Streszczenie

Etylen jest hormonem ro$linnym, ktory uczestniczy w kontroli wzrostu i rozwoju
roslin. Hormon ten kontroluje réwniez reakcje roslin na wiele czynnikow
srodowiskowych. Biosynteza etylenu zlozona jest z dwoch relatywnie prostych reakcji
enzymatycznych, z ktorych najwazniejsza reakcja jest przeksztalcenie S-
adenozylometioniny w kwas 1-aminocyklopropano-1-karboksylowy przez syntazy ACC
(ACS). Syntazy ACC zostaly podzielone na trzy typy ze wzgledu na obecnos¢ lub brak
C-koncowej domeny. W przedstawionej pracy skupiono si¢ na syntazie ACC typu IlI,
ACS7 u Arabidopsis thaliana. ACS7 charakteryzuje si¢ brakiem C-koncowej domeny
zawierajgcej miejsca fosforylacji dla kinaz MAPK oraz CDPK. Istotne znaczenie
w regulacji biosyntezy etylenu maja modyfikacje potranslacyjne syntaz ACC.
Odwracalna fosforylacja oraz degradacja proteasomalna $cisle kontrolujg stabilnos¢

enzymow ACS.

Celem badan przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy jest poznanie
mechanizmu regulujacego stabilno§¢ biatka ACS7. Przeprowadzone analizy
mikroskopowe wykazaly, ze ACS7 oddziatuje z fosfataza biatkowa 2C z grupy A - ABI1,
ale takze z innymi fosfatazami 2C z tej grupy - ABI2 i HAB1. Wykazano réwniez,
ze do interakcji miedzy syntaza ACS7 a fosfatazami biatkowymi (PP2C) dochodzi
glownie w cytoplazmie oraz w jadrze komorkowym. W celu zbadania miejsc
oddziatywania analizowanych PP2C z ACS7 przygotowano fragmenty delecyjne syntazy
ACS7. Wykorzystujac technike mBiFC wykazano, ze wszystkie formy delecyjne
oddziatujg z testowanymi PP2C. W nastgpnym etapie prowadzonych badan opracowano
model strukturalny ABI1-ACS7, na podstawie ktorego wytypowano potencjalne
aminokwasy biorgce udzial w jego formowaniu. Uzyskane wyniki zweryfikowano
metodg BiFC-FRET-FLIM. Stwierdzono, ze reszty aminokwasowe ABI1 W300
oraz 1298 sa istotne dla oddziatywania z ACS7. Dalsze badania
z wykorzystaniem pozakomorkowego  systemu degradacji in  vitro wykazaly,
ze analizowane PP2C sg zaangazowane w regulacje stabilnosci ACS7. W kolejnych
etapach prac zidentyfikowano potencjalne reszty serynowe: S48 oraz S85, ktore moga
by¢ defosforylowane przez fosfataze biatkowa ABII. Poniewaz, nie jest poznany
doktadny mechanizm degradacji proteasomalnej ACS7, skupiono si¢ na identyfikacji

potencjalnych miejsc ubikwitynacji. Na podstawie uzyskanych wynikow badan
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prezentowanych w niniejszej pracy wykazano, ze lizyny 238 oraz 384 w sekwencji ACS7

wplywaja na stabilnos$¢ syntazy i moga stanowi¢ sygnat do degradacji.

Wyniki uzyskane w ramach przedstawionej pracy skupiajg si¢ na poznaniu
molekularnych mechanizméw proteasomalnej degradacji jednego z kluczowych
enzymoOw biosyntezy etylenu - ACS7. Poznanie mechanizméw kontrolujgcych poziom
etylenu umozliwi zrozumienie tak szerokiego udziatu etylenu w rozwoju i dojrzewaniu

roslin.
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