Streszczenie

Cyklofiliny to grupa biatek posiadajacych aktywno$¢ izomerazy peptydylo-prolilowej,
dzieki ktérej mogg katalizowad reakcje izomeryzacji wiazania peptydowego pomiedzy proling
a dowolnym aminokwasem poprzedzajacym ja w pierwszorzedowej strukturze bialka.
Cyklofiliny powszechnie wystepuja w komodrkach organizméw zywych. Dotychczas biatka
nalezgce do tej grupy zidentyfikowano zaréwno u organizméw prokariotycznych jak i
eukariotycznych. Ponadto stwierdzono udziat cyklofilin w wielu procesach zachodzacych w
komorkach ro$lin jak na przyktad faldowanie biatek, przekazywanie sygnatéw komérkowych,
oddzialywanie biatek z DNA, dojrzewanie mRNA, sktadanie spliceosoméw i nukleosomow,
degradacja bialek, apoptoza oraz odpowiedZ na biotyczne i abiotyczne czynniki stresowe.
Wzrost ekspresji genéw kodujacych cyklofiliny stwierdzono réwniez w  strefie
merystematycznej brodawki korzeniowej Lupinus luteus co moze $wiadczy¢ o udziale tych
biatek w tworzeniu symbiozy roslin bobowatych z rizobiami. Ponadto zar6wno w procesie
organogenezy jak i funkcjonowaniu brodawek korzeniowych uczestnicza biatka nalezace do
tak zwanych nodulin, ktére sa bogate w proling i hydroksyproline. Biorac pod uwage aktywnos¢é
izomerazows cyklofilin mozna przypuszczaé, ze uczestnicza one w faldowaniu bialek
niezbednych do wytworzenia i funkcjonowania organéw symbiotycznych.

Celem niniejszej pracy byto okreslenie funkcji jakg moga petic cyklofiliny LjCYP18,
LjCYP25-2, LjCYP56, LjCYP71 i LjCYP92 w komérkach rosliny modelowej Lotus japonicus
z uwzglednieniem ich potencjalnego wptywu na formowanie ukladu symbiotycznego
z bakteriami Mesorhizobium loti.

Realizacji tego celu postuzyly eksperymenty wykorzystujace rosliny L. japonicus
ekotypu Gifu zawierajace insercje LOREI w sekwencjach kodujacych cyklofiliny LjCYP18,
LjCYP56 i LjCYP71. Wykorzystano réwniez rosliny kompozytowe (ang. composite plants)
L. japonicus ekotypu MG-20 o transgenicznych korzeniach, posiadajace mutacje typu indel
wprowadzone za pomocg systemu CRISPR/Cas9 w obrgbie sekwencji kodujacych biatka
LjCYP18, LjCYP25-2, LjCYP56 1 LjCYP92.

W niniejszej pracy wykazano, ze w genomie L. japonicus znajdujg si¢ sekwencje
kodujgce co najmniej 14 réznych cyklofilin, sposréd ktérych 7 nalezy do biatek
jednodomenowych i 7 do wielodomenowych. Ponadto wykazano, ze s3 one zlokalizowane w
réznych przedziatach komérkowych. Zidentyfikowano 4 biatka funkcjonujace w retikulum
endoplazmatycznym, 3 w chloroplastach, 1 w mitochondrium, 4 w jadrze komérkowym i 2

w cytoplazmie. Obie cytoplazmatyczne cyklofiliny naleza do biatek jednodomenowych. Z kolei




wszystkie zidentyfikowane cyklofiliny jadrowe posiadaja wigcej niz jedng konserwatywna
domene funkcyjna. Ponadto stwierdzono wzrost ekspresji niektdrych cyklofilin w odpowiedzi
na wyciszenie ekspresji wybranych bialek z domeng cyklofilinowa wystepujacych w tym
samym przedziale komérkowym. Poza tym wyciszenie ekspresji genéw kodujacych LjCYP18,
LjCYP561LjCYP41 za pomoca insercji LOREI spowodowato zahamowanie wzrostu i rozwoju
L. japonicus. Z kolei wyciszenie ekspresji genu LjCYPI18 i LjCYP56 przy pomocy insercji
LOREI powoduje zmniejszenie liczby brodawek korzeniowych. Ponadto wyciszenie LjCYP56
wywoluje zmiang mikrostruktury brodawek korzeniowych, w ktérych intensywnie zachodzi

wigzanie azotu atmosferycznego.
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