji. W trakcie koniugacji ptodnego
szczepu pokolenia G1 z komorkami A*1ll, dochodzi do degradacji poronnych produktow
mejozy w komorce szczepu A*IIl a w komorce pokolenia G1 jeden z produktéw mejozy
przechodzi mitoz¢ a nastgpnie transportowany jest do komodrki szczepu A*IIl 1 w obu
koniugantach przechodzi diploidyzacje¢ a makronukleus nie podlega degradacji. Uzyskane
ekskoniuganty posiadaja wigc ,,nowy”” homozygotyczny mikronukleus i r6zny pod wzgledem
genetycznym ,,przedkoniugacyjny” makronukleus (sg heterokarionami). Po 7 godzinach
od rozpoczgcia koniugacji pomiedzy komorkami G1 i A*III, pojedyncze pary komorek
przenoszono do kropel pozywki SPP a nastepnie, gdy komorki rozdzielity sig, jedng z komorek
przenoszono do osobnej kropli. W ten sposob uzyskiwano pary heterokarionow, ktore nastepnie
w wyniku koniugacji ze sobg dawaly pokolenie komodrek posiadajgcych homozygotyczny
mikronukleus i nowy, utworzony w wyniku jego rearanzacji makronukleus. Uzyskane
ekskoniuganty, mutanty typu knock-out (KO), posiadaly jedynie zmutowane, niefunkcjonalne
allele badanego genu zaréwno w genomie mikronuklearnym jak i makronukleanym (Ryc.11).
Fenotyp komérek KO (np. tempo ptywania, wzor bicia rzesek) jest spowodowany brakiem

biatka kodowanego przez unieczynniony gen.
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Usuniecie genu

Cud28 B2086
(A)

Segregacja
fenotypowa

>>>>

Heterokariony

(M) (N) (0)

Komorki typu

(R) Knock-Out (KOT 1

Ryc. 11 Schemat uzyskiwania komérek Tetrahymena typu knock-out (KO) — z delecjg fragmentu badanego genu

w genomie mikro- i makronuklearnym. (A-B) £gczenie sie¢ w pary komdrek odmiennych typow plciowych. (C)
Podzial mejotyczny mikronukleusa — moment wprowadzenia konstruktu, degradacja trzech z powstatych jgder
mejotycznych w tylnej czesci komorki. (D) Mitoza prezygotyczna pozostatego jqdra mejotycznego prowadzqgca do
powstania przedjqdrzy: migracyjnego i stacjonarnego. (E) Wymiana przedjqdrzy migracyjnych pomiedzy
koniugujgcymi partnerami i (F) fuzja z przedjgdrzem stacjonarnym — utworzenie diploidalnych jgder
zygotycznych. (G) Nowe mikro- i makronukleusy powstate w wyniku podziatow mitotycznych jgdra zygotycznego,
zawierajgce zmutowany allel (jeden w mikronukleusie i potowe sposrod ok 45 w makronukleusie),; jednoczesna
stopniowa degradacja starego makronukleusa. (H) Ekskoniuganty. (I) Segregacja fenotypowa komérek. W trakcie
kolejnych podziatow komorek dochodzi do segregacji chromosomow w amitotycznie dzielgcych sie
makronukleusach i utraty genu z delecjq w niektorych komorkach; gen z delecjq nadal obecny w mikronukleusie.
(J-0) Koniugacja ze szczepem A*III posiadajgcym aneuploidalny mikronukleus, uzyskanie heterokarionéow —
komorek posiadajgcych homozygotyczny pod wzgledem wprowadzonego konstruktu mikronukleus i zachowany
., stary” przedkoniugacyjny makronukleus. (P-R) Koniugacja heterokarionéw w wyniku ktérej otrzymane komorki
potomne posiadajq homozygotyczny pod wzgledem wprowadzonego konstruktu mikronukleus i makronukleus.

(Dave i in., 2009, zmodyfikowano).
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4.6.4 Weryfikacja delecji fragmentu genu w mutantach knock-out

Aby potwierdzi¢, ze otrzymane mutanty maja usunicty fragment badanego genu
oczyszczano genomowe DNA, a nastgpnie przeprowadzano reakcje¢ PCR. Do reakcji PCR
wykorzystywano startery (Tabela 5), ktore zaprojektowano tak, by jeden z nich byt
komplementarny do fragmentu genu, ktéry zostat usuniety, a dwa pozostate komplementarne
do zachowanych sekwencji badanego genu (5’ i 3° w stosunku do pozycji usunigtego
fragmentu). W wyniku reakcji PCR, w przypadku mutanta typu knock-out, fragment powielony
z wykorzystaniem dwach starteréw komplementarnych do zachowanych sekwencji genu, jest
wiekszy (fragment ten obejmuje kasete pNeo4 majaca 2000 pz, ktora zastgpita usunigty, majacy
okoto 800 pz fragment genu) niz w przypadku, gdy jako matryce uzyto genomowe DNA
oczyszczone z komorek szczepu dzikiego. W przypadku uzycia startera komplementarnego do
usunigtego fragmentu genu, produkt PCR jest tworzony tylko w przypadku uzycia DNA
Zz komérek szczepu dzikiego jako matrycy. Réwnolegle prowadzono reakcje PCR bez

matrycowego DNA (kontrola czystos$ci odczynnikow).

4.6.5 Doswiadczenie typu rescue

W celu weryfikacji czy obserwowany fenotyp mutantéw typu knock-out wynika jedynie
z usuni¢cia fragmentu badanego genu, przeprowadzono doswiadczenie typu rescue.
Do komorek DUSP5-KO wprowadzono za pomocg transformacji biolistycznej konstrukt
umozliwiajacy produkcje biatka fuzyjnego Dusp5-GFP w niekoniecznym do zycia locus BTU1
(rozdz. 4.5.2). Przywrocenie fenotypu charakterystycznego dla komdrek szczepu typu dzikiego
potwierdzalo, ze fenotyp uzyskanych mutantow typu KO zwigzany byt wylacznie z delecja
fragmentu genu DUSP5.

4.7 Analiza fenotypu mutantéw Tetrahymena

4.7.1 Tempo proliferacji

Mutanty Tetrahymena DUSP5-KO, KIF9-KO oraz komorki szczepu typu dzikiego
Cu428 hodowano do osiggnigcia przez hodowle fazy wzrostu logarytmicznego w pozywce
SPP, a nastepnie rozcienczano do gestosci 2*10* komdrek/ml. Komérki hodowano

w temperaturze 30°C bez wytrzasania, a gestos¢ hodowli okreslano co 3 godziny. W celu oceny
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gestosci hodowli pobierano 90 pl komorek, ktore utrwalano z uzyciem 10 ul 10% kwasu

trichlorooctowego (TCA) a nastepnie zliczano z wykorzystaniem komory Birkera.
4.7.2 Tempo fagocytozy

Analize tempa fagocytozy, czyli tempa tworzenia nowych wodniczek pokarmowych
w komorkach Tetrahymena - mutantach DUSP5-KO, KIF9-KO oraz komorkach szczepu typu
dzikiego Cu428 — przeprowadzano poprzez dodanie do hodowli tuszu kreslarskiego
0 koncowym stezeniu 0,2%. Obecnos$¢ tuszu w pozywce powoduje, ze nowoutworzone
wodniczki sg ciemne, co umozliwia ich policzenie. Komorki z hodowli w fazie wzrostu
logarytmicznego hodowano w pozywce z dodatkiem tuszu przez 10 minut w temperaturze 30°C
bez wytrzasania. Nastepnie komorki utrwalano 2% paraformaldehydem a nowoutworzone
wodniczki liczono w przynajmniej 100 komorkach z wykorzystaniem mikroskopu $wietlnego

z konstrastem fazowym Leitz Orthoplan (Niemcy).
4.7.3 Rejestracja torow ruchu komérek

Tory ruchéw komérek Tetrahymena rejestrowano z wykorzystaniem mikroskopu Zeiss
Discover V8 steREO (Zeiss, Niemcy) oraz programu ZEN dolaczonego przez producenta.
Komérki z hodowli w fazie wzrostu logarytmicznego rozcienczano w okoto 600 pl pozywki
SPP na plytce 12-dotkowej, do osiggniecia gestosci okoto 0,5-1*10* komorek/ml. Taka gestosé
umozliwiata §ledzenie poczatku i1 konca trajektorii pojedynczej komoérki. W przypadku
komarek typu rescue dla mutantow DUSP5-KO oraz komorek zdolnych do nadprodukcji
badanych biatek do pozywki dodawano 2,5 pg/ml CdCl2 w celu pobudzenia promotora MTT1
i produkcji biatka (rozdz. 4.6.5). Tory ruchu komoérek rejestrowano przy otwarciu przestony
na3 s, otrzymujac obraz jasnych tordw na ciemnym tle. Dla kazdego badanego szczepu
wykonywano zdjecia umozliwiajace zmierzenie dtugosci co najmniej 100 trajektorii. Dlugosé

torow ruchu mierzono z wykorzystaniem programu Fiji ImageJ.

4.7.4 Pomiar dhugosci rzesek

Komorki Tetrahymena szczepu dzikiego Cu428 oraz mutantdéw utrwalano i znakowano
przeciwciatem przeciwko a-tubulinie (12G10) oraz przeciwciatem przeciwko poliglicylowanej
tubulinie (Tabela 2). Nastepnie komorki obrazowano z wykorzystaniem mikroskopu
konfokalnego Leica SP8 (Dostepny w Pracowni Obrazowania Struktury 1 Funkcji
Tkankowych). Dtugos¢ rzesek mierzono w programie Fiji ImageJ — mierzono co najmniej 100

rzesek.
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4.7.5 Tempo regeneracji rzesek

Komorki Tetrahymena z hodowli w fazie wzrostu logarytmicznego — 2-2,5*10%
komarek/ml (5 ml), wirowano i przeptukiwano roztworem 10 mM Tris-HCI pH 7,4, a nastepnie
zawieszano w 900 pl 10% roztworu Ficoll 400 pH 4,2 i przepuszczano pigciokrotnie w ciggu
1 minuty przez strzykawke z igla o grubosci 21G. W wyniku szoku pH oraz dzialania sity
mechanicznej, komorki Tetrahymena traca rzeski. W celu umozliwienia ich regeneracji
komorki przenoszono do pozywki SPP (w takiej iloci by roztwor Ficoll 400 rozcienczy¢ 100x)
1 hodowano bez wytrzasania przez 2 godziny w 30°C. Tuz po odrzgsieniu (0 min) oraz po 30,
60 1 120 minutach pobierano 10 ul komoérek i mieszano z roéwng objetoscig roztworu
permeabilizujacego i utrwalajacego (1% NP-40, 4% PFA w buforze PHEM) a nastgpnie

znakowano przeciwcialem przeciwko a-tubulinie (12G10) (Tabela 2).
4.7.6 Rejestracja ruchu rzesek

Ruch rzgsek mutantow DUSP-KO, KLP1-KO oraz komdrek szczepu typu dzikiego
Cu428 analizowano z wykorzystaniem mikroskopu fluorescencyjnego AXIO Imager M2
wyposazonego w obiektyw immersyjny 63x oraz kamere szybkoklatkowa Phantom Miro C110.
Komorki hodowano do momentu osiaggni¢cia przez hodowle fazy wzrostu logarytmicznego (2-
2,5*10° komorek/ml) a nastepnie rejestrowano ruch rzesek w rozdzielnosci 1280x1024 przy
900 klatkach/s 1 ekspozycji 1100 sekund. Dalszg analize prowadzono w programie Fiji Imagel
gdzie otrzymane obrazy konwertowano na filmy odtwarzane z szybkoscig 10 klatek/s, oraz

w programie Adobe Photoshop CC.

4.8 Metody biochemiczne

4.8.1 Oczyszczanie bialek rzeskowych

Bialka rzgskowe komorek Tetrahymena oczyszczano komorek z hodowli w fazie
wzrostu logarytmicznego (2-2,5*10° komorek/ml) o minimalnej objetosci 200 ml. Komorki
wirowano (1609 x g) przez 3 minuty a po przeptukaniu roztworem 10 mM Tris-HCI pH 7,4
zawieszano w 40 ml buforu do odrzgsiania i przenoszono do kolb stozkowych. Delikatnie
mieszajac do zawiesiny komorek dodawano 840 ul 0,5 M kwasu octowego, po czym po 90 s
kwasne srodowisko neutralizowano przez dodanie 720 ul 0,6 M wodorotlenku potasu. Szok pH
powoduje, ze komorki tracg rzeski, a proces ten dodatkowo wspomagany jest poprzez dzialanie

sit mechanicznych spowodowanych mieszaniem. Po odrzesieniu komorki dwukrotnie
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wirowano przez 5 minut (1720 x g) w 4 °C w celu oddzielenia frakcji rzeskowej
od pozbawionych rzesek cial komorek. Nadsacz zawierajacy rzgski wirowano przez 30 minut
(21200 x g) w 4°C w celu zebrania frakcji rzgskowej. Osad rzesek przeplukiwano okoto 500 pl
buforu do odrzesiania zawierajacego inhibitory proteaz, po czym ponownie wirowano przez
20 minut (21200 x g) w 4°C. Uzyskany osad rzgskowy zamrazano w -80°C lub zawieszano
ponownie w buforze do odrzesiania z 1x stgzonymi inhibitorami proteaz i mierzono stgzenie

biatka z wykorzystaniem metody BCA (rozdz. 4.8.2) i procesowano dalej.

4.8.2 Pomiar stezenia bialka z wykorzystaniem kwasu bis-cynchoniniowego
(BCA)

Pomiaru stezenia biatka w przygotowanych proébkach dokonywano z wykorzystaniem
zestawu Pierce BCA Protein Assay Kit zgodnie z protokotem dostarczonym przez producenta,
z wykorzystaniem urzadzenia EnSpire Multimode plate 67 Reader (PerkinElmer, USA) przy
dhugosci fali 562 nm. Do przygotowania krzywej standardowej uzywano seryjnych rozcienczen
albuminy surowicy bydlecej (BSA) o znanym st¢zeniu. Przygotowane ekstrakty biatkowe

0 nieznanym stezeniu rozcienczano 10-krotnie przed pomiarem.

4.8.3 Elektroforeza SDS-PAGE - rozdzial bialek w warunkach

denaturujacych

W celu rozdzielenia bialek wedlug ich masy czasteczkowe] przeprowadzano
elektroforeze w warunkach denaturujagcych SDS-PAGE. Uzyskane ekstrakty biatkowe (2-
40 ng) denaturowano poprzez dodanie pigciokrotnie stezonego buforu Laemmliego
i inkubowano w 95°C przez 5 minut. Probki oraz komercyjnie dostepny standard wielko$ci
bialek PageRuler (zakres 10-180 kDa) naktadano na zel poliakryloamidowy (4% zel
zageszczajacy 1 10% zel rozdzielajacy) o grubosci 1 mm. Rozdziat elektroforetyczny biatek
prowadzono w buforze do elektroforezy przy uzyciu aparatu Mini-Protean Il (Bio-Rad, USA)
przy napieciu 90 V w zelu zaggszczajacym i 200 V w zelu rozdzielajagcym. Rozdzielone
elektroforetycznie biatka: (i) przenoszono na membrane nitrocelulozows (rozdz. 4.8.4), (ii)
barwiono azotanem srebra (rozdz. 4.8.5) lub (iii) barwiono przy uzyciu komercyjnego zestawu

do detekcji fosforylowanych biatek (rozdz. 4.8.6).
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4.8.4 Detekcja bialek metoda Western blot

Biatka rozdzielone elektroforetycznie w zelu poliakryloamidowym (rozdz. 4.8.3)
przenoszono na membrang nitrocelulozowa z wykorzystaniem aparatu Mini Trans-Blot (Bio-
Rad, USA), (Towbin i in., 1979). Transfer prowadzono przez 70-90 minut w schtodzonym do
okoto 4-8°C buforze do transferu przy statym natezeniu pradu 160 mA. Aby oceni¢ wydajnos¢
transferu biatek, membrang barwiono roztworem Ponceau S, po czym wyplukiwano barwnik
roztworem TBST. Membran¢ blokowano przez 60 minut w 5% roztworze odtluszczonego
mleka w TBST (w temperaturze pokojowej) w celu zminimalizowania niespecyficznego
wigzania przeciwcial do membrany nitrocelulozowej. Nastgpnie membrang inkubowano przez
noc w 4°C z odpowiednim przeciwciatem I-rzgdowym (Tabela 2), 4-krotnie ptukano roztworem
TBST i inkubowano z odpowiednim przeciwciatem II-rzgdowym sprz¢zonym z peroksydaza
chrzanowg (Tabela 2) w temperaturze pokojowej przez 60-90 min. Wszystkie przeciwciata
rozcienczano w 5% roztworze mleka odttuszczonego w TBST. Po inkubacji z przeciwciatem
I1-rzgdowym membrang ptukano 3-krotnie roztworem TBST i jednokrotnie roztworem TBS.
Kazde ptukanie trwato 10 minut.

W przypadku detekcji biotynylowanych biatek membrane po transferze blokowano
przez noc w 3% roztworze BSA w 4°C, po catonocnej inkubacji przez 3 godziny inkubowano
ze streptawidyng skoniugowang z peroksydaza chrzanowg (Tabela 2) i ptukano tak jak opisano
powyzej.

Wyznakowane biatka uwidaczniano stosujagc metod¢ immunochemiczng przy uzyciu
zestawu do chemiluminescencji Westar nC Ultra 2.0 i aparatu G:Box (Syngene, Wielka

Brytania) z oprogramowaniem GeneSys.
4.8.5 Detekcja bialek z wykorzystaniem azotanu srebra

Po rozdziale biatek w Zelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujacych (rozdz.
4.8.3), zel utrwalano 45-60 minut w roztworze zawierajacym 5% kwas octowy 1 50% metanol.
Po utrwaleniu zel przeptukiwano w 50% metanolu a nastgpnie w wodzie destylowane;.
Nastepnie zel inkubowano 3 minuty w przygotowanym na $wiezo 0,02% tiosiarczanie sodu
I przemywano dwukrotnie w wodzie destylowanej. Srebrzenie prowadzono w ciemnosci przez
30-45 minut poprzez inkubacje ze §wiezo przygotowanym 0,15% roztworze azotanu srebra,
po czym ponownie dwukrotnie plukano woda destylowang. Wysrebrzone biatka uwidaczniano
poprzez dodanie roztworu zawierajacego 0,04% formaling i 2% wodorowgglan sodu.

Po pojawieniu si¢ prazkow biatek, reakcje zatrzymywano poprzez przeniesienie zelu do 5%
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roztworu kwasu octowego. Zel przechowywano w roztworze zawierajagcym 1% kwas octowy

i 10% metanol.

4.8.6 Detekcja fosforylowanych bialek w Zelu poliakryloamidowym

Fosforylowane bialka rozdzielone przy pomocy elektroforezy SDS-PAGE w Zelu
poliakryloamidowym (rozdz. 4.8.3) wykrywanokonstrukty z wykorzystaniem komercyjnie
dostepnego zestawu Pro-Q™ Diamond Phosphoprotein Gel Stain. Procedur¢ prowadzono
zgodnie z protokotem dostarczonym przez producenta a wizualizacj¢ fosforylowanych biatek

z wykorzystaniem aparatu G:Box (Syngene, Wielka Brytania) z oprogramowaniem GeneSys.

4.9 Badanie oddzialywan miedzy bialkami

4.9.1 Identyfikacja bialek zlokalizowanych w poblizu badanego bialka (ang.

proximity labeling assay), metoda BiolD

W celu zidentyfikowania biatek znajdujacych si¢ w najblizszej odleglosci (nie wigce;j
niz 10 nm) od badanych bialek (a wsrdd nich potencjalnych partneréw badanych biatek)
wykorzystano metode BiolD polegajacej na biotynylowaniu i detekcji biatek znajdujacych sie
w sasiedztwie badanego biatka (Roux i in., 2012). W tym celu przygotowano mutanty
Tetrahymena (rozdz. 4.5.1) produkujgce badane biatka jako biatka fuzyjne ze zmutowang ligaza
biotyny BirA* lub TurbolD. Ligazy te w obecnosci biotyny przylaczaja jej czasteczki do reszt
aminokwasowych lizyny znajdujacych si¢ w poblizu bialek. Ligaza BirA* i TurbolD r6znig si¢
od siebie wydajnoscia biotynylacji (Branon i in., 2018). Biotynylowane biatka oczyszcza si¢ na
ztozu skoniugowanym ze streptawidyna, a nastgpnie poddaje analizie spektrometrii mas.

Komorki Tetrahymena produkujace badane biatka w fuzji z metkg HA-BirA* lub HA-
TurboID na koncu karboksylowym oraz komorki szczepu typu dzikiego Cu428 z hodowli
w fazie wzrostu logarytmicznego gtodzono w buforze Tris-HCI pH7,4. Po ok 16-18 godzinach
inkubacji w 30°C z wytrzagsaniem 80 rpm do hodowli dodawano 50 uM biotyne i inkubowano
przez 4 godziny w przypadku ligazy BirA* lub 30 minut w przypadku ligazy TurbolD.
Po inkubacji z biotyng oczyszczano frakcj¢ rzeskowa (rozdz. 4.8.1) a uzyskany osad rzegskowy,
zawieszano w buforze do odrzesiania z dodatkiem 1% NP-40 1 dwukrotnie st¢zonymi
inhibitorami proteaz i inkubowano 5 minut w lodzie w celu usunigcia blony rz¢skowej i biotyny
niezwigzanej z biatkami. Odblonione rzgski (aksonemy) wirowano (21110 x g) w 4°C przez

15 minut, osad przeptukiwano buforem do odrzgsiania zawierajacym 1-krotnie st¢zone
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inhibitory proteaz (celem usunigcia resztek detergentu NP-40) i ponownie wirowano.
Otrzymany osad, zawierajacy odbtonione rzeski, poddawano lizie w 200 pl buforu lizujacego
(rozdz. 3.11) w temperaturze pokojowej przez 60 minut po czym wirowano (8000 x g) w 4 °C
przez 10 minut, zbierano supernatant i mierzono st¢zenie biatka BUmetodg BCA (rozdz. 4.8.2).
Na uprzednio kondycjonowane ztoze magnetyczne pokryte streptawidyng (100 pul) nanoszono
800 pg oczyszczonych biatek rzeskowych rozcienczonych czterokrotnie za pomoca 50 mM
Tris-HCI pH 7.,4. Probki biatka inkubowano przez noc w 4°C na kotysce laboratoryjne;.
Nastepnie ztoze ptukano 6-krotnie w tym samym roztworze w celu usuni¢cia niezwigzanych ze
ztozem bialek. Probke zawieszano w 100 pl buforu Laemmliego niezawierajacego biekitu
bromofenolowego, denaturowano biatka przez 5 minut w 95°C i pobierano roztwor znad ztoza
zawierajacy oderwane biatka. Biatka oczyszczano 1 zatgzano z wykorzystaniem zestawu
ReadyPrep™ 2-D Cleanup Kit postepujac wedtug procedury dostarczonej przez producenta
Z tym wyjatkiem, ze koncowo precypitat biatek zawieszano w 50 mM wodorowgglanie amonu.

Detekcje biotynylowanych biatek prowadzono przy uzyciu metody Western blot (rozdz.
4.8.4). Na zel poliakryloamidowy naktadano 10% uzyskanej probki. Pozostala cze$¢ probki
przekazywano do analizy zwykorzystaniem spektrometrii mas w Srodowiskowym
Laboratorium Spektrometrii Mas znajdujagcym si¢ w Instytucie Biochemii 1 Biofizyki PAN

w Warszawie.

4.9.2 Modyfikacja metody BiolD

Do do$wiadczen uzyto mutanty Tetrahymena, w ktorych jednoczesnie zachodzita
produkcja dwoch réznych biatek fuzyjnych: Spef2A-HA-TurbolD oraz badanego biatka
z metkg GFP (X-GFP). Produkcja badanego biatka z metkg GFP umozliwiata sprawdzenie czy
znajduje si¢ ono posrdd biotynylowanych biatek, ktére zostaty zwigzane do ztoza, a tym samym
czy biatko X-GFP znajduje si¢ w najblizszym sgsiedztwie biatka Spef2A. Procedura
przebiegala tak samo jak opisano powyzej z tym wyjatkiem, ze 200 pg probki biatka naktadano
na 25 ul zloza streptawidynowego. Ponadto po catonocnej inkubacji i plukaniu ztoza w celu
usunigcia niezwigzanych biatek, probke zawieszano w 25 ul 5-krotnie stgzonego buforu
Laemmliego i denaturowano przez 5 minut w 95°C. Nastepnie calg probke naktadano na zel
poliakryloamidowy, prowadzono elektroforez¢ SDS-PAGE, a biotynylowane biatka oraz
biatka z metkag GFP wykrywano metoda Western blot (rozdz. 4.8.4).
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4.8.3 Identyfikacja bialek koprecypitujacych z wybranymi bialkami

(koimmunoprecypitacja)

Zastosowanie metody koimmunoprecypitacji umozliwito identyfikacj¢ kompleksow
biatkowych, w sktad ktérych wchodzg badane biatka. Komorki Tetrahymena produkujgce
badane biatka w fuzji z metkg 3xHA — Kif9-3xHA oraz Dusp5-3xHA, a takze komorki szczepu
typu dzikiego, Cu428, hodowano w pozywce SPP w objetosci 600 ml po czym oczyszczano
biatka frakcji rzeskowej (rozdz. 4.8.1). Otrzymany osad rzgskowy zawieszano w 300 ul buforu
do odrzesiania z 1-krotnie stezonymi inhibitorami proteaz po czym dodawano rowng objetosc
roztworu zawierajgcego NP-40 oraz chlorek sodu o koncowych stezeniach odpowiednio 2%
11,2 M. Detergent — NP-40 — umozliwia usunigcie blony rzeskowej a chlorek sodu powoduje
oddzielenie m.in. biatek wypustek aparatu centralnego. Zawiesing rz¢sek przepuszczano 10-
krotnie przez strzykawke insulinowg i inkubowano w lodzie przez 30 minut. Nastepnie probke
wirowano (2100 x g) w 4 °C, przez 25 minut, po czym pobierano supernatant i rozcienczano 4-
krotnie 10 mM Tris-HCI pH 7,4 z 1-krotnie stezonymi inhibitorami proteaz. St¢zenie biatka
w probce oznaczano z wykorzystaniem metody BCA (rozdz. 4.8.2). Na uprzednio
kondycjonowane buforem pluczacym zloze agarozowe sprzgzone z przeciwciatem anty-HA
(100 pl) naktadano 1000 pg biatka. Probke inkubowano przez noc w temperaturze 4 °C
na kolysce laboratoryjnej, a nastgpnie ptukano 5-krotnie buforem ptuczacym, w celu usunigcia
niezwigzanych bialek. Biatka odrywano od ztoza inkubujac przez 10 minut w temperaturze
pokojowej w 100 pl roztworu zawierajacego 7 M mocznik i 2% CHAPS. W trakcie inkubacji
probke mieszano co 2 minuty. Procedure powtarzano ponownie uzyskujac koncowo 200 pl
probki, ktorej 10% naktadano na zel poliakryloamidowy i rozdzielano za pomoca elektroforezy
SDS-PAGE (rozdz. 4.8.3). Detekcje biatek prowadzono z wykorzystaniem azotanu srebra
(rozdz. 4.8.5). Pozostata probke przekazywano do analizy z wykorzystaniem spektrometrii mas
w Srodowiskowym Laboratorium Spektrometrii Mas znajdujacym si¢ w Instytucie Biochemii

i Biofizyki PAN w Warszawie.

4.8.4 Analiza oddzialywan pomiedzy wybranymi bialkami (ang. pull-down)

W celu identyfikacji bezposrednich oddzialywan migdzy badanymi biatkami
przeprowadzono doswiadczenia typu pull-down. Komdrki Tetrahymena zdolne do
nadprodukcji badanych biatek jako biatek fuzyjnych z metkg HA lub metkg GFP (rozdz. 4.5.2)
hodowano w 10 ml pozywki SPP do osiagniecia gestosci 2-2,5*10° komoérek/ml. W celu

indukcji nadprodukcji biatka w komérkach, do hodowli dodawano 2,5 pg/ml CdClz i hodowano
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komorki w 30°C z wytrzasaniem 80 rpm przez 2 godziny. Po tym czasie komdrki wirowano
(1690 x g) przez 3 minuty i przeptukiwano 10 mM Tris-HCI pH 7,4. Osad komorek zawieszano
w 300 pl 10 mM Tris-HCI pH 7,4 po czym dodawano rowng objgtos¢ 2-krotnie stezonego
zmodyfikowanego roztworu RIPA (MRIPA) z 20-krotnie st¢zonymi inhibitorami proteaz,
zawieszano przez pipetowanie i inkubowano 5 minut w lodzie. Po lizie, komorki wstepnie
wirowano (21100 x g) w 4 °C, przez 20 minut w celu pozbycia si¢ z probki niezlizowanych
resztek, pobierano supernatant i wirowano (120 000 x g,) w 4°C, 30 minut w celu uzyskania
czystej frakcji cytozolowej. Stezenie biatka w probce mierzono za pomoca metody BCA (rozdz.
4.8.2). Na uprzednio kondycjonowane (buforem do plukania) ztoze magnetyczne sprzezone
Z przeciwcialem anty-GFP nanoszono 250 pg biatka produkowanego w fuzji z metkg GFP
(rozcienczonego 4-krotnie buforem do rozcienczania) i dopelniano do 0,5 ml buforem do
ptukania ztoza. Inkubacj¢ ze ztozem prowadzano przez 45 minut w temperaturze pokojowej
Z cigglym mieszaniem. Po tym czasie ztoze ptukano 5-krotnie buforem do plukania ztoza
W celu usunigcia niezwigzanych biatek i nanoszono 250 pg biatka produkowanego w fuzji
z metkg HA (rozcienczonego 4-krotnie buforem do rozcienczania) i dopetniano do 0,5 ml
buforem do plukania ztoza. Inkubacj¢ ze ztozem prowadzono przez 1 godzing w temperaturze
pokojowej z cigglym mieszaniem, a nastgpnie zloze ponownie 5-krotnie plukano buforem
do ptukania ztoza. Po ostatnim ptukaniu ztoze zawieszano w 40 pl 2,5-krotnie stezonego buforu
Laemmliego 1 denaturowano zwigzane z nim biatka w 95°C przez 5 minut. Detekcje

zwigzanych ze zlozem biatek przeprowadzano metodg Western blot (rozdz. 4.8.4).

4.10 Metody obrazowania immunocytochemicznego

4.10.1 Immunocytochemiczne znakowanie komorek Tetrahymena

thermophila

Komorki Tetrahymena (10 pl) nanoszono na szkietko nakrywkowe a nastgpnie
permeabilizowano i utrwalano poprzez zmieszanie z rowng objetoscia roztworu utrwalajacego.
Po wyschnieciu szkietko pokrywano roztworem 3% BSA w PBS i1 inkubowano 10 minut w celu
zminimalizowania niespecyficznego wigzania przeciwcial. Zaré6wno utrwalanie jak
i blokowanie preparatu przeprowadzano w temperaturze pokojowej. Nastepnie preparaty
inkubowano z odpowiednim przeciwciatem I-rzedowym (Tabela 2) zawieszonym w 3% BSA
w PBS przez noc w temperaturze 4°C. Po calonocnej inkubacji usuwano nadmiar przeciwciat

poprzez 3-krotne plukanie w roztworze PBS 1 nanoszono odpowiednie przeciwciato [I-rzgdowe
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(Tabela 2) zawieszone w 3% BSA w PBS po czym inkubowano 2 godziny w ciemnosci
w temperaturze pokojowej. Po tym czasie preparaty ponownie 3-krotnie ptukano po czym
nanoszono na szkietka podstawowe z 10 pl preparatu Fluoromont G, ktory przedtuza zywotnos¢

fluorochromow i zabezpiecza preparaty przed wyschnigciem.

4.10.2 Analiza preparatébw immunocytochemicznych przy uzyciu

mikroskopu konfokalnego

Wstepnej oceny preparatdow immunofluorescencyjnych dokonywano z wykorzystaniem
mikroskopu fluorescencyjnego AXIO Imager M2. Obrazy rejestrowano z wykorzystaniem
mikroskopu konfokalnego Leica SP8 znajdujacego si¢ w Pracowni Obrazowania Struktury
i Funkcji Tkankowych w Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego w Warszawie.

Analize 1 obrobke obrazéw prowadzono w programie Fiji Imagel oraz Adobe Photoshop CC.
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5. Wyniki

CZESC1

Analiza filogenetyczna i domenowa potencjalnych bialek szlaku MAP

kinaz rze¢sek ruchomych oraz okreslenie ich wzajemnych oddzialywan

5.1 Analiza filogenetyczna i domenowa potencjalnych elementéw i regulatorow szlaku
MAP kinaz

Sposréd  zidentyfikowanych bialek niestrukturalnych, ktoérych poziom w ciliomach
komorek pozbawionych wypustki Clb (SPEF2A-coDel i CFAP69-KO) byt zmieniony
(obnizony lub podwyzszony) w stosunku do rzesek komorek typu dzikiego szczeg6lng uwage
zwrocity biatka mogace stanowi¢ elementy wilasciwe 1 regulatorowe szlaku MAP kinaz.
Analiza filogenetyczna wykazata, ze wytypowane bialka sg ortologami: ludzkiej kinazy Mapk3
(ang. mitogen-activated protein kinase 3, kinaza 3 aktywowana mitogenami), kinazy Map2k7
(ang. Mitogen-activated protein kinase 2 kinase 7, kinaza 7 kinazy 2 aktywowanej
mitogenami), kinazy Nek6 (ang. never in mitosis A-related kinase 6), fosfatazy Dusp5 (ang.
dual-specificity phosphatase 5) oraz fosfatazy PPM1B/PP2CB (ang. protein phosphatase,
Mg2+/Mn2+ dependent 1B/protein phosphatase 2C-beta) (Ryc. 12) i kinezyny Kif9 (ang.
kinesin family member 9), ktorej ortolog u Chlamydomonas — biatko KLP1 lokalizuje si¢
w wypustce C2c. Jak wykazano kinezyny oprdcz udzialu w transporcie organelli w komorce
pelnig rowniez istotne role w transporcie wewnatrzkoméorkowym — w tym elementow szlaku
MAP kinaz biorgc udzial w regulacji przekaznictwa sygnatu zwigzanego ze szlakiem MAP

kinaz (Liang i Yang, 2019).
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Ryc. 12 Poréwnanie sekwencji aminokwasowych ortologéw biatka Mapk3 (A), Map2k7 (B), Nek6 (C), Dusp5
(D), Pp2c (E) i Kif9 (F).
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Blepharisma stoltei (CAG9331548.1), Bufo bufo (XP_040272287.1), Chlamydomonas reinhardtii
(XP_001700291.1), Danio rerio (BAB11812.1), Drosophila melanogaster (NP_001015122.1), Homo
sapiens (NP_002737.2), Ichthyophthirius multifiliis (XP_004023847.1) Mus musculus (NP_036082.1),
Paramecium tetraurelia (XP_001458850.1), Saccoglossus kowalevskii (XP_006822450.1), Stentor
coeruleus (OMJ87638.1), Strongylocentrotus purpuratus (NP_999813.1), Stylonychia lemnae
(CDW?75540.1), Tetrahymena thermophila (TTHERM_00760270), Trypanosoma cruzi (EKF99016.1)
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(B) Map2k?
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Anneissia japonica (XP_033108648.1), Chlamydomonas reinhardtii (XP_001696437.1), Danio rerio
(NP_001177235.1), Homo sapiens (NP_001284484.1), Mus musculus (NP_001036022.1), Paramecium
tetraurelia (XP_001446993.1), Pseudocohnilembus persalinus (KRX09481.1), Tetrahymena thermophila
(TTHERM_000584709), Trypanosoma vivax (KAG8342097.1), Xenopus laevis (XP_018106258.1)
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(C) Nek6
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Blepharisma stoltei (CAG9310233.1), Bufo bufo (XP_040260836.1), Chlamydomonas reinhardtii
(XP_001703012.1), Danio rerio (XP_005161552.1), Halteria grandinella (TNV84428.1) Homo sapiens
(AAG13417.1), Ichthyophthirius multifiliis (XP_004035337.1) Mus musculus (BAB23676.2), Paramecium
tetraurelia (XP_001459232.1), Saccoglossus kowalevskii (XP_002733050.1), Stentor coeruleus
(OMJB0953.1),  Strongylocentrotus  purpuratus  (XP_030840182.1), Tetrahymena thermophila
(TTHERM_00412070), Trypanosoma brucei gambiense (XP_011772275.1), Xenopus laevis
(XP_018087368.1).
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Asterias rubens (XP_033639381.1), Blepharisma stoltei (CAG9330279.1), Danio rerio (NP_997730.1),
Drosophila melanogaster (AAL90399.1), Gallus gallus (XP_040530947.1), Halteria grandinella
(TNV76132.1), Homo sapiens (AAB06261.1), Mus musculus (NP_001078859.1), Paramecium octaurelia
(CAD8179010.1), Stentor coeruleus (OMJ78558.1), Stylonychia lemnae (CDW73039.1), Tetrahymena
thermophila (TTHERM 00279780) Xenopus tropicalis (NP_001135695.1). Ramkq zaznaczono zachowang

w toku ewolucji sekwencje centrum aktywnego
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(E) Pp2c
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Blepharisma stoltei (CAG9322450.1), Bufo bufo (XP_040267138.1), Chlamydomonas reinhardtii
(XP_001696785.1), Danio rerio (NP_571473.1), Homo sapiens (XP_054198659.1), Ichthyophthirius
multifiliis (XP_004039816.1) Mus musculus (AAG44661.1), Paramecium tetraurelia (XP_001428225.1),
Saccoglossus kowalevskii  (XP_002741378.2), Stentor coeruleus (OMJ94111.1), Strongylocentrotus
purpuratus (XP_782003.3), Tetrahymena thermophila (TTHERM_00585480), Trypanosoma brucei
(XP_822740.1), Trypanosoma cruzi (EKG01522.1), Xenopus laevis (XP_018119850.1).
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(F) Kif9
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Acropora digitifera (XP_015751183.1), Bufo bufo (XP_040287413.1), Chlamydomonas reinhardtii
(P46870.1), Homo sapiens (NP_071737.1), Ichthyophthirius multifiliis (XP_004039271.1), Mus musculus
(EDL09012.1), Paramecium tetraurelia (XP_001455832.1), Rattus norvegicus (EDL77078.1),
(Saccoglossus kowalevskii (XP_002737743.1), Stentor coeruleus (OMJ90760.1), Tetrahymena thermophila
(TTHERM_00502590), Xenopus laevis (XP_018124453.1). Ramkami zaznaczono sekwencje znanych

motywow domeny motorycznej kinezyny umozliwiajgce wigzanie ATP.

Biatko Mapk3 Tetrahymena (ang. Mitogen-activated protein kinase 3) jest niewielkim
biatkiem zbudowanym z 413 aminokwasow o teoretycznej masie czasteczkowej wynoszacej
okolo 49 kDa. Analiza filogenetyczna wykazata, ze biatko to jest zachowane w toku ewolucji
od pierwotniakéw do cztowieka, oraz jest w 49% identyczne i w 69% podobne do ludzkiego
biatka Mapk3.

Druga z badanych kinaz — kinaza Map2k7 (ang. Mitogen-activated protein kinase kinase
7) u orzgska Tetrahymena zbudowana jest z 469 aminokwasow i posiada teoretyczng mase
czasteczkowg Wynoszaca okoto 54 kDa. Biatko to jest zachowane w toku ewolucji oraz jest w
24% identyczne i w 48% podobne do ludzkiego biatka Map2k?7.

Kinaza Nek6 (ang. never in mitosis A-related kinase 6) Tetrahymena zbudowana jest
z 755 aminokwasOw a jej teoretyczna masa czasteczkowa wynosi okoto 88 kDa. Co ciekawe
analiza filogenetyczna wykazata, ze bialko to, jest zachowane w toku ewolucji od
pierwotniakow do cztowieka (ludzki ortolog biatka Nek6 jest w 49% identyczny 1 w 69%
podobny do biatka Tetrahymena) jedynie w czes$ci aminowej biatka, gdzie znajduje si¢ domena

kinazy.
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Fosfataza Dusp5 Tetrahymena zbudowana jest z 314 aminokwasow. Jest to mate biatko
0 teoretycznej masie czasteczkowej wynoszacej okoto 36 kDa. Biatko Dusp5 Tetrahymena jest
w 30% identyczne 1 50% podobne do ludzkiego biatka Dusp5.

Biatko Pp2C orzeska Tetrahymena to rowniez niewielkie biatko zbudowane z 293
aminokwasow, ktorego teoretyczna masa czasteczkowa wynosi okoto 33 kDa. Jest to biatko
bardzo dobrze zachowane w toku ewolucji — w 35% identyczne i 51% podobne do ludzkiego
biatka PPM 1B (Pp2c-Beta).

Badana kinezyna Kif9 orzeska Tetrahymena thermophila zbudowana jest z 717
aminokwasow, a jej teoretyczna masa czasteczkowa wynosi okoto 83 kDa. Przeprowadzona
analiza filogenetyczna wykazata, ze bialko Kif9 jest dobrze zachowane w toku ewolucji od
pierwotniakow do cztowieka. Biatko to jest w 40% identyczne i w 59% podobne do ludzkiego
biatka Kif9, a w 37% identyczne i 54% podobne do biatka KLP1 glonu Chlamydomonas

reinhardtii.

5.2 Analiza budowy i sekwencji bialek Mapk3, Map2k7, Nek6, DupsS, Pp2c i Kif9

Analiza domenowa biatka Mapk3 Tetrahymena wykazata, ze w jego sekwencji obecna jest
domena kinazy serynowo-treoninowej, ktdra stanowi wigksza czgs$¢ biatka (Ryc. 13).
We wszystkich sekwencjach Mapk3 odnaleziono motyw DFG, bioracy udziat w wigzaniu jonu
magnezu i niezbgdny dla funkcji katalitycznej biatka oraz motyw HRD stabilizujacy wigzanie

migdzy centrum aktywnym enzymu a miejscem wigzania substratu.

1 Met 413 Tyr

40 Tyr 327 Leu

Ryc. 13 Schemat budowy biatka Mapk3 utworzony na podstawie danych, uzyskanych przy pomocy

programu SMART. Kolorem granatowym oznaczono domene kinazy.

W sekwencji biatka Map2k7 blizej konca aminowego znajduje si¢ domena o aktywnosci
kinazy o podwdjnej specyficznosci. Natomiast blizej konca karboksylowego znajduja si¢ dwa

krétkie regiony o niskim poziomie skomplikowania (Ryc. 14).
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W analizowanych sekwencjach wystepuje motyw HRD, jednakze u Tetrahymena thermophila
oraz Paramecium tetraurelia arginina (R) zostata zastapiona przez glicyn¢ (G). Motyw DFG
U czgsci organizmow zostal zastgpiony przez sekwencje DLG. Natomiast u Tetrahymena
thermophila oraz Paramecium tetraurelia motyw ten nie jest zachowany — co moze sugerowaé

brak funkcji katalitycznej tej kinazy.

1 Met 469 lle
354 Thr 368 Thr ‘

- -
400 Tyr 428 Ala

30 Tyr 289 Leu

Ryc. 14 Schemat budowy biatka Map2k7 utworzony na podstawie danych, uzyskanych przy pomocy
programu SMART. Kolorem granatowym ozraczono domeng kinazy o podwdjnej specyficznosci,

a kolorem rozowym regiony o niskim poziomie skomplikowania.

W przypadku biatka Nek6 Tetrahymena zidentyfikowano dwie domeny — na koncu
aminowym biatka znajduje si¢ domena kinazy serynowo-treoninowej a tuz za nig domena
IFT57 (ang. Intraflagellar transport protein 57) oraz krdtki region o niskim poziomie
skomplikowania (Ryc. 15). W domenie kinazy dobrze zachowany jest motyw HRD, natomiast
zamiast motywu APE znaleziono motyw SPE zlokalizowany w podobnej odlegtos$ci od motywu
HRD w jakim znajduje si¢ motyw APE w innych kinazach. Sugeruje to, ze u Nek6 motyw SPE
moglby peli¢ funkcje wigzania substratu, podobnie jak motyw APE u innych kinaz.
W przypadku motywu DFG, motyw o tej sekwencji zlokalizowano jedynie u Trypanosoma
brucei u pozostatych organizméw w tym miejscu znajduje si¢ motyw o sekwencji DLG.
Zidentyfikowana domena IFT57 zachowana jest tylko u analizowanych pierwotniakdw
z wyjatkiem Halteria grandinella (Ryc. 12C) i moze $wiadczy¢ o udziale tego biatka

W transporcie wewnatrzrzeskowym.
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1 Met 293 Asn 688 Leu 755 Phe

TN s -

715 Leu 731Asn

16 Tyr 278 lle

Ryc.15 Schemat budowy biatka Nek6é utworzony na podstawie danych, uzyskanych przy pomocy
programu SMART. Kolorem granatowym oznaczono domene kinazy, kolorem zielonym domene IFT57,

a kolorem rozowym regiony o niskim poziomie skomplikowania.

Biatko Dusp5 Tetrahymena posiada na koncu karboksylowym domeng fosfatazy
0 podwojnej specyficznosci (ang. dual-specificity phosphatase), a na koncu aminowym trzy
regiony o niskim poziomie skomplikowania (Ryc. 16). Fosfatazy o podwdjnej specyficznosci
sa zdolne do defosforylacji zarowno reszt tyrozynowych jak i serynowo-treoninowych oraz
charakteryzuja si¢ obecno$cig silnie zachowanego w toku ewolucji motywu centrum
aktywnego: HCXXGXXRS(T), gdzie X oznacza dowolny aminokwas (Denu i Dixon, 1995).
Cysteina znajdujaca si¢ na drugiej pozycji w centrum aktywnym, jest niezbedna dla funkcji
katalitycznej enzymu (Wishart 1 Dixon, 1998). W przypadku analizowanych sekwencji biatek
Dusp5 motyw ten jest dobrze zachowany w toku ewolucji, jednak u Xenopus tropicalis zamiast
cysteiny (C) wystepuje glicyna (G), a u trzech z pigciu badanych orzeskoéw zamiast cysteiny
jest — u Halteria grandinella i Stylonychia lemnae seryna (S), a u Tetrahymena thermophila
kwas asparaginowy (D). Moze to oznaczaé, ze u tych organizméw fosfataza jest nieaktywna
(pseudofosfataza) i pelni posrednig role w regulacji fosforylacji i/lub lokalizacji innych biatek

w rzesce (Ribeiro 1 in., 2019).

1 Met 314 Asp
47GIn 59 Ser 126 Gly 138 Glu

WI—

84Ser  102Arg | |
173 lle 301 Leu

Ryc. 16 Schemat budowy bia‘ka Dusp5 Tetrahymena utworzony na podstawie danych, uzyskanych przy
pomocy programu SMART. Kolorem bezowym oznaczono domene fosfatazy o podwdjnej specyficznosci

a kolorem rozowym regiony o niskim poziomie skomplikowania.
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W sekwencji aminokwasowej biatka Pp2¢ Tetrahymena wicksza czes¢ zajmuje domena
fosfatazy serynowo-treoninowej (Ryc. 17). Ponadto w obrebie tej domeny zachowane sg
aminokwasy biorace udzial w wigzaniu jonu metalu niezbednego dla funkcji katalitycznej
enzymu jak np. kwas asparaginowy (D) w pozycji 234 u Tetrahymena (pozycja 317 zestawienia
sekwencji) (Das i in., 1996).

1 Met 293 Arg

38 Asp 288 lle

Ryc. 17 Schemat budowy biatka Pp2c utworzony na podstawie danych, uzyskanych przy pomocy

programu SMART. Kolorem zZottym zaznaczono domeng fosfatazy

Biatko Kif9 Tetrahymena posiada domen¢ motoryczng kinezyny zlokalizowana na
koncu aminowym biatka oraz dwie domeny tworzace superhelisy (ang. coiled-coil domain) —
jedna tuz za domeng kinezyny i druga na koncu karboksylowym biatka (Ryc. 18). W przypadku
biatek motorycznych domeny te moga regulowaé oddzialywania z transportowanymi
czasteczkami (ang. cargo) tym samym umozliwiajac przemieszczanie wzdhuz mikrotubul
(Trubestein 1 Leonard, 2016). Pomiedzy superhelisami znajduje si¢ krotki region o niskim
poziomie skomplikowania. Analiza sekwencji wykazata, ze w toku ewolucji zachowane zostaty
rowniez typowe motywy domeny motorycznej kinezyny umozliwiajagce wigzanie ATP: motyw
Walker A: GXXXXGKT/S (Walker i in., 1982), motyw Switch I: NXXSSR oraz motyw Switch
I1: DXXGXE (Kull i Endow, 2002) (gdzie X oznacza dowolny aminokwas). Sama domena
motoryczna kinezyny biatka Kif9 Tetrahymena jest w 50% identyczna z domeng kinezyny
biatka Kif9 czlowieka. U wszystkich analizowanych ortologéw biatka Kif9 sekwencja motywu
Walker A oraz Switch Il jest identyczna, odpowiednio: GQTGAGKT oraz DLAGSE
W przypadku motywu Switch I, u wigkszosci analizowanych ortologéw ma on sekwencje
NKNSSR, jedynie u Chlamydomonas reinhardtii, Acropora digitifera i Saccoglossus
kowalevskii dwa dowolne aminokwasy w motywie Switch I sg inne (pogrubieniem oznaczono
dowolne aminokwasy). Dane te wskazuja, ze zarowno biatko Kif9 jak 1 jego domena kinezyny
sa bardzo dobrze zachowane w toku ewolucji, tak wigc aktywno$¢ motoryczna tego biatka

rowniez moze by¢ zachowana.
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1 Met 717 Asn
354 val 380 Gly 545 Lys 635 lle

H

I | 444 Thr 459 GIn
3Lys 348 Leu

Ryc. 18 Schemat budowy biafka Kif9 utworzony na podstawie danych, uzyskanych przy pomocy
programu SMART. Kolorem niebieskim oznaczono domeng kinezyny, kolorem zielonym regiony

tworzqgce superhelisy a kolorem rozowym region o niskim poziomie skomplikowania.

Podsumowanie analizy domenowej i analizy sekwencji badanych biatek przedstawiono w Tabeli 7.
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Tabela 7. Podsumowanie analizy filogenetycznej i domenowej badanych biatek

!a_r:: iznt()){jf Masa Punkt Mot Przypuszczalna
Biatko , czastecz- izoelek- Domeny ywy yp .,
kwaséw charakterystyczne aktywnos$¢
kowa [kDa] | tryczny
[pz]
Domena kinazy
DFG Aktywnos¢
Mapk3 413 49 6,17 seryr_10wo—_ HRD Kinazy
treoninowej
. W motywie HRD .
Domena kinazy ar ininay\z,:st ‘ona Przypuszczalnie
Map2k7 469 54 5,05 0 podwajnej g iStap pseudokinaza
specyficznosci przez glicyng -
pecy HGD
Domena kinazy HRD Akt.ywnosc
. kinazy
serynowo- APE — zastapiony Udzial
Nek6 755 88 5,08 treoninowej przez SPE Zatw
. transporcie
DFG — zastgpiony ewnatrzrzesko
Domena IFT57 przez DLG wewnatrzrzg
wym
Motyw
HCXXGXXRS(T), | Przypuszczalnie
Domena fosfatazy | Cysteina niezbgdna | pseudofosfataza
Dusp5 314 36 9,03 0 podwojnej dla aktywnosci posrednio
specyficznosci katalitycznej regulujaca
zastgpiona kwasem fosforylacje
asparaginowym
Zachowane
aminokwasy
niezbedne do
Domena fosfatazy wigzania jonu Fosfataza
Pp2c 293 33 5,72 serynowo- metalu niezbednego serynowo-
treoninowe;j dla funkcji treoninowa
katalitycznej - D234
(317 pozycja
sekwencji)
Aktywnos¢
Kinezyny —
Walker A wigzanie
Kif9 717 83 7,17 Domena kinezyny Switch | mikrotubul,
Switch 1l zdolno$¢

»Kroczenia” po
mikrotubulach
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5.3 Lokalizacja badanych bialek w komorkach Tetrahymena szczepu dzikiego

Ze wzgledu na brak dostepnych komercyjnie przeciwcial, ktére specyficznie
rozpoznawalyby badane biatka w komoérkach Tetrahymena oraz stosunkowo wysoki koszt
I dlugi czas otrzymania wlasnych przeciwcial bez gwarancji ich specyficznosci, lokalizacje
biatek Tetrahymena badano z uzyciem biatek fuzyjnych z dotgczong metkg 3xHA.

W tym celu przygotowano konstrukty umozliwiajace produkcje badanych biatek pod
kontrolg natywnych promotorow z metkg 3xHA dotaczong na koncu karboksylowym
(wykorzystano konstrukty z kaseta neo4 niosacg oporno$¢ na paromomycyne, rozdz. 4.5.1)
I wprowadzono je do komorek szczepu dzikiego. Aby potwierdzié, ze powstajace biatka
fuzyjne sg prawidtowe przeprowadzono analiz¢ Western blot (Ryc. 19) Wszystkie badane
biatka uwidocznione zostaly jako prazki znajdujace si¢ na wysokosci odpowiadajacej
spodziewanej masie molekularnej.

Aby zwizualizowaé bialka fuzyjne tj. Mapk3-3HA, Map2k7-3HA, Nek6-3HA, Dusp5-
3HA, Pp2c-3HA i Kif9-3HA komorki utrwalono i wyznakowano z wykorzystaniem dwaoch
przeciwcial, anty-HA 1 poliG, rozpoznajacych odpowiednio metke HA oraz poliglicylowang
tubuline wystepujaca na calej dlugosci rzeski z wyjatkiem jej czubka. Wyznakowane komorki
rejestrowano z uzyciem mikroskopii konfokalnej. Wszystkie badane bialka produkowane
w komorkach szczepu dzikiego na natywnym poziomie lokalizowaty si¢ w rzeskach (Ryc. 19).
Uzyskany sygnat pochodzacy z wyznakowania metki 3xHA byt jednak stosunkowo staby co

moze $wiadczy¢ o niskim poziomie tych biatek w rzesce.
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Ryc. 19 Lokalizacja biafek Mapk3, Map2k7, Nek6, Dusp5, Pp2c, Kif9 w kombrkach Tetrahymena.
Komorki produkujgce badane biatka pod kontrolg ich natywnych promotorow, zostaly utrwalone
i Wyznakowane przeciwciatami skierowanymi przeciwko metce HA (kolor zielony) i poliglicylowanej
tubulinie (kolor czerwony). Bialq ramkg zaznaczono powigkszone fragmenty. Skala: 10 um. Biatko
Mapk3 (A-C), biatko Map2k7 (E-G), biatko Nek6 (I-K), biatko Dusp5 (M-O), biatko Pp2c (R-T),
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biatko Kif9 (W-Y). Analiza biatek frakcji rzeskowej metodg Western blot z uzZyciem przeciwciata
skierowanego przeciwko metce HA. Rzeski oczyszczono z komadrek szczepu dzikiego (WT) oraz komdrek
Mapk3-3xHA (D), Map2k7-3xHA (H), Nek6-3xHA (L), Dusp5-3xHA (P), Pp2c-3xHA (U), Kif9-3xHA

(2) Jako kontrole nafozenia wykorzystano barwienie roztworem Ponceau S.

5.4 Weryfikacja oddzialywania badanych bialek z bialkiem Spef2A

Jak wykazalo badanie z uzyciem spektrometrii mas, poziom biatek Mapk3, Map2k7, Nek6
Pp2c i Kif9 jest znaczaco zmieniony w komorkach pozbawionych biatka Spef2A. Jednakze
w poprzednich badaniach (Joachimiak i in., 2021) analiza BiolD (ang. proximity-dependent
biotinylation identification) z uzyciem produkowanego na poziomie natywnym biatka Spef2A
w fuzji z ligazg biotyny BirA* (rozdz. 4.9.1) nie wykazata by badane biatka lokalizowaty si¢
w poblizu biatka fuzyjnego Spef2A-BirA*.

Wobec tego przeprowadzono ponowng analiz¢ z wykorzystaniem bardziej czutej metody
BiolD (rozdz.4.9.2). Ligaza BirA wystepuje u bakterii Escherichia coli i odpowiada za
specyficzng biotynylacje karboksylazy acetylo-CoA. Jej zmutowana wersja BirA*
nie wykazuje tej specyficznos$ci i przytacza biotyne do reszt aminokwasowych lizyny biatek
znajdujacych si¢ w odleglosci nie wigkszej niz okoto 10 nm oraz biatka, do ktorego jest
przytaczona (Sears i in., 2019). Natomiast zmutowana wersja BirA*, ligaza TurbolD
charakteryzuje si¢ znacznie wigkszg wydajnoscia dzieki czemu czas wymagany do efektywnej
biotynylacji pobliskich bialek jest znaczaco krétszy a poziom biotynylacji jest znacznie wyzszy
niz w przypadku BirA*. Dlatego w dalszych badaniach zamiast komorek produkujacych biatko
Spef2A-BirA* wykorzystano Spef2A w fuzji z metkg HA-TurbolD. Komorki produkujace
biatko Spef2A-HA-TurbolD wytworzyta Zuzanna Samsel — doktorantka Laboratorium
Cytoszkieletu i Biologii Rzesek.

Metoda immunofluorescencji posredniej 1 metoda Western blot potwierdzono,
ze produkowane pod kontrola natywnego promotora biatko fuzyjne Spef2A-HA-TurbolD
lokalizuje si¢ w catej dtugosci rzeski (Ryc. 20, A-C) a jego masa jest zblizona do oczekiwanej
(Ryc.20, D, gwiazdka). Dodatkowe prazki wystepujace ponizej wlasciwego sa
najprawdopodobniej wynikiem degradacji biatka Spef2 A nastgpujacej ze wzgledu na jego duza
mase¢ czasteczkowg (0k.200 kDa).
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Ryc. 20 Lokalizacja biatka Spef2A produkowanego w fuzji z metkq HA-TurbolD w komérkach Tetrahymena.
Komorki produkujgce biatko Spef2A-HA-TurbolD (A-C) pod kontrolg natywnego promotora, zostaly
utrwalone i Wyznakowane przeciwciatami skierowanymi przeciwko metce HA (A, A’ kolor zielony)
i poliglicylowanej tubulinie (B, B’ kolor czerwony), (C,C’) zfozenie obrazéw A i B. Skala: 10um. (D) Analiza
biatek frakcji rzeskowej metodg Western blot z uzyciem przeciwciata skierowanego przeciwko metce HA.
Rzeski oczyszczono z komdérek szczepu dzikiego (WT) oraz komdrek Spef2A-HA-TurbolD. Wiasciwy prgzek
odpowiadajgcy biatku Spef2A oznaczono gwiazdkq. Jako kontrolg nafozenia wykorzystano barwienie

roztworem Ponceau S.

Aby ustali¢ warunki doswiadczenia BiolD, przeprowadzono analiz¢ poziomu biotynylacji
bialek znajdujacych si¢ w bliskiej odleglosci biatka Spef2A metoda Western blot. Komorki
Tetrahymena mutantéw produkujgcych biatko Spef2A-HA-TurbolD oraz komorki szczepu
dzikiego (WT) inkubowano z 50 uM biotyng przez 15, 30 oraz 60 minut. Uzyskane wyniki
wykazaty, ze do silnej biotynylacji dochodzi juz po 30 minutach (Ryc. 21). W dalszych etapach

doswiadczen stosowano wigc 30 minutowg inkubacj¢ komoérek z biotyna.
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Ryc.21 Analiza biotynylowanych biatek znajdujqcych sie w sgsiedztwie biata Spef24-HA-TurbolD metody
Western blot. Biatka frakcji rzeskowej oczyszczano z komorek mutantow produkujgcych biatko fuzyjne
Spef2A-HA-TurbolD oraz komorek szczepu dzikiego (WT) po 15, 30 lub 60 minutach inkubacji z biotyng.

Biatka uwidoczniono za pomocgq streptawidyny zwigzanej z HRP.

W nastepnym etapie przygotowano konstrukty umozliwiajace produkcje badanych biatek,
Mapk3, Map2k7, Nek6, Dusp5, Pp2c i Kif9 w fuzji z metkg GFP, ktére wprowadzono do
komorek Spef2A-HA-TurbolD. W ten sposéb otrzymano podwojne mutanty komorek
Tetrahymena produkujace jednocze$nie biatko Spef2 A w fuzji z metkg HA-TurbolD oraz jedno
z badanych biatek w fuzji z metkg GFP (Ryc. 22). Ze wzgledu na stosunkowo duzy rozmiar
metki GFP (ok. 30 kDa) nie udato uzyskac¢ si¢ mutantoéw produkujacych biatko fuzyjne Mapk3-
GFP, co tym samym uniemozliwito przeprowadzenie dalszych doswiadczen dla tego biatka.

Produkcja biatka Spef2A-HA-TurbolD oraz badanego biatka w fuzji z metkg GFP
umozliwiata sprawdzenie czy badane biatko byto biotynylowane i w konsekwencji doszto do
jego zwigzania ze streptawidyng znajdujacg si¢ na zlozu — co tym samym wskazywalo,

ze badane biatko znajduje si¢ w odleglosci nie wigkszej niz 10 nm od biatka Spef2A (Ryc. 22).
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Ryc.22 Zasada zmodyfikowanego doswiadczenia BiolD umozliwiajgcego sprawdzenie czy badane biatko —
Map2k7, Nek6, Dusp5, Pp2c, Kif9 znajduje si¢ w bliskiej odleglosci biatka Spef2A. W doswiadczeniu
wykorzystano podwaojne mutanty produkujgce biatko Spef24 w fuzji z metkg HA-TurbolD oraz réwnoczesnie
jedno z badanych biatek w fuzji z metkq GFP. Identyfikacja biatka z metkq GFP posrod biatek zwigzanych
do zloza streptawidynowego wskazywata, ze biatko to znajduje sie w bliskiej odlegtosci biatka Spef2 A.

Metoda immunofluorescencji posredniej potwierdzono, ze w otrzymanych podwojnych
mutantach, biatka Map2k7, Nek6, Dusp5, Pp2c oraz Kif9 z metkag GFP lokalizujg si¢
w rzeskach, przy czym, z wyjatkiem biatka Pp2c, wystepujacego w czesci dystalnej rzesek,
wszystkie badane biatka lokalizowaty si¢ w calej dlugosci (Ryc. 23). W przypadku biatka
Map2k7 zaobserwowano rowniez akumulacje biatka fuzyjnego w cytoszkielecie
podblonowym, w wickszosci w tylnej czgsci komorki. Moze to wskazywac, ze dotaczenie
metki GFP utrudnia transport Map2k7 do rzeski, a akumulowane w cytoplazmie Map2k7-GFP
transportowane jest do regionu podbtonowego (podobnie jak przy nadprodukcji biatka
Map2k7-HA, patrz nizej). Analiza frakcji rzeskowej za pomocg metody Western blot,
potwierdzita, ze produkowane pod kontrolg natywnego promotora biatka fuzyjne z metkag GFP

lokalizujg si¢ w rzeskach a ich masa czgsteczkowa byta podobna do spodziewanej (Ryc. 23).
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Ryc.23 Lokalizacja badanych biatek enzymatycznych produkowanych z metkqg GFP dolgczong na koricu
karboksylowym biatka w komorkach Tetrahymena pod kontrolg natywnych promotoréw i jednoczesnej
produkcji  biatka Spef2A-HA-TurbolD. Komorki zostaly utrwalone i wyznakowane przeciwcialami
skierowanymi przeciwko metce GFP i a-tubulinie. Komdrki Map2k7-GFP: metka GFP (4, 4’ — kolor
zielony), a-tubulina (B,B’ — kolor czerwony), ztozenie obrazow A i B (C, C’). Komérki Nek6-GFP: metka
GFP (E, E’ —kolor zielony), a-tubulina (F,F’ — kolor czerwony), ztozenie obrazow E i F (G, G’). Komorki
Dusp5-GFP: metka GFP (7, I’ — kolor zielony), o-tubulina (J,.J’ — kolor czerwony), ztozenie obrazow I'i J (K,
K’). Komorki Pp2c-GFP: metka GFP (M, M’ — kolor zielony), a-tubulina (N, N’ — kolor czerwony), ztozenie
obrazéw M i N (O, O’). Komorki Kif9-GFP: metka GFP (R, R’ — kolor zielony), a-tubulina (S, S’ — kolor
czerwony), zloZenie obrazéw R i S (T, T’). Bialg ramKq zaznaczono powigkszony fragment. Skala: 10 um.
(D, H, L, P, U) Analiza biatek frakcji rzeskowej metodg Western blot z uzyciem przeciwciata skierowanego
przeciwko metce GFP. Rzeski oczyszczono z komorek szczepu dzikiego (WT) oraz komdrek mutantow
produkujqcych badane biatka enzymatyczne z metkq GFP. (D) Map2k7-GFP, (H) Nek6-GFP, (L) Dusp5-
GFP, (P) Pp2c-GFP jenoczesnie z biatkiem Spef2A-HA-TurbolD. Jako kontrolg natozenia wykorzystano

barwienie roztworem Ponceau S.

Posrod badanych biatek jedynie biatko Dusp5 produkowane w fuzji metka GFP byto
biotynylowane, przez ligaz¢ TurbolD zwigzang z biatkiem Spef2a i wigzato si¢ do zloza
zwigzanego ze streptawidyng (ryc.24). W przypadku pozostatych badanych biatek tj. biatka
Map2k7, Nek6, Pp2c oraz Kif9 wyniki wykazaly, ze Zadne z nich nie znajdowato si¢ posrod
biatek biotynylowanych przez ligaze TurbolD dofaczong do biatka Spef2a. Sugeruje to, ze
badane biatka nie wchodza w sktad kompleksu wypustki C1b aparatu centralnego, lecz moga
oddziatywa¢ z biatkami tego kompleksu, w tym prawdopodobnie z biatkiem Spef2a, jedynie
przejsciowo, wobec czego liczba biotynylowanych bialek, ktora przytaczyla sie do ztoza mogta

by¢ zbyt mata by wykry¢ ja za pomoca metody Western Blot.
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Ryc.24 Analiza bialek znajdujgcych sig w bliskiej odlegtosci biatka Spef2a. (4,B): Analiza frakcji rzeskowej
oczyszczonej z podwojnych mutantow produkujgcych zarowno biatko Spef2a w fuzji z ligazq biotyny TurbolD
jak i badane biatko w fuzji z metkq GFP. (A) Wizualizacja biotynylowanych biatek znajdujgcych sie w bliskiej
odleglosci biatka Spef2a (B) Wizualizacja biatek produkowanych z metkqg GFP — Dusp5-GFP, Map2k7-GFP,
Nek6-GFP, Pp2c-GFP, Kif9-GFP za pomocq przeciwciata anty-GFP). (C) Wizualizacja obecnosci biatek
produkowanych w fuzji z metkqg GFP posrod biotynylowanych biatek zwigzanych do zloza streptawidynowego
znajdujgcych sie w bliskiej odlegtosci biatka Spef2a. Kontrole stanowita frakcja rzeskowa oczyszczona z
komorek typu dzikiego (WT) oraz mutantow Spef2a-HA-TurbolD - kontrola negatywna. Biatka uwidoczniono
za pomocq (A) streptawidyny zwigzanej z HRP oraz (B, C) przeciwciala skierowanego przeciwko metce GFP.
Gwiazdkg oznaczono prgzek wltasciwy dla masy czgsteczkowej biatka Dusp5. Strzatkq oznaczono obecnosé

biatka Dusp5 z metkq GFP posréd biatek biotynylowanych zwigzanych do ztoza streptawidynowego.
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5.5 Identyfikacja bialek znajdujacych si¢ w najblizszym sasiedztwie bialka Dusp5
I tworzacych z nim stabilny kompleks

Uzyskane powyzej dane wskazujg, ze spo$rod badanych biatek jedynie Dusp5 lokalizuje
si¢ w poblizu biatka Spef2A-HA-Turbo ID na tyle dtugo, aby doszto do jego biotynylacji, Aby
potwierdzi¢ t¢ obserwacje, przeprowadzono identyfikacj¢ bialek znajdujacych sig
W najblizszym sasiedztwie biatka Dusp5 metoda BiolD. W tym celu uzyskano mutanty Dusp5-
HA-BirA* produkujace biatko fuzyjne Dusp5 z dolgczong na koncu karboksylowym
zmutowang ligaza BirA* oraz metka HA (rozdz. 4.5.1).

Badanie metoda immunofluorescencji posredniej 1 Western blot potwierdzito, ze biatko
fuzyjne Dusp5-HA-BirA* lokalizowalo si¢ w rzeskach komorek Tetrahymena, a jego
przewidziana masa czasteczkowa zgadzala si¢ z masg teoretyczng (biatko Dusp5 — okoto 37
kDa, ligaza BirA* 30 kDa) — gorny prazek oznaczony gwiazdka na Rycinie 24, pozostate prazki
wynikaja najprawdopodobniej z degradacji biatka.
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Ryc. 25 Lokalizacja biatka fuzyjnego Dusp5-HA-BirA* w komdrkach Tetrahymena. (A-C) Komdrki
produkujgce biatko Dusp5-HA-BirA* pod kontrolg natywnego promotora zostaly utrwalone i wyznakowane
przeciwciatami skierowanymi przeciwko metce HA (A,4°, kolor zielony) i poliglicylowanej tubulinie (B, B’,
kolor czerwony), (C, C’) ztozenie obrazéw A i B. Bialg ramkg zaznaczono obszar powigkszony jako A’-C".
Skala: 10 um. (D) Analiza biatek frakcji rzeskowej metodq Western blot z uzyciem przeciwciala skierowanego
przeciwko metce HA. Rzeski oczyszczono z komorek szczepu dzikiego (WT) oraz komdrek Dusp5-HA-BirA*.
Gwiazdkq zaznaczono prgzki odpowiadajgce biatku Dusp5-HA-BirA* (najprawdopodobniej zachodzi

degradacja biatka). Jako kontrole natozenia wykorzystano barwienie roztworem Ponceau S.
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Komorki z wprowadzonym transgenem kodujacym Dusp5-HA-BirA* hodowano przez 2 i
4 godziny w buforze z dodatkiem 50 uM biotyny. Wykazano, ze czterogodzinna inkubacja
zapewniata wydajng biotynylacje bialek w komoérkach mutantéw. Uwidocznione za pomoca
techniki Western blot prazki biotynylowanych biatek w komorkach szczepu dzikiego wynikaja
z obecnosci dziatania endogennych biotynylaz (Ryc. 25).

Biotynylowane bialka rz¢skowe oczyszczano na zlozu zwigzanym ze streptawidyng (rozdz.

4.9.1) a nastepnie identyfikowano za pomocg spektrometrii mas.
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Ryc. 26 Analiza biatek biotynylowanych w komorkach szczepu dzikiego (WT) i mutantach produkujgcych
biatko Dusp5-HA-BirdA* przy uzyciu metody Western blot. Biatka frakcji rzeskowej oczyszczano po 2 lub 4

godzinach inkubacji z biotynq. Biatka uwidoczniono za pomocq streptawidyny zwigzanej HRP.

Wyniki analizy spektrometrii mas przedstawiono w Tabeli 8, gdzie liczba wszystkich
peptydow oznacza catkowitg liczbe peptydow dla danego biatka, w tym takich, ktérych
sekwencja jest identyczna (peptydy o tej samej sekwencji moga pojawi¢ si¢ w widmie
wielokrotnie), natomiast liczba peptydow o roznej sekwencji oznacza liczbg peptydow
roznigcych si¢ miedzy sobg sekwencja, czyli odpowiadajacych ré6znym odcinkom biatka.
Analiza wynikow wykazata, ze wW$rdd zidentyfikowanych biatek obecne byty biatka budujace
wypustke Clb aparatu centralnego: Spef2A, Cfap69, androglobiny, Lrguk/Cfap246 oraz
TTHERM_00205170 (Joachimiak i in., 2021). Ponadto zidentyfikowano roéwniez bialka,

specyficznie wystepujace tylko u orzgskow: TTHERM_00420720, TTHERM_00703450,
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TTHERM_00010960, zawierajace w swoich sekwencjach domeny tworzace superhelisy (ang.
coiled-coil domain), ale nie udato si¢ zidentyfikowac biatek Mapk3, Map2k7, Nek6, Pp2c i
Kif9. Otrzymane wyniki potwierdzaja jednoznacznie, ze biatko Dusp5 lokalizuje si¢ w bliskiej
odleglosci 1 moze stanowi¢ niezidentyfikowany wczesniej element wypustki Clb aparatu
centralnego rzgski ruchome;j. Z drugiej strony nie udato si¢ wykazac, ze potencjalne elementy

i regulatory szlaku Map kinaz zlokalizowane sg w sgsiedztwie tego biatka (Tabela 9).

Tabela 8 Biotynylowane biatka rzeskowe zidentyfikowane za pomocq spektrometrii mas w rzeskach komorek

mutantéw Dusp5-HA-BirA*. Kontrole stanowily biatka rzeskowe komorek szczepu dzikiego (WT).

Liczba wszystkich zidentyfikowanych
peptydow/ liczba peptyddw o roznej
Nazwa bialka Numer TGD sekwencji
WT Dusp5-HA-BIirA*
Dosw.1 Dosw.2 Dosw.1 Dosw.2
Biatko
specyficznedla | TTHERM_00205170 0/0 0/0 109/14 58/13
orzeskow
Spef2A TTHERM_01142770 0/0 0/0 89/28 32/17
Cfap69 TTHERM_00691650 0/0 0/0 74/13 15/8
Androglobina | TTHERM_00290850 0/0 0/0 45/14 11/9
Dusp5 TTHERM_00279780 0/0 0/0 35/8 1/1
Biatko
specyficznedla | TTHERM_00420720 0/0 0/0 29/10 5/4
orzeskow
Lrguk/Cfap246 | TTHERM_00188400 0/0 0/0 25/9 6/4
Biatko
specyficznedla | TTHERM_00703450 0/0 0/0 13/6 1/1
orzeskow
Biatko
specyficznedla | TTHERM_ 00010960 0/0 0/0 4/3 1/1
orzeskow
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Dlatego, w celu identyfikacji bialek tworzacych trwate kompleksy z biatkiem Dusp5 w tym
bialek oddziatujacych z nimi posrednio i tym samym zlokalizowoanych w odlegltosci wigkszej
niz 10 nm, przeprowadzono doswiadczenie koimmunoprecypitacji  (rozdz.4.8.3).
Do do$wiadczenia wykorzystano wczes$niej opisane komorki produkujace biatko fuzyjne
Dusp5-3HA, ktére oczyszczono wraz z biatkami tworzacymi z nim trwaly kompleks z uzyciem
przeciwciala anty-HA zwigzanego do zloza agarozowego. Oczyszczone bialka rozdzielano
w zelu poliakryloamidowym i wizualizowano stosujac metode srebrzenia (rozdz.4.8.5)

a rownolegle identyfikowano z wykorzystaniem metody spektrometrii mas.

Analiza wysrebrzonego zelu wykazata, ze w precypitacie z rzgsek zawierajacych biatko
Dusp5-3HA wystepuja, w poréwnaniu do kontroli, dodatkowe prazki (Ryc. 26, oznaczone

strzatkami), co oznacza, ze udalo si¢ oczys$ci¢ kompleksy, ktérych elementem jest Dusp5.
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Ryc.27 Biatka koprecypitujqce z biatkiem Dusp5. Biatko frakcji rzeskowej DUsp5-3xHA wraz z biatkami
tworzqgcymi z nim trwaly kompleks selektywnie oczyszczono na ztozu agarozowym zwigzanym
zZ przeciwciatem anty-HA, a nastepnie rozdzielono na zelu poliakryloamidowym i wizualizowano za pomocg
metody srebrzenia. Strzatkami oznaczono dodatkowe prgzki wskazujgce na obecnosé dodatkowych biatek

w prébce.

Analiza danych uzyskanych za pomoca spektrometrii mas (Tabela 9) po raz kolejny
potwierdzita, ze biatko Dusp5 tworzy trwate kompleksy z biatkami budujacymi wypustke C1b:

Spef2A, Androglobing, Cfap69 i Lrguk/Cfap246, wzmacniajac hipoteze, ze biatko Dusp5 jest
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czescia wypustki C1b. Dodatkowo zidentyfikowano biatko Cfap174 oraz dwa nowe bialka:

TTHERM_00578720 oraz TTHERM_00558360 posiadajace w swojej sekwencji
aminokwasowej domene metylotransferazy 1 wykazujace podobienstwo do metylotransferazy
EEF1A u kregowcow, a takze biatkko TTHERM_00835010 specyficznie wystgpujace
U orzeskow zawierajace domeng tworzaca superhelis¢ (ang. coiled-coil domain) na koncu
karboksylowym biatka. Wsérod zidentyfikowanych biatek nie bylo potencjalnych elementéw

i regulatorow rzgskowego szlaku Map kinaz.

Tabela 10 Biatka koprecypitujgce z Dusp5-3HA zidentyfikowane za pomocq spektrometrii mas

Liczba zidentyfikowanych peptydow/
liczba peptydow specyficznych
Nazwa bialka Numer TGD PEPYY becy y
WT DUSP-3xHA
Dosw.1 | Dosw.2 | Dosw.1 | Dosw.2
Spef2A TTHERM_01142770 0/0 0/0 83/83 73/72
Androglobina TTHERM_00290850 0/0 0/0 80/80 65/65
Cfap69 TTHERM_00691650 0/0 0/0 41/41 40/39
Lrguk/Cfap246 TTHERM_00188400 0/0 0/0 22/22 17/17
Cfapl74 TTHERM_00077420 0/0 0/0 717 6/6
Biatko z domena
TTHERM_00578720 0/0 0/0 9/9 9/9
metylotransferazy
Biatko specyficzne
TTHERM_00835010 0/0 0/0 5/5 4/4
dla orzeskow
Dusp5 TTHERM_00279780 0/0 0/0 9/9 10/10
Biatko z domena
TTHERM_00558360 0/0 0/0 6/6 10/10
metylotransferazy

Podsumowujac, powyzsze wyniki wskazuja, ze w rzeskach Tetrahymena biatko Dusp5

lokalizuje si¢ prawdopodobnie, wylgcznie w rejonie wypustki C1b aparatu centralnego.
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5.6 Identyfikacja oddzialywan badanych bialek metoda pull-down

Jak opisano powyzej, zadne z zidentyfikowanych elementéw potencjalnego rzeskowego
szlaku MAP kinaz (Mapk3, Map2k7, Nek6, Pp2c, Kif9) nie wystgpowato wsrod biatek
biotynylowanych w komorkach produkujacych biatko Spef2A-HA-TurbolD i Dusp5-HA-
BirA* (do$wiadczenie BiolD) a takze koprecypitujacych z Dusp5-3HA (do$wiadczenie
koimmunoprecypitacji). By¢ moze oddziatywania zachodzgce in vivo w rzeskach pomiedzy
Dusp5 i tymi biatkami sg zbyt krétkotrwate, by umozliwi¢ ich wydajng biotynylacje lub
trwale zwigzanie w postaci kompleksu. Dlatego zbadano, czy biatka te mogg oddziatywac
z biatkiem Dusp5 in vitro z uzyciem metody pull-down. Z powodu duzej wielko$ci biatka
Spef2A i tym samym duzej wielko$ci genu, niemozliwe bylo przygotowanie komorek
nadprodukujacych to biatko.

W tym celu przygotowano konstrukty (rozdz. 4.5.2) i otrzymano mutanty Tetrahymena,
ktére w wyniku indukcji jonami kadmu, nadprodukowaty badane biatka w fuzji z metka
GFP (Dusp5-GFP, Mapk3-GFP, Map2k7-GFP, Nek6-GFP, Pp2c-GFP i Kif9-GFP) lub HA
(Dusp5-HA, Mapk3-HA, Map2k7-HA, Nek6-HA i Pp2c-HA, dla biatka Kif9 nie udato si¢
uzyska¢ mutanta nadprodukujacego Kif9-HA). Analiza metoda immunofluorescencji
posredniej wykazata, ze wszystkie nadprodukowane bialka lokalizowaty si¢ w cytoplazmie.
Ponadto Dusp5 i Pp2c byly obecne w rzeskach, Mapk3 tworzyto w cytoplazmie agregaty
(Ryc. 27 — odpowiednio: M,R,A), Mapk27 gromadzito si¢ w rejonie podbtonowym (Ryc.27
E), Nek6 w rejonie ciatek podstawowych (Ryc. 27 1) a Kif9 tworzyto widkniste struktury
w ciele komdrki (Ryc.27 W). Te same biatka nadprodukowane z metkg GFP lub HA
lokalizowaty si¢ w komorkach Tetrahymena w ten sam sposab.

Analiza metoda Western blot frakcji cytoplazmatycznej potwierdzita obecno$¢ biatek
z metkg — GFP lub — HA o odpowiedniej masie molekularnej: Mapk3-HA (ok. 49 kDa),
Map2k7-HA (ok.54 kDa), Nek6-HA (ok. 88 kDa), Dusp5-GFP (ok. 36 kDa, metka GFP 30
kDa), Pp2c-HA (ok. 33 kDa), Kif9-GFP (ok. 83 kDa, metka GFP 30 kDa) (Ryc. 27).
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Ryc.28 Lokalizacja nadprodukowanych biatek w komorkach Tetrahymena. Komorki zdolne do
nadprodukcji biatek enzymatycznych: Mapk3-HA, Map2k7-HA, Nek6-HA, Dusp5-GFP, Pp2c-HA, Kif9-
GFP po 2 godzinach aktywacji CdCl; zostaly utrwalone i wyznakowane przeciwciatami skierowanymi
przeciwko metce HA (Mapk3 (A), Map2k7 (E), Nek6 (1), Pp2c (R)) lub GFP (Dusp5 (M), Kif9 (W)) —
kolor zielony oraz poliglicylowanej tubulinie (B,F,J,N,S,X) — kolor czerwony. Ziozenie obrazow:
(C,G,K,O,T,Y). Skala: 10 wm. Analiza biatek frakcji cytoplazmatycznej metodg Western blot z uzyciem
przeciwciala skierowanego przeciwko metce HA (Mapk3 (D), Mapk27 (H), Nek6 (L), Pp2c (U)) lub GFP
(Dusp5 (P), Kif9 (Z)). Frakcje cytoplazmatyczng oczyszczono z komorek szczepu dzikiego (WT) oraz
komorek zdolnych do nadprodukcji badanych biatek po 2 godzinach aktywacji CdCl,. Jako kontrole

natozenia wykorzystano barwienie roztworem Ponceau S.

Aby sprawdzi¢ czy badane biatka bezposrednio oddzialujg z biatkiem Dusp5 oraz
wzajemnie ze sobg przeprowadzono szereg doswiadczen typu pull-down (rozdz. 4.8.4)
Z uzyciem frakcji cytoplazmatycznych. Biatka nadprodukowane z metkag GFP stanowily tzw.
,.biatko-przynete” (ang. bait), wigzang do ztoza za posrednictwem przeciwcial anty-GFP.
Po oczyszczeniu do probki zawierajacej zwigzane ze zlozem oczyszczone biatko w fuzji
z metkg GFP dodawano tzw. ,biatko-ofiar¢” (ang. prey), nadprodukowane z metkag HA.
Obecnos¢ metek GFP 1 HA umozliwito identyfikacje bialek za pomoca metody Western blot

I wnioskowanie czy badana para biatek moze ze sobg bezposrednio oddziatywa¢ (Ryc.28).
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Ryc. 29 Schemat przedstawiajgcy zalozenia przeprowadzonych doswiadczen typu pull-down. Wykorzystano
mutanty zdolne do nadprodukcji bialek enzymatycznych: Dusp5, Mapk3, Map2k7, Nek6, Pp2c i Kif9 z metkq
GFP lub HA. Oczyszczong frakcje cytoplazmatyczng nanoszono na zloze zwiqgzane z przeciwcialem anty-
GF'P i selektywnie oczyszczano biatka produkowane w fuzji z metkq GFP. Biatka te stanowity tzw. ,, biatka-
przynety”. Do probek dodawano frakcje cytoplazmatyczng oczyszczong z mutantow zdolnych do
nadprodukcji badanych biatek z metkg HA — tzw. , biatka-ofiary”. W przypadku bezposredniego
oddzialywania badanych biatek do zloza zwigzane byto zarowno biatko z metkq GFP jak i biatko z metkq
HA.

Wyniki przeprowadzonych doswiadczen typu pull-down analizowano przy pomocy metody
Western blot. Biatka przytaczone do ztoza wykrywano za pomoca przeciwciat anty-HA oraz
anty-GFP. Obecno$¢ zaréwno biatka z metkg GFP jak i bialka z metka HA w probce
wskazywala na bezposrednie oddziatywanie badanej pary biatek. Do§wiadczenia, w ktérych
biatko fuzyjne Dusp5-GFP zostalo wykorzystane jako ,biatko-przyneta” wykazaty, ze
z bialkiem tym oddzialujg wszystkic badane kinazy — Mapk3, Map2k7 oraz Nek6
(produkowane jako biatka fuzyjne z metka HA). Nie wykryto natomiast oddzialywania
z biatkiem Pp2c-HA (Ryc.29 A). W przypadku biatka Mapk3-GFP zastosowanego jako
,.biatko-przyneta” wykryto oddziatywanie tego biatka z biatkiem DUSP-HA (co potwierdza
wczesniej opisany wynik) oraz z kinazami Map2k7 oraz Nek6. Kinaza Mapk3, podobnie jak

Dusp5, nie oddziatywala z fosfataza Pp2c (Ryc.29 C).
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Ryc.30 Analiza oddziatywan bialek metodg pull-down. (A i B) Analiza oddziatywan biatka Dusp5-GFP
Z biatkami Mapk3, Map2k7, Nek6 i Pp2c produkowanymi z dolgczong metkq HA, zwizualizowana
Z wykorzystaniem przeciwciata anty-HA (A) oraz przeciwciata anty-GFP (B), WT — kontrola: Dusp5-GFP-
OEX + lizat WT. (C i D) Analiza oddzialywan biatka Mapk3-GFP z biatkami Dusp5, Map2k7. Nek6, Pp2c
produkowanymi z dotgczong metkq HA, zwizualizowana z wykorzystaniem przeciwciata anty-HA (C) oraz
przeciwciata anty-GFP (D). Analizowano biatka oczyszczone z frakcji cytoplazmatycznej, doswiadczenie

powtdrzono trzykrotnie.

Doswiadczenia w ktorych dwie pozostate kinazy tj. Map2k7 oraz Nek6 produkowane z metkg
GFP stanowily ,,biatka-przynety” wykazaly, ze oba te biatka oddziatywaly tylko z biatkiem
Mapk3 (Ryc.30 A,C). Nie udato si¢ wykry¢ oddziatywania tych biatek z biatkiem Dusp5,
pomimo, ze we wczesniejszym badaniu pokazano, ze Dusp5-GFP wigzal kinazy Map2k7-HA
oraz Nek6-HA. By¢ moze przytaczenie duzej metki GFP (26 kDa) do biatek Map2k7 i Nek6
wplyneto na ich oddziatywanie z biatkiem Dusp5 np. przez zastonigcie miejsca interakcji tych

bialek.
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Ryc.31 Analiza oddziatywan biatek metodq pull-down. (A i B) Analiza oddziatywan biatka Map2k7-GFP z
biatkami Duspb5, Mapk3, Nek6, Pp2c produkowanymi z dotlgczong metkq HA, zwizualizowana z
wykorzystaniem przeciwciata anty-HA (A) oraz przeciwciata anty-GFP (B), WT — kontrola: Dusp5-GFP-
OEX + lizat WT. (C i D) Analiza oddziatywan biatka Nek6-GFP z biatkami Dusp5, Mapk3, Map2k7 i Pp2c
produkowanymi z dotgczong metkq HA, zwizualizowana z wykorzystaniem przeciwciata anty-HA (C) oraz
przeciwciata anty-GFP (D). Analizowano biatka oczyszczone z frakcji cytoplazmatycznej, doswiadczenie

powtdrzono trzykrotnie.

Analizy metoda pull-down wykazaty, ze fosfataza Pp2c prawdopodobnie nie oddziatuje
bezposrednio z pozostatymi badanymi biatkami, na co wskazuje rowniez analiza, w ktorej

biatko Pp2c-GFP stanowilo ,,biatko-przynete” (Ryc. 31).
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Ryc. 32 Analiza oddziatywan biatek metodg pull-down. (A i B) Analiza oddzialywan biatka Pp2c-GFP z
biatkami Dusp5, Mapk3, Map2k7, Nek6 produkowanymi z dolgczong metkq HA, zwizualizowana z
wykorzystaniem przeciwciata anty-HA (A) oraz przeciwciata anty-GFP (B), WT — kontrola: Dusp5-GFP-
OEX + lizat WT. Analizowano biatka oczyszczone z frakcji cytoplazmatycznej, doswiadczenie powtérzono

trzykrotnie.

Analiza oddziatywan bezposrednich metodg pull-down wykazata, ze kinezyna Kif9
bezposrednio oddziatuje z badanymi kinazami — kinazg Mapk3, kinazg Nek6 oraz w stabszym
stopniu z kinazg Map2k7 (Ryc. 32), nie udato si¢ natomiast uzyska¢ wyniku dla biatka Dusp5.
Ze wzgledu na problemy z uzyskaniem mutantow Tetrahymena zdolnych do nadprodukcji
biatka Kif9 z metka HA nie udalo si¢ przeprowadzi¢ doswiadczenia odwrotnego, gdzie badane

kinazy stanowityby ,biatka-przynety”.
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Ryc.33 Analiza oddzialywan biatek metodg pull-down. (A i B) Analiza oddzialywan biatka Kif9-GFP
Z biatkami Mapk3, Map2k7, Nek6 i Pp2c produkowanymi z dolgczong metkqg HA, zwizualizowana
Z wykorzystaniem przeciwciata anty-HA (A) oraz przeciwciata anty-GFP (B), WT — kontrola: Dusp5-GFP-

OEX + lizat WT. Analizowano biatka oczyszczone z frakcji cytoplazmatycznej, doswiadczenie powtorzono

trzykrotnie.
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PODSUMOWANIE - CZESC I

Podsumowujac, potwierdzono, ze wszystkie badane biatka mogace stanowic¢ elementy
i regulatory szlaku MAP kinaz lokalizuja si¢ w rzeskach Tetrahymena. Biatko Dusp5 nie tylko
znajduje si¢ w bliskiej odlegtosci, ale rowniez tworzy trwaty kompleks z biatkami wypustki
Clb aparatu centralnego Tetrahymena tj. Spef2A, Cfap69, Androglobina, Cfap246/Lrguk,
Cfapl74 i TTHERM_00205170. Pozostate badane biatka najprawdopodobniej nie lokalizuja
si¢ w poblizu biatka Spef2A, moga jednak znajdowac¢ si¢ w bardziej peryferycznej czgsci
wypustki C1b badz oddziatywaé z tym biatkiem jedynie przejsciowo. Zaréwno biatko Dusp5
jak 1 Kif9 oddziatlujg ze wszystkimi badanymi kinazami tj. Mapk3, Map2k7 oraz Nek6. Biatko
Pp2c nie wchodzi w sklad sieci oddzialywan tworzonej przez te biatka. Na podstawie
uzyskanych wynikow mozliwe byto stworzenie modelu wzajemnych oddzialywan badanych

biatek (Ryc. 33)

Ryc. 33 Proponowany schemat oddziatywan badanych biatek. Liniami przerywanymi oznaczono biatka
lokalizujgce si¢ w bliskiej odlegtosci biatka Dusp5 oraz tworzgce z nim trwaly kompleks. Liniami

cigglymi ze strzatkami oznaczono wzajemne oddziatywania miedzy biatkami.
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CZESC 2

Analiza funkcjonalna wybranych bialek

Jak wykazano powyzej, biatka, Mapk3, Map2k7, Nek6, Dusp5 i Kif9, ktérych poziom
jest obnizony w mutantach pozbawionych wypustki Clb tworza sie¢ oddzialywan, ktora
moglaby pehi¢ funkcjonalny szlak przekaznictwa sygnatu. Dlatego, aby lepiej zrozumie¢ rolg
jaka pelnig wzajemne oddzialywania tych bialek w rzesce ruchomej, podj¢to sie proby
okreslenia ich funkcji poprzez analize fenotypu mutantéw pozbawionych badanych biatek.
Z przyczyn technicznych udato si¢ przygotowac jedynie komoérki typu knock-out pozbawione
biatka Dusp5 (rozdz. 4.5.3 oraz rozdz. 4.6.3) (szczep DUSP5-KO). Dodatkowo udato sig
uzyska¢ komoérki pozbawione biatka Kif9 przygotowane w pracowni prof. Jacka Gaertiga

(szczep KIF9-KO). Fenotyp tych komorek nie byt wezesniej badany.
5.7 Analiza fenotypu komorek pozbawionych badanych bialek

Usunigcie fragmentu genu KIF9 w komorkach KIF9-KO zostalo uprzednio
przeprowadzone w pracowni prof. Gaertiga (dane niepokazane). W celu potwierdzenia delecji
fragmentu genu DUSP5 oczyszczono genomowe DNA mutantow DUSP5-KO oraz komorek
szczepu dzikiego (kontrola) i1 przeprowadzono reakcje PCR. Jako kontrole negatywna
przeprowadzono reakcj¢ bez matrycowego DNA. Do reakcji PCR wykorzystano startery
(Tabela 2) z ktorych dwa (F i R2, Ryc. 10) byly komplementarne zaréwno do DNA mutanta
jak i DNA komdrek szczepu dzikiego, a kolejny (R1, Ryc. 10) byt komplementarny tylko do
genomowego DNA komorek szczepu dzikiego — jego miejsce wigzania znajdowato sig
W usunigtym u mutanta fragmencie genu. Tak zaprojektowane startery umozliwity
przeprowadzenie dwdch reakcji PCR. Konstrukt zostat zaprojektowany tak, by jego
inkorporacja w genom powodowata usuniecie prawie catego genu (okoto 1000 pz) i zastapienie
go przez kasete neo4 (2 kb), co oznacza, wydhuzenie zmutowanego allelu o 1000 pz w stosunku
do allelu w genomie szczepu dzikiego. Z tego wzgledu w przypadku uzycia jako matrycy
genomego DNA szczepu knock-out produkt reakcji PCR z uzyciem starteréw F i R2 jest
dhuzszy niz w przypadku uzycia genomowego DNA komorek szczepu dzikiego, natomiast

w przypadku uzycia starterow F 1 R1 produkt PCR bedzie obecny wytacznie w przypadku
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uzycia genomowego DNA komorek szczepu dzikiego (Ryc. 34 A). Analiza z wykorzystaniem
metody PCR potwierdzita, ze uzyskane mutanty Tetrahymena nie posiadajg natywnej wersji
genu DUSP5 (Ryc. 34B).
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Ryc.34 Analiza zmiany locus DUSP5 w mutantach DUSP5-KO. (A) Schemat locus DUSP5 w genomie
komorek szczepu dzikiego oraz mutanta DUSP5-KO. Numery nad liniami cigglymi oznaczajq pozycje
nukleotydow, gdzie 1 oznacza pozycje adeniny w kodonie start ATG, a 1341 oznacza pozycje adeniny
w kodonie stop TGA. Liniami przerywanymi oznaczono pozycje nukleotyddw w sekwencji genu DUSP5
wyznaczajgce fragment kodujgcy genu, ktory zostal zastgpiony przez kasete pNeo4. Strzatkami
0znaczono pozycje starterdw wykorzystanych do potwierdzenia usunigcia fragmentu genu DUSP5, F —
starter forward, R1, R2 — startery reverse, odpowiednio starter nr 1 oraz nr 2. Starter RI1 wigze si¢
wylgcznie do DNA komorek typu dzikiego, z nieuszkodzonym genem DUSPS5. (B) Genomowe DNA
oczyszczono z komorek mutantow DUSP5-KO i komorek szczepu dzikiego (WT) i uzyto jako matrycy
W reakcji PCR z wykorzystaniem starterow przedstawionych na schemacie. Jako ,,0” oznaczono kontrole
negatywngq (reakcja PCR bez matrycowego DNA). Analiza produktow reakcji PCR rozdzielonych na zelu
agarozowym, potwierdzita usunigcie fragmentu genu DUSP5 z gemomu otrzymanych mutantow

Tetrahymena. M — znacznik wielkosci fragmentow DNA, pz — pary zasad.
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5.7.1 Analiza fenotypu mutantéw typu knock-out: KIF9-KO oraz DUSP5-KO

Jak wsp[omniano, orzeski Tetrahymena tworza okoto 500 rzgsek, ktore umozliwiaja
poruszanie si¢, podzialy komoérkowe oraz biorg udziat w fagocytozie (Dave i in., 2009).
Nieprawidtowa budowa lub funkcjonowanie rzesek moze wigc prowadzi¢ do zmian w sposobie
poruszania si¢ komorek, problemoéw z podzialem komorkowym 1 zaburzen w pobieraniu
pokarmu. Wobec tego w ramach wstepnej analizy fenotypu mutantéw pozbawionych biatka
Kif9 badz Dusp5 przeprowadzono dos§wiadczenia umozliwiajace ocene wyzej wymienionych

procesow fizjologicznych (rozdz. 4.7.).

5.7.1.1 Analiza fenotypu mutantow Kif9-KO

Jedna z podstawowych funkcji jakie speiniajg rze¢ski u Tetrahymena jest funkcja
lokomotoryczna. Analiza tempa poruszania si¢ komorek mutantow KIF9-KO wykazala, ze
ptywaly one okoto 30 % wolniej niz komorki szczepu dzikiego (WT) przy czym tory ruchow
komorek mutantow nie odbiegaly ksztattem od torow ruchu komorek szczepu dzikiego (Ryc.

35)
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Ryc. 35 Wphyw delecji genu KIF9 na tempo ruchu oraz ksztat torow ruchu komorek Tetrahymena. (A) Tory
ruchu komorek szczepu dzikiego (WT), (B) tory ruchu komérek KIF9-KO, (C) wykres przedstawiajgcy
odleglosci przebyte przez komorki szczepu dzikiego (WT) oraz komérki mutantow KIF9-KO w czasie 3,2 s.

Przedzial ufnosci stupkow bledu standardowego = 95%, Test T-studenta, roznice sq istotne statystycznie. WT

(n=105), KIF9-KO (n=105), n — liczba zmierzonych toréw ruchu.

W komdrkach Tetrahymena rzgski petnig rowniez wazng rolg w trakcie podzialow umozliwiajac zajscie
tzw. rotokinezy, ktoéra umozliwia rozdzielenie komorek potomnych w koncowe;j fazie podziatu (Brown
i in., 1999). Aby poréwnaé tempo proliferacji mutantow KIF9-KO oraz komodrek szczepu
dzikiego oznaczano gestos¢ komorek w hodowli w ciggu 9 godzin. Na tej podstawie wykazano,

ze czas generacji komorek szczepu dzikiego wynosil okoto 3,25 godz., natomiast komoérek
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mutantéw 3,8 godz., co wskazuje, ze komorki KIF9-KO dzielity si¢ tylko nieznacznie wolnie;j
(Ryc. 36 A).

U Tetrahymena rzgski odgrywaja rowniez wazna rol¢ w zdobywaniu pozywienia na
drodze fagocytozy. Ruch rzgsek zlokalizowanych w aparacie gebowym umozliwia
gromadzenie drobin pokarmu w jego zaglebieniu i tworzenie wodniczek pokarmowych.
Dodanie do pozywki czarnego tuszu kreslarskiego powoduje, ze drobiny tuszu sg pobierane
i gromadzone w nowo utworzonych wodniczkach. Poréwnanie liczby ciemnych wodniczek
tworzonych w ciggu 10 minut umozliwia okre$lenie tempa fagocytozy. Przeprowadzone
badania wykazaly, ze tempo fagocytozy komorek szczepu dzikiego i komorek mutantow KIF9-
KO byto podobne. Komorki szczepu dzikiego srednio wytwarzaly 6,4 wodniczek na komorke,

a komorki mutantow KIF9-KO 6 wodniczek na komorke (Ryc. 36B).
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Ryc.36 Wphyw delecji genu KIF9 na tempo proliferacji oraz tempo fagocytozy komorek Tetrahymena. (A)
Poréwnanie tempra proliferacji komdrek szczepu dzikiego (WT) oraz komoérek mutantéw KIF9-KO szczepu
dzikiego (WT). Gestos¢ hodowli szacowano co 3 godziny. W punkcie ,,0” hodowle mialy takg samqg gestos¢
poczgtkowg (2*10* komorek/ml), (B) Poréwnanie tempa fagocytozy komorek szczepu dzikiego (WT) oraz
komérek mutantow KIF9-KO. Na wykresie przedstawiono procentowy udzial komorek tworzgcych dang
liczbe wodniczek sposrod wszystkich analizowanych komérek. WT (n=111), KIF9-KO (n=104), n — liczba
analizowanych komorek.

Podsumowujac, wstepna ocena podstawowych proceséw fizjologicznych zachodzacych
w komoérkach mutantow z delecja genu KIF9, wykazata, ze brak kodowanego przez ten gen
biatka nie wptywa zardwno na tempo proliferacji jak i tempo fagocytozy, lecz spowalnia, w

niewielkim stopniu, tempo ptywania komoérek. Obnizenie tempa ruchu komorek moze by¢
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spowodowane przez zmieniong dlugo$¢ lub liczbg rzgsek albo wynika¢ z niewlasciwego

sposobu bicia rzeski.

Dlatego w kolejnym etapie doswiadczen oceniono czy brak biatka Kif9 wplywa na
dhugos$¢ rzesek tworzonych przez komorki. W tym celu komorki utrwalono 1 wyznakowano za
pomocg przeciwciata skierowanego przeciwko a-tubulinie, wizualizowano z wykorzystaniem
mikroskopu konfokalnego, a nast¢epnie mierzono dtlugos¢ rzesek w programie Imagel.
Otrzymane wyniki wykazaty, ze komoérki mutantow KIF9-KO tworza rzeski o podobnej
dhugosci jak komorki szczepu dzikiego (Ryc. 37). Jednakze jednocze$nie w wielu komoérkach
mutanta KIF9-KO zaobserwowano mniejsza liczbg rzgsek. Taki wynik sugeruje, ze brak biatka

Kif9 hamuje proces ciliogenezy.
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Ryc. 37 Mutanty z delecjq genu Kif9 tworzq rzeski normalnej diugosci. (A) Komérki szczepu dzikiego (WT)
oraz (B) komérki mutantéw KIF9-KO znakowano przeciwciatem skierowanym przeciwko a-tubulinie. Skala:
10 um. (C) Wykres obrazujgcy pomiary diugosci rzesek. Przedzial ufnosci stupkow bledu standardowego =

95%, Test T-studenta, roznice nie sq istotne statystycznie.

Wobec tego w kolejnym etapie badan fenotypu mutantoéw KIF9-KO analizowano tempo
regeneracji rzesek po ich eksperymentalnym usunigciu. Komorki Tetrahymena szczepu
dzikiego regeneruja rz¢ski pelnej dlugosci w ciggu 2 godzin. Komorki mutantow pozbawionych
biatka Kif9 oraz komoérki szczepu dzikiego odrzgsiano (rozdz. 4.8.1), a nast¢pnie hodowano
w 30°C bez wytrzasania w pozywce SPP. Komorki utrwalano a nastgpnie znakowano
przeciwcialami skierowanymi przeciwko a-tubulinie w czterech punktach czasowych — tuz po,
a nastepnie 30, 60 oraz 120 minut po odrzgsieniu w celu obserwacji tempa regeneracji rzgsek.
Zaobserwowano, ze brak biatka Kif9 znaczaco wptywa na zdolnos¢ regeneracji rzesek komorek

mutantow. Komorki szczepu dzikiego juz po godzinie mialy prawie catkowicie zregenerowane
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rzeski, natomiast w tym samym punkcie czasowym komorki mutanta utworzyly bardzo

nieliczne rz¢ski, gtownie w czgsci przedniej komorki (Ryc. 38).

0’ 30’ 60’ 120°

KIF9-KO

Ryc. 38 Wplyw braku biatka Kif9 na tempo regeneracji rzesek komorek Tetrahymena. Komorki szczepu
dzikiego (WT — gorny rzqd) oraz komorki mutantow KIF9-KO (dolny rzqd) utrwalano zaraz po odrzesieniu
(0°), oraz po uptywie 30, 60 i 120 minut, a nastepnie znakowano przeciwciatem skierowanym przeciwko a-

tubulinie. Brak biatka Kif9 znaczqco wplywa na tempo regeneracji rzesek komorek Tetrahymena. Skala: 10

um.

Jak wspomniano powyzej, obnizenie tempa plywania komorek Tetrahymena moze by¢
spowodowane zmianami w sposobie bicia rzeski. W trakcie prawidlowego ruchu rzgski
wyrdznia si¢ dwie fazy — faze uderzenia efektywnego (ang. power stroke), w ktorej dochodzi
do przemieszczenia si¢ prostej rzeski w kierunku tylnej cze$ci komorki oraz faze powrotng
(ang. recovery stroke), w ktorej rzeska ugina si¢ u podstawy i znajdujac si¢ blisko ciata komorki
powoli wraca do pozycji wyjéciowej. Z wykorzystaniem kamery szybkoklatkowej, przy 900
klatkach/s, zarejestrowano ruch rzgsek komorek mutantoéw KIF9-KO oraz komorek szczepu

dzikiego. Analiza poszczegolnych klatek umozliwita odtworzenie ruchu pojedynczej rzeski
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w fazie uderzeniowej i1 fazie powrotnej. Nie zaobserwowano jednak znaczacych zmian
W zadnej z opisanych faz wzoru bicia rzgski pomiedzy mutantami KLP1-KO a komorkami
szczepu dzikiego (Ryc. 39).

KIF9-KO

Ryc. 39 Analiza kolejnych etapoéw ruchu pojedynczej rzeski — komorek typu dzikiego (WT) oraz komérek
pozbawionych biatka Kif9 (KIF9-KO). Kolorem czerwonym zaznaczono faze¢ uderzenia efektywnego,

a kolorem zielonym faze powrotng. Numerami oznaczono kolejne polozenie rzeski w trakcie jednego cyklu.

Podsumowujac, analiza fenotypu mutantow Tetrahymena z delecja genu biatka Kif9
wykazata, ze brak tego biatka nie wptywa na tempo proliferacji ani tempo fagocytozy. Rowniez
dhlugos$¢ rzesek, a takze ich wzor bicia nie odbiegat od tych obserwowanych u komoérek szczepu
dzikiego, cho¢ tempo ptywania komorek mutanta bylo nieznacznie obnizone. Co ciekawe,
u Tetrahymena brak biatka Kif9 zwigzany byt ze znaczacym spowolnieniem tempa regeneracji

rzgsek.

5.7.1.2 Analiza fenotypu mutantéw DUSP5-KO

W pierwszym etapie zbadano jak usuniecie genu DUSP5 wptywa na tempo proliferacji
i fagocytoze. Analiza tempa ruchu komoérek oraz ksztattu toréw ruchu wykazata, ze komorki
DUSP5-KO poruszaja si¢ o okoto 50% wolniej od komorek szczepu dzikiego. Ponadto tory
ruchow byly czesto zakrzywione co wskazuje, ze komodrki czgéciej zmienialy kierunek
ptywania (Ryc. 40). Aby ocenié, czy obserwowany fenotyp rzeczywiscie wynika z braku biatka
Dusp5, a nie przypadkowo wprowadzonej mutacji, przeprowadzono doswiadczenie typu rescue
(rozdz. 4.6.5). Do komdrek mutantéw DUSP5-KO wprowadzono konstrukt umozliwiajacy
produkcje biatka Dusp5 pod kontrolg zaleznego od jondéw kadmu promotora MTT1. Gen biatka

DUSPS5 wprowadzono do niekoniecznego do zycia locus BTUL. Szybkos¢ pltywania komorek
128



DUSP5-rescue oraz ksztatty torow ruchu byly podobne do komorek typu dzikiego, co
potwierdza, ze obserwowany fenotyp komoérek DUSP5-KO wynikat jedynie z braku biatka

Dusp5 (Ryc. 40).
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Ryc.40 Wplyw delecji genu DUSP5 na tempo ruchu oraz ksztatt torow ruchu komorek Tetrahymena. (A) Tory
ruchu komorek szczepu dzikiego (WT), (B) tory ruchu komérek DUSP5-KO i (C) DUSP5-rescue, (D) wykres
przedstawiajqcy odleglosci przebyte przez komorki szczepu dzikiego (WT), komorki mutantéw DUSP5-KO
oraz DUSP5-rescue w czasie 3,2 s. Przedzial ufnosci stupkow bledu standardowego = 95 %, Test T-studenta,
roznice sq istotne statystycznie. WT (n=105), DUSP-KO (n=105), DUSP-rescue (n=104), n — liczba

zmierzonych toréw ruchu.

Ocena tempa proliferacji komorek DUSP5-KO wykazata, ze komérki mutantow dzielg
si¢ wolniej niz komorki szczepu dzikiego. Czas generacji komoérek mutantéw wynosit 4,4 godz.
w porownaniu do 3,25 godz. w przypadku komdrek szczepu dzikiego (Ryc. 41A).
Nie zaobserwowano natomiast roznic w $redniej liczbie tworzonych wodniczek pokarmowych
w stosunku do komorek typu dzikiego. Komorki DUSP5-KO tworzyty $rednio 6,2 wodniczek
na komorke, a komoérki szczepu dzikiego $rednio 6,4 wodniczek (Ryc. 7). Obserwowane

zmiany w tempie ptywania komorek oraz tempie proliferacji wskazuja, ze rzgski u komorek
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mutantdow DUSP5-KO nie funkcjonuja prawidtowo. Wobec tego w kolejnym etapie badan

oceniono parametry rzesek, ktore moga by¢ przyczyng obserwowanych zmian.
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Ryc.41 Wplyw delecji genu DUSPS5 na tempo proliferacji oraz tempo fagocytozy komorek Tetrahymena. (4)
Poréwnanie tempa proliferacji komorek szczepu dzikiego (WT) oraz komorek mutantow DUSP5-KO. Gestosé
hodowli szacowano co 3 godziny. W punkcie ,,0" hodowle mialy takq samq gestosé (2*10* komdrek/ml), (B)
Poréwnanie tempa fagocytozy komérek szczepu dzikiego (WT) oraz komdrek mutantow DUSP5-KO. Na
wykresie przedstawiono procentowy udzial komorek tworzgcych dang liczbe wodniczek sposrod wszystkich

analizowanych komérek. WT (n=111), DUSP5-KO (n=105), n — liczba analizowanych komorek.

Analiza dtugosci rzesek w komorkach mutantéw wykazata brak statystycznie istotnych
réznic w dtugosci rzgsek komorek DUSP5-KO w stosunku do komérek szczepu dzikiego (Ryc.

42). Obserwowany fenotyp mutanta nie wynikal wiec ze zmian w dtugosci rzesek.
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Ryc. 42 Wplyw braku biatka DUSP5 na dlugos¢ rzesek komorek Tetrahymena. (A) Komorki szczepu dzikiego
(WT) oraz (B) komérki mutantdw DUSP5-KO znakowano przeciwciatem skierowanym przeciwko a-
tubulinie. Skala: 10 um. (C) Wykres obrazujgcy pomiary diugosci rzesek. Przedzial ufnosci stupkow bledu
standardowego = 95%, Test T-studenta, réznice nie sq istotne statystycznie, n=100, doswiadczenie
powt6rzono 3 razy.
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Nastepnie oceniono czy zmiany w tempie ptywania komérek mutantow moga wynikaé
ze zmian w sposobie bicia rzgski. Odtworzenie ruchu pojedynczej rzeski mutantéw DUSPS5-
KO za pomocg analizy poszczegdlnych klatek filmow zarejestrowanych przy pomocy kamery
szybkoklatkowej wykazato brak znaczacych zmian zarowno w fazie uderzeniowej jak i fazie
powrotnej wzoru bicia rzeski pomigdzy mutantami DUSP5-KO a komérkami szczepu dzikiego
(Ryc. 43).

DUSP5-KO

Ryc. 43 Schemat przedstawiajqgcy etapy ruchu pojedynczej rzeski —komaorek typu dzikiego (WT) oraz komdrek
pozbawionych biatka Dusp5 (DUSP5-KO). Kolorem czerwonym zaznaczono faze uderzenia efektywnego, a

kolorem zielonym faze powrotng. Numerami oznaczono kolejne etapy ruchu rzeski.

Aby oceni¢ fenotyp mutantéw DUSP5-KO badano roéwniez zdolno$¢ komorek
nieposiadajacych bialka Dusp5 do regeneracji rzgsek po ich eksperymentalnym usunigciu.
Podobnie jak w przypadku mutantow KIF9-KO, zaobserwowano spowolnienie tempa
ciliogenezy (Ryc. 44). Tempo wzrostu rzgsek bylo wolniejsze co mozna szczegdlnie
zaobserwowa¢ w dwoch punktach czasowych — 30 oraz 60 minut po odrzesieniu. Jednakze po
2 godz., w komorkach DUSP5-KO dhugosc¢ rzgsek jest podobna (Ryc.44), choc¢ jest ich mniej

niz w komorkach szczepu dzikiego.
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Ryc. 44 Wphw braku biatka Dusp5 na tempo regeneracji rzgsek komorek Tetrahymena. Komorki szczepu
dzikiego (WT — gorny rzqd) oraz komorki mutantow DUSP5-KO (dolny rzqd) utrwalano zaraz po odrzesieniu
(0°), oraz po 30, 60 i 120 minutach od odrzesienia, a nastgpnie znakowano przeciwcialem skierowanym
przeciwko o-tubulinie. Brak biatka Dusp5 znaczqco wplywa na tempo regeneracji rzesek komorek

Tetrahymena. Skala: 70 um.

Biorgc pod uwage, ze bialko Dusp5 moze bezposrednio lub posrednio bra¢ udziat
w regulacji fosforylacji w rzesce, poréwnano ogdlny poziom fosforylacji bialek we frakcji
rzgskowej komoérek mutantow DUSP5-KO oraz komorek szczepu dzikiego przy uzyciu
komercyjnic  dostepnego zestawu Pro-Q™ Diamond Phosphoprotein  Gel Stain
umozliwiajacego selektywne wybarwienie fosforylowanych bialek rozdzielonych w zZelu
poliakryloamidowym (rozdz. 4.8.6). Analiza ta wskazuje, ze w komérkach DUSP5-KO poziom
fosforylacji biatek rzeskowych moze by¢ nieco obnizony niz w komorkach szczepu dzikiego

(Ryc. 46).
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Ryc. 46 Detekcja ogolnego poziomu fosforylacji biatek we frakcji rzeskowej komorek typu dzikiego (WT) oraz
komorek pozbawionych biatka Dusp5 (DUSP5-KO). Probki biatkowe frakcji rzeskowej zostaly rozdzielone

w zelu poliakryloamidowym, a nastgpnie wybarwione z uzyciem odczynnika Pro-Q Diamond.

Podsumowujac, analiza fenotypu mutantow DUSP5-KO wykazata, ze brak biatka Dusp5
znaczaco spowalnia ruch komorek oraz tempo podziatéw w poroéwnaniu do komorek szczepu
dzikiego. Nie zaobserwowano natomiast zmian w tempie fagocytozy oraz wptywu Dusp5 na

dtugos$¢ rzgsek, ale wykazano, ze biatko Dusp5 pelni role w procesie ciliogenezy.
PODSUMOWANIE - CZESC II
Delecja zardwno biatka Dusp5 jak i biatka Kif9 obniza tempo ruchu komoérek Tetrahymena.
Ponadto, w obu mutantach zaobserwowano znaczne obnizenie tempa regeneracji rz¢sek po

eksperymentalnym odrzgsieniu. Nie zaobserwowano natomiast zmian w tempie proliferacji,

fagocytozy czy dtugosci rzgsek w obu mutantach.
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5. Dyskusja

Charakterystycznym elementem budowy rze¢sek ruchomych jest centralnie umieszczony
kompleks aparatu centralnego. Wykazano, ze do funkcjonowania aparatu centralnego glonu
Chlamydomonas reinhardtii niezbedne jest co najmniej 70 biatek (Dai i in., 2020; Zhao i in.,
2019). Przyjmuje si¢, ze aparat centralny pehni istotng rol¢ w inicjacji oraz regulacji sygnatu
umozliwiajacego bicie rzesek. Wiedza na temat jego doktadnej budowy i pelnionych funkcji
wcigz jest bardzo ograniczona, szczegolnie w odniesieniu do biatek posiadajacych domeny
enzymatyczne badz motoryczne.

Analiza proteomu rzesek mutantéw Tetrahymena pozbawionych wyrostka C1b (SPEF2A-
CoDel) wykazata, ze w tych komorkach zaburzony jest nie tylko poziom biatek strukturalnych,
ale rowniez poziom biatek enzymatycznych. Sposréd nich, na podstawie analizy
filogenetycznej, wytypowano biatka zachowane w toku ewolucji i bedace homologami kinaz
MAP: Mapk3, Map2k7, kinazy Nek6, fosfatazy Pp2c oraz fosfatazy o podwdjnej
specyficznosci Dusp5. Do grupy badanych biatek dotgczono rowniez kinezyne Kif9 — ortolog
biatka Klp1 u Chlamydomonas (Bernstein i in., 1994; Yokoyama i in., 2004). Kinezyna ta jest
biatkiem wchodzacym w sklad wyrostka C2c aparatu centralnego. Wykazano, ze niektdre
kinezyny moga petnic istotng role w szlaku sygnalowym MAP kinaz, uczestniczac w ich
transporcie i tym samym zapewniajgc cigglos¢ przekazywania sygnatu (Liang i Yang, 2019).
Postanowiono wigc sprawdzi¢, czy biatko to jest powigzane z wytypowanymi kinazami.

Najwigksza cze$¢ badan skupiona zostata na biatku Dusp5, ktore jest catkowicie nieobecne
w komérkach pozbawionych wyrostka C1b (komdrki SPEF2A-coDel), co sugeruje bliskie
powiazanie z biatkiem Spef2A oraz zalezng od niego lokalizacja w rzgsce. Przeprowadzone
doswiadczenia — zaréwno doswiadczenie BiolD umozliwiajace identyfikacje biatek
znajdujacych si¢ w bliskiej odlegtosci, a takze koimmunoprecypitacja potwierdzily te
przypuszczenia. Wykazano, ze biatko Dusp5 nie tylko lokalizuje si¢ w bliskiej odlegto$ci biatek
budujacych wyrostek Clb, ale rowniez tworzy z nimi trwaty kompleks. Byty to te same bialka,
ktore zostaly zlokalizowane w poblizu biatka Spef2A tj. Cfap69, androglobina, Lrguk/Cfap246,
Cfapl74 oraz biatko specyficzne dla orzgskow TTHERM_ 00205170 (Joachimiak i in., 2021).
Mozna wigc stwierdzi¢, ze biatko Dusp5 jest nowoodkrytym biatkiem strukturalnym
budujacym wyrostek C1b aparatu centralnego.

Analiza domenowa wykazata natomiast, ze biatko Dusp5 jest fosfataza 0 podwajnej
specyficznosci. Fosfatazy takie charakteryzujg si¢ dobrze zachowanym w toku ewolucji

motywem, w ktorym kluczowa dla zachowania aktywno$ci enzymatycznej jest znajdujaca si¢
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na drugiej pozycji tego motywu cysteina (Denu i Dixon, 1995; Wishart i Dixon, 1998).
W sekwencji aminokwasowej Dusp5 u Tetrahymena motyw ten jest zachowany, jednak
cysteina zastgpiona zostala przez kwas asparaginowy co sugeruje, ze bialtko
to najprawdopodobniej jest pseudofosfataza. Mimo potencjalnego braku aktywnoSci
enzymatycznej, Dusp5 wcigz moze by¢ istotnym elementem szlaku przekazywania sygnatu
w rzeskach. Badania wykazaty, ze pseudoenzymy stanowig okoto 10 % proteoméw i pelnig
kluczowe funkcje w przekazywaniu sygnatow poprzez: (i) regulacje allosteryczng aktywnosci
innych enzymow, (ii) uleganie modyfikacjom posttranslacyjnym i tym samym uczestniczenie
W szlaku przekazywania sygnatu, (iii) branie udziatu w tworzeniu kompleksoéw sygnatowych,
(iv) kompetencyjnie wigzanie substratu, (v) regulowanie lokalizacji innych enzyméw (Murphy
i in., 2017). Wobec tego uwaza si¢, ze pseudoenzymy majg duze znaczenie terapeutyczne
I moga by¢ celem nowych terapii w leczeniu wielu choréb (Ribeiro i in., 2019). Pseudoenzymy
nie byly jak dotad badane w kontekscie roli w rzgskach zarowno u ludzi jak i u organizmow
modelowych w tym Tetrahymena. Mozna odnies¢ si¢ jednak do badan nad pseudofosfataza
STYX u czlowicka. Biatko to rowniez zaliczane jest do grupy fosfataz o podwdjnej
specyficznoscei i1 jak wykazano, kluczowa dla zachowania funkcji enzymatycznej cysteina
zostala zastgpiona przez glicyng W motywie centrum aktywnego. Pomimo braku aktywnos$ci
katalitycznej fosfataza STYX jest m.in. waznym regulatorem szlaku sygnalowego kinazy
ERK1/2. Wykazano, ze biatko to konkuruje z fosfatazg Dusp4 w wigzaniu ERK1. Brak
fosfatazy STYX powoduje wzrost aktywnosci ERK1, zar6wno w jadrze jak i cytoplazmie,
prowadzac do zaburzenia prawidlowej migracji komdrek (Reiterer i in., 2013). Niewykluczone
jest wige, ze podobnie jak pseudofosfataza STY X u czlowieka, biatko Dusp5 u Tetrahymena
moze pehi¢ role w regulacji szlakow sygnalowych w rzgskach, tym samym regulujac ich
funkcjonowanie. Wskazuja na to wyniki do§wiadczen typu pull-down, w ktérych analizowano
oddzialywania bezposrednie z pozostalymi badanymi biatkami. Biatko Dusp5 zastosowane
jako ,,biatko-przyneta” oddzialywato z kinazg Mapk3, Map2k7 i Nek6. Wykonano réwniez
doswiadczenie odwrotne w ktérym kinazy te produkowane z metkag GFP stanowily ,,biatka-
przynety”. W tym wypadku biatko Dusp5 oddziatywato tylko z kinazg Mapk3. By¢ moze
kinazy Map2k7 oraz Nek6 w wyniku dotaczonej na koncu karboksylowym biatka metce GFP
mialy zastonigte miejsce niezbgdne do interakcji z biatkiem Dusp5. Niemniej jednak wynik ten
sugeruje, ze fosfataza Dusp5 moze by¢ zaangazowana posrednio w regulacj¢ przekazywania
sygnalu w rzgsce np. poprzez kompetencyjne wigzanie tych bialek badz regulowanie ich

lokalizacji i umozliwienie fosforylacji ich substratow.
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Kinazy Mapk3, Map2k7, Nek6 oraz fosfataza Pp2c charakteryzuja si¢ zaburzonym
poziomem w mutantach pozbawionych biatka Spef2A i w konsekwencji wyrostka C2b.
Aby sprawdzi¢, czy znajdujg si¢ one w poblizu tego biatka (a wigc moga byé¢ jego
potencjalnymi partnerami), przeprowadzono zmodyfikowane doswiadczenie BiolD. W
doswiadczeniu tym sprawdzano, czy badane biatko produkowane z metka GFP znajduje sig
posrod biatek biotynylowanych poprzez zwigzang z bialkiem Spef2A zmutowang ligaze
biotyny TurbolD. W zwigzku z tym, ze w klasycznym doswiadczeniu BioID w poblizu biatka
Dusp5 zidentyfikowano biatko Spef2A, wykorzystano to biatko do przeprowadzenia kontroli
pozytywnej. Do$wiadczenie kontrolne potwierdzito obecnos¢ biatka Dusp5 z dotgczong metka
GFP posrod biotynylowanych bialek, tym samym potwierdzajac, ze taka modyfikacja
doswiadczenia pozwala na uzyskanie wiarygodnych wynikow. W przypadku biatka Mapk3 nie
udato si¢ przeprowadzi¢ tego do$wiadczenia ze wzgledu na problemy z otrzymaniem
podwojnych mutantow Tetrahymena produkujgcych zaréwno biatko Mapk3 z metkg GFP jak
I biatko Spef2A z metkg HA-TurbolD. Co ciekawe pozostale biatka tj. Map2k7, Nek6, Pp2c
oraz Kif9 nie lokalizowaly si¢ w poblizu biatka Spef2A. Jednakze nie wyklucza to ostatecznie,
ze bialka te nie znajduja si¢ w jego bliskiej odleglosci. By¢ moze liczba biotynylowanych
peptydow tych bialek byla zbyt niska by mozna byto wykry¢ je za pomoca metody Western
Blot, badz biatka te oddziatuja tylko przejsciowo z biatkami znajdujacymi si¢ w bliskiej
odleglosci biatka Spef2 A.

Analiza filogenetyczna, oddzialujacej z Dusp5, kinazy serynowo-treoninowej Mapk3
Tetrahymena wykazata, ze w sekwencji aminokwasowej tego biatka zachowane zostaly
kluczowe motywy centrum aktywnego, a wigc najprawdopodobniej biatko to wykazuje
aktywno$¢ enzymatyczng. W mutantach pozbawionych wyrostka Clb (SPEF2A-CoDel)
poziom tego biatka byl obnizony w porownaniu do komorek szczepu typu dzikiego.
W sekwencji aminokwasowej biatka zachowane sa motywy DFG i HRD, a w motywie APE,
alanina zostala zastgpiona przez proling. Opisane motywy sg zachowanymi w toku ewolucji
motywami warunkujacymi aktywno$¢ enzymatyczng kinezyn. Motyw HRD znajduje si¢
W czesci katalitycznej enzymu, motyw APE pelni wazng role w wigzaniu substratu, a motyw
DFG jest kluczowy w wigzaniu jonu magnezu (Kornev i Taylor, 2010). Biatko Mapk3,
na natywnym poziomie, lokalizuje si¢ w rzeskach Tetrahymena, obserwowany sygnat jest
jednak stosunkowo staby co moze wynika¢ z niewielkiej ilosci tego biatka w rzesce
spowodowanej petniong przez to biatko funkcja enzymatyczng. Natomiast nadprodukowane

biatko Mapk3 tworzy agregaty w cytoplazmie, ktorych lokalizacja nie pokrywa si¢ z lokalizacja
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ciatek podstawowych. Podobnie jak w przypadku biatka Mapk3 poziom kinazy Nek6 rowniez
jest obnizony w mutantach SPEF2A-CoDel. W sekwencji aminokwasowej tej kinazy
zachowany jest motyw HRD, lecz w motywie APE, alanina zostata zastgpiona seryng, a
w motywie DFG, znajdujaca si¢ na drugiej pozycji fenyloalanina zostata zastgpiona przez
leucyne. Taka zmiane obserwowano we wszystkich sekwencjach aminokwasowych
homologéw tego biatka od pierwotniakow do cztowieka co moze sugerowac, ze pomimo tych
zmian biatko to ma zachowang funkcje katalityczng. Co ciekawe w sekwencji aminokwasowej
biatka Nek6 u pierwotniakow (za wyjatkiem Halteria grandinella) za znajdujaca si¢ w czeSci
aminowej bialka domenie kinazy znajduje si¢ domena biatka IFT57. Biatko IFT57 jest biatkiem
zaangazowanym Ww transport wewnatrzrzeskowy i wchodzi w sktad kompleksu IFT-B,
biorgcego udzial w transporcie wstepujacym tj. w kierunku czubka rzeski (H. Ishikawa i
Marshall, 2017). By¢ moze biatko Nek6 petni zarowno funkcje kinazy jak i jest zaangazowane
w transport innych bialek do rzeski np. biatek budujacych wyrostek C1b/f. Bialtko Nek6 na
natywnym poziomie lokalizuje si¢ w rzgskach, obserwowano rowniez wzmocnienie sygnalu
u ich podstawy. Natomiast w wyniku nadprodukcji biatko to lokalizuje si¢ w rejonie ciatek
podstawowych. Takie rozmieszczenie biatka Nek6 sugeruje wiec, ze faktycznie moze ono by¢
czescig kompleksu IFT-B. Badania nad biatkiem IFT57 u Chlamydomonas wykazaty, Ze biatko
to nie jest kluczowe w formowaniu kompleksu IFT, lecz bierze udziat w jego stabilizacji
I uczestniczy w transporcie biatek niezbednych do zapewnienia prawidtowego ruchu rzeski.
Mutanty pozbawione tego biatka charakteryzowaly si¢ zaburzonym wzorem bicia rze¢ski,
a poziom podjednostki IC97 wewnetrznego ramienia dyneinowego I1 w ich rzeskach byt
znaczgco obnizony, przy niezmienionym ogélnym poziomie tego biatka, co wskazuje na
problem z transportem do rzeski (Jiang i in., 2017).

Jedynym biatkiem, ktore charakteryzowato si¢ znaczaco podwyzszonym poziomem
w komorkach mutantéw pozbawionych wyrostka C1b byta kinaza Map2k?7. Analiza domenowa
wykazala, ze jest to kinaza o podwoéjnej specyficznosci, jednak nie wszystkie motywy
niezb¢dne dla funkcji katalitycznej byly zachowane. W do$wiadczeniach typu pull-down
wykazano, ze Map2k7 oddzialuje bezposrednio z kinazg Nek6, kinezyna Kif9 oraz jak
wspomniano wczesniej biatkiem DuspS5. Co ciekawe biatko to na natywnym poziomie
lokalizowato si¢ w rzeskach, lecz w przypadku nadprodukcji lokowato si¢ w regionie
podblonowym. Mozliwe jest wigc, ze rowniez w komorkach pozbawionych biatka Spef2A

lokalizacja tego biatka ulega zmianie w podobny sposab.
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Analiza filogenetyczna kinezyny Kif9 potwierdzita, Ze biatko to jest dobrze zachowane
w toku ewolucji. Kinezyny wykorzystuja energi¢ uwolniong z rozpadu ATP do zmiany
konformacji umozliwiajacej ,,.kroczenie” w kierunku plus mikrotubul. Przeprowadzona analiza
sekwencji aminokwasowej biatka Kif9 pozwolila na zidentyfikowanie charakterystycznych
motywow umozliwiajacych wigzanie ATP, takich jak motyw Walker A oraz motywy Switch I
oraz Switch Il (Kull & Endow, 2002; Walker i in., 1982). Niewykluczone jest wiec, ze biatko
Kif9 stanowi nie tylko biatko strukturalne aparatu centralnego, ale moze mie¢ réwniez
zachowang aktywno$¢ motoryczng, ktora stanowi wazny element prawidtowej regulacji bicia
rzeski. Przeprowadzone badania potwierdzity, ze biatko Kif9 Tetrahymena produkowane na
natywnym poziomie lokalizuje si¢ w rzgskach. Co ciekawe nadprodukcja biatka Kif9
powoduje, ze biatko to nie tylko znajduje si¢ w rzeskach, ale rowniez w ciele komorki, gdzie
tworzy charakterystyczne, wildkniste struktury przypominajace uktad mikrotubul
W cytoplazmie, co sugeruje, ze biatko Kif9 moze mie¢ zdolnos¢ wigzania mikrotubul.

Druga z badanych fosfataz — fosfataza Pp2c jest bardzo dobrze zachowana w toku
ewolucji, a w jej sekwencji znajdujg si¢ aminokwasy kluczowe pod wzgledem wigzania jonu
magnezu niezbednego dla jej funkcji katalitycznej. Biatko Pp2c lokalizuje si¢ w rzeskach
Tetrahymena, jednak przeprowadzone badania wykazaly, ze nie lokalizuje si¢ w poblizu biatka
Spef2A oraz DuspS5, a takze nie oddziatuje bezposrednio z zadnym z pozostatych badanych
biatek. Najprawdopodobniej biatko to nie stanowi elementu sieci biatek tworzonej przez kinaze
Mapk3, Map2k7, Nek6, fosfatazg Dusp5 oraz kinezyne Kif9.

W przypadku analizy mutantéw pozbawionych biatek enzymatycznych, moze dojs¢ do
tzw. redundancji, ktora polega na przejeciu funkcji brakujacego biatka przez inne biatko.
W takim przypadku u mutantéw nie dochodzi do zmian w fenotypie, wobec czego niemozliwa
jest ocena funkcji tego biatka. Wykazano, ze u kinaz MAP, kinaza ERK1 i ERK2 oraz kinaza
JNK oraz p38 moga wzajemnie przejmowac swoje role, a wiec zachodzi wyzej wspomniane
zjawisko (Saba-El-Leil i in., 2016). Wobec tego w ramach przeprowadzonych badan dokonano
analizy funkcjonalnej biatka Dusp5 oraz kinezyny Kif9. W tym celu przygotowano mutanty
Tetrahymena pozbawione tych biatek, odpowiednio mutanty DUSP5-KO oraz KIF9-KO.

Analiza fenotypu komorek Tetrahymena pozbawionych biatka Dusp5 wykazata, ze
ptywaja one okoto polowe wolniej niz komorki szczepu typu dzikiego przy jednoczesnym
braku roéznic we wzorze bicia rzeski. Obserwowany fenotyp nie jest podobny do fenotypu
mutantdow SPEF2A-CoDel i CFAP69-KO, ktore charakteryzowaly si¢ rotacyjnym wzorem

bicia rzeski, a w konsekwencji znacznym obnizeniem tempa ptywania (Joachimiak i in., 2021).
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Najprawdopodobniej utrata biatka Dusp5 nie wigze si¢ wiec z utratg catego badz znacznej
czesci wyrostka Clb, jak w przypadku braku biatka Spef2A lub Cfap69. Wedlug niedawno
opublikowanych wynikoéw badan wykorzystujacych kriomikroskopi¢ elektronowa, w aparacie
centralnym Chlamydomonas biatko CPC1 (ortolog Spef2) oraz biatko FAP69 znajdujg si¢
U podstawy wyrostka Clb i1 oddziatuja z innymi budujacymi go biatkami co tlumaczy ich
kluczowa role w jego powstawaniu (Gui i in., 2022). Sugeruje to, ze biatko Dusp5 nie
warunkuje lokalizacji biatka Spef2 A oraz Cfap69 i stanowi bardziej dystalny element wyrostka
C1b. Ponadto badania te wykazaly rowniez, ze w strukturze wyrostka C1b aparatu centralnego
znajduja si¢ dwie domeny kinazy adenylanowej (w biatku CPC1 (ortologu Spef2) oraz FAP42),
pie¢ domen kinazy guanylanowej (w biatku FAP42) oraz enolaza. Kinaza adenylanowa
przeksztatlca ADP do ATP, kinaza guanylanowa wytwarza GMP z wykorzystaniem ATP,
a enolaza uczestniczy w glikolitycznym szlaku powstawania ATP (Dzeja & Terzic, 2009;
Stehle & Schulz, 1992; E. Zhang i in., 1997). Autorzy tych badan sugeruja, ze zgromadzenie
domen zdolnych do produkcji badz zuzycia ATP w obrebie wyrostka Clb ma
najprawdopodobniej znaczenie funkcjonalne i1 podkreslaja, ze do jednego cyklu bicia rzgski
potrzebne jest okoto 230 000 czasteczek ATP, a lokalne zmiany stosunku ATP/ADP moga
wplywac na funkcjonowanie rzesek (Gui i in., 2022). Niewykluczone jest wigc, ze biatko
Dusp5, oraz pozostale badane biatka tworzace z nim sie¢ wzajemnych oddziatywan, moga by¢
zaangazowane w regulacje zasobow energetycznych rzgski. Szlak przekazywania sygnatu
Z aparatu centralnego poprzez promienie taczace do kompleksu N-DRC i ramion dyneinowych
wcigz pozostaje nieznany. Wiadomo jednak, ze zewnetrzne ramiona dyneinowe mogg by¢
regulowane przez szereg czynnikow w tym m.in. poprzez modyfikacje posttranslacyjne —
w tym fosforylacje (Hamasaki, 1999; Hamasaki i in., 1991).Wykazano, ze u Paramecium
zalezna od cAMP oraz jonéw wapnia fosforylacja podjednostek ramion dyneinowych wptywa
na szybko$¢ ptywania komoérek (Bonini i in., 1986). By¢ moze biatko Dusp5 rowniez
zaangazowane jest w szlak sygnalowy regulujacy aktywno$¢ ODA poprzez fosforylacje.
Aby wigc oceni¢ czy brak biatka Dusp5 bezposrednio lub posrednio wptywa na poziom
fosforylacji bialek rzeskowych przeprowadzono doswiadczenie umozliwiajace wizualizacje
fosforylowanych biatek frakcji rzgskowej, rozdzielonych w zelu poliakryloamidowym. Nie
zaobserwowano jednak znaczacych réznic w poziomie fosforylacji pomiedzy komodrkami
szczepu typu dzikiego, a komorkami pozbawionymi biatka Dusp5. Wydaje si¢ jednak, ze
zastosowana metoda mogta by¢ zbyt malo swoista — umozliwiala obserwacj¢ zmian

w fosforylacji biatek catego proteomu rzeskowego. W przypadku, gdyby biatko Dusp5
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regulowato poziom fosforylacji tylko jednego badz kilku biatek zaobserwowanie r6znic byloby
bardzo trudne. Zaktadajac, ze biatko Dusp5 posiada jednak funkcj¢ enzymatyczng jego role
mogtaby rowniez przejac¢ inna fosfataza. Na podstawie uzyskanych wynikdw nie mozna wiec
jednoznacznie wykluczy¢ bezposredniego lub posredniego wptywu biatka Dusp5 na poziom
fosforylacji biatek rzgskowych. Dobrym do$wiadczeniem umozliwiajagcym nie tylko oceng
réznic w fosforylacji proteomu rzeskowego, ale takze identyfikacje ewentualnych bialek —
substratow fosfatazy Dusp5 bytoby przeprowadzenie identyfikacji fosforylowanych reszt
seryny, treoniny i tyrozyny za pomoca spektrometrii mas w lizacie biatkowym rzgsek mutantow
i komorek szczepu typu dzikiego. Pozwolitoby to na analize jako$ciowg oraz iloSciowg
poziomu fosforylacji biatek w rzgsce (Breitkopf & Asara, 2012; Yu & Veenstra, 2020). Innym,
ciekawym doswiadczeniem, ktore pozwolitoby na lepszg ocene¢ funkcji biatka Dusp5 bytoby
przygotowanie mutantdw Tetrahymena produkujacych to bialko z mutacjg punktows
W motywie charakterystycznym dla fosfataz o podwdjnej specyficznosci, polegajaca na
zamianie kwasu asparaginowego na cysteing co teoretycznie mogloby przywrédci¢ jej
aktywnos¢ enzymatyczng (Hinton, 2016).

Podsumowujac przeprowadzone badania nad biatkiem Dusp5 Tetrahymena sugeruja, ze
biatko to petni w aparacie centralnym funkcje¢ strukturalng, ale niewykluczone jest, ze stanowi
réwniez element regulacji przekaznictwa sygnatu np. poprzez oddziatywanie z badanymi
kinazami. Rola biatka Dusp5 moze by¢ podobna do roli kinazy STK36, ktdra
najprawdopodobniej lokalizuje si¢ pomigdzy glowkami promieni taczacych a wyrostkami
aparatu centralnego i reguluje przekazywanie sygnatu miedzy tymi strukturami (Edelbusch i
in., 2017).

Analiza mutantéw Tetrahymena pozbawionych biatka Kif9 wykazata, ze komorki te maja
spowolnione tempo ptywania wzgledem komorek szczepu typu dzikiego o okoto 30 %. Poza
tym nie obserwowano zadnych istotnych zmian fenotypu za wyjatkiem znacznego
spowolnienia tempa regeneracji rzesek po eksperymentalnym odrzesieniu. Co ciekawe
podobne zmiany zaobserwowano w mutantach DUSP5-KO. Sugeruje to, ze biatka te moga bra¢
udziat w procesie biogenezy rzgsek np. poprzez regulowanie badz zaangazowanie w transport
wewnatrzrzgskowy (ang. Intraflagellar Transport, IFT). Obecnie uwaza si¢, ze system
transportu wewnatrzrzgskowego odbywa si¢ po mikrotubulach dubletow peryferycznych (H.
Ishikawa i Marshall, 2017; Taschner i Lorentzen, 2016). Wyniki tych badan wskazuja jednak

na mozliwo$¢ transportu wewnatrzrzgskowego w poblizu aparatu centralnego. Co istotne
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W mutantach pozbawionych wypustki C1b poziom wigkszosci biatek IFT jest obnizony, co
moze wspiera¢ przedstawiong teze.

Badania przeprowadzone na mutantach Chlamydomonas pozbawionych biatka KLP1 (ortologu
Kif9) wykazaty, ze maja one sparalizowane wici co wynika najprawdopodobniej z utraty
wypustki C2c, a takze czeSci sasiadujacej wypustki C2b (Yokoyama i in., 2004). Wydaje si¢
wigc, ze biatko Kif9 u Tetrahymena moze petni¢ nieco odmiennag rol¢ niz u Chlamydomonas.
Ponadto autorzy tych badan potwierdzili, ze biatko to wystepuje w dwodch formach —
fosforylowane;j i niefosforylowanej oraz ma zdolno$¢ wigzania do mikrotubul — podobnie jak
sugeruje lokalizacja nadprodukowanego biatka Kif9 u Tetrahymena. Natomiast u Trypanosoma
brucei ortologiem biatka Kif9 jest biatko KIF9A, ktorego brak takze zaburza ruch wici jednak,
w przeciwienstwie do Chlamydomonas, nie zaobserowowano zmian strukturalnych w
aksonemie (Demonchy i in., 2009). Natomiast badania mysiego ortologu biatka Kif9,
wykazaty, ze bialko to gltownie lokalizuje si¢ w jadrach a jedynie w niewielkich ilo$ciach
produkowane jest w moézgu czy ptucach. Brak biatka Kif9 skutkowal obnizong ptodnos$cia ze
wzgledu na nieprawidtowy ruch wici plemnikow, ktdre charakteryzowaty si¢ asymetrycznym
wzorem bicia (Miyata i in., 2020). Ponadto dalsze badania tej grupy ujawnily, ze poprzez
wprowadzenie mutacji w motywie odpowiedzialnym za wigzanie ATP, dochodzi do
pozbawienia Kif9 aktywnosci domeny motorycznej i tym samym uniemozliwia lokalizacjg tego
biatka w wiciach plemnikow. Autorzy tych badan sugeruja, ze biatko Kif9 moze
wykorzystywa¢ wlasng domen¢ motoryczng by przemieszcza¢ si¢ wzdluz mikrotubul
tworzonej wici badZz domena ta jest niezb¢dna dla tego biatka tylko do przemieszczenia si¢ w
rejon podstawy rzeski (Miyata i in., 2022). Badania na orzgsionych komorkach Xenopus
potwierdzity te wyniki wskazujac, ze biatko Kif9 jest zdolne do ruchu in vitro, jednak ma
ograniczony zasi¢g przemieszczania in vivo w aksonemie (Konjikusic i in., 2023) . Biorac pod
uwage, ze nadprodukowane biatko Kif9 u Tetrahymena tworzy w ciele komdrki wzor
przypominajacy mikrotubule, prawdopodobne jest wiec, ze aktywno$¢ domeny motorycznej
tego biatka zachowana jest w toku ewolucji. Wykorzystujace kriomikroskopi¢ elektronowia
badania biatka Klpl u Chlamydomonas wykazaty, ze biatko to wyst¢puje w aparacie
centralnym w dwoch odmiennych konformacjach (Han i in., 2022). Autorzy sugeruja, ze biatko
to ma zdolnos$¢ kroczenia po mikrotubuli C2 aparatu centralnego Chlamydomonas i poprzez
zmian¢ konformacji uczestniczy w ruchu §lizgowym i rotacji jego mikrotubul, przyczyniajac
si¢ do tworzenia sit mechanicznych, przekazywanych z mikrotubuli C2 do mikrotubuli C1

I w konsekwencji do promieni taczacych (Han i in., 2022). Podsumowujac, biatko Kif9 ma
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najprawdopodobniej zachowang w toku ewolucji aktywno$¢ domeny motorycznej, jednak jego
doktadna rola w aparacie centralnym nie zostata jeszcze doktadnie okreslona. Wykazano, ze
aktywno$¢ kinezyn moze by¢ regulowana przez fosforylacje zalezng od dziatania r6znych kinaz
(Kumari i Ray, 2022). By¢ moze zidentyfikowane z wykorzystaniem metody pull-down
oddzialywania bezposrednie Kif9 z badanymi kinazami Mapk3, Map2k7 1 Nek6
odpowiedzialne s3 za regulacje funkcji tego biatka i w konsekwencji za powstawanie

oddziatywan mechanicznych odpowiedzialne za prawidlowy ruch rzesek.
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6. Podsumowanie i wnioski

Podsumowujac, badania przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy wykazaty, ze:

1.

10.

Poziom bialek enzymatycznych Mapk3, Map2k7, Nek6, Dusp5, Pp2c jest
zaburzony w komérkach pozbawionych wyrostka Clb aparatu centralnego
Tetrahymena (SPEF2A-CoDel),

Biatka Mapk3, Map2k7, Nek6, Pp2c i Kif9 sa dobrze zachowane w toku
ewolucji wraz z domenami odpowiedzialnymi za ich aktywnos¢ katalityczng,
Biatko DuspS5 jest biatkiem dobrze zachowanym w toku ewolucji z zachowanym
motywem charakterystycznym dla fosfataz o podwojnej specyficznosci,
w ktoérym doszto do zamiany istotnej dla funkeji katalitycznej biatka cysteiny na
argining,

W sekwencji aminokwasowej biatka Nek6 u orzeskow wystepuje dodatkowa
domena IFT57,

Wszystkie badane biatka produkowane na natywnym poziomie lokalizujg si¢
W rzeskach

Biatko Dusp5 lokalizuje si¢ w poblizu biatek wyrostka C1b Tetrahymena tj.
Spef2A, Cfap69, androglobiny, Lrguk/Cfap246, Cfap174, TTHERM_00205170
(biatko specyficzne dla orzeskoéw) oraz tworzy z nimi trwaty kompleks,
Nadprodukcja biatka Dusp5 oraz Pp2c powoduje, ze lokalizujga si¢ one
w rzeskach 1 ciele komorki. Nadprodukowane biatko Mapk3 tworzy agregaty
w ciele komorki, biatko Map2k7 lokalizuje si¢ w rejonie podbtonowym a biatko
Nek6 w poblizu ciatek podstawowych,

Delecja genu DUSP5 u Tetrahymena powoduje obnizenie tempa plywania
komoérek o polowg w poréwnaniu do komoérek szczepu typu dzikiego przy
jednoczesnym braku zmian we wzorze bicia rzgski oraz ich dlugo$ci. Brak
biatka Dusp5 w znacznym stopniu zaburza tempo regeneracji rze¢sek oraz
w niewielkim stopniu obniza tempo proliferacji komorek. Fenotyp mutantow
DUSP5-KO jest odmienny od fenotypu mutantéw nieposiadajacych catosci lub
czesci wyrostka C1b (SPEF2A-CoDel i CFAP69-KO)

Nie zaobserwowano znacznego wplywu braku bialtka Dusp5 na poziom
fosforylacji biatek rzeskowych,

Delecja genu KIF9 u Tterahymena powoduje obnizenie tempa plywania

komoérek o okoto 35 % w porownaniu do komorek szczepu dzikiego przy
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jednoczesnym braku zmian we wzorze bicia rzgski oraz ich dlugo$ci. Brak
biatka Kif9 w znacznym stopniu zaburza tempo regeneracji rzesek oraz
w niewielkim stopniu obniza tempo proliferacji komorek,

11.  Bialka Map2k7, Nek6, Pp2c i Kif9 najprawdopodobniej nie lokalizuja si¢
W poblizu biatka Spef2A,

12. Bialko Dusp5 oraz biatko Kif9 oddzialuja bezposrednio z biatkiem Mapk3,
Map2k7 oraz Nek6, lecz nie oddziatujg ze sobg wzajemnie,

13. Biatko Map2k7 oraz Nek6 oddziatuja bezposrednio z biatkiem Mapk3, Dusp5
oraz Kif9, lecz nie oddziatlujg ze sobg wzajemnie,

14.  Bialko Pp2c nie oddziatuje bezposrednio z Zadnym z badanych biatek.

Mozna wig¢c sformulowaé nastepujace wnioski:

1. Biatko Dusp5 jest najprawdopodobniej pseudofosfataza,

2. Biatko Dusp5 jest bialkiem strukturalnym wyrostka Clb, ktorego
obecno$¢ w rzgsce zalezna jest od obecnosci biatka Spef2a,

3. Bialko Kif9 ma najprawdopodobniej zdolno$¢ wigzania mikrotubul,

4, Biatka Mapk3, Map2k7, Nek6, Dusp5 oraz Kif9 tworza wzajemng sie¢
oddziatywan, ktora moze wplywa¢ na funkcjonowanie aparatu
centralnego,

S. Biatko Pp2c nie wchodzi w sktad sieci oddzialywan tworzonej przez
pozostate badane biatka i1 obnizenie jego poziomu w mutantach
pozbawionych wyrostka C1b nie jest z nimi powigzane,

6. Utrata biatka Dusp5 najprawdopodobniej nie prowadzi do utraty catosci
lub czgsci wyrostka C1b a lokalizacja biatka Spef2 A oraz Cfap69 nie jest
od niego zalezna,

7. Biatko Kif9 u Tetrahymena i ssakow pelni najprawdopodobniej
odmienng rolg niz u Chlamydomonas, gdzie utrata tego biatka skutkuje
catkowitym paralizem wici,

8. Biatko Kif9 poprzez fosforylacje i zmiang konformacji moze bra¢ udziat
w tworzeniu sygnatu mechanicznego regulujacego prawidtowy ruch

rzgsek.
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