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1. Wstep

Kazdy organizm funkcjonuje dzieki jego podstawowym elementom,
czyli komdérkom. Pojedynczg komoérke mozna poréwna¢ do miasta, dziatajgcego
w sposob wysoce uporzgdkowany, co jest mozliwe m.in. dzieki sprawnemu transportowi
wewnatrzkomdrkowemu. Ze wzgledu na to, ze dyfuzja jest efektywna tylko na mate
odlegtosci, komérki wyksztatcity w toku ewolucji biatka wyspecjalizowane w transporcie,
czyli biatka motoryczne oddziatujgce z elementami cytoszkieletu. Cytoszkielet sktada sie
z trzech komponentdéw: filamentédw posrednich, mikrofilamentéw (filamentéw
aktynowych) i mikrotubul (Ryc. 1.1). Z kolei wsréd biatek motorycznych wyrdznia sie:
kinezyny i dyneiny, ktére oddziatuja z mikrotubulami oraz miozyny zwigzane

z mikrofilamentami.

Mikrofilamenty F-aktyna g-aktyna

@ e
koniec - - w koniec +
¢ ($rednica) ~7 nm Q
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Filamenty posrednie jednostkowej dtugosci

Tetramer

Ryc. 1.1 Elementy cytoszkieletu (Mostowy i Cossart, 2012; zmienione)



Poza transportem, cytoszkielet petni rowniez funkcje podporows, nadaje ksztatt
komodrce, umozliwia podziat komérki, a takze ruch i migracje catych komadrek. Sktadniki
cytoszkieletu sktadajg sie z monomerdw i majg charakter dynamiczny, co pozwala na
wymiane podjednostek albo przebudowe istniejgcej sieci filamentéw lub mikrotubul
(Ryc. 1.1). Ponadto, mikrotubule, mikrofilamenty i filamenty posrednie sg ze sobg
potgczone za posrednictwem oddziatujgcych z nimi biatek, co sprawia, ze cytoszkielet
stanowi funkcjonalng catos¢. Cechy te w konsekwencji umozliwiajg ptynng odpowiedz
na bodice zewnatrzkomérkowe lub wewnatrzkomérkowe albo tez przenoszenie
informacji (Finkenstaedt-Quinn i wsp., 2016; Fabczak i wsp., 2018; Kliszcz i wsp., 2018).
W dalszej czesci niniejszej pracy zostang omdwione zagadnienia zwigzane

z mikrotubulami i kinezynami.

1.1 Mikrotubule

Mikrotubule sg polimerami heterodimeréw tubuliny, sktadajacej sie z podjednostek
a i B. Tubulina jest jednym z najbardziej rozpowszechnionych biatek u organizmoéw
wyzszych. Wyréznia sie kilka rodzin tubuliny: a, B, v, 6, €, {i n-tubuline, z czego a, B iy
sg obecne u wszystkich eukariotow (McKean i wsp., 2001). Sekwencja tubuliny a i B jest
w wysokim stopniu zachowana w ewolucji (Findeisen i wsp., 2014). Poza tym,
podjednostki tubuliny, kazda o masie czasteczkowej ok. 55 kDa sg w 36—42% identyczne,
a w 63% homologiczne (Little i wsp., 1988; Burns, 1991). Tubulina sktada sie
z globularnej czesci, tzw. ,ciata/rdzenia”, liczacej ok. 430-440 aminokwasow
i nieustrukturyzowanego, natadowanego ujemnie ogona na koncu karboksylowym,
o dtugosci 10-12 aminokwaséw w podjednostce o i 16-22 w podjednostce 3 (Nogales

i wsp., 1998; Roll-Mecak, 2015).

Heterodimery a i B-tubuliny tgczg sie w liniowy polimer, czyli protofilament, a okoto
11-16 takich protofilamentéw tworzy mikrotubule (Ryc. 1.2). Protofilamenty,
jak i mikrotubule majg nature polarng, tzn. na koficu minus jest a, a na koricu plus B-
tubulina. Na koricu plus obserwuje sie szybszg polimeryzacje. Rdzen tubuliny uczestniczy
w interakcjach miedzy podjednostkami a i B-tubuliny w dimerze, ale tez miedzy
dimerami z sagsiednich protofilamentéw w mikrotubuli (Ryc. 1.2). Z kolei ogony C-
korncowe kazdej z podjednostek sg potozone na zewnetrznej powierzchni mikrotubuli

i uczestniczg w interakcjach z motorami molekularnymi i biatkami zwigzanymi



z mikrotubulami (tzw. MAPs, ang. microtubule-associated proteins) (Roll-Mecak, 2020;

Janke i Magiera, 2020).
[ B koniec +
a
"z > |8 nm

koniec -

dimery
tubuliny oligomery protofilament mikrotubula

Ryc. 1.2 Struktura mikrotubuli (Pampaloni i Florin, 2008; zmienione)

W komoérkach o wydtuzonym ksztatcie, np. neuronach lub komodrkach naskoérka,
mikrotubule sg utozone liniowo, a nie promieniscie jak ma to miejsce w komérkach
o okrggtym ksztatcie. W dodatku, albo sg one réwnolegte z koricami plus skierowanymi
jednolicie w kierunku dystalnej czesci komorki lub na odwrét, albo tez antyréwnolegte,
czyli czes¢ mikrotubul ma korice plus skierowane w kierunku ciata komorki, a reszta
w kierunku dystalnego obszaru komérki (Sanchez i Feldman, 2017; Kliszcz i Kasprzak,

2018).

1.1.1 Dynamiczna niestabilno$¢ mikrotubul

Zaréwno o, jak i B-tubulina wigzg GTP, przy czym w podjednostce o jest on
niewymienialny. Podczas przytgczenia (do tworzacej sie mikrotubuli) a,B-tubuliny
zawierajacej GTP w podjednostce 3, nukleotyd jest hydrolizowany, co jest podstawag
dynamicznej niestabilnosci (Mitchison i Kirschner, 1984). Precyzujac, dynamiczna
niestabilno$¢ mikrotubul jest zwigzana z tym, ze przechodzg one stochastycznie okresy
wzrostu i skracania sie, co pozwala komédrce na szybka reorganizacje cytoszkieletu,
gdy jest to konieczne. Dynamiczne mikrotubule majg krotki czas trwania i sg stale
w procesie odtwarzania. Wzrost i kurczenie sie mikrotubul moga by¢ szybkie, rzedu kilku

minut (Brouhard i Rice, 2018).
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Dimer GTP tubuliny ma prostg, niezakrzywiong konformacje i wpasowuje sie
w Sciane mikrotubuli, natomiast wskutek hydrolizy GTP konformacja tubuliny ulega
zmianie. GDP-tubulina jest zakrzywiona i skierowana na zewnatrz od powierzchni
mikrotubuli. W konsekwencji cate protofilamenty ztozone z GDP-tubuliny odginaja sie
(por. Ryc. 1.1), co prowadzi do szybkiego i nagtego rozpadu mikrotubuli,

czyli tzw. , katastrofy” (Coombes i wsp., 2013).

1.1.2 Nukleacja mikrotubul

Wazinym elementem sieci mikrotubul w komdrce sg centra nukleacji
(ang. microtubule-organizing center, MTOC), czyli miejsce startu polimeryzacji
mikrotubuli. Gtdwnym nukleatorem mikrotubul jest tzw. pierscien nukleacji (ang. y-
tubulin ring complex, y-TuRC), czyli wielobiatkowy kompleks y-tubuliny i biatek GPC2-6,

utozonych razem w ksztatt otwartego pierscienia (Ryc. 1.3).

interakcje miedzy
protofilamentami
wspomagane przez
y-TURC

B-tubulina

y-tubulina

a-tubulina

biatka GCP (2-6)

Ryc. 1.3 Kompleks pierscieniowy y—tubuliny (Tovey i Conduit, 2018; zmienione)

Kompleks yTURC moze by¢ rekrutowany do réznych centréw nukelacji, takich jak
centrosom, aparat Golgiego, otoczka jgdrowa, kora komérki, mitochondrium, a nawet
powierzchnia istniejgcych mikrotubul przy udziale biatka augminy (Tovey i Conduit,
2018). W dzielagcych sie komdrkach zwierzecych gtéwnym centrum nukleacji jest
centrosom, a w zréznicowanych — w wiekszosci niecentrosomalne centra nukleacji.
W neuronach w poczatkowych fazach réznicowania centrosom nadal petni funkcje
centrum nukleacji, a powstajgce mikrotubule sg przycinane przez biatka tngce
mikrotubule (np. katanine i spastyne) i transportowane do dystalnych czesci komarki

przez biatka motoryczne.
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Biatka tngce mikrotubule — katanina i spastyna mogg réwniez ,odcina¢” fragmenty
juz istniejgcych mikrotubul w dystalnych czesciach neuronu. Jednym z celéw takiego
zabiegu (poza precyzyjng reorganizacjg sieci mikrotubul) jest promocja polimeryzacji
nowych mikrotubul z uzyciem odcietych fragmentéw. Wiele badan potwierdza ten

model (Yu i wsp., 2008; McNally i Roll-Mecak, 2018; Kuo i wsp., 2019).

1.1.3 Kod tubulinowy. Izotypy tubuliny

Tubuliny majg wysoki stopied homologii strukturalnej, szczegdlnie, jesli chodzi
o rdzen czasteczki (ang. tubulin body), ale rdéznig sie od siebie sekwencjami na korcu
karboksylowym (C-koricowy ogon, ang. C-terminal tail, CTT), co stanowito podstawe do
wyodrebnienia réznych izotypow tubuliny (Ryc. 1.4).

a-tubulina B-tubulina

TubA1A DMAALEKDYEEVGVDSVEGEGEEEGEEY TubB1 YQQYQDATAEEEEDFGEEAEEEA

TubA1B DMAALEKDYEEVGVDSVEGEGEEEGEEY TubB2A YQQYQDATADEQGEFEEEEGEDEA

TubA1C DMAALEKDYEEVGADSADGEDEGEEY  TubB2B YQQYQDATADEQGEFEEEEGEDEA

TubA3C DLAALEKDYEEVGVDSVEAEAEEGEEY  TubB3 YQQYQDATAEEEGEMYEDDEEESEAQGPK

TubA3E DLAALEKDCEEVGVDSVEAEAEEGEAY  TubB4A YQQYQDATAEEGEFEEEAEEEVA

TubA4A DMAALEKDYEEVGIDSYEDEDEGEE TubB4B YQQYQDATAEEEGEFEEEAEEEVA

TubA8 DLAALEKDYEEVGTDSFEEENEGEEF TubBS YQQYQDATANDGEEAFEDEEEEIDG
TubB6 YQQFQDAKAVLEEDEEVTEEAEMEPEDKGH
TubB8 YQQYQDATAEEEEDEEYAEEEVA

Ryc. 1.4 Réznorodnosc sekwencji ogonéw ludzkiej tubuliny w réznych izotypach (Prassanawar
i Panda, 2019); czerwonym kolorem zaznaczono réznice w sekwencji

U ludzi scharakteryzowano jak dotychczas 9 gendw kodujacych rdzne izotypy a-
tubuliny i 9 dla B-tubuliny (Breuss i wsp., 2017; Janke i Magiera, 2020; Roll-Mecak, 2020).
Obecnos¢ izotypéw tubuliny (w obrebie kazdej rodziny tubulin) i modyfikacji
potranslacyjnych, jakim ulega tubulina, jest zalezna od typu tkanki, a nawet komérki.
W konsekwencji, obserwuje sie rdznice miedzy mikrotubulami wystepujgcymi
w poszczegdlnych tkankach, komérkach czy nawet obszarach w obrebie jednej komérki.
To zjawisko zostato okreslone ,kodem tubulinowym”, przez analogie do kodu

histonowego (Verhey i Gaertig, 2007).
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Rézne izotypy Modyfikacje potranslacyjne tubuliny
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Ryc. 1.5 Kod tubulinowy (Janke i Magiera, 2020; zmienione)

Wiekszos¢ mikrotubul stanowi mozaike réznych izotypow tubuliny i modyfikacji
potranslacyjnych (Ryc. 1.5), lecz niektére z nich charakteryzujg sie dominacja jednego
zizotypdw lub modyfikacji. Umozliwia to spetnianie rozmaitych funkcji przez
mikrotubule: transport wewnatrzkomérkowy, podziat komdrki, polaryzacja komérek
(Desai i Mitchison, 1997; Barlan i Gelfand, 2017; Prosser i Pelletier, 2017). Ponadto,
kod tubulinowy odpowiada za zmienng odpornos$¢ rdéznych rodzajow mikrotubul
na czynniki fizyczne, w tym niskg temperature, czynniki chemiczne, np. leki
przeciwnowotworowe takie, jak taksol i kolchicyna, a takze mechaniczne, np. wyginanie

mikrotubul (Baas, 2013; Xu i wsp., 2017; Kliszcz i wsp., 2018; La Regina i wsp., 2019).

Tubulina BVI (gen TUBB1) jest niezbedna dla prawidtowego ksztattu ptytek krwi,
ktore w formie nieaktywnej majg ksztatt dysku (Schwer i wsp., 2001). Tubulina BIIl (gen
TUBB3) z kolei jest charakterystyczna dla neurondw, a ekspresja tego izotypu
w nieneuronalnych tkankach zachodzi tylko podczas nowotworzenia. Mutacje opisane
dla tego izotypu powodujg, m.in. wady rozwojowe zwigzane z migracjg neuronéw

i defektami rdéznicowania (Poirier i wsp., 2010; Roll-Mecak, 2019). Jak dotychczas,
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pod katem chordb i konkretnych mutacji lepiej przebadano tubuline . Istnieje takze
kilka przyktadéw dla a-tubuliny, m.in. ad4a (gen TUBA4A) wystepujgca w miegsniach
szkieletowych, w ktérej kilka mutacji jest zwigzanych z pojawieniem sie stwardnienia

zanikowego bocznego (Smith i wsp., 2014).

Rézne izotypy takze wptywaja na dynamike mikrotubul, m.in. nieneuronalne
warianty (BI, Il lub 1V) polimeryzujg szybciej, ale s3 mniej dynamiczne niz frakcje
neuronalnej tubuliny zawierajgce Blll (Vemu i wsp., 2017). Szczegdétowe informacje na

temat poszczegdlnych izotypdw mozna znalezé w literaturze (Ludueiia i Banerjee, 2008).

1.1.4 Kod tubulinowy. Modyfikacje potranslacyjne tubuliny

Modyfikacje potranslacyjne tubuliny pozwalajg na natychmiastowe dopasowanie
wtasnosci tubuliny do zapotrzebowania komérki w danej chwili. Zachodzg one przy
udziale odpowiednich enzyméw, a duza czes¢ z nich jest odwracalna (Tab. 1.1).
Wtaczenie do polimeru poszczegdlnych izotypow tubuliny, opisanych w poprzednim
podrozdziale, réwniez moze spetnia¢ funkcje regulacyjne, ale nie jest to tak szybki

sposob jak modyfikacje potranslacyjne (Janke i Magiera, 2020; Kliszcz i wsp., 2018).

Tab. 1.1 Modyfikacje potranslacyjne tubuliny

Enzym katalizujacy
Modyfikacja Miejsce modyfikacji Enzym odpowiedzialny
reakcje odwrotnga

Deacetylaza
Acetylotransferaza 1
Lys40 a-tubuliny histonow 6 (HDAC6);
Acetylacja a-tubuliny (ATAT1)
sirtuina 2 (SIRT2)

Lys252 B-tubuliny Acetylotransferaza San Nieznany
Biatko zawierajgce domene
Metylacja Lys40 a-tubulina Nieznany
SET 2 (SET2)

Biatka wazohibin (VASH)

Tyrozyna z konca w kompleksie z matym
Ligaza tyrozynowa
Detyrozynacja ogona CTT biatkiem wigzgcym
tubuliny
a-tubuliny wazohibine (SVBP) i

detyrozynaza MATCAP

Ostatnia i
Reakcja odwrotna nie
przedostatnia reszta

Karboksypeptydazy jest znana, tubulina
Tubulina A-2 glutaminianowa w
. cytoplazmatyczne A-2 nie ulega
ia-3 CTT (dostepna po
tyrozynacji

detyrozynacji)
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v- karboksylowa
grupa glutaminianu

w ogonie CTT a- i B-
Enzymy podobne do ligazy
Glutamylacja tubuliny, dalsza
tyrozynowej tubuliny; u Karboksypeptydazy
i poliglutamylacja  elongacja faricucha
ssakow 9 enzyméw TTLL
przez dodawanie

kolejnych reszt

glutamianowych

Identyczne miejsce Reakcja odwrotna nie
Glicylacja Biatka TTLL, u ssakdéw znane
jak w przypadku jest znana, podobnie
i poliglicylacja s 3 glicylazy
glutamylacji enzymy
Grupa
karboksyamidowa Nieznana reakcja ani
Poliaminacja Transglutaminazy
GIn15 a- i B- enzym
tubuliny
Zalezna od cykliny kinaza 1 Nieznane
Serl72 B-tubuli
er B-tubuliny kinaza tyrozynowa-(Y) Nieznane
Ser444 tubuliny 33 Nieznany enzym Nieznane

kinaza tyrozynowa
Tyro432 a-tubuliny Sledzionowa (ang. spleen Nieznane

Fosforylacja
tyrosine kinase, SYK)

Tyrozyny w a- i B-
Protoonkogen, tyrozynowa
tubulinie, nadal Nieznane
kinaza biatkowa Src
niezidentyfikowane

Ubikwitynylacja Lys304 a-tubuliny Nieznany Nieznane

Lizyna a-tubuliny,
Sumoilacja Nieznany Nieznane
niezidentyfikowane

Palmitylacja Lys376 a-tubuliny Nieznany Nieznane

Modyfikacje potranslacyjne majg wptyw na wiasciwosci mikrotubul, takie jak:
stabilnos¢, elastyczno$é, dynamike (polimeryzacja/depolimeryzacja), a takze wigzanie
i aktywnos¢ motoréw molekularnych (Kliszcz i wsp., 2018; Janke i Magiera, 2020; Roll-
Mecak, 2020). Dodatkowo, wptywajg one na interakcje mikrotubul zaréwno z biatkami
tngcymi mikrotubule, jak i stabilizujgcymi powierzchnie mikrotubul, np. tau (Boucher
i wsp., 1994). Rowniez majg one znaczenie w nawigacji komodrkowej, np. pozwalajg
rozrézniaé motorom molekularnym mikrotubule dendrytowe od aksonalnych (Konishi
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i Setou, 2009) lub petnig role w segregacji chromosoméw podczas podziatu komaérki

(Barisic i wsp., 2015).

Modyfikacje potranslacyjne mogg dziataé jak binarne przetgczniki (sygnaty witacz-
wytacz) poprzez dodanie lub usuniecie pojedynczych grup funkcyjnych (acetylacja,
fosforylacja, detyrozynacja). Istnieje tez mozliwos¢ stopniowego modulowania sity ich
sygnatu poprzez dodanie rdézinej liczby grup, np. w przypadku poliaminacji,
poliglutamylacji i poliglicylacji (Ryc. 1.5). Polimodyfikacje s3 inicjowane przez
wygenerowanie punktu rozgatezienia, z ktérego tancuchy boczne sg dalej wydtuzane
(Janke i Magiera, 2020; Kliszcz i wsp., 2018). Poszczegdlne modyfikacje potranslacyjne
tubuliny bedg opisane w kolejnych podrozdziatach, z czego opis tyrozynacji,
detyrozynacji oraz glutamylacji bedg zawieraty wiecej szczegétéw, poniewaz stanowity

one obiekt badan w niniejszej pracy.

1.1.5 Tyrozynacja i detyrozynacja

Tyrozynacja i detyrozynacja to modyfikacje polegajgce odpowiednio na wbudowaniu
lub usunieciu tyrozyny, ktdra jest ostatnim aminokwasem na koncu karboksylowym
tancucha polipeptydowego a-tubuliny (Nieuwenhuis i Brummelkamp, 2019).
Reakcje modyfikacji zachodzg cyklicznie i sg katalizowane przez enzymy: tyrozynacja
przez ligaze tyrozynowg tubuliny, w skrécie TTL (ang. tubulin tyrosine ligase) (Arce i wsp.,
1975), a detyrozynacja przez wazohibiny VASH1 lub VASH2 w kooperacji z SVBP (Aillaud
i wsp., 2017; Nieuwenhuis i wsp., 2017) oraz detyrozynaze MATCAP (Landskron i wsp.,
2022). Wszystkie izotypy a-tubuliny majg C-koricowq tyrozyne, poza wyjatkiem TUBA4A
pozbawionej tego aminokwasu oraz TUBAS8, ktéra ma fenyloalanine na koncu
karboksylowym (Janke, 2014). Ligaza tyrozynowa tgczy sie tylko z wolnymi dimerami
tubuliny, tzn. niewbudowanymi w mikrotubule (Beltramo i wsp., 1987).
W przeciwienstwie do tyrozynacji, detyrozynacja zachodzi gtdwnie na mikrotubulach,
z mozliwoscig interakcji z wolnymi heterodimerami (Kumar i Flavin, 1980). Co ciekawe,
detyrozynacja jest unikalna dla tubuliny, wobec czego moze stanowic¢ interesujgcy cel
ewentualnych terapii choréb zwigzanych z uktadem nerwowym (Moutin i wsp., 2020).
Tubulina moze zosta¢ wyeliminowana z cyklu detyrozynacji/tyrozynacji poprzez odciecie
jednej lub dwéch reszt kwasu glutaminowego, ktdre po eliminacji Tyr, stajg sie resztami
C-koncowymi. Modyfikacje te okreslane odpowiednio A-2 i A-3, sg nieodwracalne

(Paturle-Lafanechere i wsp., 1991).
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Zaobserwowano, ze mikrotubule zawierajgce gtéwnie tyrozynowang tubuline
sg bardziej dynamiczne, czyli czesciej polimeryzujg i depolimeryzujg, a te z przewagg
detyrozynowanej charakteryzujg sie dtugim czasem trwania (Geuens i wsp., 1986;
Gundersen i Bulinski, 1986). Zgodnie z tymi wiasnos$ciami, w stozkach wzrostu aksonéw
i w dendrytach znalezé mozna tyrozynowane mikrotubule, ktérych duza dynamika
zapewnia szybkg reorganizacje cytoszkieletu w odpowiedzi na sygnaty komorkowe (Baas
i wsp., 2016). Z kolei w przewazajgcej czesci dojrzatego aksonu sg detyrozynowane
mikrotubule, charakteryzujace sie wysoka stabilnoscig (Sdnchez-Huertas i wsp., 2016;

Moutin i wsp., 2020).

Cykl tyrozynacji/detyrozynacji petni szczegdlng role w rozwoju uktadu nerwowego.
Myszy, ktére zostaty pozbawione genu kodujgcego TTL umieraty przedwczesnie
(w okresie okotoporodowym). Charakteryzowaty sie one stabo rozwinietymi korg
mozgowsq i sieciami neurondéw (Erck i wsp., 2005). Peris i wsp. (2022) dowiedli, ze cykl
tyrozynacji i detyrozynacji jest niezbedny dla utrzymania plastycznosci synaptycznej oraz
chroni przed uszkodzeniami wywotanym przez amyloid B. Kolejng opisang funkcjg tej
modyfikacji jest regulacja wigzania biatek MAP, a takze wptyw na aktywno$¢ biatek

motorycznych (opisane w podrozdziale 1.5).

1.1.6 Glutamylacja

Modyfikacja ta polega na przyfaczaniu reszt kwasu glutaminowego do grupy y-
karboksylowej jednego z glutaminiandow (Glu) wchodzgcych w sktad C-korncowego ogona
tubuliny, zaréwno alfa i beta. Jest ona powszechna w neuronach oraz w rzeskach
i wiciach. Glutamylacja katalizowana jest przez grupe enzymow TTLL (ang. tubulin
tyrosine ligase-like), ktére dziatajg preferencyjnie na mikrotubulach (Regnard i wsp.,
1998). Najpierw dofgczana jest jedna reszta Glu — inicjujgca glutamylacje, a potem
dodawane sg kolejne w procesie elongacji, przy czym wiekszos¢ enzyméw TTLL moze
katalizowa¢ tylko jeden z wymienionych etapdw, a jeden z wyjatkdéw stanowi TTLL7
(Wtoga i wsp., 2017). Modyfikacja ta jest odwracalna, a deglutamylacja zachodzi przy
udziale deglutamylaz — enzymow nalezgcych do grupy karboksypeptydaz
cytoplazmatycznych, zarowno na mikrotubulach, jak i na wolnych dimerach tubuliny
(Audebert i wsp., 1993). Dtugos¢ tancucha bocznego wynosi 1-6 reszt glutaminianu
w neuronach (Audebert i wsp., 1994), lub wiecej w przypadku rzesek i wici (Geimer

i wsp., 1997), co pozwala utworzy¢ specyficzny wzdr rozpoznawany przez odpowiednie
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biatka MAP. Przyktadowo powinowactwo MAP1B, MAP2 i tau wzrasta stopniowo
w przypadku tubulin zawierajacych tancuchy z 1-3 resztami kwasu glutaminowego,
podczas gdy maleje ono w przypadku poliglutamylacji z dtuzszymi tancuchami (Boucher

i wsp., 1994; Bonnet i wsp., 2001).

Poliglutamylacja reguluje aktywnos¢ biatek tngcych mikrotubule, w tym promuje
przytaczanie sie tych biatek (Lacroix i wsp., 2010). Jednym z takich przyktadéw jest
spastyna, biatko istotne m.in. w procesie neurogenezy, regeneracji aksondéw oraz mitozy
(Sherwood i wsp., 2004; Zhang i wsp., 2007; Stone i wsp., 2012). Stopniowe zwiekszenie
poziomu glutamylacji korelowato z podwyzszeniem aktywnosci spastyny, ale do pewnej
granicy, czyli 8-9 reszt glutaminianu na B-tubulinie. Dalsza akumulacja modyfikacji miata
juz efekt hamujgcy spastyne. Co ciekawe, tylko glutamylacja B-tubuliny miata znaczenie
i byfta kluczowa dla regulacji spastyny. W przypadku a-tubuliny, poliglutamylacja nie

miata wptywu na aktywno$¢ spastyny (Valenstein i Roll-Mecak, 2016).

W badaniach przeprowadzonych przez Magiere i wsp. (2018), opisano nadmierng
glutamylacje mikrotubul w komérkach, czyli hiperglutamylacje. Hiperglutamylacja
spowodowana mutacja w obrebie genu kodujacego deglutamylaze CCP1
(karboksypeptydaza 1) lub brakiem tego enzymu, prowadzita do zaburzenia transportu
tadunkow, a to z kolei do neurodegeneracji (Shashi i wsp., 2018). Te same badania jasno
wykluczyty enzymy tngce mikrotubule, ktére sg specyficznie ukierunkowane na
poliglutamylowane mikrotubule (Magiera i wsp., 2018). Delecja gtéwnej glutamylazy w
mozgu (TTLL1), wystarczyta, aby zapobiec smierci komdrek nerwowych, a w przypadku
wyciszenia spastyny nie zaobserwowano takiego efektu (Magiera i wsp., 2018).
Bodakuntla i wsp. (2021) pokazali, ze glutamylazy TTLL1 i TTLL7 generujag odmienne
wzory glutamylacji oraz, ze w warunkach fizjologicznych modyfikujg odpowiednio a- i -
tubuline. Ponadto wykazali, ze u myszy bez glutamylazy CCP1 delecja TTLL1 zapobiega

degeneracji komérek Purkinjego i mielinowanych aksonéw w nerwach obwodowych.

Inni badacze zwrdcili uwage na rdznice jakie wystepujg w transporcie réznych
organelli wraz z rozwojem neuronu i zbadali jego powigzanie ze zmianami
w glutamylacji, ktore tez towarzyszg rdznicowaniu i wzrostowi komoérek nerwowych
(Bodakuntla i wsp., 2020). Przyktadowo, transport mitochondriéw ulegat spowolnieniu,
a transport pecherzykéw zawierajgcych BDNF (ang. brain-derived neurotrophic factor)
stawat sie coraz szybszy (Moutaux i wsp., 2018). Hiperglutamylacja spowodowana
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brakiem enzymu CCP1 zaburzyta transport w obie strony mitochondriow, lizosomow
oraz pecherzykdw z BDNF. W przypadku mitochondridw czas spedzony w ruchu
zmniejszyt sie o potowe, przy jednoczesnym braku zmian w dtugosci przebiegu
czy szybkosci transportu. Mitochondria i lizosomy transportuje kinezyna-1 (w kierunku
synapsy), a pecherzyki z BDNF kinezyna-3. Wida¢ tu wiec generalny mechanizm regulacji
motorow (transportu) przez glutamylacje (Bodakuntla i wsp., 2020). Z kolei myszy
wykazujgce hipoglutamylacje spowodowang eliminacjg jednej z glutamylaz (TTLL7)
w komédrkach nerwowych, miaty zmniejszone powinowactwo wigzania kinezyny-3

do mikrotubul (Ikegami i wsp., 2007).

1.1.7 Inne modyfikacje potranslacyjne tubuliny

Poliaminacja jest katalizowana przez enzym transglutaminaze (izoforme 2
w przypadku modzgu). Transglutaminaza katalizuje zalezng od wapnia reakcje
transamidacji poprzez przeniesienie reszty acylowej miedzy grupa y-amidowa glutaminy
(donor reszty acylowej) a grupa e-aminowa lizyny (akceptor), w wyniku czego powstaje
v-glutamylo-lizynowe wigzanie izopeptydowe (Griffin i wsp., 2002). Transglutaminazy
majg tez inne enzymatyczne aktywnosci — izomerazy mostkéw disiarczkowych
(Hasegawa i wsp., 2003), GTPazy (Feng i wsp., 1999), oraz kinazy (Mishra i wsp., 2006).
Jesli chodzi o transamidacje, to akceptorami grupy acylowej sgrdézine substancje,
np. poli- lub monaminy (np. histamina), aminokwasy, drugie biatko, a nawet reszta lizyny
w obrebie tego samego biatka, ale gtéwnymi substratami fizjologicznymi
dla transglutaminazy sg poliaminy: putrescyna, spermina i spermidyna, powstate z L-
ornityny (Song i wsp., 2013; Lesort i wsp., 2000). W przypadku tubuliny reakcja
poliaminacji polega na kowalencyjnym przytgczeniu amin do reszty glutaminowej
w tubulinie. Ponadto, jesli brakuje amin, transglutaminaza moze sieciowa¢ mikrotubule.
Gtéwne miejsce aminacji tubuliny to glutamina-15 B-tubuliny, ale nie jest ono jedyne
i specyficzne. Aminacja jest reakcjg nieodwracalng, a enzym reaguje zaréwno z wolnymi
dimerami, jak i mikrotubulami (Song i wsp., 2013).

Tubulina poddana reakcji z transglutaminazg w obecnosci poliamin miata zdolno$¢
pozniejszej polimeryzacji do mikrotubul. Jesli nie dodano poliamin, nie obserwowano
tworzenia mikrotubul, co oznacza, ze tubulina ulegta sieciowaniu (Song i wsp., 2013).
Aminowane mikrotubule charakteryzujg sie wiekszg stabilnoscia i odpornoscia

na depolimeryzacje wywotang niskg temperaturg lub wyzszym stezeniem jondw wapnia
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(obnizona dynamika), ale jednoczesnie majg nizszg rozpuszczalnos¢ (tatwo agregujg) i sg
odporne na proteolize (Brady i wsp., 1984; Song i wsp., 2013). Takie stabilne mikrotubule
sg szczegllnie charakterystyczne dla neuronéw (Webb i Wilson, 1980; Brady i wsp.,
1984). Badacze zaobserwowali, ze aktywnos¢ transglutaminazy wzrastata dwukrotnie
podczas rozwoju neurondéw (Maccioni i Seeds, 1986), a zablokowanie jej aktywnosci
prowadzito do powstawania o potowe krétszych wypustek nerwowych (Song i wsp.,
2013). Jednakie, nie musi to by¢ zwigzane tylko z modyfikacja mikrotubul,
poniewaz transglutaminaza ma wiele innych substratow (Beninati i wsp., 1988; Kliszcz
i wsp., 2018). Co ciekawe, w modzgach oséb chorych na Alzheimera aktywnos¢
transglutaminazy byta trzykrotnie wyzsza niz u oséb zdrowych (Johnson i wsp., 1997).
Zaobserwowano tez, ze poziom ekspresji transglutaminazy i jej aktywnos¢ wzrastata
z wiekiem w mysim modelu choroby Alzheimera oraz u osobnikéw z tagodnymi
zaburzeniami proceséw poznawczych (w poréwnaniu do zdrowych jednostek),
a zasugerowano, ze moze to mie¢ zwigzek z sieciowaniem biatek wifasnie przez

transglutaminaze (amyloidu B, biatka tau, czy neurofilamentéw) (Zhang i wsp., 2016).

Acetylacja jest modyfikacjg katalizowang przez acetylotransferazy, z czego aTAT1
dostaje sie do wnetrza mikrotubuli i reaguje z resztg Lys-40 a-tubuliny (L'Hernault
i Rosenbaum, 1985), a acetylotransferaza San modyfikuje Lys-252 B-tubuliny i dziata
wytacznie na wolne dimery (Chu i wsp., 2011). Modyfikacja Lys-40 jest odwracalna
i przeprowadzana przez deacetylaze histonéw 6 (Hubbert i wsp., 2002) oraz sirtuine 2
(North i wsp., 2003). Acetylacja wystepuje w rzeskach (LeDizet i Piperno, 1986),
ale réwniez jest powszechna w dtugich mikrotubulach aksondéw i dendrytéw neurondéw
ssaczych (Hammond i wsp., 2010). Saunders i wsp. (2022) wykazali, ze acetylacja Lys-394
reguluje morfogeneze zakoniczen synaptycznych w neuronach ruchowych poprzez
wptyw na stabilnos¢ mikrotubul. Co ciekawe, stabilne mikrotubule majg wieksza
podatnosc na acetylacje, ale nie wiadomo czy stabilnos¢ to faktycznie czynnik sprawczy
(A i wsp., 2020). Acetylacja ostabia interakcje miedzy protofilamentami, co z jednej
strony sprawia, ze mikrotubule sg bardziej odporne na stres mechaniczny (autorzy uzyli
tez okreslenia ,mechanical aging”, czyli starzenie mechaniczne), m.in. wyginanie
mikrotubul, ktére moze prowadzi¢ do ich ztamania (Portran i wsp., 2017).
Jednoczesnie acetylacja przyspiesza depolimeryzacje mikrotubul oraz redukuje czesto$é

nukleacji (Portran i wsp., 2017). Jesli chodzi o funkcje fizjologiczne, to acetylacja nie jest
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niezbedna do przezycia, ale co ciekawe powoduje np. zaburzenia odczuwania dotyku
u Caenorhabditis elegans i myszy (Akella i wsp., 2010; Shida i wsp., 2010; Morley i wsp.,
2016).

Glicylacja jest modyfikacjg wystepujacg wytgcznie w rzeskach (Bré i wsp., 1996)
i jest podobnie jak glutamylacja katalizowana przez enzymy 1z rodziny TTLL
(por. podrozdziat 1.1.6), (Wtoga i wsp., 2009; Kliszcz i wsp., 2018). Modyfikacja
ta zajmuje réwniez to samo miejsce w taiicuchu C-koricowym tubuliny co glutamylacja,
wiec obie modyfikacje konkurujg ze sobg (Rogowski i wsp., 2009). Glicylacja ma wptyw
na stabilno$é iutrzymanie prawidtowej struktury rzesek, a takzie ich powstawanie
(Wtoga i wsp., 2009; Bosch Grau i wsp., 2013; Rocha i wsp., 2014) oraz regulacje dtugosci
rzeski pierwotnej (Gadadhar i wsp., 2017). Ponadto, zmiany w réwnowadze glicylacji
i glutamylacji tubuliny w fotoreceptorach prowadzg do zwyrodnienia siatkéwki (Bosch
Grauiwsp., 2017). Najnowsze badania pokazujg, ze glicylacja tubuliny reguluje ruch wici
u ssakéw poprzez modulowanie aktywnosci dyneiny w aksonemie, a brak glicylacji
prowadzi do zaburzonej ruchliwosci plemnikéw i obnizonej ptodnosci samcéw myszy

(Gadadhar i wsp., 2021).

Jesli chodzi o inne modyfikacje potranslacyjne tubuliny, to przyktadowo fosforylacja
ma raczej wplyw na dynamike mikrotubul w zaleznosci od miejsca modyfikacji.
Fosforylacja seryny-172 B-tubuliny hamuje inkorporacje dimeréw tubuliny
w mikrotubule, czyli obniza dynamike mikrotubul (Fourest-Lieuvin i wsp., 2006). Z kolei
fosforylacja seryny-165 a-tubuliny powoduje, ze szybkos¢ polimeryzacji mikrotubul sie

zwieksza (De i wsp., 2014).

1.1.8 Biatka wigzgce mikrotubule

Biatka wigzace mikrotubule lub inaczej — biatka zwigzane z mikrotubulami
(ang. microtubule-associated proteins, MAPs) to cata grupa biatek wchodzgcych
w interakcje z mikrotubulami. Podczas preparatyki tubuliny zauwazono, ze biatka te
oczyszczajg sie jako frakcja towarzyszgca podczas cyklow polimeryzacji i depolimeryzacji
tubuliny (Borisy i wsp., 1975). Poczatkowo funkcje biatek zwigzanych z mikrotubulami
powigzano ze stabilizacjg mikrotubul. Jednakze, z czasem kolejne badania doprowadzity

do odkrycia wielu funkgcji, jakie sg spetniane przez te biatka:

a) motory molekularne — kinezyny (Hirokawa i wsp., 2009), dyneiny (Bhabha

i wsp., 2016)
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b) biatka depolimeryzujgce, np. MCAK (ang. mitotic-centromere associated
kinesin) (Moore i Wordeman, 2004) lub tngce mikrotubule — katanina,
spastyna (Yu i wsp., 2008)

c) biatka wigzace koniec plus (EB1, XMAP215, CLIP-170) lub minus mikrotubuli
(y-TuRC, patronina, statmina) (Goodson i Jonasson, 2018)

d) biatka uczestniczace w nukleacji mikrotubul — y-TuRC, XMAP215, TPX2,
patronina (Wu i Akhmanova, 2017)

e) strukturalne — wazne dla stabilnosci mikrotubuli, jednoczesnie moga tez
promowac tworzenie wigzek, np. tau (Drechsel i wsp., 1992) lub zapobiegaé
temu zjawisku, np. MAP4 (Barlow i wsp., 1994)

f) posredniczace w interakcjach miedzy mikrotubulami a filamentami
aktynowymi, np. MACF1 i MACF2 (Leung i wsp., 1999)

Jednakze, biatka MAP spetniajg takze inne funkcje, np. tau dodatkowo chroni
mikrotubule przed biatkami tngcymi mikrotubule (Qiang i wsp., 2006), ale tez jego

obecnosé hamuje wigzanie kinezyny-1 do mikrotubul (Siahaan i wsp., 2019).

1.2 Kinezyny

1.2.1 Ogdlna charakterystyka kinezyn i ich funkcje

Kinezyny stanowig grupe biatek motorycznych oddziatujgcych z mikrotubulami.
Kinezyny petnig istotne role w komorce, takie jak transport biatek, pecherzykdw,
organelli (Guedes-Dias i Holzbaur, 2019), mRNA (Kanai i wsp., 2004), depolimeryzacja
mikrotubul (Friel i Welburn, 2018), a takze uczestniczg w podziale komérki (Cross
i McAinsh, 2014; Camlin i wsp., 2017), inicjacji powstawania aksonu i innych wypustek

komodrkowych (Oelz i wsp., 2018) oraz w rozwoju zarodkowym (Konjikusic i wsp., 2021).

Odkrycie biatek rodziny kinezyn zaczeto sie od wyizolowania kinezyny-1 po raz
pierwszy z aksonéw olbrzymich katamarnicy w 1985r. (Vale i wsp., 1985; Brady, 1985).
Celem byta identyfikacja elementéw odpowiedzialnych za aktywny (zwigzany z hydrolizg
ATP) i ukierunkowany transport organelli, ktdry obserwowano juz wczesniej w aksonach
(Allen i wsp., 1982; Murphy i wsp., 1983). Nazwa , kinezyna” pochodzi od greckiego
stowa kinein, czyli poruszaé sie. Analizy sekwencji genomowych réznych organizméw
np. Drosophila i myszy doprowadzity do odkrycia kolejnych kinezyn (Yang i wsp., 1989;
Aizawa i wsp., 1992). Kinezyny tworzg nadrodzine biatek, ktéra sktada sie z 14

strukturalnie i funkcjonalnie podobnych rodzin (Lawrence i wsp., 2004; Hirokawa i wsp.,
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2009). Jak dotychczas u cztowieka zidentyfikowano 45 gendw kodujgcych kinezyny
(Hirokawa i wsp., 2009), z czego 38 jest ekspresjonowanych w tkance nerwowej

(np. Ncd).

Wiele kinezyn wystepuje w postaci dimeru (np. kinezyna-4, kinezyna-6, kinezyna-
14), ale s3 tez czgsteczki monomeryczne (kinezyna-3 Unc104), trimeryczne (kinezyna-2)

i tetrameryczne (kinezyna-1, kinezyna-5) (Endow i wsp., 2010).

Wiekszos¢ kinezyn jest zbudowana wedtug podobnego planu: domena motoryczna
(tzw. ,gtéwka”), domena superhelikalna oraz ogon (Ryc. 1.6 i 1.7). Domena motoryczna
jest dobrze zachowana w ewolucji i generuje ruch, ktérego energia pochodzi z hydrolizy
ATP. Wsréd 14 wspomnianych rodzin ze wzgledu na umiejscowienie domeny
motorycznej wyréznia sie 3 grupy: kinezyny typu N, M i C (Hirokawa, 1989; Lawrence
i wsp., 2004). Kinezyny typu N majag domeny motoryczne w obrebie korica aminowego
sekwencji, poruszajg sie do konica plus mikrotubuli i stanowig najliczniejsza grupe,
do ktoérej naleza: kinezyna-1 (KIF5B), kinezyna-2 oraz kinezyna-3 (Ryc. 1.6). Kinezyny
typu M majg domeny motoryczne w Srodku sekwencji, jedynym reprezentantem jest
kinezyna-13 (np. MCAK), ktéra depolimeryzuje mikrotubule (Konjikusic i wsp., 2021).
Z kolei w przypadku motoréw typu C (rodzina 14) domena motoryczna jest na korcu
karboksylowym i te biatka jako jedyne wedrujg do korica minus mikrotubuli (Miki i wsp.,

2001).
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Ryc. 1.6 Organizacja strukturalna wybranych kinezyn (Verhey i Hammond, 2009; zmienione)
1.2.2 Parametry charakteryzujace ruch kinezyn
Ruchliwos¢ kinezyn opisujg réznorodne parametry: szybkos¢, dtugosé przebiegu
(droga przebyta przez konkretny motor bez oderwania od mikrotubuli), procesywnos¢,
kierunkowos¢, a takze powinowactwo (sita wigzania) do mikrotubul, czas oddziatywania
z mikrotubulg. Procesywno$é to zdolnos¢ do wykonania okreslonej liczby krokéw bez
dysocjacji od mikrotubuli. Biatko nieprocesywne po wykonaniu jednego kroku dysocjuje,

a procesywne rozpoczyna nastepny krok (Romberg i wsp. 1998; Hancock i Howard,
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1999). Kinezyna-1 jest wysoce procesywna, poniewaz wykonuje ponad 100 krokéw bez
dysocjacji od mikrotubuli, (Hackney, 1995; Toprak i wsp., 2009). Natomiast kinezyna-14
z Drosophila melanogaster (Ncd) funkcjonuje w sposéb nieprocesywny, czyli po kazdym

wykonanym kroku odtgcza sie od mikrotubuli (Foster i Gilbert, 2000).

1.2.3 Budowa, wtasciwosci i funkcje kinezyny-1

Kinezyna-1 jest heterotetramerem zbudowanym z dwdch tancuchdéw ciezkich
(kazdy o masie 115-130 kDa) i dwdch lekkich (62-70 kDa), (Vale i wsp., 1985),
cata czgsteczka ma wiec M, ok. 300 kDa (Ryc. 1.7). Ten motor molekularny jest o wiele
mniejszym biatkiem niz dyneina i niektére miozyny, ktére majg masy odpowiednio

ok. ~1 MDa (Kardon i Vale, 2009) i ~530 kDa (miozyna Il, Rayment i wsp., 1993).

Waznym elementem budowy kinezyny-1 jest fgcznik szyjki (Ryc. 1.7), czyli elastyczna
czes$¢ tancucha polipeptydowego o dtugosci ok. 15 reszt aminokwasowych, ktéra jest
niezbedna do generacji ruchu (Budaitis i wsp., 2019) oraz pozwala na synchronizacje
dwdéch domen motorycznych, a takze jest odpowiedzialna za kierunkowos¢ (Rosenfeld
i wsp., 2003). Nastepnie szyjka, ktéra umozliwia dimeryzacje (Marx i wsp., 1998),
a jej elastycznosé poprawia ruchliwosé kinezyny-1 przy duzym obcigzeniu zewnetrznym,
np. fadunkiem (Jaud i wsp., 2006). Za szyjka znajduja sie kolejno domena superhelikalna
oraz ogon, ktéry jest odpowiedzialny za wigzanie tadunkdéw i autoregulacje kinezyny
(Scholey i wsp., 1989; Seeger i Rice, 2010). W zaleznosci od rodzaju kinezyny, powyzsze
domeny moga by¢ przedzielone elastycznymi sekwencjami, tzw. zawiasami 1 i 2 (Ryc.
1.7), ktére np. w przypadku kinezyny-1 sg potrzebne do optymalnego ruchu tego biatka
(Grummt i wsp., 1998; Barlan i wsp., 2013; Kelliher i wsp., 2018). Delecja zawiasu-1
(aminokwasy 372-446) prowadzita do obnizenia szybkosci przesuwania mikrotubul przez
kinezyne-1 w tescie gliding (Grummt i wsp., 1998; Crevenna i wsp., 2008). Jednoczesnie,
brak zawiasu-1 nie miat wptywu na szybkos¢ poruszania sie pojedynczych czgsteczek, co
wskazuje na istotne znaczenie zawiasow w pracy zespotowej motorow (Crevenna i wsp.,
2008). Natomiast, eliminacja zawiasu-2 (aminokwaséw 505-610) uniemozliwiata
autoinhibicje kinezyny-1 (zjawisko wyjasnione w podrozdziale 1.2.5) itaki mutant
wykazywat ruchliwos¢ podobng do typu dzikiego bez delecji, a nawet poruszat sie
szybciej w tescie pojedynczych czgsteczek niz typ dziki (Friedman i Vale, 1999). Jednakze
w tescie gliding zaobserwowano, ze przy wysokich gestosciach czgsteczek kinezyny-1 (na

powierzchni szkietka) brak zawiasu-2 powodowat obnizenie szybkosci (Bieling i wsp.,
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2008b). Friedman i Vale (1999) réwniez zanotowali nieznaczne obnizenie szybkosci w

tescie gliding dla kinezyny-1 bez zawiasu-2.
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Ryc. 1.7 Budowa kinezyny-1 (Jeppesen i Hoerber, 2012; zmienione)

Kinezyna-1, jako biatko procesywne wykonuje ok. 100 krokéow bez odtgczania
od mikrotubuli, a kazdy krok odpowiada przeprowadzeniu jednego cyklu chemicznego,
czyli hydrolizie jednej czgsteczki ATP (Schnitzer i Block, 1997; Vale i wsp., 1996; Hackney,
1995; Kawaguchi, 2008). Dtugo$¢ kroku kinezyny-1 mierzona jako odlegtos¢,
ktdérg pokonuje srodek ciezkosci biatka, wynosi ok. 8 nm. Precyzujac, jedna z gtdwek
wykonuje krok o dtugosci 16 nm (zob. Ryc. 1.8, panel 4, gtéwka A), co skutkuje
przemieszczeniem superhelisy o 8 nm. Wartosci te pokrywajg sie z odlegtosciami
pomiedzy takimi samymi punktami (podjednostkami heterodimeru tubuliny) wzdtuz
protofilamentu mikrotubuli (Coy i wsp., 1999; Schnitzer i Block, 1997; Mickolajczyk
i wsp., 2019). Szybkos$¢ poruszania sie pojedynczego motoru na mikrotubuli in vitro
wynosi 800 nm/s, a dtugos¢ przebiegu ok. 1 um (Block i wsp., 1990; Budaitis i wsp.,

2019). Do podrodziny kinezyny-1 nalezg 3 geny: wystepujgce w neuronach kinezyny
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KIF5A i KIF5C, a takze ekspresjonowana w wielu tkankach (rowniez w neuronach)

kinezyna KIF5B (Miki i wsp., 2001).

Gtéwng funkcja kinezyny-1 jest transport tadunkéw w komorkach,
w tym w aksonach komérek nerwowych. Motor ten transportuje mitochondria
(Pilling i wsp., 2006), autofagosomy (Cardoso i wsp., 2009), neurofilamenty (Lee i wsp.,
2011), krotkie mikrotubule (Wang i Brown, 2002), mRNA (Kanai i wsp., 2004),
receptory (Saez i wsp., 2020), kompleksy biatek i lipidéw (Vale i Milligan, 2000; Kliszcz
i Kasprzak, 2018) od ciata komérki do dystalnych czesci aksonu, a cytoplazmatyczna
dyneina w drugg strone (Bhabha i wsp., 2016). Transport przeprowadzany przez
kinezyne-1 jest niezbedny, poniewaz wiekszos¢ ww. organelli powstaje w ciele komorki.
Za wigzanie biatek adaptorowych i tadunkéw odpowiada czes¢ C-koricowa kinezyny,
czyli ogon oraz tancuchy lekkie, przytaczone w poblizu konca karboksylowego (Blasius

i wsp., 2007, Pernigo i wsp., 2018; Ryc. 1.7).

1.2.4 Mechanizm generacji ruchu przez kinezyne-1

Kinezyna-1 jest zdolna do przeksztatcenia energii chemicznej (pochodzacej
z hydrolizy ATP) w mechaniczng, a porusza sie zgodnie z mechanizmem ,reka w reke”
(ang. hand-over-hand), w ktérym reakcje chemiczne i zjawiska mechaniczne w obu
gtéwkach zachodzg sekwencyjnie i sg zsynchronizowane (Skowronek i wsp., 2007).
W trakcie ruchu jedna gtéwka jest przytgczona do mikrotubuli, a druga pokonuje
odlegtos¢ 16 nm i dodatkowo obraca sie o 180° w stosunku do poprzedniego potozenia

(Yildiz i wsp., 2004; Ryc. 1.8).

Sekwencyjne przytaczanie sie i dysocjacja gtowek zachodzg, poniewaz
powinowactwo domeny motorycznej kinezyny-1 do mikrotubuli jest zalezne od rodzaju
nukleotydu, jaki znajduje sie w gtéwce. Brak nukleotydu lub obecno$¢ ATP/ADP-Pi
powoduje silne wigzanie do mikrotubuli. W przypadku ADP domena motoryczna wigze
sie stabiej albo odtgcza sie od mikrotubuli (Rosenfeld i wsp., 1996; Shang i wsp., 2014),

co jest pokazane na Ryc. 1.8.
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Ryc. 1.8 Model ruchu kinezyny-1 (Vale i Milligan, 2000)

Energia hydrolizy ATP w gtéwce kinezyny-1 jest sprzezona ze zmianami konformacji
tacznika szyjki, ktory albo wigze sie do gtowki (w obecnosci ATP w gtdwce),
albo pozostaje nieustrukturyzowany (z ADP) (Rice i wsp., 1999; Tomishige i wsp., 2006).
Domeny motoryczne kinezyny nie zwigzanej z mikrotubulg, albo zawierajg ADP, albo nie
majg wecale nukleotydu. taczniki szyjek sg wtedy ruchome (Ryc. 1.8, tgcznik szyjki
zabarwiony na czerwono) i pozwalajg na swobodne ruchy domenom motorycznym.
Przytaczenie jednej z domen motorycznych do mikrotubuli przyspiesza uwolnienie ADP
z tej gtowki (wiodacej, A) okoto tysigckrotnie, w poréwnaniu do spontanicznej dysocjacji
ADP (Hackney, 1988; Cross, 2004), ktory praktycznie natychmiast jest wymieniany na
ATP. Powoduje to silne zwigzanie gtowki A do mikrotubuli (Ryc. 1.8, panel 1).
Gtowka tylna natomiast, majgca ADP w rdzeniu katalitycznym jest stabiej zwigzana
z mikrotubulg. Zwigzanie ATP w gtowce A prowadzi do utozenia sie tgcznika szyjki

na rdzeniu katalitycznym tej gtéwki, a to z kolei powoduje przerzucenie tylnej gtdwki (B)
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do przodu, ktora przez dyfuzje ,,szuka” najblizszego miejsca wigzania na mikrotubuli
(Ryc. 1.8, panel 2), a po zwigzaniu uwalnia ADP i wigze sie silnie do mikrotubuli.
Precyzujac, dokowanie facznika szyjki na domenie motorycznej A powoduje zwiekszenie
naprezenia pomiedzy gtdwkami kinezyny, ktére ,ciggnie” gtéwke tylng (B) naprzdd.
Naprezenie to zapobiega réwniez zbyt szybkiemu przytgczeniu ATP przez gtéwke
przeniesiong do przodu (B). Po hydrolizie ATP w gtéwce A i uwolnieniu fosforanu (Pi),
tacznik szyjki odtgcza sie od rdzenia katalitycznego gtowki A, a naprezenie miedzy
gtéwkami zostaje zniwelowane i gtéwka A zawierajgca juz tylko ADP ulega odfgczeniu
od mikrotubuli. Dopiero wtedy, w wyniku zmniejszenia naprezenia tacznika szyjki,
w gtéwce B moze dojs¢ do przytgczenia ATP. Na panelu 4 Ryc. 1.8 widag, jak tgcznik szyjki
przy gtéwce B zaczyna uktadac sie na rdzeniu katalitycznym, a w tym samym czasie
gtowka A jest w trakcie przenoszenia jej do przodu. Petne dokowanie facznika szyjki
na domenie motorycznej zachodzi dopiero podczas hydrolizy ATP, co okreslono jako
mechanizm ,, bramkowania” (Milic i wsp., 2014). Ewentualny btad, czyli przytgczenie ATP
do gtéwki znajdujacej sie z przodu zanim tylna uwolni fosforan prowadzi do dysocjacji
catej czasteczki kinezyny od mikrotubuli, poniewaz hydroliza ATP w obu gtéwkach naraz,
prowadzi do obecnosci ADP w obu gtéwkach i stanu stabego wigzania. Opisane btedne
przyfaczenie ATP zdarza sie raz na 100 krokéw kinezyny-1 (Hackney, 1995; Hancock,
2016). Poza tym, kroki wsteczne, ktére mogtyby zaktéci¢ ruch w jednym kierunku,
wystepujg sporadycznie (Svoboda i Block, 1994; Sasaki i wsp., 2018; Toleikis i wsp.,
2020).

Na koniec, warto zwrdci¢ uwage na trzy wilasciwosci kinezyny-1: wysoka
procesywnos$é, jednokierunkowos¢ generowanego ruchu oraz hydrolize jednej
czasteczki ATP w trakcie jednego kroku, pomimo, ze obie domeny motoryczne posiadajg
miejsca wigzania nukleotydu. Warunkiem ich zaistnienia jest: po pierwsze wymiana
informacji miedzy domenami motorycznymi, a takze jednoczesna koordynacja 3 cykli
kinezyny-1: chemicznego (hydroliza ATP), mechanicznego (ruch po mikrotubuli)
i strukturalnego (zmiany konformacji w kinezynie-1) (Hancock iHoward, 1999;
Mandelkow i Johnson, 1998; Hancock, 2016; Qin i wsp. 2020). Nadal jednak nie
wszystkie aspekty dotyczgce ruchu sg jasne, np. brakuje szczegétowego mechanizmu

hydrolizy ATP katalizowanej przez kinezyne-1.
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Mimo wielu wspdlnych cech, mechanizmy ruchu rdéznig sie w zaleznosci od rodzaju
kinezyny. Przyktadowo, domena motoryczna MCAK, kinezyny-13, ktéra depolimeryzuje
mikrotubule, kiedy pozostaje niezwigzana z mikrotubulg, ma ATP w centrum aktywnym,
a wigzanie do mikrotubuli powoduje hydrolize ATP, w odrdznieniu od kinezyny-1,
ktora oddziatuje analogicznie, ale gdy w domenie katalitycznej jest ADP (Friel i Howard,

2011).

1.2.5 Autoregulacja aktywnosci kinezyny

tancuchy lekkie sg potrzebne podczas transportu tadunkéw (Gindhart i wsp., 1998;
Blasius i wsp., 2007), ale takze odpowiadajg za regulacje aktywnosci kinezyny-1.
W przypadku braku wigzania fadunku kinezyna-1 wystepuje w ztozonej, zwinietej
konformacji (Ryc. 1.9), ktdra poprzez zablokowanie mobilnosci tgcznika szyjki zapobiega
niepotrzebnym cyklom hydrolizy ATP (por. podrozdziat 1.2.4). Stan ten nazwano
»autoinhibicjg”, a jest on osiggany przez interakcje miedzy ogonem a gtéwka, w ktdrej
aminokwasy izoleucyna-alanina-lizyna (IAK) i aminokwasy otaczajgce motyw IAK

w ogonie kinezyny wigzg sie do domeny motorycznej tej samej czasteczki.

I. Bez tancuchoéw lekkich

Kinezyna-1 w roztworze

wystepuje w formie Obecnosc -
"zwinietej" mikrotubul egon r i
aktywuje kinezyny kinezyna
kinezyne-1 aktywna

domena
motoryczna

kinezyna
nieaktywna

Il. Z tancuchami lekkimi

tancuchy lekkie promuja Pojawienie sie tadunku
autoinhibicje kinezyny-1 prowadzi do aktywacji
jesli brak tadunku, nawet kinezyny-1

w obecnosci mikrotubul

tancuch

L/ lekki +

kinezyna
aktywna

kinezyna
nieaktywna q

Ryc. 1.9 Aktywacja kinezyny-1, ktora ulegta autoinhibicji (utworzono przy uzyciu
BioRender.com)
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Zaistnienie stanu autoinhibicji, ktore wymaga mechanicznego ,zgiecia sie”
kinezyny-1 jest mozliwe dzieki obecnosci elastycznego regionu, czyli zawiasu-2 (Ryc. 1.7),
potozonego mniej wiecej w potowie dtugosci kinezyny-1 (Hirokawa i wsp., 1989;

Hisanaga i wsp., 1989; Friedman and Vale, 1999; Kaan i wsp., 2011; Kelliher i wsp., 2018).

Autoinhibicja zostaje zniesiona dopiero w wyniku zwigzania z biatkami
adaptorowymi oraz tadunkiem, co powoduje, ze kinezyna zmienia konformacje do
»rozwinietej” (aktywnej), w wyniku czego jest zdolna do wejscia w cykl hydrolizy ATP
i do translokacji wzdtuz mikrotubuli (Friedman i Vale, 1999; Blasius i wsp., 2007).
Kilka badan sugeruje, ze faincuchy lekkie zapobiegajg interakcji kinezyny-1
z mikrotubulami i pomagajg w utrzymaniu stanu autoinhibicji, gdy wystepuje brak
tadunku (Friedman i Vale, 1999; Verhey i wsp., 1998; Cai i wsp., 2007a; Wong i Rice,
2010). Autoinhibicja ma kluczowe znaczenie in vivo. Oprécz zapobiegania niepotrzebnej
aktywnosci zwigzanej z hydrolizg ATP, autoinhibicja ma zwigzek z odpowiednig
lokalizacjg kinezyny-1 w neuronach. Brak tej regulacji prowadzit do btednej akumulacji
tego biatka w aksonach razem z fadunkiem (aparatem Golgiego), ktéry miat byc
dostarczony do dendrytow (kinezyna-1 jest aktywna w ograniczonym stopniu réwniez w

dendrytach) (Kelliher i wsp., 2018).

Dodatkowo, zaobserwowano, ze domeny ogona kinezyny-1 oddziatywaty
jednoczesnie z mikrotubulg oraz z gtéwkami kinezyny, zapobiegajgc poruszaniu sie.
Dietrich i wsp. (2008) sugerowali, ze wigzanie ogona do gtéwki hamuje uwolnienie ADP
przy kontakcie z mikrotubula. Inni badacze pokazali, ze nawet jedna domena ogona
wystarczyta aby zablokowad aktywnos¢ obu gtéwek (Hackney i wsp., 2009). Nadal jednak
nie wiadomo jaka funkcje moze spetnia¢ w komdrce taki stan zatrzymania sie kinezyny-
1 na mikrotubuli w formie ztozonej. Podobnie nie wiadomo, jaki jest mechanizm

ponownej jej aktywacji.

1.3 Przesuwanie dwéch mikrotubul wzgledem siebie jest generowane
przez kilka biatek motorycznych
Przesuwanie dwéch mikrotubul wzgledem siebie wystepuje wtedy, gdy motor
molekularny generuje ruch miedzy dwiema mikrotubulami, wigzgc sie do jednej domeng
motoryczng, a do drugiej — ogonem (Fink i wsp., 2009; Jolly i wsp., 2010; Rao i Baas,
2018). Po raz pierwszy takie zjawisko opisano ponad 50 lat temu w rzeskach (Satir, 1968).
Zaobserwowano, ze przesuwanie wzgledem siebie sgsiadujgcych par mikrotubul
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obwodowych w rzesce przez dyneiny aksonemalne (zorganizowane w ramiona
zewnetrzne i wewnetrzne) jest podstawg charakterystycznego ruchu rzesek (tzw.

»bicia”).

Cytoplazmatyczna dyneina jest wielobiatkowym kompleksem o masie
czgsteczkowej Mr ~1 200 000 Da, sktadajgcym sie dwdch tancuchdw ciezkich, tancuchdéw
lekkich-posrednich oraz subkompleksu tancuchéw lekkich i posrednich (Ryc. 1.10).
Motor ten porusza sie po mikrotubulach, generujac ruch w strone korica minus. Aby
dyneina byta motorem procesywnym, musi ona utworzy¢ kompleks z dynaktyng (Ryc.
1.10), ktora sama sktada sie z 23 podjednostek (11 réznych polipeptydéw) (Reck-
Peterson i wsp., 2018).

tadunek

receptor
(Rab lub
inny)

adaptor (BicD2,
FIP3, Spindlia,
Hook3)

kompleks ogon z tancuchami
dynaktyny lekkimi i posrednimi

domena __,
motoryczna
dyneiny

aktywowane
pl50

domena
wiazaca
mikrotubule

Ryc. 1.10 Aktywna dyneina w kompleksie z dynaktyng i biatkami adaptorowymi (Allan, 2014;
zZmienione)
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W przypadku dyneiny zaproponowano dwa mechanizmy przesuwania mikrotubul.
W pierwszym, w oddziatywaniu z transportowang mikrotubulg uczestniczy ogon
dyneiny, a obie domeny motoryczne oddziatujg z drugg mikrotubulg (podobnie jak
w przypadku kinezyny-1, Ryc. 1.11, I). W drugim kazda domena motoryczna jednej
czasteczki wigze i przesuwa inng mikrotubule (Ryc. 1.11, 1l), a ogon nie uczestniczy
w oddziatywaniach (ang. "split sliding"). Zostato to potwierdzone doswiadczalnie —
dyneiny nie zawierajgce ogondéw rowniez mogty przesuwaé¢ mikrotubule wzgledem
siebie (Tanenbaum i wsp., 2013), ale nie wiadomo czy taki mechanizm ma miejsce

w komorkach.

mikrotubula
tadunkowa

M mikrotubula
stacjonarna

Ryc. 1.11 Przesuwanie dwdch mikrotubul wzgledem siebie przez dyneine — dwa mechanizmy
(Tanenbaum i wsp., 2013; zmienione)

Dyneina cytoplazmatyczna poprzez ruch mikrotubula-mikrotubula,
uczestniczy m.in. w elongacji wypustek komdrkowych, czy organizacji sieci mikrotubul
w réznych komdrkach. Przyktadowo, przesuwanie dwéch mikrotubul wzgledem siebie
(zorientowanych antyréwnolegle) napedzane przez dyneine jest zrédtem sity niezbedne;j
do elongacji proptytek krwi (Bender i wsp., 2015). Inny przyktad dotyczy miogenezy,
gdzie mikrotubule w mioblastach sg aranzowane wzdtuz diuzszej osi komérek
(z poczatkowego promienistego utozenia). W tym procesie kluczowa role odgrywajg
3 biatka: oMAP4, dyneina oraz kinezyna-1 (Mogessie i wsp., 2015). Dyneina oraz
kinezyna-1 przesuwajg mikrotubule wzgledem siebie, a 0MAP4 sieciuje nakfadajgce sie
na siebie mikrotubule i dzieki temu stabilizuje taki typ sieci mikrotubul, ale tez hamuje
nadmierne przesuwanie mikrotubul wzgledem siebie (Mogessie i wsp., 2015).
Wyciszenie dyneiny i kinezyny zredukowato trzykrotnie mobilnos¢ mikrotubul
i uniemozliwito prawidtowg ich organizacje w réznicujgcych sie komérkach miesniowych
(Mogessie i wsp., 2015). Brak samej kinezyny-1 prowadzit do dezorganizacji mikrotubul
w mioblastach, jednak bardziej destrukcyjny efekt miato wyciszenie tylko dyneiny

(wtedy oMAP4 sieciowato prostopadle utozone mikrotubule) lub samego oMAP4
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(zaburzenie elongacji komodrek i fuzji mioblastow poprzez nadmierne przesuwanie

dwoéch mikrotubul wzgledem siebie), (Mogessie i wsp., 2015).

Dyneina petni réwniez kluczowa role podczas sortowania mikrotubul
w rozwijajacych sie neuronach, chociaz wymaga ona dodatkowych biatek, m.in. biatek
sieciujgcych mikrotubule oraz innych motoréw molekularnych (Rao i Baas, 2018; Kliszcz
i Kasprzak, 2018). We wczesnych fazach rozwoju wypustki nerwowe
w niespolaryzowanym neuronie majg mieszang orientacje mikrotubul, natomiast
pozniej, w neurycie, ktéry zostaje aksonem mikrotubule sg zorientowane niemal w 100%
jednolicie — z koricem plus skierowanym w strone dystalnej czesci neuronu (Rao i wsp.,
2017). Rao i Baas (2018) proponujg, ze cytoplazmatyczna dyneina transportuje
mikrotubule skierowane koricem minus w strone zakonczenia aksonu — do ciata komérki,
a mikrotubule zorientowane odwrotnie — do stozka wzrostu aksonu. Zablokowanie
funkcji dyneiny skutkowato zaktéceniem transportu mikrotubul w obu kierunkach
i akumulacjg mikrotubul skierowanych koricem minus w strone dystalnej czesci aksonu,
a wiec uniemozliwito polarne sortowanie mikrotubul (Rao i Baas, 2018). Rozwaza sie
rozne mozliwe mechanizmy sortowania mikrotubul z udziatem dyneiny, jednak za
najbardziej dominujacy badacze uwazajg ten, w ktérym dyneina jest przytaczona
ogonem do kory aktynowej aksonu w neuronie poprzez biatko spindlie (ang. spindly),
a przez domeny motoryczne oddziatuje z mikrotubulami, kierujgc je w odpowiednig
strone (Rao i Baas, 2018; del Castillo i wsp., 2020). Oprdcz dyneiny sugerowano takze,
ze kinezyna-1 moze nie tylko w tym procesie uczestniczyé, ale rowniez przejgé funkcje
dyneiny, gdy tej ostatniej zaczyna brakowa¢, jak ma to miejsce w rdznicujgcych sie

komodrkach miesniowych (Mogessie i wsp., 2015).

Dyneina cytoplazmatyczna petni réwniez wazng role podczas mitozy — moze
przesuwaé mikrotubule wzgledem siebie, generujac site w strone przeciwng niz
kinezyna-5 (Ferenz i wsp., 2009). Jednakze, to kinezyny z grupy 14 s uwazane za gtéwne
zrodto sity rwnowazacej dziatanie kinezyny-5 we wrzecionie mitotycznym (Ryc. 1.12),

(Mountain i wsp., 1999).

Podczas mitozy wazine jest, aby segregacja chromosomdéw do dwdch przeciwnych
biegundw dzielgcej sie komarki nastepowata w sposdb skoordynowany. Jest to mozliwe
dzieki dziataniu biatek motorycznych transportujgcych chromosomy do centralnej czesci
wrzeciona (Cross i McAinsh, 2014), tak jak kinezyna-7 (Schaar i wsp., 1997), a takze
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przesuwajgcych mikrotubule wrzeciona: ww. dyneina i kinezyna-5, kinezyna-6 (Fu i wsp.,
2009), kinezyna-8 (Su i wsp., 2013), kinezyna-12 (Reinemann i wsp., 2017) i kinezyna-14
(Oladipo i wsp., 2007). Drugi komponent to wtasciwosci mikrotubul, ktére polimeryzujg
i depolimeryzujg pod S$cista regulacjy, w zaleznosci od potrzeby. Przyktadowo,
gtéwna sitg generujgca transport chromosomoéw do przeciwlegtych biegundéw jest
depolimeryzacja mikrotubul kinetochorowych przez kinezyne-13 (Asbury, 2017).
Rola biatek poruszajgcych sie w kierunku konca minus jako transporterow
chromosomoéw (przy centrosomach), np. dyneiny jest jedynie sugerowana (Asbury,

2017).

Metafaza

mikrotubule
kinetochorowe

mikrotubule
astralne

Anafaza B

mikrotubule
m|edzyb|egunowe

T E

E Kinezyna-5 Kmezyna -14

Ryc. 1.12 Przesuwanie dwdch mikrotubul wzgledem siebie podczas mitozy (Peterman
i Scholey, 2009; zmienione)

Kinezyna-5 jest homotetramerem z domenami motorycznymi umieszczonymi
na kazdym koncu dtugiej osi catej struktury (Ryc. 1.6 i 1.12) (Gordon i Roof, 1999;
Shimamoto i wsp., 2015). Kinezyna ta sieciuje i przesuwa antyréwnolegte mikrotubule,
poruszajgc sie w kierunku koncéw plus kazdej z mikrotubul (Kapitein i wsp., 2005;
van den Wildenbergiwsp., 2008). W takim uktadzie obie mikrotubule stuzg jednoczesnie
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jako ,sciezki ruchu” oraz tadunki dla kinezyny-5. W przypadku rownolegtego utozenia
mikrotubul dochodzi do ich sieciowania (Kapitein i wsp., 2005). Wykazano, ze Eg5 jest
umiarkowanie procesywng i dos¢ powolng kinezynga-5, poruszajgcg sie z predkoscig 10 —
40 nm/s (Valentine i wsp., 2006). Ponadto, w badaniach z uzyciem pojedynczych
czasteczek wykazano, ze homotetramery kinezyny-5 wymagaja C-koncowej domeny
do sieciowania i przesuwania dwdch mikrotubul (Weinger i wsp., 2011). C-korcowa
czes¢ wzmacnia oddziatywania kinezyny-5 z mikrotubulami bez znacznego zmniejszenia
aktywnosci (Bodrug i wsp., 2020). Weinger i wsp. (2011) sugerujg, ze jest mato
prawdopodobne, aby same domeny motoryczne byly w stanie utrzymaé trwate
sieciowanie mikrotubul. Zamiast tego, kinezyna-5 wykorzystuje niezalezne od ATP
miejsca wigzania mikrotubul do regulacji dynamiki przytaczania do mikrotubul,

umozliwiajac ich wydajne ustawianie i sortowanie podczas mitozy.

Najlepiej poznanym biatkiem z rodziny 14 kinezyn jest Ncd z Drosophila
melanogaster. Jest to biatko nieprocesywne, dimeryczne, poruszajgce sie w kierunku
korica minus mikrotubuli (McDonald i wsp., 1990). Podczas mitozy kinezyna-14 sieciuje
i przesuwa antyréwnolegte mikrotubule w kierunku przeciwnym niz kinezyna-5,
co pozwala utworzy¢ i utrzymac¢ prawidtowa dwubiegunowg strukture wrzeciona
podziatowego, a takze zapewnié jego odpowiednig dtugos¢ (Endow i wsp., 1994; Fink

i wsp., 2009).

Mechanizm ruchu kinezyny-14 jest inny niz kinezyny-1. Nieprocesywna kinezyna-14
porusza sie, wykorzystujgc mechanizm dzwigni (podobnie jak miozyna IlI). W skrécie,
domena motoryczna kinezyny-14, potozona na koncu karboksylowym, przytgcza sie do
mikrotubuli, co skutkuje uwolnieniem ADP i pocigga za sobg niewielka rotacje fragmentu
superhelikalnego w kierunku poprzecznym do osi mikrotubuli (Nitzsche i wsp., 2016).
W nastepnym etapie, do kompleksu Ncd na mikrotubuli przytgcza sie ATP, co powoduje
gtéwny obrét fragmentu superhelikalnego o znaczny kat (~70°) w kierunku réwnolegtym
do osi protofilamentu (Endres i wsp., 2006; Nitzsche i wsp., 2016). Gdy ATP ulega
hydrolizie, gtéwka odtgcza sie od mikrotubuli, a fragment superhelikalny wraca do stanu
wyjsciowego. Miedzy domenami motorycznymi a fragmentem superhelikalnym nie ma
elastycznego tgcznika szyjki i kinezyna-14 nie moze przytgczyé sie jednoczesnie

za pomocg dwodch gtéwek, tak jak robi to kinezyna-1.
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W oddziatywaniach Ncd z mikrotubulami uczestniczy réwniez ogon potozony
na koricu aminowym tej kinezyny (Karabay i Walker, 1999). Ponadto wykazano, ze petnej
dtugosci Ncd i konstrukt zawierajgcy tylko ogon majg zdolno$¢ do dyfuzji
po mikrotubulach (Fink i wsp., 2009). Szczesna i Kasprzak (2012) wykazali, ze ogon Ncd
jest kluczowym elementem w procesie generacji ruchu, a takze odpowiada za modulacje
interakcji miedzy Ncd a mikrotubulg. Ncd przesuwa wytacznie antyréwnolegte
mikrotubule, a jesli sg one ustawione rdwnolegle, to ewentualny transport jest bardzo
szybko hamowany i dochodzi do sieciowania mikrotubul, albo od razu nastepuje samo
sieciowanie (Fink i wsp., 2009). Dzieje sie tak dlatego, ze cze$¢ motordow przytacza sie za
pomocg domeny motorycznej, a reszta poprzez ogon (Ryc. 1.13) i w przypadku
rownolegle zorientowanych mikrotubul réznie ustawione motory generujg sity
w przeciwne strony, co okre$lono ,przecigganiem liny” (ang. tug-of-war) (Fink i wsp.,

2009).

Mikrotubule antyrownolegte, przesuwanie dwoch
mikrotubul wzgledem siebie zachodzi bez przeszkod

mikrotubula tadunkowa

‘—

kierunek
transportu

mikrotubula
stacjonarna

Mikrotubule rownolegte, motory generuja sity w przeciwne
strony i brak przesuwania dwoch mikrotubul wzgledem siebie

mikrotubula tadunkowa

mikrotubula
stacjonarna

Ryc. 1.13 Przesuwanie dwdch mikrotubul przez Ncd (Fink i wsp., 2009; zmienione)
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Kinezyna-12 to procesywny motor, ktéry podczas mitozy przesuwa mikrotubule,
a takze $ledzi rosngce konice plus mikrotubul kinetochorowych, chronigc je przed
depolimeryzacjg (Sturgill i Ohi, 2013). Ludzka kinezyna-12 (hKif15) moze wystepowaé w
formie dimeru (Reinemann i wsp., 2017) oraz podobnie jak kinezyna-5 — bipolarnego
homotetrameru, co nie jest do konca rozstrzygniete (Drechsler i wsp., 2014; Mann
i wsp., 2017). Kinezyna-12, podobnie jak kinezyna-1 oprécz domeny motorycznej ma
drugie miejsce wigzania mikrotubul niezalezne od ATP, ale nie jest to ogon tak jak
u kinezyny-1, tylko czes¢ superhelikalna znajdujaca sie w centrum biatka (coil-1, Sturgill
i wsp., 2014). W odrdznieniu od kinezyny-5, kinezyna-12 najczesciej przesuwa
rownolegte mikrotubule (Drechsler i McAinsh, 2016). Reinemann i wsp. (2017) wykazali,
ze Kif15 jest zdolna przesuwac tylko antyrownolegte mikrotubule, ale badali to biatko
w formie dimerycznej. Z kolei Drechsler i McAinsh (2016) sugeruja, ze podczas
przesuwania réwnolegtych mikrotubul motor ten w formie tetrameru zachowuje sie
podobnie jak kinezyna-5, czyli porusza sie po obu mikrotubulach, z ktérymi wchodzi
w interakcje, aw przypadku antyréwnolegtych mikrotubul jedna z par domen
motorycznych zostaje inaktywowana, umozliwiajac aktywne przesuwanie mikrotubul
wzgledem siebie. Drechsler i wsp. (2014) pokazali, ze kinezyna-12 moze zmieniaé tor
ruchu, kiedy napotka przecinajgce sie mikrotubule. Dodatkowo motor ten sieciuje
mikrotubule, utrzymujgc rownolegte ustawienie mikrotubul kinetochorowych

(Drechsler i McAinsh, 2016).

1.3.1 Przesuwanie dwéch mikrotubul wzgledem siebie przez kinezyne-1

Oprécz domeny motorycznej, rowniez ogon kinezyny-1 ma zdolno$¢ wigzania sie do
mikrotubul, (Ryc. 1.9, panel I) ze statg dysocjacji Kd ~0.45 uM (Navone i wsp., 1992;
Seeger i Rice, 2010). Konsekwencjg wigzania ogona do mikrotubuli jest to, ze pojedyncza
czasteczka kinezyny-1 moze wigzaé jednoczesnie dwie mikrotubule (Andrews i wsp.,

1993; Wang i Brown, 2002; Jolly i wsp., 2010), a takze przesuwac je wzgledem siebie.

Podczas przesuwania dwdch mikrotubul wzgledem siebie jedna mikrotubula jest
ytorem ruchu”, a druga tadunkiem dla motoréw, w tym kinezyny-1. Ogon kinezyny-1
zawiera wiele zasadowych reszt aminokwasowych, nadajgcych mu tadunek dodatni,
ktore sg zachowane w ewolucji u wielu gatunkéw (Ryc. 1.14). Moze on wigzac sie

z karboksylowym koricem tubuliny (natadowanym ujemnie) poprzez komplementarne
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oddziatywania elektrostatyczne (Seeger i Rice, 2010). W przeciwienstwie do domeny

motorycznej, oddziatywanie to jest niezalezne od obecnosci ATP (Seeger i Rice, 2010).

DSKORSQAERKKYQQEVERIKEAVRQRNM-RRM Caenorhabditis elegans
EAKEGAMRDRKRYQYEVDRIKEAVRQKHLGRRG Drosophila melanogaster
EAKEGAMRDRKRYQMEVDRIKEAVRORNLARRG Aplysia californica
DAKEGAMRDRKRYQHEVDRIKEAVRQKNLARRG Architeuthis dux
ETKEGAMRDRKRYQQEVDRIREAVRQRNFAKRG Echinometra viridis
EAKESAMRDRKKYQQEVDRIKEVIRAKNQSRRN Danio rerio
EAKENASRDRKRYQQEVDRIKEAVRSKNMARRG Xenopus laevis
EAKENAMRDRKRYQQEVDRIKEAVRAKNMARRA Gallus gallus domesticus
EAKENASRDRKRYQQEVDRIKEAVRSKNMARRG Rattus norvegicus
EAKENASRDRKRYQQEVDRIKEAVRSKNMARRG Mus musculus
EAKEGAMKDKRRYQQEVDRIKEAVRYKSSGKRG Homo sapiens - KIF5A
EAKENASRDRKRYQQEVDRIKEAVRSKNMARRG Homo sapiens - KIF5B
EAKENAMRDRKRYQQEVDRIKEAVRAKNMARRA Homo sapiens - KIF5C

Ryc. 1.14 Poréwnanie sekwencji domeny wigzacej mikrotubule w ogonie kinezyny-1 (Lu
i Gelfand, 2017; zmienione). Zasadowe reszty aminokwasowe w powyzszych sekwencjach, czyli
Lys (K) i Arg (R) zaznaczono na czerwono

Zdolno$¢ kinezyny-1 do przesuwania dwdch mikrotubul wzgledem siebie
zaobserwowano po raz pierwszy in vitro w 1991 r. (Urrutia i wsp.). Nastepnie
w badaniach in vivo u grzyba U. maydis w 2006 (Straube i wsp.) zaobserwowano,
ze kinezyna-1 sieciuje mikrotubule, ale jedli chodzi o przesuwanie mikrotubul
to sugerowano, ze kinezyny poruszajgce sie do korica plus odpowiadajg tylko za 4%
zaobserwowanych zjawisk przesuwania dwdch mikrotubul. Dopiero grupa V. Gelfanda
(Jolly i wsp. 2010) pokazata, ze kinezyna-1 generuje przesuwanie dwdch mikrotubul
wzgledem siebie podczas powstawania wypustek komodrkowych (Ryc. 1.15).
Zaobserwowano to w réznych komoérkach: w linii komérkowej S2 Drosophila (komorki
z péznej fazy zarodkowej — 20-24 h), fibroblastach Xenopus (ptaz), komodrkach
nabtonkowych torebnika pizmowego (ssak, linia Ptk2). Zahamowanie ekspresji kinezyny-
1 przez RNAi praktycznie wyeliminowato przesuwanie mikrotubul w tych komaérkach
(Jolly i wsp., 2010). Ci sami autorzy pokazali tez, ze kinezyna-1 nie wymaga do tego
procesu tancuchow lekkich, a takze, ze transport mikrotubuli jako tadunku byt wolniejszy
niz transport innych tadunkdéw przez te kinezyne. Szybko$é przesuwania dwéch
mikrotubul przez kinezyne-1 zmierzona dla 23 zdarzenh wynosita 70 nm/s (Jolly i wsp.,
2010) i byta ona o wiele nizsza niz szybkos$¢ poruszania sie pojedynczych czasteczek (800
nm/s; Block i wsp., 1990; Budaitis i wsp., 2019) Wyjasniono to wiekszg masg, jaka ma

mikrotubula, powotujac sie na badania Visschera i wsp. (1999), ktére wykazaty zaleznos¢
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szybkosci poruszania sie kinezyny-1 od masy transportowanego tadunku. Dla
poréwnania, szybkos$¢é transportu mitochondridw przez kinezyne-1 w komérkach wynosi

230 - 280 nm/s (Vagnoni i wsp., 2016; Pilling i wsp., 2006).

Powstawanie
wypustek
w komodrce

5 . @
nacisk mechaniczny ¢,
na btone komérkowa %

EEEEE e .
L 4

biatka "]
sieciujace
mikrotubule

Ryc. 1.15 Przesuwanie dwoch mikrotubul wzgledem siebie przez kinezyne-1 (Lu i Gelfand,
2017; zmienione)

W latach 90-tych Saxton i wsp. (1991) pokazali, ze mutacje kinezyny-1 u Drosophila
prowadzity do dysfunkcji synaps, zaburzen poruszania sie, paralizu i$mierci przed
osiggnieciem stadium poczwarki. Z kolei Xia i wsp. (2003) udowodnili, ze mutanty
Drosophila catkowicie pozbawione kinezyny-1 umieraty tuz po narodzeniu.
U kregowcow delecja gtéwnego genu kinezyny-1 (KIF5B) prowadzita do duzej
Smiertelnosci zarodkéw (Tanaka i wsp., 1998). Jednakze, powyisze prace wigzaty
konsekwencje mutacji lub delecji kinezyny-1 wytacznie z zaburzeniami transportu
w aksonie. W 2013 r. Lu i wsp. pokazali, ze przesuwanie dwdch mikrotubul wzgledem
siebie przez kinezyne-1 stanowi gtéwny mechanizm inicjacji powstawania wypustek
nerwowych u Drosophila. Ponadto, Lu i wsp. (2013) zaobserwowali, ze to przesuwanie
mikrotubul wzgledem siebie przez kinezyne-1 wywiera nacisk mechaniczny na btone
komodrkowg rozwijajgcej sie wypustki nerwowej, a sama polimeryzacja mikrotubul

okazata sie niewystarczajgca. Eliminacja kinezyny-1 z rozwijajacych sie neurondéw

40



spowodowata znaczgce defekty, a wypustki byty o wiele krotsze niz w przypadku

osobnikéw typu dzikiego (Lu i wsp., 2013).

W dojrzatych neuronach zaobserwowano 50-krotny spadek czestosci przesuwania
mikrotubul wzgledem siebie przez kinezyne-1 (Lu i wsp., 2013), chociaz biatko to ciagle
byto obecne w komdrkach, co prawdopodobnie wskazuje na $cistg regulacje tego
zjawiska w neuronach. Ruch dwdéch mikrotubul wzgledem siebie przez kinezyne-1 zostat
przywrdécony w dojrzatym neuronie po przecieciu aksonu u Drosophila w celu regeneracji
tej wypustki (Lu i wsp. 2015). Przeciecie aksonu wywotato nagty wzrost stezenia jondw
wapnia, co doprowadzito do depolimeryzacji mikrotubul w poblizu miejsca uszkodzenia;
nastepnie powstawaty nowe mikrotubule o mieszanej polarnosci, co kolejno
reaktywowato przesuwanie ich przez kinezyne-1 (Lu i wsp., 2015). Mimo iz ci sami
badacze czasami obserwowali transport mikrotubul w obu kierunkach, sugerowali oni,
ze kinezyna-1 przesuwa wytgcznie antyréwnolegte mikrotubule, a réwnolegte sieciuje,
podobnie jak Ncd. Po zakoriczeniu regeneracji proces przesuwania mikrotubul przez
kinezyne-1 znéw byt hamowany. Jesli chodzi o regulacje tego procesu, to del Castillo
i wsp. (2015) pokazali, ze mitotyczna kinezyna-6 (Pavarotti/ MKLP1) jest czynnikiem
hamujacym przesuwanie dwodch mikrotubul wzgledem siebie przez kinezyne-1
w rozwijajacych sie neuronach. Eliminacja kinezyny-6 skutkowata powstawaniem zbyt
dtugich wypustek nerwowych, co byto wynikiem zwiekszonej czestosci przesuwania

mikrotubul przez kinezyne-1 (del Castillo i wsp., 2015).

Badania przeprowadzone przez Windinga i wsp. (2016) wykazaty, ze C-koncowy
ogon kinezyny-1 jest niezbedny do przesuwania dwdch mikrotubul przez kinezyne-1.
Mutacje ogona kinezyny-1, prowadzace do utraty zdolnosci wigzania ogona do
mikrotubul, wptywaty nie tylko na zmiany w strukturze aksondéw (byty krétsze), ale tez
dendrytow w neuronach czuciowych, ktére nie byly rozgatezione tak jak u typu dzikiego

(Winding i wsp., 2016).

Przesuwanie dwdch mikrotubul wzgledem siebie przez kinezyne-1 zaobserwowano
tez w oocytach Drosophila, gdzie proces ten odpowiada za cyrkulacje cytoplazmy i jej
sktadnikow, np. mRNA i biatek (Lu i wsp., 2016). W tym przypadku jedna mikrotubula

jest naturalnie przytwierdzona do aktynowej kory komaérki (Ryc. 1.16).
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Ryc. 1.16 Cyrkulacja cytoplazmy w oocycie a transport mikrotubul przez kinezyne-1 (Lu i wsp.,
2016; zmienione)

Ponadto, nadal nierozstrzygnieta pozostaje kwestia transportu krétkich mikrotubul
w komérkach, jako materiatu startowego dla nowych mikrotubul lub budulcowego dla
przebudowy juz istniejgcych. Niektdrzy badacze nie wykryli tego rodzaju transportu
w komérkach neuronopodobnych PC-12 (Lim i wsp., 1989), czy w neuronach czuciowych
myszy (Okabe i Hirokawa, 1992). Z kolei inni badacze pokazali, ze transport krétkich
mikrotubul jest mozliwy, np. w neuronach szczura (Ahmad i Baas, 1995; Wang i Brown,
2002) czy neuronach Xenopus (Tanaka i Kirschner, 1991; Reinsch i wsp., 1991). Wang
i Brown (2002) wykazali, ze w transporcie mikrotubul prawdopodobnie uczestniczy

szybkie biatko motoryczne, ale do tej pory nie wiadomo jakie.

1.4 Transport tadunkéw przez grupy kinezyn

W poprzednim podrozdziale wspomniano, ze transport mikrotubuli jako tadunku
odbywa sie przy udziale wiecej niz jednej kinezyny-1. RAwniez transport innych
fadunkéw w komérce rzadko odbywa sie przy udziale jednej czgsteczki biatka
motorycznego, przewaznie wykrywano kilka motorow tego samego, a najczesciej
réznych rodzajow biatek motorycznych (Kural i wsp., 2005; Levi i wsp., 2006; Reddy
i wsp., 2017). Hendricks i wsp. (2010) wyizolowali pecherzyki transportowane
w neuronach i obliczyli, ze zawieraty one 1-4 czgsteczek dyneiny oraz 1-5 kinezyn
przytgczonych do tego samego pecherzyka. Sugerowano, ze tadunki sg transportowane
w warunkach konkurencji miedzy motorami przemieszczajgcymi ten sam ftadunek w
przeciwnych kierunkach (Hendricks i wsp., 2010; De Rossi i wsp., 2017; Guedes-Dias
i Holzbaur, 2019; Monzon i wsp. 2020). W ten sposdb o kierunku transportu decyduje
wypadkowa sita generowana przez konkurujgce grupy motoréw, co potwierdzono,

np. dla dynein i kinezyn transportujgcych granule z barwnikiem in vivo (Rezaul i wsp.,
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2016). Inny model zaktada koordynacje biatek motorycznych podczas transportu,
czyli jeden rodzaj motordéw jest inaktywowany na czas transportu w konkretng strone,
np. pokazano, ze dyneina pozostawata nieaktywna podczas przemieszczania tadunku do
korica plus mikrotubuli (Gross i wsp., 2003; Welte, 2004). W badaniach Serra-Marques
i wsp. (2020) pokazano, ze podczas transportu pecherzykdéw wydzielniczych dochodzito
zarowno do generacji sit skierowanych w przeciwnych kierunkach przez kinezyne-1
i dyneine, ale zaobserwowano tez kooperacje kinezyny-1 z kinezyng-3 i ta interakcja byta

wazna dla wydajnosci transportu.

Zespoty motoréw wykazujg inne parametry ruchliwosci niz pojedyncze czgsteczki.
W szczegdlnosci obserwowano réznice w dtugosci przebiegu, ktéry byt o wiele wiekszy
niz dla pojedynczej czgsteczki (Block i wsp., 1990; Vershinin i wsp., 2007). Jednakze,
w tych badaniach brakowato doktadnego okreslenia ilo$ci motoréw przytgczonych do
tadunku. Dopiero Rogers i wsp. (2009) uzyli tacznika sktadajgcego sie z DNA oraz
ligandow biatkowych, do ktdrego przytaczyli dwie czgsteczki kinezyny-1. Dwie czgsteczki
miaty wiekszg dtugos¢ przebiegu niz jedna (odpowiednio 1380 nm oraz 800 nm).
Inne badania wykazaty podobng zaleznos¢. Derr i wsp. (2012) zbadali parametry
ruchliwosci dla 1 do 7 czasteczek motordw. Przy uzyciu tego narzedzia wykazali oni,
ze dtugos¢ przebiegu kinezyny-1 podczas transportu zwieksza sie wraz ze wzrastajgca
ilosScig motorow, az do maksymalnie przez nich zbadanych 7 czgsteczek (Derr i wsp.,
2012; Ryc. 6.1). Oiile rézni badacze sg zgodni co do liniowe] zalezno$ci dtugosci przebiegu
od ilosci czasteczek, to nadal nie jest jasne jaki wptyw ma ilos¢ motoréw na szybkosé
transportowanej mikrotubuli. Derr i wsp. (2012) nie zaobserwowali zmian w szybkosci
w przypadku kinezyny-1, ale np. testy gliding mikrotubul przeprowadzone przez Bielinga
i wsp. (2008b) dowiodty, ze gesto$¢ czgsteczek kinezyny-1 wieksza niz ok. 1000 na um?
obniza szybkos$¢ transportu, co ttumaczono brakiem synchronizacji miedzy kinezynami
bedacymi w réznych etapach cyklu mechanochemicznego (patrz podrozdziat 1.2.4).
Rowniez inne badania nie wykazaty istnienia synchronizacji miedzy czgsteczkami
kinezyny-1 (Jamison i wsp., 2010; Furuta i wsp., 2013). Nie oznacza to bynajmniej,
ze kooperacja dwdch lub wiecej czasteczek kinezyny-1 jest niemozliwa. Sporadycznie
obserwowano takie przypadki w badaniach z wykorzystaniem tzw. ,szczypcow

optycznych” (Vershinin i wsp., 2007; Jamison i wsp., 2010).
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W podrozdziatach 1.2.3 i 1.2.5 wspomniano o obecnosci i istotnosci elastycznych
rejonédw w superhelikalnej strukturze kinezyny-1, tgczacej gtdwke z ogonem,
czyli zawiasow. Brak zawiasow miat wptyw na szybko$é w tescie gliding, gdzie pracuja
grupy motoréw (Friedman i Vale, 1999; Crevenna i wsp., 2008; Bieling i wsp., 2008b).
Ponadto, Bieling i wsp. (2008b) doszli do wniosku, ze w zbiorowym transporcie jednej
mikrotubuli przez wiele motoréw w tescie gliding, istotng sprawg jest elastycznos¢
potaczenia miedzy gtéwka i ogonem kazdego z grupy motorédw uczestniczacych
w transporcie, przytagczonych przez ogony do szkietka, a przez domeny motoryczne do
tej samej mikrotubuli. Ta elastycznos¢ rekompensuje efekty braku synchronizacji
pomiedzy motorami, z ktérych kazdy znajduje sie w innym etapie cyklu
mechanochemicznego (podrozdziat 1.2.4). W komdrkach brak autoinhibicji kinezyny-1
miat wptyw na transport tadunkéw. Kelliher i wsp. (2018) pokazali, ze delecja zawiasu-2
w kinezynie-1 zaburzata transport aparatu Golgiego do dendrytéw i powodowata
nadmierng akumulacje kinezyny-1 w aksonach, co w konsekwencji prowadzito do

defektéw rozwoju dendrytéw.

Jak zachowujg sie grupy motoréw przesuwajgcych dwie mikrotubule wzgledem
siebie? Jedli chodzi o kinezyne-1, to nadal nie zostato zbadane jak zachowujg sie
czasteczki kinezyny-1 w grupie podczas przesuwania dwdch mikrotubul. W przypadku
ludzkiej kinezyny-12 (hKif15) Drechsler i McAinsh (2016) zaobserwowali negatywng
kooperatywnos¢ miedzy biatkami motorycznymi. Podobnie jest z kinezyna-1
transportujgcg tadunek inny niz mikrotubula (Bieling i wsp., 2008b). Drechsler i McAinsh
(2016) pokazali, ze wraz ze wzrostem ilosci czgsteczek hKifl5 szybkos¢ przesuwania
mikrotubuli maleje, az w korcu transport zostaje zatrzymany. Analogicznie,
wieksza gestosé czasteczek ludzkiej kinezyny-14 (HSET) miedzy mikrotubulami wynikfa
podczas ,rozjezdzania sie” mikrotubul, czyli zmniejszenia obszaru naktadania sie na
siebie tych dwéch mikrotubul w ptaszczyznie réwnolegtej miedzy nimi, prowadzita do
obnizenia szybkosci przesuwania (Braun i wsp., 2017). Poza tym sugerowano dodatkowe
fizyczne oddziatywania, ktére sprzegajg kinezyny-12, bo sporadycznie po odtgczeniu sie
mikrotubuli transportowanej obserwowano, ze zesp6t kinezyn-12 nadal sie poruszat

wspdlnie (Drechsler i McAinsh, 2016).

Jednym z aspektéw waznych dla regulacji ,,pracy grupowej” kinezyn jest dyfuzja

domeny ogona na mikrotubuli podczas przesuwania dwoch mikrotubul wzgledem
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siebie. Udokumentowano to dla ogona kinezyny-14 (Ludecke i wsp., 2018)
oraz kinezyny-5 Eg5 (Kapitein i wsp., 2008). W kinezynie-5, dyfuzja ogona pozwala
na utrzymanie wigzania drugiej mikrotubuli w czasie, gdy domena motoryczna ,,szuka”
optymalnego miejsca wigzania do mikrotubuli (Weinger i wsp., 2011). W przypadku
kinezyny-1 domena motoryczna moze dyfundowaé¢ po mikrotubuli (Lu i wsp., 2009),

ale do tej pory nie wiadomo, czy tak moze zachowywa¢ sie C-koricowy ogon biatka.

1.5 Regulacja aktywnosci motoréw molekularnych przez modyfikacje
potranslacyjne tubuliny

Niewatpliwa i wazna jest rola, jakg odgrywajg modyfikacje potranslacyjne tubuliny
w modulowaniu aktywnos$ci motorow molekularnych. Testy ruchliwosci pojedynczych
czasteczek przeprowadzone przez Sirajuddina i wsp. (2014) wykazaty, ze usuniecie C-
koricowych ogondw z obu podjednostek tubuliny, w przypadku kinezyny-1 skutkowato
obnizeniem szybkosci poruszania sie motoru o 50%, a jego procesywnosci o 75%.
Dla dyneiny z kolei, zaobserwowano redukcje procesywnosci o 50%. Co ciekawe,
w przypadku kinezyny-2 po usunieciu ogondéw tubuliny nastgpit dwukrotny wzrost
szybkosci, natomiast procesywnos¢ wzrosta dwa i po6t razy. Ponadto, wykazano,
ze dla kinezyny-1 i dyneiny, do niemal 100% przywrdcenia standardowych parametrow
procesywnosci i szybkosci wystarczy obecno$¢ ogona w podjednostce 3 tubuliny. Dla
kinezyny-2 procesywnosc jest zalezna od obecnosci CTT w obu podjednostkach (Wang
i Sheetz, 2000; Sirajuddin i wsp., 2014). Wybidrcza zalezno$¢ aktywnosci niektérych
biatek motorycznych od obecnosci C-koricowych ogondw tubuliny jest szczegdlnie
interesujgca, poniewaz fragmenty te stanowig gtdwne miejsca modyfikacji
potranslacyjnych tubuliny, co sugeruje, ze modyfikacje potranslacyjne tubuliny mogga

regulowaé wigzanie i aktywno$é motordw molekularnych.

Tyrozynacja stanowi podstawe dla swoistej nawigacji wykazywanej przez kinezyne-
1 w neuronach, poniewaz od strony ciata komérki w aksonach dojrzatych neuronéw
wystepujg gtdéwnie mikrotubule detyrozynowane, do ktérych kinezyna ta ma wieksze
powinowactwo niz do tyrozynowanych, ktére obecne sg w stozkach wzrostu. Z kolei
w dendrytach, blizej centrum komarki sg mikrotubule tyrozynowane, a detyrozynowane
sg w czesci dystalnej (Konishi i Setou, 2009; Kliszcz i Kasprzak, 2018). Domena
motoryczna kinezyny-1, gromadzita sie w aksonach (Nakata i Hirokawa, 2003), a nawet

rozpoznawata przyszte aksony jeszcze przed polaryzacjg neuronu (Jacobson i wsp.,
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2006). Utrata funkcji tyrozynacji tubuliny w neuronach prowadzita do redystrybucji
kinezyny-1 do dendrytéw (Konishi i Setou, 2009) i utworzenia w neuronie wielu aksonéw
zamiast jednego (Erck i wsp., 2005). Warto pamieta¢, ze w warunkach fizjologicznych
kinezyna-1 petnej dtugosci jest tez w ograniczonym stopniu aktywna w dendrytach, a jej
»przekierowanie” do odpowiedniego obszaru komorki jest scisle regulowane.
Dynamiczne tyrozynowane mikrotubule i stabilne mikrotubule z modyfikacjami A-2
i acetylacja, tworzg w dendrytach nienaktadajgce sie wigzki antyréwnolegte, w ktérych
tyrozynowane mikrotubule majg koniec plus skierowany w kierunku dystalnej czesci,
a acetylowane/A-2 (stabilne) do ciata komorki (Ryc. 1.17). Kinezyna-1 przytaczajac sie do
stabilnych mikrotubul dendrytéw jest automatycznie kierowana do ciata komorki,
astamtagd do aksonu (Tas i wsp., 2017). Co ciekawe, zaburzenia tyrozynacji
i detyrozynacji tubuliny w neuronach zostaty powigzane z defektami plastycznosci

synaptycznej oraz zaburzong homeostazg kolcéw dendrytycznych (Yasuda i wsp., 2017).

W warunkach in vitro, a konkretnie z oczyszczonymi biatkami, kinezyna-1
nie wykazywata tak wyraznych preferencji w oddziatywaniu z tyrozynowanymi
i detyrozynowanymi mikrotubulami, jak miato to miejsce w komadrkach. Nie znaleziono
wiekszych réznic w szybkosci czy dtugosci przebiegu, ale zaobserwowano wiekszg
czestos¢ przytaczania sie kinezyny-1 do mikrotubul detyrozynowanych (1.3 zdarzen na
pum mikrotubuli tyrozynowanej i 1.94 w przypadku detyrozynacji, Kaul i wsp., 2014).
Z kolei, w innej publikacji wykazano, ze detyrozynacja obnizyta procesywnosc¢ kinezyny-
1 0 25% (Sirajuddin i wsp., 2014). Jesli chodzi o inne kinezyny, to w przypadku kinezyny-
2 detyrozynacja powodowata wzrost szybkosci (dwukrotny) i procesywnosci (2.5 razy)
(Sirajuddin i wsp., 2014). Natomiast kinezyna-3 oraz kinezyna-5 preferowaty
tyrozynowane mikrotubule i w rownym stopniu wigzaty sie do mikrotubul w aksonie
i dendrytach (Kahn i wsp., 2015; Tas i wsp., 2017). Kinezyna-13 MCAK, ktora
depolimeryzuje mikrotubule, miata wyzszg aktywno$é¢ wobec tyrozynowanych
mikrotubul (Peris i wsp., 2009), nawet 2.5 razy (Sirajuddin i wsp., 2014). Wobec tego,
detyrozynacja mikrotubul moze zapobiega¢ depolimeryzacji zaleznej od MCAK (Peris

i wsp., 2009).
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Ryc. 1.17 Rozmieszczenie mikrotubul w neuronie z uwzglednieniem tyrozynacji i detyrozynacji,
a takze orientacji mikrotubul i dystrybucji wybranych biatek MAP — w zaleznosci od stopnia
zréznicowania neuronu (Moutin i wsp., 2020; zmienione). Wraz z rozwojem neuronu zwieksza
sie udziat stabilnych (detyrozynowanych i A2) mikrotubul, co wida¢ zwtaszcza w aksonach.
Ponadto, warto zwrdci¢ uwage na rdznice w orientacji mikrotubul w aksonach (jednolicie
utozone), a w dendrytach (naprzemiennie)

Dyneina poruszata sie czterokrotnie wolniej na detyrozynowanych mikrotubulach,
co jest najwiekszym znanym wptywem modyfikacji potranslacyjnych tubuliny na
generacje ruchu przez motor molekularny (McKenney i wsp., 2016). Tyrozynacja a-
tubuliny byta wymagana do inicjacji ruchu przez ten kompleks, ale do kontynuacji ruchu
juz nie (McKenney i wsp., 2016). Tyrozynacja i detyrozynacja mikrotubul sg tez wazne
podczas mitozy. Modyfikacja ta wybidérczo kieruje biatkami motorycznymi
zaangazowanymi w procesie podziatu komérki. Przyktadowo, biatko CENP-E/Kinezyna-7
(ang. centromere-associated protein E) transportuje chromosomy do ptytki
metafazowej. Proces ten jest promowany poprzez preferencje CENP-E do transportu po

detyrozynowanych mikrotubulach (Barisic i wsp., 2015; Barisic i Maiato, 2016).
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Kolejng modyfikacjg, ktéra wptywa na aktywnos¢ biatek motorycznych
jest glutamylacja. W badaniach in vitro z udziatem oczyszczonych biatek dowiedziono,
ze glutamylacja miata zréznicowany wptyw na kinezyny. W przypadku kinezyny-2
wystarczyt fancuch o dtugosci 3 reszt kwasu glutaminowego zeby szybkosc
i procesywnos¢ wzrosta okoto 1.5 razy. Z kolei, kinezyna-1 reagowata podobnym
zwiekszeniem procesywnosci dopiero przy 10 resztach glutaminianu. Natomiast,
dyneina i depolimeryzujgca mikrotubule kinezyna-13 nie byty wrazliwe na glutamylacje.
Dodatkowo, kinezyna-1 miata trzykrotnie nizszg procesywnos¢ na mikrotubulach
zbudowanych z izotypu B3 (TUBB3) z powodu obecnosci dodatnio natadowanej reszty
lizyny w ogonie tubuliny tego wariantu. Zaobserwowano, ze glutamylacja — zaréwno
tancuch sktadajacy sie z 3, jak i 10 reszt Glu, niwelowata hamujgcy wptyw lizyny na
kinezyne-1 (Sirajuddin i wsp., 2014). Wykazano tez, ze poliglutamylacja bezposrednio
reguluje interakcje miedzy mikrotubulg a dyneing, brak tej modyfikacji umiarkowanie

ostabiat ruchliwos¢ wici bez zauwazalnych zmian strukturalnych (Kubo i wsp., 2010).

Jesli chodzi o wptyw poliaminacji tubuliny na oddziatywanie z kinezynami,
to w jednej publikacji (Del Duca i wsp., 2009) pokazano, ze modyfikacja ta obniza
zarowno czestotliwosé wigzania, jak i szybkos¢ poruszania sie kinezyny-1 (KIF5C)

po mikrotubulach (nawet o 50%).

Acetylacja zwiekszata powinowactwo kinezyny-1 do mikrotubul i jej szybkos$¢ (Reed
i wsp., 2006; Cai i wsp., 2009; Tas i wsp., 2017). Poza tym pokazano jej wptyw na
transport tadunkdw w neuronach, ale nie dowiedziono, ze sama acetylacja ma takie
dziatanie (Godena i wsp., 2014; Kim i wsp., 2016; Guo i wsp., 2017; Dompierre i wsp.,
2007). Badania z uzyciem oczyszczonych biatek nie dowiodly takiej zaleznosci jak
w komérkach i wykazano, ze acetylacja nie ma bezposredniego wptywu na szybkosc
poruszania sie oraz dtugos$¢ przebiegu czgsteczek kinezyny po mikrotubulach (Walter
i wsp., 2012; Kaul i wsp., 2014). Pozostate modyfikacje wymienione w tabeli (Tab. 1.1)
nie zostaty zbadane pod katem ewentualnego wptywu na aktywnos$¢ motorow

molekularnych.
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2. Cel pracy

Mimo, iz kinezyny majg dobrze zachowang ewolucyjnie ok. 40-kDa domene
motoryczng, generacja ruchu przez réznych przedstawicieli tej rodziny odbywa sie
w sposob indywidualny. Najlepiej poznanym biatkiem z rodziny kinezyn jest kinezyna-1,
ktora nie tylko transportuje tadunki, lecz réwniez reorganizuje sie¢ mikrotubul
w komorce. Biologiczne znaczenie procesu przesuwania dwdch mikrotubul jest bardzo
istotne i dotyczy takich zjawisk, jak podziat komérki, powstawanie wypustek
komoérkowych, np. aksondéw, cyrkulacja cytoplazmy w oocytach, a takze reorientacja
mikrotubul pod wzgledem ich polarnosci w neuronach, co staratam sie przedstawi¢ we
Wstepie rozprawy. Jak dotychczas, w przypadku kinezyny-1 nie jest znany molekularny
mechanizm tego zjawiska, w tym parametry takie, jak szybkos¢ przesuwania mikrotubul,
ich wzajemna orientacja podczas transportu, mozliwosci zmiany kierunku ruchu,
itp. Wydaje sie, ze przyczyng braku danych doswiadczalnych dotyczacych ruchu par
mikrotubul przez kinezyne-1 byta niedostepnos¢ metody obserwacji tego zjawiska

in vitro.

Dlatego tez, pierwszym celem niniejszej pracy byto opracowanie metody,
ktéra umozliwiataby ilosciowe pomiary przesuwania mikrotubul wzgledem siebie

napedzanego przez czgsteczki kinezyny-1 in vitro.

Drugim celem pracy byly pomiary szybkosci i dtugosci przebiegu mikrotubul
transportowanych podczas przesuwania dwoéch mikrotubul wzgledem siebie
w zaleznosci od stezenia kinezyny-1 petnej dtugosci, a takze przeanalizowanie zmian
czasu trwania przerw w trakcie tego rodzaju transportu. Ponadto, w omawianym celu
zawierat sie takze opis i analiza innych zjawisk, ktére zaobserwowano podczas
przesuwania dwéch mikrotubul, takich jak obracanie i zawracanie mikrotubul, czy ich

transport w dwdch kierunkach.

Trzecim celem pracy byto zbadanie, czy modyfikacje potranslacyjne tubuliny maja
wplyw na przesuwanie mikrotubul przez kinezyne-1. Do tej pory zostato to ustalone dla
samej domeny motorycznej kinezyny-1, podczas transportu tadunkdéw przez pojedyncze
czasteczki, a wplyw modyfikacji potranslacyjnych tubuliny na zjawisko ruchu par

mikrotubul przez kinezyne-1 nigdy nie byt badany.
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3. Materiaty

3.1 Szczepy bakterii

Tab. 3.1 Szczepy bakteryjne

Nazwa szczepu i pochodzenie

Genotyp

E. coli Top10F (Invitrogen)

F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) $80/acZAM15
AlacX74 nupG recAl araD139 A(ara leu) 7697
galE15 galK16 rpsL(StrR) endAl A-

E. coli BL21(DE3)pLysS

F- ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) A(DE3)

(Novagen) pLysS(cmR)
F- ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) A(DE3)
E. coli Rosetta (Novagen) pLysS(cmR)

geny kodujgce tRNA rzadkich kodonéw

3.2 Plazmidy do nadprodukgiji biatek

Tab. 3.2 Plazmidy do ekspresji biatek rekombinowanych

rozpoznawane przez proteaze PreScission
miedzy metkg a biatkiem.

Nazwa Opis Opornoé¢ | Zrédio
Plazmid do nadprodukcji biatka w komadrkach
OOETIN- owadzich, zawierajacy sekwencje kodujaca Niniejsza
kinezyne-1 petnej dtugosci typu dzikiego, a Ampicylina
Kif5Sb-eGFP . yne _ Peine] fg _ vp & . picy praca
takze eGFP i metke polihistydynowg na koncu
karboksylowym biatka.
Plazmid do nadprodukcji biatka w komdrkach
pOET1N- owadzich, zawierajacy sekwencje kodujaca Niniejsza
Kif5b-AH2- kinezyne-1 bez zawiasu-2, eGFP i metke Ampicylina praca
eGFP polihistydynowag na koncu karboksylowym
biatka.
Plazmid do nadprodukcji biatka w komadrkach
pGEX-4T- | E. coli, zawierajacy sekwencje kodujacg ligaze o Niniejsza
o ) Ampicylina raca
1-TTL tyrozynowa tubuliny i metke GST na koncu P
aminowym biatka.
Plazmid do nadprodukc;ji biatka w komadrkach
E. coli, zawierajacy sekwencje kodujaca
pGEX-4T- | glutamylaze 7 tubuliny, metke GST na koricu o Niniejsza
) ] ] o Ampicylina raca
1-TTLL7 aminowym biatka, a takze miejsce P
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3.3 Pozywki do hodowli bakteryjnych

e Luria Broth (LB) ptynne — 1% pepton kazeinowy, 1% NaCl, 0.5% ekstrakt
drozdzowy, pH 7.2 -7.5
e LB state — skfad jak wyzej, a dodatkowo 1.5% agar

® SOC (ang. super optimal catabolite repression) — 2% pepton kazeinowy, 0.5%
ekstrakt drozdzowy, 10 mM NacCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgS04, 10 mM MgCl2,
20 mM glukoza

3.4 Bufory

Wiekszos¢ odczynnikéw do badan zostata zakupiona w Sigma-Aldrich (Niemcy) oraz

Roth (Niemcy), w przypadku wazniejszych substancji zatgczono numery katalogowe (nr

kat.).

Tab. 3.3 Bufory uzywane w niniejszej pracy

Nazwa

Sktad

Przygotowanie komorek chemokompetentnych

Bufor K

60 mM CaCly, 15% glicerol (v/v), 10 mM Pipes, pH 7

Elektroforeza agarozowa

TAE

40 mM Tris-octan and 1 mM EDTA, pH 8.3

Bufor do prébek
DNA, 6x stezony

0,25% btekit bromofenolowy, 30% glicerol

Elektroforeza SDS-PAGE

Bufor do prébek
biatkowych, 5x
stezony

0.25 M Tris-HCI, 10% SDS, 0.5% btekit bromofenolowy, 50%
glicerol (v/v); 0.5 M DTT (przed uzyciem)

Bufor glicynowy

0.125 mM Tris (zasada), 1.92 M glicyna, 1% SDS, pH 8.3

Western Blot

TBST — do transferu

25 mM Tris-HCl, 150 mM NacCl, 0,1% Tween20, pH 7,4

Bufor substratowy
dla alkalicznej 100 mM Tris-HCI, 100 mM NacCl, 5 mM MgCl,, pH 9,5
fosfatazy
Preparatyka tubuliny oraz praca z mikrotubulami
) 100 mM PIPES-KOH, 2 mM EGTA, 0,1 mM EDTA; 1 mM ATP i 2
PM bez glicerolu

mM DTT (przed uzyciem), pH 6,9

PM z glicerolem

100 mM PIPES-KOH, 2 mM EGTA, 0,1 mM EDTA, 30% glicerol
(v/v); 1 mM ATP i 2 mM DTT (przed uzyciem), pH 6,9
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PEM

100 mM PIPES-KOH, 0,5 mM MgClz, 1 mM EGTA, pH 6,85

Brb80

80 mM PIPES-KOH, 1 mM MgClz, 1 mM EGTA, pH 6,9

Brb80-MT

80 mM PIPES-KOH, 1 mM MgCl;, 1 mM EGTA, 30 uM taksol
(Sigma-Aldrich, nr kat. T7191), 1 mM DTT, pH 6,9

Inhibitory proteaz i inne dodatki do dezintegracji komoérek

1 mM PMSF, 2 ug/ml aprotynina (Sigma-Aldrich, nr kat.
A6279), 10 ug/ml pepstatyna A (Roth, nr kat. 2936.2), 50

Stezenia w
buforach ug/ml leupeptyna (Roth, nr kat. CN33.4), 3 ug/ml DNAza |
uforac
(Roche, Szwaijcaria nr kat. 10104159001), 8 ug/ml RNAza
(Roth, nr kat. 7164.1)
Preparatyka ligazy tyrozynowej i tyrozynacja tubuliny
TTL-1 1 x PBS (137.7 mM NacCl, 2.7 mM KCl, 9.55 mM bufor

(dezintegracja
komorek)

fosforanowy — 10 mM Na;HPO4 i 1.8 mM KH;P04), 10 mM
MgCly; inhibitory proteaz i 5 mM DTT (przed uzyciem), pH 7.4

TTL-2 (ptukanie)

50 mM Tris-HCl, 0.5 M NacCl, 10 mM MgCly; 5 mM DTT (przed
uzyciem), pH 7.5

TTL-3 (elucja)

50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 10 mM MgClz, 10 mM
glutation, pH 7.5

Bufor do
. 1 x BRB80, 1 mM DTT, 0.3 mM tyrozyna, 2 mM ATP
tyrozynacji
Preparatyka glutamylazy 7 tubuliny i glutamylacja
TTLL-1

(dezintegracja
komorek)

50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl; inhibitory proteaz (przed
uzyciem), pH 7.5

TTLL-2 (ptukanie)

20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 7.4

TTLL-3 (ptukanie i
odcinanie metki)

50 mM Tris-HCl, 20 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH 7.4

Bufor A

20 mM HEPES, 50 mM NacCl, 5 mM, MgCl,, 1ImM ATP, 1 mM
gutaminian, 1 mM DTT, pH 7.0

Preparatyka kinezyny-1

K-1 (dezintegracja
komorek)

50 mM Tris, 0.4 M NaCl, 20 mM imidazol, 2 mM MgCl;
inhibitory proteaz (50 pg/ml leupeptyny), 10 mM 2-
merkaptoetanol, 40 uM ATP (przed uzyciem)
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20 mM Tris, 0.3 M NacCl, 10 mM imidazol, 2 mM MgCly;

K-2 (ptukanie) inhibitory proteaz (10 ug/ml leupeptyny), 40 uM ATP (przed
uzyciem)
. 20 mM Tris, 0.2 M NacCl, 30 mM imidazol, 2 mM MgCly;
K-3 (ptukanie L
drugie) inhibitory proteaz (10 ug/ml leupeptyny), 40 uM ATP (przed
rugie

uzyciem)

K-4 (elucja)

20 mM Tris, 0.1 M NacCl, 250 mM imidazol, 2 mM MgCl;; 5
ug/ml leupeptyny), 40 uM ATP (przed uzyciem)

Bufory do testu ruchliwosci pojedynczych czasteczek

Brb20

20 mM PIPES-KOH, 1 mM MgClz, 1 mM EGTA, pH 6,9

Brb20-S

1x Brb20, 0.05% Pluronic F127, 40 mM glukoza, 0.2 mg/ml
kazeina, 50 mM KCl, 20 uM taksol, 1 mM DTT; opcjonalnie
antyoksydanty: 20 ug/ml oksydaza glukozowa i 8 pg/ml

katalaza (Sigma-Aldrich, nr kat. odpowiednio G7141 i C40)

Bufory do testu gliding

Bufor blokujgcy

1x Brb20, 0.5 mg/ml kazeina

Bufor G

1 x Brb20, 0.5 mg/ml kazeina, 40 mM glukoza, 20 uM taksol, 1
mM DTT, opcjonalnie antyoksydanty: 20 pug/ml oksydaza
glukozowa, 8 ug/ml katalaza

Bufory do testu przesuwania dwdéch mikrotubul wzgledem siebie

Bufor 1 1 x Brb80, 20 uM taksol, 0.05% Pluronic F127
Bufor 2 1 x Brb20, z 0.075 mg/ml kazeina, 0.05% Pluronic F127, 40 mM

ufor

glukoza, 20 uM taksol

Bufor 3 Brb20, z 50 mM KCl, 0.075 mg/ml kazeina, 0.05% Pluronic

ufor

F127, 40 mM glukoza, 20 uM taksol
Bufor 3, 20 ug/ml oksydaza glukozowa, 8 pg/ml katalaza, 10

Bufor 4

mM DTT
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4. Metody
4.1 Przygotowywanie konstruktéw DNA do produkcji biatek

rekombinowanych

4.1.1 Hodowla bakteryjna

W celu uzyskania pojedynczych kolonii bakterie wysiano na szalki ze statg pozywka
LB, ktéra zawierata 1.5 % agaru oraz odpowiedni antybiotyk, ktdry pozwalat na selekcje,
a w konsekwencji wzrost jedynie bakterii z plazmidem niosgcym opornos¢ na ten
zwigzek chemiczny. Hodowle prowadzono w 37°C przez 14-16 h. Wybrang pojedyncza
kolonie przeniesiono do podfoza ptynnego (LB lub inne, jesli zaznaczono w protokole)
z antybiotykiem i hodowano 14-16 h z wytrzgsaniem w 37°C. Po tym czasie bakterie
wykorzystano jako inokulum do dalszej hodowli w zawiesinie albo materiat do izolacji
plazmidéw (a konkretnie osad bakterii po zwirowaniu). W celu dtugotrwatego
przechowywania kultur bakteryjnych do zawiesiny bakterii dodano glicerol do stezenia

25-30% i umieszczono w temperaturze -80°C.

4.1.2 lzolacja DNA plazmidowego

Plazmidy izolowano z osadu bakterii przygotowanego jak to opisano w punkcie
4.1.1. Dalsza procedura byfa wykonana zgodnie z zaleceniami producenta wybranego
zestawu do izolacji plazmidowego DNA — Thermo Fisher Scientific, USA (nr kat. K0481)
lub EurX, Polska (nr kat. E3500). Oczyszczone plazmidy zawieszano w sterylnej wodzie
dejonizowanej i przechowywano w temperaturze -20°C.

4.1.3 Przygotowanie bakterii chemokompetentnych i transformacja wybranym

plazmidem

Komorki kompetentne to takie, ktére sg zdolne do pobierania egzogennego DNA
(zwykle plazmidowego) ze srodowiska. Taka kompetencja moze by¢ naturalna
(np. u Bacillus subtilis) lub wywotana sztucznie w laboratorium. Istniejg dwie metody —
elektroporacja i chemokompetencja za pomocy chlorku wapnia. Obie prowadzg
do powstania otworéw w Scianie komdrkowej bakterii, dzieki ktdrym komérka staje sie

przepuszczalna dla obcego DNA. W niniejszej pracy stosowano metode chemiczng.

Z catonocnej hodowli bakterii pobrano 1 mli dodano do 100 ml swiezej pozywki LB.
Catos¢ inkubowano z wytrzgsaniem w 37°C do ODsgo = 0.375 (ang. optical density),
cotrwato ok. 1.5 — 3 h. Nastepnie hodowle przeniesiono do dwéch probdéwek

wiréwkowych o objetosci 50 ml i inkubowano w lodzie przez 10 min. Potem wirowano
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przez 7 min w 4°C przy 1600 x g. Supernatant usunieto, a kazdy osad zawieszono
delikatnie w 10 ml buforu K (z 60 mM CacCl,). Zawiesine ponownie wirowano przez 5 min
w 4°C, 1100 x g. Supernatanty oddzielono, a kazdy osad delikatnie zawieszono w 10 ml
buforu K i inkubowano 30 min w lodzie. Po tym czasie zawiesine wirowano przez 5 min
w 4°C przy 1100 x g. Supernatanty usunieto, a osady zawieszono w 1 ml buforu K kazdy.
Zawiesiny byty tgczone, dzielone na porcje do eppendorféw po 50 — 100 ul, mrozone

w ciektym azocie i przechowywane w -80°C.

Do rozmrozonych w lodzie bakterii kompetentnych dodano schtodzone DNA
plazmidowe o stezeniu 0.1 ng/ul (3 ul DNA na 50 pl bakterii) i wymieszano bardzo
delikatnie bez pipetowania. Zawiesine pozostawiono na 40 min w lodzie, potem
umieszczono w bloku grzejnym i inkubowano w temp. 42°C przez 50 s,
po czym przeniesiono do lodu na 2 min. Szok cieplny byt wykorzystywany po to,
aby czasowo zdestabilizowac btone komdrkowa bakterii, zwiekszajgc
jej przepuszczalnos$é, co w konsekwencji pozwalato na wprowadzenie plazmidowego
DNA. Ponowne umieszczenie w lodzie pozwalato na ,przywrdécenie” struktury
podstawowej btony komédrkowej, a efekt ten byt wzmocniony przez dodanie swiezej
pozywki. W niniejszej pracy uzywano SOC, ogrzanego do temperatury pokojowej
w objetosci 1 ml na 50 ul zawiesiny bakterii. Takg zawiesine hodowano przez 1 h w 37°C
z wytrzgsaniem ok. 200 rpm, a w przypadku ,problematycznych” konstruktéw w 30-33°C
przy 120-140 rpm. Po tym czasie bakterie wirowano przy 10 000 rpm przez 1 min
w temperaturze pokojowej. Supernatant usunieto, a osad zawieszono w 50 pl swiezej
pozywki i catos¢ wysiano za pomocg gtaszczki w podtoze state LB, zawierajgce antybiotyk
selekcyjny, odpowiedni dla danego wektora. W przypadku transformacji do szczepu
ekspresyjnego bakterie zawieszono w 200 pl i na szalki ze statym LB naniesiono 5-15 pl
zawiesiny. Tak przygotowane szalki z bakteriami inkubowano przez 16h w 37°C lub 30-

33°C w przypadku ,,problematycznych” konstruktéw.

4.1.4 Klonowanie molekularne
Procedure rozpoczynano od projektowania starteréw. W niniejszej pracy do tego
celu uzywano programu ApE, A plasmid Editor (dostepny na stronie:

https://jorgensen.biology.utah.edu/wayned/ape/). Startery zawieraty sekwencje

rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne lub metki pozwalajgce na pdiniejsze

oczyszczanie biatka przez chromatografie powinowactwa, a takze ewentualne mutacje.
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Wybrany gen amplifikowano przy uzyciu PCR i rozdzielano przez elektroforeze
agarozowq. Po izolacji z zelu powielony fragment i wektor trawiono enzymami
restrykcyjnymi, po czym znowu poddawano elektroforezie i oczyszczaniu (izolacji z zelu).
Nastepnie po fosforylacji obu fragmentdéw taczono je za pomocg ligazy. Mieszaning po
ligacji transformowano bakterie TOP10 i selekcjonowano w hodowli odpowiednimi
antybiotykami. Plazmidy izolowano, a nastepnie sprawdzano za pomocg enzymoéw
restrykcyjnych i elektroforezy agarozowej. Ostatnim etapem byto sekwencjonowanie
uzyskanego konstruktu DNA. Ustuge sekwencjonowania, tak jak i synteze
zaprojektowanych  starteréw do PCR zrealizowano w firmie Genomed.
Wyniki sekwencjonowania analizowano za pomocg programu Clone Manager (Sci-Ed
Software, USA). Jesli sekwencja byta poprawna, to wykonywano kolejng transformacje

— do ekspresyjnego szczepu bakterii (E. coli Rosetta lub rzadziej BL21).

4.1.5 Mutageneza ukierunkowana

Jak sama nazwa wskazuje, jest to procedura, ktérej celem jest m.in. wprowadzenie
odpowiednich mutacji: punktowych, delecji, insercji w sekwencje kodujacg badane
biatko. Mutacje sg wprowadzane na zaprojektowanych wczesniej starterach. W tym
przypadku amplifikowany byt caty plazmid, a matryca nie zawierajagca mutacji byta
usuwana przez trawienie enzymem Dpnl, ktéry trawit metylowane DNA (DNA po PCR nie
ma metylacji). Tak uzyskany produkt byt poddawany kolejno elektroforezie,
izolacji z zelu, fosforylacji, ligacji i transformacji do szczepu TOP10. Dalsza procedura

wygladata identycznie, jak w przypadku standardowego klonowania (4.1.4).

4.1.6 tancuchowa reakcja polimerazy

Metoda ta, powszechnie stosowana w laboratoriach, byta nieodfgcznym
elementem niniejszej pracy. W skrécie nazywana PCR (ang. polymerase chain reaction)
jest cykliczng reakcjg powielania DNA w probdwce. Najwazniejsze komponenty reakgcji
to, poza DNA matrycowym, termostabilna polimeraza DNA oraz startery, czyli krotkie
(20-30 nukleotyddéw) syntetyczne fragmenty DNA. Startery byty dobierane tak,
aby otaczaty z obu stron fragment DNA, ktory miat by¢ amplifikowany. W przewazajgcej
czesci starter sktadat sie z fragmentu komplementarnego do matrycy (ewentualnie mégt
zawiera¢ wybrang mutacje), areszta stanowita np. sekwencje rozpoznawang przez
enzymy restrykcyjne, co z kolei umozliwiato pdiniejsze wigczenie powielonego

fragmentu DNA w odpowiednim miejscu w docelowym wektorze plazmidowym.
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Reakcje PCR wykonano w oparciu o cykliczne zmiany temperatury (Tab. 4.1), z ktorych

kazda odpowiadata innemu procesowi:

e 98°C — denaturacja DNA, czyli rozdzielenie podwdjnej helisy na dwie nici
pojedyncze

e 50— 65°C— przytgczanie starteréw do matrycy, doktadng temperature obliczano
indywidulanie dla kazdej pary starterow

e 72°C — elongacja, podczas ktérej polimeraza syntetyzuje nowg ni¢ DNA

z nukleotyddéw dostepnych w mieszaninie reakcyjnej, w kierunku od 5’ do 3’

Tab. 4.1 Przyktadowy program PCR dla polimerazy Phusion

Etap Temperatura Czas Liczba cykli
Denaturacja 98°C 30s 1
wstepna
Denaturacja 98°C 7s
Przytgczanie 50-65°C 20s
25-35
starterow
Elongacja 72°C 20-30s/ kpz
Koricowa elongacja | 72°C 5—-10 min 1

Do przeprowadzania reakcji PCR wybrano polimeraze Phusion (Thermo Scientific,
nr kat. F534L), poniewaz jest bardzo doktadna — popetnia 50 razy mniej btedow niz

klasyczna polimeraza Taq (z Thermus aquaticus), a do tego jest szybka.

Jesli wartos¢ temperatury przytgczania starterow byta zblizona do 72°C, to wtedy
ten etap (50-65°C) pomijano. Po koncowej elongacji zwykle dla zabezpieczenia
produktow PCR ustawiano chtodzenie (4°C, <=). Produkty amplifikacji DNA byty
nastepnie sprawdzane przez elektroforeze agarozowg (punkt 4.1.8) i ewentualnie

izolowane z zelu (gdy naniesiono catg objetosé reakgji).

4.1.7 Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi

Pochodzace z bakterii endonukleazy restrykcyjne trawia DNA w miejscach
odpowiadajacych specyficznym sekwencjom. Wykorzystywane sg zaréwno przy
rutynowej kontroli DNA plazmidowego wyizolowanego z bakterii, jak i w klonowaniu

molekularnym — konice lepkie lub tepe otrzymane po trawieniu pozwalajg potgczyé
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wybrane fragmenty DNA w precyzyjnie okreslonym miejscu plazmidu (4.1.4). Wiekszos¢
enzymow restrykcyjnych uzywanych w niniejszej pracy pochodzita z Thermo Scientific.
Reakcje przeprowadzano zgodnie zaleceniami producenta, a produkty (fragmenty DNA)

rozdzielano przez elektroforeze agarozowsa.

4.1.8 Elektroforeza agarozowa

Jest to powszechnie znana i stosowana metoda analizy DNA. Oprdcz roli typowo
kontrolnej pozwala tez na doktadne oddzielenie produktu PCR od starteréw,
czy fragmentéw DNA powstatych po trawieniu enzymami restrykcyjnymi. Ujemnie
natadowane DNA jest rozdzielane ze wzgledu na rozmiar czasteczki (dtugosé). Rozdziat
prowadzono w Zzelu skfadajgcym sie z 0.8 — 1% agarozy zawieszonej w buforze TAE.
Do ptynnego zelu dodano barwnik — Serva DNA Stain Clear G (Serva, Niemcy, nr kat.
39804.01) lub Roti GelStain (Roth, Niemcy, nr kat. 3865.1), ktéry specyficznie wigzat sie
z DNA i tym samym pozwalat na jego wizualizacje poprzez naswietlanie UV (dtugos¢ fali
A =260 nm). Standardowe wymiary zelu jaki stosowano to 0.8 x 7 x 10 cm. Do studzienek
naniesiono DNA zawieszone w buforze do probek (Tab. 3.3). Markerem wielkosci byt
GeneRuler 1 kb DNA ladder (Thermo Scientific, nr kat. SM0311). Elektroforeze

prowadzono przy napieciu 100 V przez okoto 30 min. Po rozdziale zel dokumentowano.

4.19 Izolacja DNA z zelu

DNA izolowano z zelu za pomocg zestawu z Thermo Scientific (nr kat. K0692).
Procedure wykonano wedtug wskazéwek producenta. Z zelu po elektroforezie wycinano
maty bloczek otaczajgcy odpowiedni fragment DNA. Nastepnie ten fragment agarozy
uptynniano i catos¢ nanoszono na kolumienki ze ztozem krzemionkowym, ktére wigzato
DNA. Po kilku ptukaniach DNA eluowano sterylng wodg dejonizowang podgrzang do ok.
40°C.

4.1.10 Fosforylacja DNA

Startery DNA do reakcji PCR zazwyczaj sg nieufosforylowane i w konsekwencji
produkt PCR nie ma reszty fosforanowej na koricu 5. Do fosforylacji DNA uzywano
kinazy polinukleotydowej PNK T4 z Thermo Scientific (nr kat. EK0032) i procedure
wykonywano zgodnie z opisem producenta. Etap ten jest wazny, poniewaz ligaza faczy

tylko ufosforylowane korice DNA.
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4.1.11 Ligacja

Jest to proces faczenia fragmentéw DNA, dwdoch koncéw jednego fragmentu albo
dwéch osobnych fragmentéw — wektora i wstawki, ktére zawierajg komplementarne
korice, pozwalajgce na wtgczenie wstawki (genu) do wektora w odpowiedniej orientaciji.
Ligacje przeprowadzano za pomocg enzymu — DNA ligazy T4 z Thermo Scientific (nr kat.
ELO016). Wazne byto m.in. stosowanie odpowiednich proporcji DNA plazmidowego do
DNA wstawki (np. 1:3 lub 1:5). Ligacje wykonano zgodnie z zaleceniami producenta.

W celu podniesienia wydajnosci reakcje prowadzono przez 16h w 18°C.

4.2 Produkcja i oczyszczanie biatek

Na potrzeby niniejszej pracy wyprodukowano i oczyszczono rézne rodzaje biatek —
zarowno te stanowigce przedmiot badan, m.in. kinezyna-1 petnej dtugosci,
jak i pomocnicze (enzymy do modyfikacji tubuliny). Ze wzgledu na to, ze biatka bardzo
réznig sie miedzy sobg wtasciwosciami, wielkoscig i ksztattem czgsteczki, kazde z nich
wymaga indywidualnego dopasowania warunkow ekspresji i izolacji. W zwigzku
z powyzszym, dla uproszczenia, szczegdty dotyczace produkcji i oczyszczania zawarto

w podrozdziale dotyczgcym danego biatka.

4.2.1 Chromatografia powinowactwa

Wspdlnym elementem tgczacym sposdb oczyszczania wiekszosci biatek uzywanych
w niniejszej pracy byta metoda znana jako chromatografia powinowactwa. Ogdlnie rzecz
ujmujac, chromatografia to metoda rozdzielania mieszanin, w ktdrej poszczegdlne
elementy roztworu s3 poddawane rozdysponowaniu miedzy faze stacjonarng
(nieruchoma, np. kolumna ze ztozem), a faze mobilng (ruchomg, przyktadowo roztwér

biatka).

Chromatografia powinowactwa stanowi szczegdlny rodzaj chromatografii
kolumnowej. Opiera sie na bardzo specyficznych oddziatywaniach. Faza stacjonarna —
ztoze w kolumnie zawiera ligand, do ktérego odwracalnie wigze sie celowo dodany

podczas klonowania fragment w biatku (tzw. metka).

Materiatem wyjsciowym do oczyszczania byt zazwyczaj osad komérek (bakteryjnych
lub owadzich) uzyskany w wyniku wirowania po ekspresji biatka i przechowywany w -
80°C. Pierwszym etapem oczyszczania byta dezintegracja komoérek (liza). Przewaznie

postugiwano sie w tym celu automatycznym urzgdzeniem Cell Disruptor firmy Constant
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Systems Limited (Wielka Brytania), w ktorym komorki byly poddawane wysokiemu
cisnieniu w obecnosci inhibitoréw proteaz, chronigcych izolowane biatko przed
enzymami proteolitycznymi, obecnymi naturalnie w komodrkach. Nastepnie lizat byt
wirowany, aby oddzieli¢ fragmenty komodrek. Supernatant mieszano ze ztozem
w odpowiednich proporcjach i inkubowano w 4°C na kotysce laboratoryjnej przez 60-90
min. Alternatywa byto powolne przepuszczanie supernatantu przez ztoze (np. 0.3
ml/min), ale metoda ta byta mniej wydajna. Nastepnym etapem byto ptukanie w celu
oddzielenia niespecyficznie zwigzanych substancji. Przewaznie wykorzystywano do tego
bufor zsolg o dos¢ wysokim stezeniu (np. chlorek sodu lub potasu 200-300 mM).
Koncowym krokiem byta elucja (wymywanie) biatka ze ztoza przez dodawanie do buforu
elucyjnego substancji, ktéra np. ma wieksze powinowactwo do ztoza niz metka danego
biatka. Bufor do elucji przepuszczono powoli, aby w najwiekszym stopniu odzyskac
biatko. Po elucji opcjonalnie zageszczano preparat, dodawano glicerolu lub sacharozy
w celu krioprezerwacji biatka, dzielono na mniejsze porcje do matych probéwek typu

eppendorf, mrozono w ciektym azocie i przechowywano w -80°C.

Przyktadem uzywanym w niniejszej pracy jest ztoze z jonami niklu (Ni?*) z Thermo
Scientific (nr kat. 88221), do ktérego przytagcza sie sekwencja szesciu histydyn
(tzw. metka polihistydynowa), a eluentem jest imidazol w stezeniu 200 —400 mM. Zaletg
tej metki jest jej maty rozmiar. Do oczyszczania biatek stosowano tez ztoze z glutationem
(zredukowanym) z Thermo Scientific (nr kat. 16101). Do tego liganda ma powinowactwo
S-transferaza glutationu (ang. glutathione S-transferase, GST), dotfaczana do
rekombinowanego biatka jako metka, dodatkowo podnoszaca jego ekspresje
i rozpuszczalnos¢ (rozumiang jako mniejszg sktonnos¢ do agregacji). W tym przypadku
biatko odzyskiwano przez elucje buforem z nadmiarem glutationu, ktéry konkurencyjnie
wigze sie z GST biatka rekombinowanego i tym samym zastepuje tripeptyd (glutation)

immobilizowany na ztozu.

4.3 Podstawowe metody analizy biatek
4.3.1 Rozdziat biatek w zelu poliakryloamidowym
Metoda powszechnie znana jako SDS-PAGE (ang. sodium dodecyl sulfate—
polyacrylamide gel electrophoresis) stuzy do separacji biatek pod wzgledem masy

czasteczkowej w warunkach denaturujacych (Laemmli, 1970).
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Probki biatkowe mieszano w odpowiedniej proporcji ze specjalnym buforem
zawierajgcym SDS, glicerol, czynnik redukujacy (DTT Ilub 2-merkaptoetanol)
oraz barwnik — btekit bromofenolowy. Tak przygotowang prébke tuz przed nanoszeniem
na zel inkubowano w 95-100°C przez 5 min. Wysoka temperatura, SDS oraz czynnik
redukujgcy powodowaty rozfatdowanie biatek ze struktury przestrzennej w liniowg. SDS
dodatkowo powlekat taiicuch biatkowy tadunkiem ujemnym, ktéry umozliwiat migracje
w zelu. Wykorzystywano tu tzw. system nieciggly, w ktorym biatka najpierw ulegaty
zageszczeniu migrujac przez zel o mniejszym stopniu usieciowania (zel zageszczajacy,
o zawartosci 4% akryloamidu, pH 6.8). Nastepnym etapem byt wiasciwy rozdziat w zelu
separujgcym o wyzszym stezeniu akryloamidu (w tej pracy zwykle 12%, pH 8.8).
Wspomniany akryloamid to wtasciwie mieszanina akryloamidu i bisakryloamidu

w stosunku 37.5:1 (Roth, nr kat. 3029.1).

Rozdziat prowadzono w aparacie firmy Bio-Rad (USA). Prébki z biatkami oraz wzorce
(Thermo Scientific, nr kat. SM26619) naniesiono do studzienek w zelu, ktory miat
grubosé 1 mm. Elektroforeza odbywata sie w dwdch etapach, najpierw przy napieciu 90
V przez 20 min, a potem 150 V do momentu wyptyniecia barwnika z zelu (ok. 70 min).
Po rozdziale zele barwiono przez ok. 15 h roztworem koloidalnym bfekitu
brylantynowego RotiBlue (Roth, nr kat. A152.1) w 20% metanolu. Po tym czasie zel

odbarwiano w 20% roztworze metanolu i dokumentowano.

4.3.2 Western blot

Metoda ta, okreslana takze jako immunodetekcja biatek, pozwala na specyficzne
wykrywanie badanego biatka za pomocg przeciwciat. Pierwszy etap tej procedury
stanowit rozdziat w Zzelu poliakryloamidowym (4.3.1). Nastepnie biatka rozdzielone
w zelu przeniesiono na membrane nitrocelulozowg (alternatywg  jest
poliwinylopirolidion, PVDF). W niniejszej pracy wykonywano transfer ,mokry”, tj. zel
i membrana byly zanurzone w buforze do transferu w trakcie trwania procedury.
Transfer odbywat sie w aparacie Cleaver Scientific (USA) przy natezeniu 300 mA przez 1
h (aparat wraz z zawartoscig umieszczono w lodzie) lub 30 mA przez 16-18 h w 4°C.
Nastepnie membrane inkubowano przez 1 h w temperaturze pokojowej w TBST z 5%
mlekiem w proszku odttuszczonym w celu zablokowania miejsc, ktére pozostawaty
wolne po transferze biatek z zelu. Kolejnym etapem byta inkubacja membrany z |-

rzedowymi przeciwciatami (rozpoznajacymi badane biatko) w roztworze TBST z 5%
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mlekiem przez 1h w temperaturze pokojowej lub przez 16-18 h w 4°C. Potem membrane
ptukano buforem TBST trzy razy po 10 min w celu usuniecia nadmiaru przeciwciat oraz
eliminacji niespecyficznie zwigzanych, ktdére mogtyby zaburzaé wynik. Nastepnie
membrane inkubowano w roztworze TBST zawierajgcym przeciwciata Il-rzedowe
sprzezone z alkaliczng fosfatazg przez 1 h w temperaturze pokojowej. Po tym czasie
membrane ponownie ptukano trzykrotnie po 10 min buforem TBST. Finalnym etapem
byta wizualizacja prazkow przez reakcje alkalicznej fosfatazy z jej substratami NBT (0.33
mg/ml) z Roth (nr kat. 4421.1) i BCIP (0.165 mg/ml) tez z Roth (nr kat. A155.1) w buforze
substratowym dla enzymu. W wyniku reakcji powstawat barwny produkt — formazan.
Inkubacje prowadzono do momentu wybarwienia sie prazkbw na membranie.

Tak uzyskany obraz dokumentowano.

4.3.3 Oznaczanie stezenia biatek metoda Bradforda

Jest to szybka metoda wymagajaca przynajmniej 1 ug biatka w prébce, ktéra polega
na interakcji pomiedzy btekitem brylantynowym (CBB G-250), a resztami argininy
(gtownie), histydyny, lizyny, tyrozyny, tryptofanu i fenyloalaniny (Bradford, 1976).
S3 to oddziatywania jonowe i hydrofobowe. Barwnik ten jest zabarwiony na brgzowo
w kwasnym srodowisku, a po zwigzaniu z biatkiem nastepuje zmiana koloru na niebieski.
Intensywnos¢ barwy niebieskiej jest proporcjonalna do stezenia biatka w roztworze.
W niniejszej pracy wykorzystywano komercyjnie dostepny odczynnik Bradford (Bio-Rad,
USA, nr kat. 5000205), ktéry w objetosci 1 ml mieszano z roztworem biatka (20 pl)
i inkubowano 5 min w temperaturze pokojowej. Po tym czasie zmierzono absorbancje
préby z biatkiem wzgledem préby kontrolnej (zawierajgcej bufor, w ktérym zawieszone
byto biatko) przy dtugosci fali A=595 nm. Nastepnie stezenie biatka odczytano z krzywej
wzorcowej BSA, ktdrg sporzadzono na podstawie pomiardw absorbancji przy réznych

stezeniach BSA w kilku (2-3) powtdrzeniach.

4.4 Tubulina

4.4.1 Oczyszczanie tubuliny w formie natywne;j

Tubuline pozyskiwano z mézgdéw wieprzowych wykorzystujgc preparatyke opisang
w literaturze (Mandelkow i wsp., 1985; Borisy i wsp., 1975). W skrécie procedura opiera
sie na cyklach polimeryzacji i depolimeryzacji tubuliny. Tubulina podczas inkubacji

w temperaturze ok. 37°C z dodatkiem GTP polimeryzuje, tworzgc mikrotubule.
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Natomiast mikrotubule w roztworze poddane niskiej temperaturze (0 —4°C) ulegaja
depolimeryzacji do tubuliny (dimerycznej).

Przeptukane woda dejonizowang mdzgi homogenizowano w buforze PM
z glicerolem, a potem materiat wirowano przez 15 min przy 11 000 x g w 4°C.
Supernatant filtrowano przez jatowa gaze, po czym wirowano ponownie przez 30 min
z szybkoscig 30 000 x g w 4°C. Nastepnie zebrano supernatant, dodano GTP
(Roth, K0564) do 0.1 — 0.3 mM, ATP do 1.5 mM (Sigma-Aldrich, nr kat. A26209)
oraz MgCl, do 4 mM. Mieszanine ogrzewano pod biezgcg woda do 35°C, co jakis$ czas
mieszajac, po czym inkubowano przez 60 min w 37°C w tazni wodnej. Obecnos¢ ATP
obnizata powinowactwo niektérych biatek (zaleznych od ATP) do mikrotubul,
co w konsekwencji pozwalato na czesciowe ich usuniecie (np. biatek motorycznych).
Nastepnym krokiem byto wirowanie przez 60 min, przy 30 000 x g w 35°C, w ogrzanym
rotorze. Mikrotubule znajdujgce sie w osadzie zawieszono w zimnym buforze PM
(bez glicerolu, ale z dodatkiem ATP i DTT) w schfodzonych wczes$niej szklanych
homogenizatorach recznych. Dla skutecznej depolimeryzacji zawiesine umieszczono
w lodzie na ok. 30 min i co jaki$ czas homogenizowano. Kolejno catos¢ wirowano w 4°C,
przy 91 000 x g, przez 30 min w celu usuniecia agregatow biatek i mikrotubul, ktére nie
ulegty depolimeryzacji do tubuliny. Supernatant zebrano i dodano ciepty glicerol
(p6t objetosci supernatantu), GTP do 0.5 mM, MgCl, do 4 mM, ATP do 1.5 mM.
Mieszanine inkubowano 40 min w 37°C, a potem wirowano 60 min w 35°C przy 98 000
x g. Nastepnie osad kolejny raz zawieszono w zimnym buforze PM bez glicerolu,
w schtodzonych homogenizatorach recznych. Catos¢ inkubowano w lodzie przez 40 min
i homogenizowano co 3-5 min. Potem wirowano w 4°C przez 30 min przy 91 000 x g.
Supernatant zebrano, zmierzono stezenie biatka (4.3.3) i zamrozono w -80°C. Jesli chodzi
o tubuline, to dla uproszczenia przyjmuje sie, ze 1 mg/ml tubuliny odpowiada stezeniu
molowemu 10 pM (w przeliczeniu na dimer tubuliny o masie czasteczkowej

ok. 100 kDa).

4.4.2 Znakowanie fluorescencyjne tubuliny

W celu umozliwienia obserwacji mikrotubul pod mikroskopem konieczne byto
wprowadzenie do tubuliny barwnika fluorescencyjnego. Wybrano ester bursztynianowy
Alexa Fluor 647 (Life Technologies, USA, nr kat. A37573), ktory reaguje z grupami

aminowymi powierzchniowych lizyn w tubulinie (Hyman i wsp., 1991). Jednakze,
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aby unikng¢ modyfikacji reszt lizyny znajdujgcych sie pomiedzy podjednostkami i ktére
biorg udziat w polimeryzacji, barwnik dodano do swiezo spolimeryzowanych mikrotubul.
Takg mieszanke poddano dodatkowemu cyklowi depolimeryzacji, polimeryzacji
i ponownej depolimeryzacji po to, aby pozby¢ sie tubuliny, ktéra utracita zdolnos¢ do

polimeryzacji.

Tubuline wyizolowang wedtug procedury opisanej w podrozdziale 4.4.1 rozmrozono
w lodzie, po czym wirowano 10 min przy 20 000 x g w 4°C. Supernatant zebrano i dodano
kolejno: PIPES o pH 6.9 do 0.45 M, DMSO do 10%, MgCl, do 1 mM oraz GTP do 1 mM.
Mieszanine zostawiono na 2 min w lodzie, przeniesiono do tazni wodnej i inkubowano
10 min w 37°C. Nastepnie wirowano 20 min przy 20 000 x g w 37°C, a otrzymane osady
mikrotubul zawieszono w zimnym buforze PEM (1/4 wyjsciowej objetosci tubuliny).
Depolimeryzacje prowadzono przez 10 min w lodzie i co 2-3 min delikatnie mieszano
przez pipetowanie. Potem do roztworu dodano GTP do 1 mM oraz DMSO do 10%,
inkubowano 2 min w lodzie, a nastepnie 10 min w 37°C, po czym dodano ester
bursztynianowy Alexa Fluor 647 rozpuszczony w bezwodnym DMSO (Invitrogen, USA,
nr kat. D12345). Na 10 mg tubuliny uzywano 0.5 mg znacznika fluorescencyjnego
o stezeniu 20 mg/ml. Mieszanine delikatnie wymieszano, inkubowano 10 min w 37°C
i wirowano 20 min w 37°C przy 20 000 x g. Potem osad zawieszono w zimnym PEM
i zostawiono na 10 min w lodzie i co 2-3 min mieszano. Kolejnym krokiem byto
wirowanie 10 min w 4°C przy 20 000 x g. Do supernatantu dodano GTP do 1 mM i DMSO
do 10%, inkubowano 20 min w 37°C, a potem wirowano 20 min w 37°C przy 20 000 x g.
Osad zawieszono w zimnym buforze PEM, a po 10 min depolimeryzacji w lodzie
wirowano przez 10 min przy 20000 x g w 4°C. Supernatant podzielono na porcje,

zamrozono szybko w ciektym azocie i przechowywano w -80°C.

4.4.3 Przytaczanie biotyny do reszt aminowych tubuliny

Mikrotubule stacjonarne wymagajg specyficznego znakowania, ktére umozliwi
selektywne przytwierdzenie ich do powierzchni szkietka mikroskopowego za pomoca
przeciwciat. Stosunkowo prostg metodg jest tzw. biotynylacja, czyli dodawanie estréow
sulfobursztynianowych biotyny do reszt aminowych lizyn, znajdujgcych sie na
powierzchni tubuliny. W zwigzku z tym, ze reakcji ulegajg te same grupy funkcyjne,
co w znakowaniu fluorescencyjnym Alexa Fluor 647, procedura byta przeprowadzana

analogicznie. Tubuline oczyszczong z moézgéw wieprzowych (4.4.1) rozmrozono
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w lodzie, oddzielono agregaty biatek przez wirowanie, wykonano cykl polimeryzacji
w37°Cz 1 mM GTP i 10% DMSO i nastepnie depolimeryzacji w 4°C. Potem dodano
DMSO do 10% i GTP do 1 mM i inkubowano 15 min w 37°C. Kolejno odpowiednig ilo$¢é
odczynnika  EZ-Link  Sulfo-NHS-LC-Biotin  (Thermo  Scientific, nr kat. A39257)
rozpuszczono w wodzie dejonizowanej (Sigma-Aldrich, nr kat. W4502) i dodano do
przygotowanej mieszaniny mikrotubul (w proporcji 1 mg odczynnika na 17 mg tubuliny).
Roztwdr wymieszano delikatnie i inkubowano kolejne 20 min w 37°C. Po wirowaniu na
ciepto mikrotubule depolimeryzowano w lodzie, a agregaty i materiat, ktéry nie ulegt
depolimeryzacji do tubuliny wirowano na zimno. Nastepnie wykonano kolejny cykl
polimeryzacji i depolimeryzacji, a po wirowaniu na zimno zmodyfikowang tubuline
rozdzielono do probéwek typu Eppendorf, zamrozono w ciektlym azocie
i przechowywano w -80°C. W celu sprawdzenia, czy biotynylacja powiodta sie wykonano

test Western Blot (4.3.2) z przeciwciatami rozpoznajgcymi biotyne.

4.4.4 Dodatkowe oczyszczanie tubuliny na poduszce glicerolowej

Tubulina po izolacji z mdzgdéw wieprzowych (4.4.1) nadal moze zawieraé¢ domieszki
biatek towarzyszacych mikrotubulom, ktére mogtyby zaburza¢ przeprowadzanie
doswiadczen albo wptywaé na ich wynik. Dlatego tez przeprowadza sie dodatkowe
oczyszczanie na poduszce glicerolowej. W metodzie tej wykorzystuje sie fakt,
ze mikrotubule s3g na tyle ciezkie, by podczas wirowania przebié sie przez gestg warstwe
glicerolu (60%) i znalez¢ sie w osadzie, a biatka towarzyszgce mikrotubulom zostajg na

granicy faz miedzy glicerolem, a warstwg roztworu wodnego (buforu).

Porcje tubuliny rozmrozono, a jesli byta taka potrzeba to przygotowano
odpowiednie mieszaniny z tubuling znakowang fluorescencyjnie albo biotynylowana.
Pierwszym krokiem byto wirowanie przez 10 min w 4°C przy 20000 x g, w celu
oddzielenia agregatédw biatkowych. Nastepnie do supernatantu dodano PIPES-KOH
(pH 6.9) do 0.4 M, DMSO do 20%, MgCl, do 1 mM oraz GTP do 1 mM. Tak przygotowany
roztwér tubuliny inkubowano przez 20min w 37°C w tazni wodnej. Potem
spolimeryzowane mikrotubule w mieszaninie nawarstwiano starannie na ogrzang
poduszke glicerolowg (60% glicerol w buforze Brb80) i wirowano przy 72 000 x g przez
20 min w 37°C. Nastepnie usunieto roztwér znad warstwy glicerolowej, ktérg trzykrotnie
ptukano ogrzang wodg i nanoszong delikatnie dejonizowang. Potem usunieto poduszke

glicerolowg, a osad mikrotubul ptukano cieptym buforem Brb80. Mikrotubule
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zawieszono w zimnym buforze Brb80 i depolimeryzowano w lodzie przez 10 min.
Roztwér byt mieszany przez pipetowanie co okoto 3 min, aby zwiekszyé efektywnosé
depolimeryzacji. Nastepnie cato$¢ wirowano przez 10 min w 4°C przy 20 000 x g.
Supernatant podzielono na porcje do probdéwek, zamrozono w cieklym azocie

i przechowywano w -80°C.

4.45 Mikrotubule do mikroskopii TIRF

W niniejszej pracy uzywano gtéwnie dwdch rodzajéw mikrotubul — stacjonarnych
i tadunkowych. Te okreslenia pochodzg od funkcji, ktérg kazdy rodzaj mikrotubul petnit
w trakcie testu przesuwania dwdéch mikrotubul wzgledem siebie. Mikrotubule
stacjonarne byly przytwierdzane do szkietka poprzez przeciwciata przeciwko biotynie,
dlatego w ich sktad wchodzita tubulina biotynylowana (do 10% w/w). Dodatkowo, w celu
umozliwienia ich wizualizacji pod mikroskopem, dodawano tubuline znakowang Alexa
Fluor 647 (do 4% w/w). Reszte mieszaniny stanowita tubulina nieznakowana (86%).
Z kolei mikrotubule fadunkowe skfadaty sie z tubuliny nieznakowanej (84%)
oraz znakowanej Alexa Fluor 647, ale w tym przypadku 16% w/w, dzieki czemu Swiecity
intensywniej niz stacjonarne, co pozwalato na odréznienie tych dwdch rodzajéw

mikrotubul pod mikroskopem.

Tubuline z obu rodzajéw mieszanin poddano polimeryzacji do mikrotubul, ktére
nastepnie przepuszczono przez poduszke glicerolowy (4.4.4) i zawieszono w Brb80.
Po depolimeryzacji w lodzie roztwory te podzielono na porcje, zamrozono w ciektym

azocie i przechowywano w -80°C.

Odpowiednig porcje mieszaniny tubuliny przygotowanej wedtug powyzszego opisu
rozmrozono w lodzie i dodano kolejno: MgCl, do 4 mM, GTP do 1 mM oraz DMSO do
20%. Roztwdr wymieszano delikatnie i inkubowano w 37°C przez 20 min. Nastepnie
dodano réwng objetos¢ cieptego buforu Brb80 z 20 uM taksolem, ktéry stabilizowat
mikrotubule i blokowat ich dynamike, wymieszano przez pipetowanie $cietg korncéwka
pipety i polimeryzowano kolejne 20 min. Potem mikrotubule wirowano w ogrzanej
wiréwce w 37°C przez 30 min przy 20 000 x g. Supernatant usunieto, a osad zawieszono

w cieptym buforze Brb80-MT z taksolem.

Tak przygotowane mikrotubule wykorzystywano przez okoto tydzien,

tylko zmieniano bufor kazdego dnia przed rozpoczeciem eksperymentow (przez
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wirowanie w temperaturze pokojowej przy 20 000 x g, 20 min i zawieszenie w Swiezym

buforze) i przechowywano w temperaturze pokojowej bez dostepu Swiatta.

4.4.6 Przygotowanie polarnie znakowanych mikrotubul

Polarnie znakowane mikrotubule to takie, w ktérych jeden koniec swieci bardziej
intensywnie (intencjonalne znakowanie). W niniejszej pracy byty one wykorzystywane,
aby okresli¢ wzajemne utozenie mikrotubul (réwnolegte lub antyréwnolegte, por. punkt

1.1) podczas przesuwania dwéch mikrotubul wzgledem siebie.

Niezbednym komponentem pozwalajgcym uzyska¢ te mikrotubule byta tubulina
znakowana NEM (N-etylomaleimid; Sigma-Aldrich, nr kat. 04259), dodawana w drugim
cyklu polimeryzacji. Tubulina-NEM byta wbudowywana na koricu minus mikrotubuli
w celu zablokowania polimeryzacji tego korica przez pozostate rodzaje tubuliny. NEM
w stezeniu 1 mM dodano do tubuliny (5 — 15 mg/ml) oczyszczonej na poduszce (4.4.4)
w obecnosci 0.5 mM GTP. Takg mieszanine inkubowano w 4°C przez 10 min, a nastepnie
reakcje zatrzymano przez dodanie 8 mM 2-merkaptoetanolu. Po 10 minutach inkubacji
w 4°C tubuline-NEM podzielono na mate porcje do probdéwek typu Eppendorf,

zamrozono w ciektym azocie i przechowywano w -80°C.

Mikrotubule z polarnie znakowanymi koncami przygotowano w dwdch etapach
polimeryzacji zgodnie z wczesniej opisang procedurg (Szczesna i Kasprzak, 2012;
Roostalu i wsp., 2011). Do przygotowania mikrotubul stacjonarnych mieszano tubuline
nieznakowang (88%), znakowang barwnikiem Alexa Fluor 647 (do 2% koncowo),
biotynylowang (do 10%) w buforze Brb80, dodano GMPCPP do 1 mM (guanozyno-5’-
[(a,B)-metyleno]trifosforan, wolno hydrolizowany analog GTP, Jena Bioscience, Niemcy,
nr kat. NU-405S), MgCl, do 1 mM, inkubowano 5 minut w lodzie, a potem przez godzine
w 37°C. Uzupetniono objetos$é cieptym Brb80 do minimum 50 ul, wirowano przy 240 000
X g przez 7 min i zawieszono w 50 ul cieptego Brb80. Nastepnie do mikrotubul dodano
mieszanine zawierajgcg 1.5 puM tubuliny-NEM oraz 1.5 puM tubuliny pozostatych
rodzajéow (10 % biotynylowanej, 10 % tubuliny znakowanej Alexa Fluor 647 i 80%
nieznakowanej), a takze 0.2 mM GMPCPP i 1 mM MgCl, w Brb80. Catos¢ inkubowano 15
min w 37°C, a potem wirowano 7 minut przy 20 000 x g w temperaturze pokojowej.
Osad mikrotubul zawieszono w cieptym Brb80-MT i przechowywano w temperaturze

pokojowej chronigc przed Swiattem.
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Jesli chodzi o mikrotubule tadunkowe, to przygotowano je analogicznie, ale bez
tubuliny biotynylowanej oraz z innymi stezeniami tubuliny znakowanej Alexa Fluor 647
(12% w pierwszym etapie polimeryzacji i 24% w drugim), po to, aby umozliwi¢

odrdéznienie ich od mikrotubul stacjonarnych.

4.5 Mikroskopia elektronowa

W celu precyzyjnego okreslenia czy mikrotubule uzywane w niniejszej pracy
tworzyty wigzki, przeprowadzono obserwacje z uzyciem transmisyjnej mikroskopii
elektronowej. Eksperyment ten zostat wykonany przez dr Hanne Nieznanskg z Pracowni
Mikroskopii Elektronowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN, zgodnie z opisang
procedurg (Nieznanska i wsp., 2018). Na specjalne miedziane siatki naniesiono po 10 pl
roztworu mikrotubul w buforze Brb80-MT, o stezeniu ok. 0.1 mg/ml (przygotowane
wedtug 4.4.5). Warto tu zaznaczyé, ze stezenie mikrotubul uzywane w niniejszej pracy
w mikroskopii TIRF byto nizsze i wynosito ok. 0.003 mg/ml (podrozdziat 4.8.5). Po 40 s
inkubacji na siatkach dodano 2% roztwér octanu uranylu na 25 s, po czym cato$é
suszono. Tak przygotowane preparaty obrazowano za pomoc3y wysokosprawnego
transmisyjnego mikroskopu elektronowego JEM 1400 (Jeol Co.), wyposazonego

w kamere MORADA G2 o rozdzielczosci 11 Mpix.

4.6 Przeprowadzanie modyfikacji potranslacyjnych tubuliny in vitro

Do badan uzywano tubuliny wyizolowanej z mdzgdéw wieprzowych, ktdra stanowita
heterogenng mieszanine tubulin w réinym stopniu zmodyfikowanych. W celu
sprawdzenia czy badana frakcja zawierata np. 100% tubuliny tyrozynowanej lub 100%
detyrozynowanej nalezato przeprowadzi¢ kontrolowane modyfikacje za pomocg
enzymow in vitro. Wiekszo$é enzymoéw pozyskano poprzez produkcje w bakteriach, poza
jednym wyjatkiem — karboksypeptydazg A, poniewaz w momencie rozpoczecia badan

enzym odpowiedzialny za tg modyfikacje w zywych komérkach nie byt znany.

4.6.1 Tyrozynacja

Za te modyfikacje odpowiada ligaza tyrozynowa (TTL). Gen kodujacy ludzkg wersje
tego biatka (wybrano ze wzgledu na éwczesng dostepnosé) zakupiono w firmie OriGene
Technologies, Inc., USA (nr kat. SC100834) i wklonowano do wektora ekspresyjnego
PGEX4T-1. Plazmid ten miat opornos¢ na ampicyline oraz sekwencje kodujgcg GST,
ktdra stuzyta za N-koncowa metke TTL. Wektorem z GST-TTL transformowano szczep E.

coli Rosetta wedtug protokotu z Metod niniejszej pracy (4.1.3). Z kolei ekspresje enzymu
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oraz samg tyrozynacje wykonano zgodnie z procedurami opisanymi przez Vemu i wsp.

(2014).

Pojedyncze kolonie wykorzystano do przygotowania catonocnych hodowli,
ktore stuzyty jako inokulum do wtasciwej hodowli (1 ml do 100 ml swiezej pozywki LB).
Zawiesine komodrek inkubowano w 37°C dopdki jej gestosé optyczna (ODeoo) nie wynosita
0.4 - 0.5. Wtedy schtodzono hodowle do temperatury pokojowej, dodano IPTG
(izopropylotiogalaktozyd, Roth, nr kat. 2316) do 0.35 mM w celu indukcji ekspres;ji
biatka, ktéra odbywata sie w 16°C z wytrzasaniem przez 16 h. Po tym czasie zawiesine
wirowano 8 000 x g, przez 30 min w 4°C, zebrano osad, zawieszono w buforze do lizy
(TTL-1) z inhibitorami proteaz i zdezintegrowano komadrki za pomocg automatycznego
urzadzenia Cell Disruptor firmy Constant Systems Limited przy 40 kpsi (278.8 MPa).
Zawiesine wirowano przy 31 000 x g przez 45 min w 4°C. W miedzyczasie ztoze GST-
sefaroza rownowazono buforem TTL-1. Supernatant po wirowaniu zebrano,
wymieszano z przygotowanym ztozem i inkubowano 60-90 min na kotysce laboratoryjnej
w 4°C. Nastepnie zawiesine przeniesiono do kolumny, oddzielono roztwdr po lizie
od ztoza ze zwigzanym biatkiem i ptukano buforem TTL-2 w celu eliminacji biatek
zwigzanych niespecyficznie, z szybkoscig przeptywu 1 ml/min. Ostatnim krokiem byta
elucja buforem TTL-3 z glutationem (0.3 ml/min). W tym etapie zebrano frakcje
i potgczono te, ktére zawieraty najwiecej biatka. Potem dodano glicerol do 20%,
zmierzono stezenie biatka (4.3.3), podzielono na porcje do probdéwek Eppendorf,

zamrozono w ciektym azocie i przechowywano w -80°C.

Enzym TTL dziatat preferencyjnie na monomeryczng tubuline, wiec dodano go do
mieszanin  tubuliny  (zawierajacych  tubuline  znakowang fluorescencyjnie
i biotynylowang, przygotowanych jak w podrozdziale 4.4.5) w proporcji 1:50 w buforze
do tyrozynacji. Cato$¢ wymieszano i zostawiono w temperaturze pokojowej na
przynajmniej 2 h (do 4 h). Po tym czasie dodano PIPES-KOH pH 6.9 do 0.4 M, DMSO do
20%, MgCl; do 1 mM oraz GTP do 1 mM i polimeryzowano przez 40 min w 37°C.
Nastepnie mikrotubule przepuszczono przez poduszke glicerolowg (4.4.4). Osad
zawieszono w zimnym Brb80 z 1 mM DTT i inkubowano 15 min w 4°C w celu
depolimeryzacji mikrotubul do tubuliny. Potem zawiesine wirowano 20 000 x g przez 10
min w 4°C. Supernatant oddzielono, przeniesiono do probdwek (porcje po ok. 5 ul),

zamrozono w ciektym azocie i przechowywano w -80°C.
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Rezultat modyfikacji sprawdzono za pomocg Western Blot (4.3.2),
z uzyciem przeciwciat  rozpoznajgcych  tubuline  tyrozynowang  (Sigma-Aldrich,
nr kat. T9028) oraz drugiego rodzaju skierowanych przeciwko tubulinie
detyrozynowanej (Sigma-Aldrich, nr kat. AB3201), ktére stanowity kontrole negatywna.
Wynik tyrozynacji przedstawia Ryc. 4.1. Tubulina wyizolowana z mézgéw wieprzowych
zwykle jest w ok. potowie detyrozynowana i w ok. pofowie tyrozynowana, dlatego

uznano, ze taka tubulina nie bedzie najlepszg kontrola.

|l ABCD E
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Ryc. 4.1 Wynik analizy Western Blot z przeciwciatami rozpoznajacymi tubuline tyrozynowana
(1) i detyrozynowang (ll). Panel I: A — marker biatkowy ok. 55 kDa, B — detyrozynowane
mikrotubule stacjonarne, C — detyrozynowane mikrotubule fadunkowe, D — tyrozynowane
mikrotubule stacjonarne, E - tyrozynowane mikrotubule tadunkowe; Panel 1I: 1 -
detyrozynowane mikrotubule stacjonarne, 2 — detyrozynowane mikrotubule tadunkowe, 3 —
tyrozynowane mikrotubule stacjonarne, 4 —tyrozynowane mikrotubule tadunkowe, 5 —tubulina
niemodyfikowana, 6 — marker biatkowy ok. 55 kDa. Wszystkie prébki zawieraty po 2.5 ug biatka

4.6.2 Detyrozynacja

W niniejszej pracy do detyrozynacji uzyto komercyjnie dostepnego enzymu
karboksypeptydazy A (Sigma-Aldrich, nr kat. C9268). Detyrozynacje wykonano wedtug
procedury opisanej wczesniej (Bieling i wsp., 2008a). Najpierw przygotowano
odpowiednie mieszaniny tubuliny nieznakowanej, znakowanej i ewentualnie
biotynylowanej, tak jak to opisano w punkcie 4.4.5. Roztwdr tubuliny wirowano przy
20 000 x g przez 10 min w 4°C, zebrano supernatant i dodano enzym w proporcji 5 U/mg
tubuliny, cato$¢ wymieszano i inkubowano przez 5 min w 37°C. Nastepnie dodano GTP
do 1 mM i MgCl; do 2 mM i inkubowano 30 min w 37°C, w celu polimeryzacji tubuliny
w mikrotubule. Po tym czasie mieszanine wirowano przez ogrzang poduszke glicerolowa
przy 62 000 x g, 20 min w 37°C (4.4.4). Do osadu mikrotubul dodano zimny bufor PEM
(1/4 objetosci  tubuliny uzytej do detyrozynacji), zawieszono dokfadnie
i depolimeryzowano w 4°C przez 10 min (co 2-3 min mieszano przez pipetowanie).
Nastepnie roztwdr wirowano przy 20 000 x g, 20 min w 4°C. Supernatant zebrano,
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dodano rowng objetos¢ Brb80 oraz GTP do 1 mM. Roztwér ten inkubowano 30 min
w 37°C, a potem wirowano 20 min w 37°C przy 62000 x g. Osad ponownie
depolimeryzowano 10 min w 4°C, w buforze Brb80 (w potowie objetosci tubuliny uzytej
do drugiej polimeryzacji). Potem zawiesine wirowano przy 20 000 x g, 10 min w 4°C.
Supernatant podzielono na porcje, zamrozono w ciektym azocie i przechowywano w -
80°C. Wynik detyrozynacji sprawdzono przez Western Blot (Ryc. 4.1) uzywajac tego

samego zestawu przeciwciat co przy weryfikacji tyrozynacji.

4.6.3 Glutamylacja

Do przeprowadzenia tej modyfikacji wykorzystano enzym TTLL7, czyli enzym
podobny do ligazy tyrozynowej tubuliny. TTLL7 dominuje jako produkt transkrypcji
w neuronach wsrdd rodziny 13 enzymow TTLL, a takze ma zdolno$¢ przeprowadzania
inicjacji glutamylacji i elongacji (Mukai i wsp., 2009), dlatego tez wybrano wtasnie ten
enzym. Gen kodujgcy ludzki wariant glutamylazy zakupiono w MyBioSource (USA, nr kat.
MBS1265877). W celu podwyzszenia wydajnosci reakcji glutamylacji wykorzystano
fragment odpowiadajgcy aminokwasom 1-609, bez konca karboksylowego (van Dijk
i wsp., 2007). Glutamylaza zostata wklonowana do plazmidu ekspresyjnego pGEX4T-1
z GST. Miedzy genem TTLL7 a GST umieszczono miejsce rozpoznawane przez proteaze
PreScission (GE Healthcare, USA, nr kat. 27084301), ktdra postuzyta do odciecia metki.
Ekspresje i oczyszczanie TTLL7 wykonano wedtug procedury z publikacji (Mukai i wsp.,
2009). Poszczegdlne etapy od transformacji do indukcji ekspresji wygladaty analogicznie
jak w przypadku TTL (4.6.1). W tym przypadku do hodowli o gestosci optycznej ODgoo 0.6
— 0.8 dodano IPTG do 0.4 mM. Ekspresje biatka przeprowadzono w 26°C przez 16 h,
po czym hodowle wirowano przy 8 000 x g, w 4°C przez 30 min. Osad komodrek
zdezintegrowano w buforze TTLL7-1 z inhibitorami proteaz za pomocg urzadzenia Cell
Disruptor, przy 30 kpsi. Uzyskany roztwér wirowano 35000 x g przez 50 min w 4°C.
Supernatant wymieszano ze ztozem zréwnowazonym wczesniej buforem TTLL7-1
i inkubowano z mieszaniem na kotysce laboratoryjnej w 4°C przez 3 h. Nastepnie catosc¢
przeniesiono do kolumny chromatograficznej i oddzielono frakcje niezwigzang ze
ztozem. Kolumne ze zwigzanym biatkiem TTLL7 ptukano buforem TTLL7-2 z przeptywem
1 ml/min kontrolowanym przez pompe perystaltyczng. Kolejno ptukano buforem TTLL7-
3, przeniesiono do proboéwki o objetosci 50 ml razem z 10 ml buforu TTLL7-3 (na 2ml

ztoza), dodano proteaze PreScission (ok 50 ul) i inkubowano przez ok. 16-18 h w 4°C.
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Po tym czasie biatko oddzielone od metki znajdowato sie w roztworze, wiec nalezato
odseparowac ztoze z pozostatymi metkami (przez wirowanie 500 x g ok. 5 min w 4°C lub
na kolumnie grawitacyjnie). Oznaczono stezenie biatka (4.3.3), w razie potrzeby
zageszczono roztwor, dodano glicerol do 10% i DTT do 1 mM, podzielono na porcje,

zamrozono w ciektym azocie i przechowywano w -80°C.

Glutamylacje wykonano wedtug procedury opisanej w literaturze (Vemu i wsp.,
2014) i wykorzystano tubuline wyizolowang z mézgéw wieprzowych. Co prawda taka
tubulina jest juz glutamylowana, ale zawiera 1 — 6 reszt kwasu glutaminowego zaréwno
w tubulinie alfa i beta (Audebert i wsp., 2014; Redeker, 2010). Vemu i wsp. (2014)
wykazali, ze po 6 h glutamylacji z uzyciem enzymu TTLL7 B-tubulina zawierata faincuchy

o dtugosci od 11 do 22 reszt glutaminianu zaleznie od izotypu.

Procedure rozpoczeto od przygotowania mikrotubul stacjonarnych i tadunkowych
stabilizowanych taksolem (podrozdziat 4.4.5), ktére zawieszono w buforze A do
glutamylacji. Kontrole stanowity analogiczne proébki, ale bez dodatku enzymu. Potem
zmierzono stezenie biatka, dodano TTLL7 w stosunku molowym 1:10 (enzym:substrat)
i inkubowano 6 h w temperaturze pokojowej. Nastepnie, w celu usuniecia enzymu od
mikrotubul, wykonano wirowanie przez poduszke glicerolowg (4.4.4), po czym osad
z mikrotubulami zawieszono w Brb80-MT. Rezultat modyfikacji sprawdzono za pomoca
Western Blot (4.3.2) z wykorzystaniem przeciwciat GT335 (AdipoGen, Szwajcaria,
nr kat. AG-20B-0020-C100). Ryc. 4.2 przedstawia wynik glutamylacji. Tak przygotowane
mikrotubule uzywano przez 3-4 dni, przy czym codziennie wymieniano bufor na swiezy,

zgodnie z opisem w ostatnim akapicie podrozdziatu 4.4.5.

1 2 3 4

Ryc. 4.2 Wynik analizy glutamylacji przez Western Blot. 1 — kontrolne mikrotubule stacjonarne,
2 — glutamylowane mikrotubule stacjonarne, 3 — kontrolne mikrotubule tadunkowe, 4 —
glutamylowane mikrotubule tadunkowe. Wszystkie prébki zawieraty po 0.5 ug biatka

4.7 Ekspresja i oczyszczanie kinezyny-1 petnej dtugosci i jej wariantu bez
Zawiasu-2
Gen kinezyny-1 zamdwiono w firmie Addgene (USA, nr kat. 31604) i wklonowano

do plazmidu pOETIN (Oxford Expression Technologies, Wielka Brytania,
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nr kat. 2001011) przystosowanym do amplifikacji w bakteriach, jak rdéwniez
pozwalajgcym na podziniejszg rekombinacje z DNA wirusowym, odpowiednim
do ekspresji biatka w komdrkach owadzich. Wektor ten niesie opornos¢ na ampicyline
i ma wbudowang metke polihistydynowg, czyli cigg szesciu histydyn, pozwalajacg na
oczyszczanie biatka z uzyciem chromatografii powinowactwa (punkt 4.2.1).

Kinezyne-1 bez zawiasu-2 (KAH2, A505-610) przygotowano na bazie posiadanego
genu kinezyny-1 petnej dtugosci typu dzikiego w plazmidzie pOET1N. Zaprojektowano
startery otaczajgce sekwencje, ktéra miata zosta¢ wyeliminowana i za pomocg PCR
powielono docelowy fragment DNA. Otrzymano produkt z ,tepymi koncami”,
ktory poddano ligacji i nastepnie transformacji do bakterii TOP10, a po izolacji

sprawdzono rezultat przez trawienie enzymami restrykcyjnymi oraz sekwencjonowanie.

Kinezyne-1 petnej dtugosci (1-963) oraz kinezyne-1 bez zawiasu-2, obie w fuzji z GFP
(ang. green fluorescent protein) i metky polihistydynowg na korcu karboksylowym,
wyprodukowano w komodrkach owadzich Trichoplusia ni (High Five™, Invitrogen)
w obecnosci inhibitora proteaz E-64 (Roth, nr kat. 2935.1). Rekombinacja z DNA
wirusowym oraz ekspresja w komédrkach owadzich byta wykonana przez Pracownie
Kultur Tkankowych Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN na zasadzie odptatnej ustugi.
Ekspresja byta prowadzona z MOI4 (ang. multiplicity of infection), w temperaturze 26°C
przez 48 h. Osady komodrek po zebraniu zamrozono w -80°C. Oczyszczanie biatek
wykonano wedtug procedury opisanej przez Friedman i Vale (1999) na ztozu Ni-NTA.
Osad komoérek rozmrozono w lodzie, zawieszono w buforze do lizy (K-1) z inhibitorami
proteaz i zdezintegrowano komoérki za pomocg automatycznego urzgdzenia Cell
Disruptor przy ci$nieniu 15 kpsi (103.4 MPa). Roztwdr wirowano przy 31 000 x g przez
45 min w 4°C i nastepnie przy 100000 x g, 30 min w 4°C. Supernatant zebrano,
wymieszano ze ztozem zréwnowazonym buforem K-1 i inkubowano 60-90 min w 4°C na
kotysce laboratoryjnej. Po tym czasie zawiesine przeniesiono do kolumny i przez
grawitacyjny przeptyw oddzielono roztwér po lizie od ztoza. Nastepnie ztoze ze
zwigzanym biatkiem ptukano buforem K-2 i kolejno K-3 w celu eliminacji biatek
przytgczonych niespecyficznie (1 ml/min). Ostatnim krokiem byta elucja buforem K-4
z wyzszym stezeniem imidazolu i szybkoscig przeptywu 0.3 ml/min. Po elucji zebrano

frakcje i potgczono te, ktére zawieraty najwiecej biatka. Dodano do nich glicerol do 20%,
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zmierzono stezenie biatka (podrozdziat 4.3.3), podzielono na porcje, zamrozono

w ciektym azocie i przechowywano w -80°C.

Po oczyszczaniu sprawdzono uzyskany materiat za pomocg SDS-PAGE (punkt 4.3.1)
oraz Western Blot (podrozdziat 4.3.2). Wynik elektroforezy SDS-PAGE pokazany na Ryc.
4.3 przedstawia oczyszczone kinezyny, petnej dtugosci (nr 1 na zelu) oraz wariant bez
zawiasu-2 (nr 3 na Zzelu). Okazato sie, ze preparat zawiera domieszki zanieczyszczen, a

czystos¢ biatka to ok. 65% wedtug analizy densytometryczne;j.

kDa 1 2 3

250 —
130  afibgnd
100 p—

55 pr——

Ryc. 4.3 Zel poliakryloamidowy barwiony btekitem Coomasie (RotiBlue)
Legenda: 1- kinezyna-1 petnej dtugosci (ok. 1 ug, monomer ma 140 kDa); 2 — marker

biatkowy, 3 - kinezyna-1 bez zawiasu-2 (ok. 1 ug, monomer ma ok. 130 kDa); po lewej
stronie sq wielkosci poszczegdlnych markerdw biatkowych

Bardzo wazng kontrole stanowit Western Blot z przeciwciatami przeciwko
aminowemu korcowi kinezyny-1 znajdujgcemu sie w domenie motorycznej (Ryc. 4.4)
oraz drugi (Ryc. 4.5), w ktérym przeciwciata rozpoznawaty karboksylowy koniec
kinezyny-1. Oba testy Western Blot pokazaty, ze uzyskane kinezyny sg kompletne

i nadaja sie do badan.
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Ryc. 4.4 Western Blot z przeciwciatami rozpoznajgcymi koniec aminowy kinezyny-1
Legenda: 1 — marker; 2 - kinezyna-1 petnej dtugosci (1 ug); 3 - kinezyna-1 bez zawiasu-2
(0.5 pug)

1 2 3
kDa
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Ryc. 4.5 Western Blot z przeciwciatami rozpoznajgcymi koniec karboksylowy kinezyny-1
Legenda: 1 — marker, 2 - kinezyna-1 petnej dtugosci (1 ug), 3 - kinezyna-1 bez zawiasu-2

(0.5 ug)

4.7.1 Test wigzania kinezyny do mikrotubul

Oczyszczony preparat kinezyny-1 zawierat domieszke zanieczyszczen biatkowych
(ok. 35% wg. densytometrii), ktére s widoczne na zelu z Ryc. 4.3 i 4.6. Wobec tego
przeprowadzono ponizszy eksperyment w celu weryfikacji, czy te dodatkowe biatka
moga wigzac sie niespecyficznie do mikrotubul, a tym samym zaburza¢ lub blokowaé

wigzanie kinezyny-1, co w konsekwencji mogtoby wptywa¢ na jakos$¢ uzyskanych
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wynikow. Test ten polegat na odtworzeniu etapéw wykonanych przy mikroskopie TIRF
podczas testu przesuwania dwdch mikrotubul przez kinezyne-1, ktéry byt gtéwnym
badanym zjawiskiem w niniejszej pracy. Uzyto proporcjonalnie wiekszych objetosci
sktadnikéw po to, aby dato sie zaobserwowac zachodzace interakcje na zelu. Do badania
wybrano 2 rézne stezenia kinezyny-1 oraz zastosowano kontrole niezawierajgcg tego
biatka (Tab. 4.2).

Tab. 4.2 Sktad badanych prébek
1 2 3 — kontrola bez kinezyny-1

Kinezyna-1 | 6 nM | 12 nM -

Mikrotubule + + +
Bufor 2 + + +
Objetos¢ (ul) | 200 200 200

W pierwszym kroku przygotowano mikrotubule w Brb80 z taksolem (4.4.5),
wirowano je i zawieszono w Brb20 z taksolem. Potem mikrotubule stacjonarne
zawieszono w buforze 2 (bez KCl) i ogrzano do 30°C (ok. 2 minuty w tazni wodnej).
Nastepnie dodano kinezyne-1 w odpowiednim stezeniu, catos¢ wymieszano delikatnie
przez pipetowanie i inkubowano w 30°C przez 10 minut. Po tym czasie wirowano prébki
przy 10 000 x g, w 30°C, 10 min. Supernatanty zebrano, a osady zawieszono w buforze 3
(z KCI) ogrzanym do 30°C, ktéry miat za zadanie wyptuka¢ zanieczyszczenia
lub niezwigzane czasteczki kinezyny. Ponownie wirowano proébki, przy 15 000 x g,
w 30°C, przez 15 minut. Supernatanty zebrano, a osady zawieszono w niewielkiej
objetosci buforu 3. Uzyskane osady przez analogie odnoszg sie do etapu tuz przed
nanoszeniem mikrotubul tadunkowych z ATP, ktéry zapoczatkowuje ruch kinezyny

i transport mikrotubul.
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Ryc. 4.6 Zel poliakryloamidowy barwiony Coomasie przedstawiajacy wyniki eksperymentu
wigzania kinezyny do mikrotubul w probdéwce — fragment 1

Legenda: 1 — preparat kinezyny-1 po oczyszczaniu (1 ug), 3 — marker biatkowy; 2, 4, 5 —
osady z koricowego etapu eksperymentu, 2 — 6 nM kinezyny-1, 4 — 12 nM kinezyny-1,
5 —kontrola bez kinezyny-1; 6-8 — supernatanty po pierwszym wirowaniu; stezenia
kinezyny-1: 6 —6 nM, 7 — 12 nM, 8 — kontrola bez kinezyny

Z uwagi na fakt, ze objetos¢ prébek wynosita 200 pl (oprécz osaddw z koricowego
etapu) konieczna byta precypitacja acetonem. Do kazdej préobki dodano czterokrotng
objetos¢ acetonu schtodzonego do -20°C, wymieszano dokfadnie i od razu umieszczono
w zamrazarce (-20°C) na 14 h. Po tym czasie probki wirowano przy 14 000 x g w 4°C przez
10 minut. Kazdy osad zawieszono w niewielkiej objetosci buforu 3 (12 — 16 ul),

a nastepnie wykorzystano do przygotowania prébek do SDS-PAGE (Ryc. 4.6 i 4.7).
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Ryc. 4.7 Zel poliakryloamidowy barwiony Coomasie przedstawiajacy wyniki eksperymentu
wigzania kinezyny do mikrotubul w probdéwce — fragment 2
Legenda: 1, 2 i 4 - supernatanty po drugim wirowaniu; stezenia kinezyny-1: 1 —6 nM, 2

— 12 nM, 4 — kontrola bez kinezyny-1, 3 — marker biatkowy

Poréwnujgc paski nr 2 oraz 6, albo 4 i 7, wida¢, ze preparaty ostatecznie uzyte do
doswiadczen sg praktycznie wolne od zanieczyszczen, czyli dodatkowe biatka
z preparatu nie wptywajg na interakcje kinezyny z mikrotubulami. Ponadto widag,
ze w przypadku stezenia 12 nM czes¢ czgsteczek kinezyny-1 nie zwigzata sie (*, pasek
nr 7, Ryc. 4.6) lub po prostu jej czes¢ zostata wyeliminowana podczas ptukania. Poza tym,
na wysokosci M, = 55 kDa jest tubulina (**), ktdrej pewna cze$¢ przedostata sie do
supernatantu nr 1. Z kolei, miedzy prazkami 25 a 35 kDa widac kazeine (sktadnik buforu),
ktorej cze$¢ obserwuje sie tez w osadzie koncowym (***, 2 i 4, Ryc. 4.6).
Rowniez kontrola jest zastanawiajgca (paski nr 8 z Ryc. 4.6, oraz nr 4 z Ryc. 4.7). Pomimo,
ze nie ma tam kinezyny, zanieczyszczenia (podobne) sg widoczne. Pierwsza mozliwosé
to ewentualne przedostanie sie cieczy z sgsiednich studzienek, a druga to obecnosé
zanieczyszczen w buforze, ktdre pozostajg w nim pomimo starannego przygotowania
i filtrowania wszystkich buforéw przez filtry z porami o wielkosci 0.22 um. Jednakze,
najwazniejszy wniosek jest taki, ze w osadzie koncowym widaé¢ gtownie kinezyne,

tubuline i kazeine, a wiekszos¢ zanieczyszczen ulega wyptukaniu (paski nr 1i2, Ryc. 4.7).
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4.8 Mikroskopia TIRF —badanie podstawowych parametréw ruchu
kinezyny-1

4.8.1 Opis mikroskopii TIRF

Pojawienie sie mikroskopii fluorescencyjnej z wykorzystaniem zjawiska catkowitego
wewnetrznego odbicia (ang. total internal reflection fluorescence, TIRF) umozliwito
wizualizacje procesow biologicznych na poziomie pojedynczej czasteczki (Axelrod,
1981). Dzieki TIRF mozliwe jest ogladanie ztozonych zjawisk biologicznych, takich jak
transport tadunku przez pojedynczy motor molekularny (Funatsu i wsp., 1997; Conibear
i wsp., 1998) lub replikacja DNA w czasie rzeczywistym (Tanner i wsp., 2009). TIRF
odegrat kluczowg role w badaniu oddziatywan in vitro, a takze zostat z powodzeniem
zastosowany do obrazowania zywych komdérek. Wizualizacja struktur cytoszkieletu
i dynamiki btony komérkowej, takich jak endocytoza, egzocytoza i adhezja, stata sie

znacznie fatwiejsza przy uzyciu mikroskopii TIRF (Rappoport i Simon, 2003).

Ta technika mikroskopii fluorescencyjnej zostata opracowana przez Daniela
Axelroda (Axelrod, 1981). Mikroskopia TIRF zapewnia obrazy o wyjgtkowo wysokiej
rozdzielczosci (ponizej 100 nm), co umozliwia, m.in. obrazowanie obiektow,
znajdujacych sie blisko granicy faz szkto/roztwér wodny (z probka). W technice TIRF
badane obiekty nie sg oswietlane bezposrednio, tj. wigzka swiatta (w niniejszej pracy
lasera) nie przechodzi przez prébke, tak jak w mikroskopie konfokalnym. Swiatto
padajace jest catkowicie odbijane na granicy dwéch przezroczystych osrodkdw o rdéznych
wspotczynnikach zatamania i wtedy to pojawia sie fala zanikajaca (Ryc. 4.8). Energia fali
zanikajgcej spada wykfadniczo wraz z odlegtoscig od granicy faz, wiec wzbudzane s3 tylko
fluorofory, znajdujgce sie w pewnej odlegtosci od szkietka (do 100-200 nm). Pozwala to
na tworzenie obrazéw o znakomitej jakosci, réwniez jesli chodzi o stosunek sygnatu do
szumu, poniewaz fluorofory zaréwno badanej substancji, jak i te obecne w roztworze
jako zanieczyszczenia w pozostatej nieoswietlanej czesci badanego obszaru nie sg

wzbudzane.
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Fala zanikajaca

{
Roztwér E(z) csssssssssssssmmmm—— 7 Gtebokoé¢
wodny ——— || penetrac)l fall
n2 = 1.33 zanikajacej
—_——
—_—
—

Swiatto lasera

Ryc. 4.8 Zasada dziatania mikroskopu TIRF (Fish, 2009; zmienione)

llekro¢ swiatto napotka granice pomiedzy dwoma przezroczystymi osrodkami
o réznych wspodfczynnikach zatamania $wiatta (refrakcji), zostanie ono zatamane,
lub odbite. Przy pewnym kacie padania (6,), wiekszym niz tzw. kat graniczny (6g),
Swiatto zostanie catkowicie odbite. Zjawisko odbicia mozna zaobserwowac tylko wtedy,
gdy swiatto przechodzi z osrodka o wyzszym wspétczynniku zatamania (np. szkto, nl1 =
1.52) do osrodka o nizszym wspétczynniku zatamania (np. roztwér wodny, n2 = 1.33).
Prawo refrakcji (prawo Snelliusa, Rdwnanie 1) pozwala obliczy¢ kat zatamania Swiatta

(6,):

nl-sin@, = n2-sinb,
Réwnanie 1 Prawo zatamania $wiatta
Kat graniczny padajgcego swiatta (Bg) to kat, przy ktérym zatamana wigzka swiatta
biegnie wzdtuz granicy miedzy dwoma osrodkami, czyli pod katem 90° do prostopadtej

(Rownanie 2).

g = __1(112)
gr = Sin 1

Rdéwnanie 2 Obliczenie kata granicznego z wartosci wspoétczynnikow zatamania swiatta

Podczas wystgpienia catkowitego wewnetrznego odbicia, niewielka cze$é energii
padajacego Swiatta przechodzi przez granice faz szkto-woda, tworzac fale zanikajaca.
Zjawisko to ma charakter kwantowo-mechaniczny i nie wynika np. z niedoskonatosci
przyrzagddw optycznych. Powstajgca fala zanikajgca ma takg sama czestotliwos¢ jak
padajace Swiatto, a jej amplituda E(z) maleje wyktadniczo wraz z gtebokoscig penetracji

Z:
80



E(z) = E(0)e~%/4

Réwnanie 3 Amplituda fali zanikajacej w funkcji odlegtosci od granicy pomiedzy osrodkami
W przedstawionym Réwnaniu 3, z oznacza odlegto$é od granicy pomiedzy
osrodkami, a d — gtebokos¢ penetracji fali zanikajacej; d mozna obliczy¢ z Rdwnania 4:

A , .
d= é(n%smzﬁp —nd)"

Réwnanie 4 Gtebokos¢ penetracji fali zanikajacej; i oznacza dtugos¢ fali Swiatta padajgcego
Gtebokos$¢ penetracji fali zanikajacej, tj. gdy E(z) spada do wartosci 1/e*E(0),
zwykle wynosi od 60 do 100 nm, ale moze dochodzi¢ do 200 nm. Zalezy to od kata
padania Swiatta, dtugosci fali i wspotczynnikéw zatamania swiatta dwdch osrodkdw
(np. szkietka nakrywkowego i prébki). Przyktadowo, zwiekszenie kata padania swiatta
prowadzi do zmniejszenia gtebokosci wnikania Swiatta, a wieksza dtugos¢ fali padajacego
Swiatta zwieksza gtebokos¢ jego wnikania (Réwnanie 4). W mikroskopii TIRF
do wytworzenia fali zanikajgcej o wystarczajacej energii wykorzystuje sie Swiatto lasera
o dos¢ duzej mocy (w przypadku niniejszej pracy laser 649 nm o mocy 30 mW i 488 nm
— 100 mW). W uzywanych obecnie obiektywach TIRF swiatto laserowe kierowane jest na
probke przez obiektyw, ktory rowniez zbiera $wiatto fluorescencyjne emitowane przez

prébke.

Obiektywy mikroskopowe TIRF charakteryzujg sie duzg aperturg numeryczng
(> 1.45 NA), ktérg mozna osiggnac¢ tylko przy uzyciu olejku immersyjnego lub innych
specjalistycznych ptynnych srodkéw. W typowym uktadzie biologicznym, aby powstata
fala zanikajaca, swiatfo lasera musi przejs¢ przez obiektyw, olejek immersyjny i szkietko,
po czym zostaje odbite na powierzchni granicznej szkietka i wody (buforu). Aby unikng¢
efektow odbicia i odchylenia, wspdtczynnik zatamania $wiatta olejku immersyjnego musi
by¢ jak najblizszy wspotczynnikowi szkietka (zwykle n = 1.52). Dla standardowych

olejkdw immersyjnych wspdtczynnik zatamania swiatta wynosin =1.515-1.518 w 20°C.

4.8.2 Przygotowanie szkietek silanizowanych

Uzyskanie efektywnego obrazowania w mikroskopii, szczegdlnie TIRF, zalezy od
powierzchni szkta, na ktdorym zaadsorbowane sg obserwowane obiekty. Przygotowanie
szkietek polega na ich oczyszczeniu z zanieczyszczerh organicznych i nieorganicznych.
Najistotniejszym etapem jest funkcjonalizacja powierzchni szkta, np. za pomocg silanu,

po czym nastepuje ptukanie i doktadne suszenie szkietek.
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Poczatkowo korzystano z metody, w ktérej szkietka silanizowano za pomocg DDS
(Gell i wsp., 2010). Jednakze, odczynnik byt trwaty maksymalnie przez 3 miesigce
(zgodnie z obserwacjami). Poza tym, same szkietka nadawaty sie do uzycia przez
ok. 2 tygodnie. Dodatkowo, procedura z DDS wymagata traktowania szkietek zrgcym
i dos¢ niebezpiecznym roztworem, zwanym ,Pirania”, sktadajgcym sie z 95% kwasu
siarkowego (V1) i 30% nadtlenku wodoru (perhydrol) w proporcji 3:7 v/v. Te wszystkie
powody doprowadzity do opracowania przez nas nowej metody silanizacji szkietek

(Szkop i wsp., 2018).

Procedure silanizacji rozpoczynano od ustawienia szkietek 22 x 22 mm oraz 18 x 18
mm w teflonowych statywach (w réwnej ilosci). Przygotowano 20% v/v roztwér
detergentu Mucasol (Sigma Aldrich, nr kat. Z637181) w szklanym pudetku z pokrywka
i umieszczono tam statywy ze szkietkami. Catos¢ wstawiono do myjki ultradzwiekowej
i sonikowano przez 10 min. Nastepnie szkietka przeniesiono do innego pojemnika
szklanego z wodg dejonizowang i ptukano na kotysce laboratoryjnej przez 3 min, po czym
etap powtarzano zmieniajgc pojemnik i wode. Potem w celu usuniecia organicznych
zanieczyszczen, szkietka sonikowano w 100% metanolu przez 10 min. Po sonikacji
ptukano wodg dejonizowang, dwa razy po 3 min — jak poprzednio. Nastepnym etapem
byto suszenie pod nadmuchem cieptego powietrza za pomocy suszarki w komorze
bezpytowej, ktére pozwolito na doktadne odparowanie resztek wody. Byto to bardzo
wazne, bo woda zaburza proces silanizacji (reaguje z silanem), a wieksza jej objetosc
moze nawet zatrzymad reakcje. W osobnym szklanym pojemniku przygotowano 0.54 M
roztwor bezwodnego imidazolu (Sigma-Aldrich, nr kat. 792527) w 100% acetonitrylu
(Roth, nr kat. AEQQ) i po rozpuszczeniu umieszczono tam osuszone szkietka. Nastepnie
za pomocg igly jednorazowej dodano silan — trimetylochlorosilan (Sigma-Aldrich, nr kat.
386529) do stezenia 3.3%. Roztwdr mieszano poprzez delikatne poruszanie statywami,
po czym zabezpieczono pokrywe parafilmem i umieszczono catos¢ w tazni wodnej
ogrzanej do temperatury 45°C na 3 h. Po tym czasie szkietka dwukrotnie sonikowano
w 100% metanolu (za kazdym razem s$wiezym) przez 10 min i nastepnie 15 min.
W kolejnym etapie szkietka byly ptukane woda dejonizowang, dwa razy po 3 min
i suszone, jak poprzednio w komorze bezpytowej. Po ostygnieciu szkietek pudetko ze

szkietkami zabezpieczano parafilmem i przechowywano przez 6-8 tygodni.
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4.8.3 Przygotowanie szkietek niehydrofobowych

Jest to bardzo prosta metoda czyszczenia szkietek, okreslana w literaturze jako
»easy-clean”, w ktdrej powierzchnia szkta nie jest modyfikowana np. przez silanizacje
(GroR i wsp., 2018). Szkietka ustawione w teflonowych statywach i zanurzone w 20%
roztworze detergentu Mucasol (z woda dejonizowang) sonikowano w myjce
ultradzwiekowej przez 15 min. Nastepnie statywy ze szkietkami przeniesiono
do szklanego pojemnika z wodg dejonizowang i ptukano dwa razy po 3 min, tak jak
w punkcie 4.8.2. Kolejnym etapem byta sonikacja szkietek w 98% etanolu w myjce
ultradzwiekowej przez 10 min, po czym ponownie ptukano woda dejonizowang
dwukrotnie po 3 min. Potem szkietka suszono za pomocy sprezonego azotu

i przechowywano w szklanym pudetku zabezpieczonym parafilmem.

4.8.4 Przygotowanie mikrokanatéw ze szkietek do badan

Praktycznie wszystkie testy opierajgce sie na mikroskopii TIRF wymagaty
przygotowania tzw. celek, ktére tworzono poprzez potgczenie dwdch szkietek 22 x 22
mm oraz 18 x 18 mm za pomocg czterech dos¢ waskich (1-2 mm) i cienkich paskéw
parafilmu, umieszczanych pomiedzy szkietkami jak to pokazano na Ryc. 4.9. Nastepnie
celki umieszczono na rozgrzanym do ok. 96°C bloku grzejnym, oddzielajgc szkietko od
metalowego elementu bloku jedynie arkuszem papieru do soczewek. Delikatnie
dociskano w miejscach gdzie potozono paski parafilmu miedzy szkietkami tak,
aby usung¢ pecherzyki powietrza oraz przez ogrzanie sklei¢ komponenty celek. W ten
sposdb powstaty 3 kanaty o objetosci ok. 10 ul kazdy, z czego Srodkowy pozostawat
nieuzywany i zapobiegat mieszaniu sie roztworéw z dwdch pozostatych celek. Tak
przygotowane szkietka umieszczono w specjalnych statywach metalowych,

kompatybilnych ze stolikiem mikroskopu TIRF.

koncéowka
pipety z
bibuta ptynem
filtracyjna
< 0

pr— — — i —

Ryc. 4.9 Celka mikroskopowa
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4.8.5 Ruch pojedynczych czasteczek kinezyny-1 po mikrotubulach

Jest to test pozwalajgcy okresli¢ zarowno szybkosé, jak i dtugosc przebiegu osiggana
przez pojedyncze czasteczki motoréw molekularnych. Pozwala on oceni¢ wtasciwosci
oczyszczonego biatka motorycznego i poréwnac uzyskane wyniki z danymi z literatury,
a innymi stowy to sprawdzenie, czy posiadany motor (np. kinezyna-1) nadaje sie do
przeprowadzenia kolejnych, bardziej skomplikowanych badani. Test ten wykonuje sie
w oparciu o mikroskopie TIRF. W duzym uproszczeniu, mikrotubule sg unieruchamiane
za pomocg przeciwciat, a kinezyny z roztworu przyfaczajg sie do nich i zaczynaja

procesywny ruch (Ryc. 4.10). Procedura byta wykonana podobnie, jak to opisali Korten

i Diez (2008).
ogon .
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Ryc. 4.10 Poruszanie sie pojedynczych czasteczek kinezyny-1 po mikrotubuli

Po wykonaniu celek (jak w punkcie 4.8.4) przez kazdg z nich przepuszczono roztwor
przeciwciat w PBS, w tym przypadku rozpoznajgcych biotyne (rzadziej inne, skierowane
przeciwko tubulinie) w stezeniu 33 pg/ml. Z jednej strony celki pozostawiono 20 ul
roztworu, a z drugiej przytozono cienki wezyk od pompy prézniowej i kontrolowano
przeptyw ptynu przez delikatne zaciskanie wezyka palcami. Po 10 min inkubacji
wpuszczono do celki 20 pl $wiezo rozpuszczonego 1% roztworu Pluronic F127 (Life
Technologies, nr kat. P6867), tym razem wymuszano przeptyw roztworu przez
przytozenie z drugiej strony skrawka bibuty filtracyjnej lub recznika papierowego (Ryc.
4.10) i pozostawiono roztwdr na przynajmniej 30 min. Pluronic F127 petnit role
substancji blokujgcej miejsca, ktére nie zostaty zajete przez przeciwciata. Aby zapobiec
odparowaniu wody z tak przygotowanych celek, pozostawiono krople roztworu Pluronic
F127, a takze umieszczono celki w plastikowych szalkach Petriego, a obok celki — maty

skrawek wilgotnego recznika papierowego.
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Wybrang celke ptukano 40 ul roztworu Brb80-MT. W 20 pl tego samego buforu
przygotowano roztwor mikrotubul, rozciefczony zaleznie od stezenia uzyskanego po
przygotowaniu wyjsciowego roztworu mikrotubul (4.4.5), zwykle 30-40 razy -
do stezenia okoto 0.003 mg/ml. Unikajac zbytniego pipetowania, ktére mogtoby ztamac
mikrotubule, roztwér wymieszano delikatnie i naniesiono do celki (przeptyw ptynu
kontrolowano kawatkiem bibuty). Po 2-3 min ptukano najpierw 40 ul Brb80-MT,
potem 40 pl Brb20-S z dodatkiem antyoksydantéw, ktore ograniczaty wyswiecanie sie
znacznikéw fluorescencyjnych. Ustawiono ostro$¢ w mikroskopie TIRF na mikrotubule
(laser 639 nm, filtr 77HE, 160nm/piksel), a nastepnie naniesiono roztwér 0.2 nM
kinezyny-1 w Brb20-S z 2 mM ATP i antyoksydantami. Sprawdzono, czy wida¢ kinezyny
poruszajace sie po mikrotubulach (laser 488 nm, filtr 77HE, 160nm/piksel), zmieniano
optowar z 1 na 1.6 (100 nm/piksel) oraz filtr na Endow-GFP i nagrywano 2-3 minuty filmu

(200 ms na klatke). W kolejnej celce powtarzano catg powyzszg procedure.

4.8.6 Testgliding

Jest to najprostszy test ruchliwo$ci motordw molekularnych, w ktérym sg one
przytwierdzone do powierzchni szkietka poprzez fragment niezalezny od ATP,
w przypadku kinezyny-1 przez koniec karboksylowy (Korten i Diez, 2008). Domeny
motoryczne wystajg wtedy do roztworu i wychwytujg mikrotubule (Ryc. 4.11). Hydroliza
ATP i zwigzane z tym zmiany konformacji w domenie motorycznej generujg ruch

i w efekcie mikrotubule sg przesuwane, co mozna tatwo zaobserwowad.

kierunek transportu
mikrotubuli przez
one kinez

gtowki
kinezyna-1
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A\ Y4
przeciwciato f Pluronic F127

Ryc. 4.11 Schemat testu gliding

W niniejszej pracy kinezyne-1 unieruchomiono na szkietku dwiema metodami.

Pierwsza opierata sie na uzyciu przeciwciat przeciwko C-koricowej czesci kinezyny lub
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rozpoznajacych metke polihistydynowg. W tym przypadku stosowano szkietka
silanizowane (4.8.2). Celki przygotowano tak jak w podrozdziale 4.8.4, a nastepnie
dodano przeciwciafa i Pluronic F127 jak w 4.8.5. W kolejnym etapie wybrang celke
ptukano buforem Brb20-S (40 ul), naniesiono 20 pl roztworu kinezyny-1 o stezeniu 10-
15 nM w Brb20-S i pozostawiono na 5 minut. Po tym czasie celke ptukano buforem
Brb20-S, aby wyeliminowa¢é motory niezwigzane 1z przeciwciatami. Osobno,
przygotowano mieszanine Brb20-S z antyoksydantami i 2 mM ATP, z czego 40 ul buforu
wykorzystano do ptukania, a do 50 pl dodano mikrotubule do stezenia 0.003 mg/ml,
cato$é naniesiono i nagrywano filmy trwajgce ok. 2-3 min, w kanale dla mikrotubul.

W kolejnej celce powtarzano procedure.

Drugi sposéb wykonania testu gliding opiera sie na wykorzystaniu szkietek
niehydrofobowych (4.8.3), pokrywanych na sSwiezo warstwg kazeiny, do ktorej
niespecyficznie wigze sie ogon kinezyny-1. Fakt ten umozliwia przeprowadzenie testu

gliding (Ryc. 4.12).

kierunek transportu

— mikrotubuli przez

unieruchomione kinezyny

gtéwki
kinezyny-1

warstwa kazeiny
szkietko

Ryc. 4.12 Test gliding na szkietkach hydrofilowych

Celki przygotowano tak jak to opisano wyzej (4.8.4), a potem wypetniono
je buforem blokujgcym, wpuszczono kilka objetosci celki (50-100 ul) i zostawiono
do inkubacji na 5 minut. W przypadku szkietek hydrofilowych nie byto koniecznosci
uzywania pompki prézniowej do nanoszenia pierwszego roztworu, poniewaz wptywat
on do kanatu celki samoistnie. Nastepnie naniesiono kinezyne-1 (10-15 nM) w buforze
blokujgcym i inkubowano 5 min. Kolejne etapy przeprowadzano identycznie,

jak w przypadku testu gliding na szkietkach silanizowanych i stosowano te same bufory.
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4.8.7 Test wygaszania pojedynczych czgsteczek
Eksperyment ten wykonuje sie w celu weryfikacji, czy badane biatko wystepuje
faktycznie w postaci pojedynczych czasteczek, czy moze obserwuje sie grupy czgsteczek

lub agregaty.

Kinezyna-1 w komdrkach ma postaé heterotetrameru zdwoma tancuchami ciezkimi
i dwoma lekkimi. W niniejszej pracy natomiast uzywano konstruktu zawierajgcego
jedynie tancuchy ciezkie, tworzgce dimery. Do genu kodujgcego tancuch ciezki
dotgczono na koncu karboksylowym sekwencje kodujacg GFP, wobec tego na kazdg
wyprodukowang czgsteczke dimerycznej kinezyny przypadaty dwie czgsteczki GFP.
Fotowygaszanie w tym przypadku powinno przebiega¢ w dwdch etapach — najpierw

wygaszanie jednej czasteczki GFP (spadek fluorescencji), a nastepnie drugiej (Ryc. 4.13).

Samo wykonanie przebiegato analogicznie do opisanej wyzej procedury testu gliding
na szkietkach silanizowanych (4.8.6), z t3 réznicg, ze nie dodawano mikrotubul, ani ATP.
Czasteczki kinezyny-1 przytagczone do przeciwciat byty nastepnie naswietlane laserem
o dtugosci fali 488 nm (wzbudza fluorescencje GFP w kinezynie). Filmy (2-3 min)
nagrywano z ustawiong dos¢ intensywng mocg lasera, np. 20-30%, podczas gdy
w standardowych eksperymentach uzywano 6-10% mocy (maksymalna moc lasera 488
to 100 mW). Uzyskane nagrania analizowano w programie Imagel) (Schneider i wsp.,

2012) i przygotowano wykresy intensywnosci fluorescencji w funkcji czasu (Ryc. 4.13).
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Ryc. 4.13 Reprezentatywny wykres fotowygaszania czasteczki kinezyny-1

4.8.8 Mikroskopia TIRF - przesuwanie dwdch mikrotubul wzgledem siebie przez
kinezyne-1

Szkietka przygotowano zgodnie z metodg opisang wczesniej (podrozdziat 4.8.2),
acelki tak jak w punkcie 4.8.4. Z kolei mikrotubule — stacjonarne i tadunkowe
przygotowano wedtug procedury opisanej w punkcie 4.4.5. Do kazdej celki wpuszczono
po 20 ul roztworu przeciwciat rozpoznajgcych biotyne, rozcienczonych 30 razy w PBS
i inkubowano 10 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie do celek wprowadzono
1% roztwor Pluronic F127 w Brb80 na minimum 30 minut. Metalowy statyw z celka
umieszczono w komorze mikroskopu TIRF nagrzanej do 30°C. Mikrotubule stacjonarne
(4% tubuliny z Alexa Fluor 647 i 10% tubuliny z biotyng) natozono w ok. 30-krotnym
rozcienczeniu — do stezenia ok. 0.003 mg/ml w buforze 1 i po chwili ptukano najpierw
buforem 1 (to i pozostate ptukania po 40 pl buforu), a potem buforem 2. Nastepnie
do celki dodano kinezyne-1 (lub kinezyne-1 bez zawiasu-2) w buforze 2 (bez ATP)
w odpowiednim stezeniu i inkubowano 3 minuty. Po tym czasie celke ptukano buforem
3 i nastepnie buforem 4. Mikrotubule fadunkowe (zawierajace 16% tubuliny z Alexa
Fluor 647) zawieszone w 40 pl buforu 4 (koncowe stezenie mikrotubul to ok. 0.001
mg/ml) rozdrabniano na mniejsze fragmenty, przepuszczajagc je przez cienka igte
do HPLC i unikajac tworzenia piany. Nastepnie do roztworu mikrotubul dodano ATP
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do stezenia 2 mM i cato$¢ wpuszczono do celki. Filmy nagrywano w dwdch kanatach —
dla kinezyny laser 488 nm i 649 nm dla mikrotubul. Dzieki réznicy w zawartosci tubuliny
znakowanej Alexa Fluor 647 mozliwe byto odrdéznienie mikrotubul stacjonarnych od
tadunkowych podczas przesuwania mikrotubul przez kinezyne-1. Schemat

eksperymentu przedstawia Ryc. 4.14.
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Ryc. 4.14 Schemat przesuwania dwéch mikrotubul wzgledem siebie przez kinezyne-1

Inne warianty tego eksperymentu obejmujg uzycie mikrotubul przygotowanych
z tubuliny zmodyfikowane] potranslacyjnie (in vitro) — detyrozynowane, tyrozynowane,
glutamylowane. Pozwalato to ocenié¢ wptyw (lub jego brak) wymienionych modyfikacji
tubuliny na proces przesuwania dwdch mikrotubul wzgledem siebie przez kinezyne-1.

4.89 Wplyw stezenia kinezyny-1 na wybrane parametry przesuwania dwoch

mikrotubul wzgledem siebie

W ramach tego eksperymentu wykorzystano szereg stezen kinezyny-1: 1.5 nM,
3nM, 45 nM, 6 nM, 7.5 nM, 9 nM, 10.5 nM, 12 nM, 18 nM, 24 nM, 30 nM i 45 nM.
Kazde stezenie zmierzono zgodnie z procedurg opisang w punkcie 4.3.3. Eksperymenty
wykonano wedtug procedury zawartej w podrozdziale 4.8.8. Zebrano i policzono
parametry dla przynajmniej 40 réinych zdarzen przesuwania mikrotubul z kazdego

stezenia, uzywajac programu FIESTA, wersja 1.05.0005 (Ruhnow i wsp., 2011).

4.9 Metody uzywane do obliczeri uzyskanych wynikéw
W celu okreslenia szybkosci w testach ruchliwosci pojedynczych czasteczek,

gliding i przesuwania dwdch mikrotubul wzgledem siebie przez kinezyne-1, otrzymane
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wyniki analizowano za pomocya rozktadu normalnego (Gaussa).
Gestos¢ prawdopodobienstwa f(x) okresla ponizsze Réwnanie 5, gdzie u oznacza
$rednig, a oto odchylenie standardowe (wariancja &°).

(x = p)?
202

f&) =

1
Umexp -
Réwnanie 5 Funkcja gestosci prawdopodobienstwa rozktadu normalnego

W celu obliczenia dtugosci przebiegu pojedynczych czasteczek kinezyny-1
oraz wyznaczenia odlegtosci, na jakie byty transportowane mikrotubule w tescie
przesuwania dwéch mikrotubul wzgledem siebie przez kinezyne-1,
uzywano dystrybuanty (ang. cumulative distribution function, CDF). Dystrybuante
opisuje Rownanie 6, gdzie L to srednia dtugos¢ przebiegu, x to dtugos¢ przebiegu dla
poszczegdlnych czgsteczek/mikrotubul, xo to graniczna dtugos¢ przebiegu, ponizej ktérej

pomiar nie jest mozliwy (Thorn i wsp., 2000).

CDF =1— exp [— @]

Réwnanie 6 Dystrybuanta
Dopasowanie rozktadu normalnego i dystrybuanty sporzadzono w programie

DataWnd, opracowanym przez prof. Andrzeja A. Kasprzaka, promotora niniejszej pracy.
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5. Wyniki

Do rozprawy dotqczono filmy obrazujgce ruch mikrotubula-mikrotubula generowany
przez kinezyne-1, a takze test gliding oraz ruch pojedynczych czqsteczek kinezyny-1
wzdtuz mikrotubuli

5.1 Testy ruchliwosci kinezyny-1 — gliding oraz analiza pojedynczych
czgsteczek
Przed przystgpieniem do analizy przesuwania mikrotubul wzgledem siebie przez
kinezyne-1 wazne byto sprawdzenie parametrow ruchu uzyskanej kinezyny-1,
czyli okreslenie szybkosci, jakie moze osigga¢, a takze dtugosci przebiegu pojedynczych
czasteczek tego motoru. Innymi stowy, potrzebna byta pewnos¢, ze parametry te sg

zgodne z danymi opisanymi w literaturze dla kinezyny-1.

V., = 1170 + 11 nm/s

100 ~

n (liczba mikrotubul)
o
o
1

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
szybkos¢ (nm/s)
Ryc. 5.1 Histogram przedstawiajgcy szybkosci transportu mikrotubul przez kinezyne-1 petnej
dtugosci (50 nM) w tescie gliding. Czerwona linia to krzywa rozktadu normalnego. Vi = 1170 +
11 nm/s to $rednia szybkos$¢ wystepujgca w rownaniu dla rozktadu normalnego (Réwnanie 5).
Stupki btedéw stanowig btedy standardowe (SE) obliczone dla kazdego zakresu szybkosci

(opuszczono zakresy z pojedynczymi wartosciami). Parametry dla catej populacji probek: n =342
mikrotubule; SD = 122 nm/s

Na poczatku wykonano test gliding, zgodnie z procedurg opisang w Metodach

w punkcie 4.8.6 (zob. Film 01). Szybkos¢ mikrotubul w tescie gliding dla kinezyny-1
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petnej dtugosci w 30°C, otrzymana przez fitowanie danych do rozktadu normalnego

(Roéwnanie 5) wynosita 1170 + 11 nm/s (Ryc. 5.1).

Szybkosci otrzymane z testu gliding dla kinezyny-1 udokumentowane w literaturze
sg dos$¢ zréznicowane. Bohm i wsp. (2000) zaobserwowali, ze szybkos¢ kinezyny-1
wyizolowanej z mézgdéw wieprzowych wynosi w 30°C 800 nm/s i jest wyzsza niz w 25°C
(650 nm/s). Z kolei, Korten i wsp. (2016) zauwazyli, ze rekombinowana kinezyna-1
(z Drosophila) wyprodukowana w komdrkach owadzich wykazuje wiekszg szybkos¢ niz
to samo biatko wyizolowane z bakterii (odpowiednio 900 nm/s i 755 nm/s). Przywotane

przyktady pozwalajg wyjasni¢ duzg szybkosé w tescie gliding uzyskang w niniejszej pracy.

Nastepnie przystgpiono do zbadania parametrow ruchliwosci pojedynczych
czasteczek kinezyny-1 (Film 02), wedtug procedury opisanej w punkcie 4.8.5. Szybkos¢,

po dopasowaniu do krzywej rozktadu normalnego wynosita 594 + 16 nm/s (Ryc. 5.2).

R V¢, =594 £ 16 nm/s
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Ryc. 5.2 Wykres szybkosci pojedynczych czasteczek kinezyny-1 petnej dtugosci
z dopasowaniem krzywej rozktadu normalnego (czerwona linia). Stezenie kinezyny wynosito
0.2 nM. Vg =594 + 16 nm/s to $rednia szybko$¢ wystepujgca w réwnaniu na rozktad normalny
(Réwnanie 5). Stupki btedow stanowig btedy standardowe (SE) obliczone dla kazdego zakresu
szybkosci (opuszczono zakresy z pojedynczymi wartoSciami). Parametry dla catej populacji
prébek: n = 178 czasteczek; SD = 247 nm/s

Wartos¢ szybkosci poruszania sie pojedynczych czasteczek jest znacznie nizsza od
tej uzyskanej w tescie gliding. Podobne zjawisko rdznicy w szybkosciach zaobserwowali
Friedman i Vale (1999). Ci badacze wskazujg na fakt, ze kinezyna-1 w tescie gliding jest
na state przytwierdzona do szkietka i w zwigzku z tym, autoinhibicja kinezyny-1 (opisana

w podrozdziale 1.2.5, Ryc. 1.9) jest zablokowana. Natomiast pojedyncze czgsteczki
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kinezyny-1 petnej dtugosci, ktére po przytgczeniu do mikrotubuli, swobodnie poruszajg
sie po niej, s3 podatne na autoinhibicje. Ponadto, czgsteczki w formie ,,ztozonej” moga
dyfundowa¢ po powierzchni mikrotubuli (Lu i wsp., 2009). Przyktad dyfuzji
i procesywnego ruchu kinezyny-1 widaé na kimografie z Ryc. 5.3 (odpowiednio strzatki
czerwone i biate). Kimograf stanowi ztozenie wszystkich klatek filmu na jednej ilustracji,
gdzie skala czasu zaczyna sie na gorze, a odlegtosci od lewej strony. Kimograf pozwala

na analize catkowitego przebiegu ruchu, w tym przypadku czasteczek kinezyny-1.

Przypuszczalnie, zjawisko autoinhibicji sprawia, ze cze$¢ zablokowanych motoréw
moze stanowi¢ ,przeszkody” dla innych, ktore poruszajg sie procesywnie. Podobnie,
dyfundujgce motory mogga stanowic przeszkody dla innych kinezyn, poruszajacych sie
procesywnie (przyktad na Ryc. 5.3, strzatka zétta). Mozliwe, ze powoduje to
wystepowanie przerw w ruchu pojedynczych czgsteczek, obnizajgc Srednig wartosc
szybkosci. Identyczny wynik szybkos$ci pojedynczych czasteczek kinezyny-1 petnej

dtugosci jak w niniejszej pracy (600 nm/s) uzyskali Hooikaas i wsp. (2019).
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odlegtosc (pum)

Ryc. 5.3 Kimografy przedstawiajace dyfuzje oraz ruch procesywny czasteczek kinezyny-1 (A i B
—0.1nM, C-0.2 nM, Di E - 1.5 nM). Strzatki oznaczajg kolejno: czerwone — dyfuzja czgsteczek
kinezyny-1, biate — ruch procesywny motorow, zé6tta — dyfundujgca czgsteczka kinezyny-1
(lub grupa czgsteczek) prawdopodobnie przerwata ruch procesywny innej czasteczki. Rdzne katy
nachylenia toréw ruchu (biate strzatki w B i D) Swiadczg o réznicach w szybkosci poruszania sie
czasteczek kinezyny-1
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Ryc. 5.4 Dystrybuanta diugosci przebiegu dla pojedynczych czasteczek kinezyny-1 petnej
diugosci. Stezenie kinezyny-1 wynosito 0.2 nM. L = 0.5 £ 0.005 um to dtugos¢ przebiegu
obliczona z Réwnania 6. Parametry dla catej populacji probek: n = 178 czgsteczek; SD = 0.5 um

Dtugosé przebiegu dla pojedynczych czgsteczek kinezyny-1 obliczono z dystrybuanty
(ang. cumulative distribution function, CDF; Rdwnanie 6) i uzyskano wynik 0.5 + 0.005
pum (Ryc. 5.4). We wstepie wspomniano, ze procesywnos$¢ pojedynczych czgsteczek
kinezyny-1 wynosi ok. 0.8 um (Hackney, 1995). Inni badacze uzyskiwali wartosci dtugosci
przebiegu rowne np. 1 um (Hooikaas i wsp., 2019) lub 0.82 um (Chiba i wsp., 2021) dla
kinezyny-1 petnej dtugosci.

Friedman i Vale (1999) zmierzyli szybkos¢ 135 nm/s dla ludzkiej kinezyny-1 petnej
dtugosci, a dtugos$é przebiegu 2.5 um. Jednakze, uzywali oni mikrotubul aksonemalnych,
ktore sg silnie glutamylowane (do 40 reszt Glu). We wstepie opisano zbadany wptyw
glutamylacji — przy 10 resztach Glu dfugos¢ przebiegu kinezyny-1 wzrastata 1.5 razy

(podrozdziat 1.5).

Reasumujgc, uzyskane dane pokazujg, ze otrzymany preparat kinezyny-1 jest
podobny do tych uzywanych przez innych badaczy, poniewaz osigga wartosci
parametréw ruchu zblizone do wynikéw opublikowanych wczesniej (opisane wyzej),
a zanieczyszczenia wystepujgce w tym preparacie wydajg sie nie zaburza¢ badanych
oddziatywan. Ewentualne odchylenia mogg wynika¢ z rézinych warunkdéw
eksperymentalnych, sity jonowej buforéw, a takie drobnych réinic w uzywanych

mikrotubulach (jak u Friedman i Vale, 1999).

95



5.2 Opracowanie powtarzalnych warunkéw eksperymentalnych testu
przesuwania mikrotubul przez kinezyne-1

Pomimo dostepnosci metod wykonania testéw przesuwania dwdéch mikrotubul
wzgledem siebie przez motory molekularne in vitro (z biatkami oczyszczonymi),
w literaturze nie bylo powtarzalnej metody pozwalajgcej na obserwacje ruchu
mikrotubula-mikrotubula dla kinezyny-1, a stosowanie warunkdw, ktdre byty optymalne
dla innych motoréw (np. dla Ncd, Fink i wsp., 2009) koriczyty sie niepowodzeniem. Préby
wykonania testu przesuwania mikrotubul wzgledem siebie przez kinezyne-1 byly
prowadzone réwniez w podobnych warunkach jak w tescie gliding (4.8.6), czy podczas
pomiaru ruchliwosci pojedynczych czgsteczek (4.8.5). Do testéw ruchliwosci kinezyny-1,
zazwyczaj uzywa sie buforu Brb80 lub Brb20 z dodatkiem 0.2 — 0.5 mg/ml kazeiny
(doktadne sktady roztworéw w punkcie 3.4). Brb20 to bufor o nizszej sile jonowej, ktory
pozwala na uzyskanie wiekszej ilosci zdarzen ruchliwosci pojedynczych czasteczek
kinezyny-1 przy znacznie nizszym stezeniu tego biatka niz w przypadku Brb80 (Korten
i Diez, 2008). W przypadku niniejszej pracy podobng zaleznos¢ zaobserwowano
w przypadku testu gliding, dlatego wszystkie eksperymenty byty robione z uzyciem
Brb20. Jednakze, warunki eksperymentalne stosowane w testach ruchliwosci
pojedynczych czgsteczek i gliding rowniez nie pozwolity zaobserwowacé przesuwania

dwdch mikrotubul przez kinezyne-1.

Nieoczekiwanie, waznym elementem determinujgcym, czy proces przesuwania
mikrotubul przez kinezyne-1 bedzie obserwowany czy nie, okazato sie stezenie kazeiny
w buforach uzywanych do badan. Kazeina to biatka mleka (fosfoproteiny), a wtasciwie
mieszanka sktadajgca sie z typdw osi1i as2, B oraz k. Dodana do buforéw kazeina nie
wptywa na funkcjonalnos¢ oraz aktywnosé kinezyny-1. Jednakze, w przypadku testu
przesuwania dwéch mikrotubul okazato sie, ze zbyt wysokie stezenie kazeiny, tj. ok. 0.2
mg/ml, hamuje ten proces lub go uniemozliwia. Dopiero po obnizeniu stezenia kazeiny
do 0.1 mg/ml w niniejszej pracy zaobserwowano zjawisko przesuwania dwoch
mikrotubul wzgledem siebie przez kinezyne-1 (sktad buforu w punkcie 3.4, a opis
metody 4.8.8). Kazeina jest uzywana w tescie gliding jako odczynnik blokujgcy szkietka
hydrofilowe, tworzacy warstwe, do ktérej wigzg sie czgsteczki kinezyny-1 za pomoca
ogondéw, a domeny motoryczne sg zwrdcone do roztworu (Korten i Diez, 2008). Ponadto,

w wyniku eksperymentu opisanego w podrozdziale 4.7.1 okazato sie, ze czes¢ kazeiny
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zostaje w osadzie razem z mikrotubulami i kinezyng-1, najprawdopodobniej zwigzana
z ogonem kinezyny. W stezeniu 0.5 mg/ml B-kazeina tworzy micele (O'Connell i wsp.,
2003). Poniewaz w tej pracy uzywano niefrakcjonowanej kazeiny, powstato pytanie,
czy kinezyna mogta transportowac takie micele zamiast mikrotubul i stad byt brak
obserwacji przesuwania dwoch mikrotubul. W opisywanych badaniach byt to jednak

tylko aspekt techniczny (Szkop i wsp., 2018).

Przeprowadzono test przesuwania mikrotubul przez kinezyne-1 (tak jak to opisano
w punkcie 4.8.8) z réznymi stezeniami kazeiny. Co ciekawe, bez kazeiny czgsteczki
kinezyny-1 praktycznie nie poruszaty sie po mikrotubulach (Ryc. 5.5, 1), ale sporadycznie
mogty wigza¢ mikrotubule tadunkowe z roztworu. W przypadku stezen kazeiny
wiekszych od 0.2 mg/ml obserwowano tylko ruch procesywny kinezyny-1, a transportu
mikrotubul juz nie. Dopiero w obecnosci 0.1 mg/ml kazeiny zaobserwowano zaréwno
ruch procesywny kinezyny-1 oraz przesuwanie mikrotubul wzgledem siebie (Ryc. 5.5, Il).
Wiasnie w takich warunkach wykonano wszystkie kolejne badania nad przesuwaniem

dwéch mikrotubul wzgledem siebie przez kinezyne-1.
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l. bez kazeiny 1. 0.1 mg/ml kazeiny
Ryc. 5.5 Kimografy przedstawiajgce wyniki eksperymentu z réznymi stezeniami kazeiny. A —
kanat zielony (kinezyny-1), B — kanat czerwony (mikrotubul), C — oba kanaty. Do eksperymentu
uzyto stezenia 6 nM kinezyny-1. Rézowymi strzatkami oznaczono nieporuszajace sie czgsteczki
kinezyny-1, biate strzatki wskazujg ruch procesywny motoréw, czerwone — dyfuzje czasteczek
kinezyny-1, a z6tte — kolokalizacje procesywnego ruchu czgsteczek z jednoczesnym transportem
mikrotubuli tadunkowej wzdtuz mikrotubuli stacjonarnej przez kinezyne-1. Dla fragmentu I i Il
panele A, B i C obejmujg ten sam obszar, dlatego tez skale barowg i skale czasu opisano tylko w
czesci A
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5.2.1 Eksperyment kontrolny ruchu mikrotubula-mikrotubula

W celu sprawdzenia, czy za przesuwanie dwdéch mikrotubul wzgledem siebie
faktycznie odpowiada kinezyna-1 przeprowadzono eksperyment, w ktérym wykonano
wszystko wedtug opisu w podrozdziale 4.8.8, ale poczatkowo mikrotubule tadunkowe
nanoszono bez dodatku ATP. Nagrywano filmy o dtugosci 1 — 2 minuty. Nastepnie do tej
samej celki dodano bufor z ATP i nagrywano kolejne filmy. Na potrzeby utatwienia
interpretacji zdje¢ — pojedynczych klatek z filméw z mikroskopu TIRF przedstawiajgcych

ruch mikrotubula-mikrotubula przygotowano ilustracje (Ryc. 5.6).

czasteczka
kinezyny-1 na czasteczki
mikrotubuli ™ kinezyny-1
stacjonarnej nagromadzone
na koncu plus
mikrotubuli
mikrotubula mikrotubula stacjonarnej

tadunkowa stacjonarna

Ryc. 5.6 llustracja zawierajgca objasnienie do zdje¢ z mikroskopu TIRF

Zgodnie z oczekiwaniami, bez ATP nie zaobserwowano ani procesywnego ruchu
kinezyny-1, ani ruchu mikrotubula-mikrotubula, co widaé¢ zaréwno na montazu
wybranych klatek z filmu (Ryc. 5.7), jak i na kimografie z tego samego obszaru co montaz

(Ryc. 5.8).

Cczas

(s)

16

32

48

Ryc. 5.7 Montaz z filmu obrazujacego pierwsza czes¢ eksperymentu kontrolnego bez dodatku
ATP. Stezenie kinezyny-1 wynosito 6 nM. Zéttym i niebieskim tréjkatem zaznaczono lokalizacje
mikrotubul tadunkowych w czasie rownym 0 s
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Ryc. 5.8 Kimograf do montazu z Ryc. 5.7, obrazujacy pierwszg cze$¢ eksperymentu kontrolnego
bez dodatku ATP. Stezenie kinezyny-1 wynosito 6 nM. Rézowymi strzatkami oznaczono
czasteczki kinezyny-1 unieruchomione na mikrotubuli stacjonarnej, czerwonymi — dyfuzje
czasteczek kinezyny-1, a niebieskimi gwiazdkami mikrotubule, ktdére przytgczyty sie do
czasteczek kinezyny-1, ale nie byty transportowane

W drugiej czesci eksperymentu do tej samej celki dodano bufor zawierajgcy ATP.
Wtedy juz zaobserwowano zaréwno procesywny ruch czasteczek kinezyny-1,
jak i przesuwanie dwdch mikrotubul wzgledem siebie. Wida¢ to na montazu (Ryc. 5.9)

i na kimografie uzupetniajgcym ten montaz (Ryc. 5.10).
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czas

(s)

6.8

10.8

14.8

18.8

Ryc. 5.9 Montaz z filmu obrazujgcego druga czes¢ eksperymentu kontrolnego po dodaniu
buforu z ATP. Stezenie kinezyny-1 wynosito 6 nM. Zéttym tréjkatem zaznaczono lokalizacje
wybranej mikrotubuli tadunkowej w czasie 0 s, a niebieskimi gwiazdkami mikrotubule, ktére nie
byty transportowane

odlegtosc¢ (um)

czas (s)

kanat zielony kanat czerwony

(dla kinezyny)  (dla mikrotubul) oba kanaty

Ryc. 5.10 Kimograf do montazu z Ryc. 5.9, obrazujacy drugg czes¢ eksperymentu kontrolnego
po dodaniu buforu z ATP. Stezenie kinezyny-1 wynosito 6 nM. Strzatkami oznaczono kolejno:
rozowymi — czgsteczki kinezyny-1 unieruchomione na mikrotubuli stacjonarnej, biatymi —
procesywny ruch czgsteczek kinezyny-1, niebieskimi — przemieszczanie mikrotubuli fadunkowej
przez kinezyne-1. Niebieskimi gwiazdkami zaznaczono mikrotubule tadunkowe,
ktdre przytgczyty sie do czgsteczek kinezyny-1, ale nie byty transportowane
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Opisany eksperyment kontrolny pozwolit potwierdzi¢, ze za przesuwanie dwdch

mikrotubul wzgledem siebie odpowiadajg czasteczki kinezyny-1.

5.3 Wptyw stezenia kinezyny-1 na wybrane parametry przesuwania
dwdch mikrotubul wzgledem siebie

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw zaobserwowano, ze stezenie
kinezyny-1 ma wpltyw na szybkos¢, diugos¢ przebiegu oraz czestos¢ wystepowania
zdarzen przesuwania dwoch mikrotubul przez kinezyne-1. W ramach niniejszej pracy
omowie kolejno analizowane parametry ruchu mikrotubula-mikrotubula oraz sprébuje
wyjasni¢, dlaczego obserwuje sie tak wyrazny wptyw stezenia kinezyny-1 i jakim
zjawiskom mogg podlegac¢ czgsteczki kinezyny-1 w réznych zakresach stezen tego
motoru. Eksperymenty wykonano wedtug procedury opisanej w punkcie 4.8.8 i 4.8.9.
Film 03 przedstawia porédwnanie trzech stezen kinezyny-1 (1.5 nM, 6 nM i 45 nM)

podczas generacji ruchu mikrotubula-mikrotubula.

5.3.1 Dtugos¢ przebiegu przesuwania dwéch mikrotubul wzgledem siebie

W przypadku przesuwania dwéch mikrotubul, przy stezeniu 6 nM kinezyny-1
zanotowano wartos$¢ dtugosci przebiegu ok. 12 um, co stanowito maksimum w badanym
zakresie stezen (Ryc. 5.11). Obserwowano tez pojedyncze zdarzenia przesuwania
mikrotubul o dtugosci przebiegu nawet 30 um. Ponadto, dtugos¢ przebiegu dla stezenia
kinezyny-1 1.5 nM byta nizsza ~4 razy niz dla 6 nM, a w przypadku 45 nM wartos¢ ta
spadfa prawie pieciokrotnie w porownaniu do 6 nM. Test jednoczynnikowej analizy
wariancji (ANOVA z korekta Welcha) wykazat, ze rdznice miedzy dtugosciami przebiegu

w zaleznosci od stezenia kinezyny-1 sg istotne statystycznie (p < 0.0001).
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Ryc. 5.11 Dtugosc przebiegu przesuwania mikrotubul w funkcji stezenia kinezyny-1 (obliczone

jako dystrybuanty dla kazdego stezenia z Rdwnania 6). Kazdy stupek btedu to btad standardowy
(SE)

5.3.2 Czas trwania ruchu mikrotubula-mikrotubula

Przeanalizowano rdwniez czas trwania poszczegdlnych zdarzen przesuwania dwdch
mikrotubul wzgledem siebie, lecz nie zaobserwowano rdznic istotnych statystycznie
(p=0.92, test ANOVA z korektg Welcha). Najwyzsze wartosci obserwowano przy

stezeniach 4.5 nM oraz 6 nM kinezyny-1 (Ryc. 5.12).

110+

100- II

czas trwania ruchu (s)
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stezenie kinezyny-1 (nM)

Ryc. 5.12 Zalezno$¢ czasu trwania przesuwania dwoch mikrotubul wzgledem siebie od
stezenia kinezyny-1. Stupki przedstawiajg srednie czasu trwania ruchu dla kazdego stezenia,
ktore obliczono z réwnania dla rozktadu normalnego (Réwnanie 5). Stupki btedow to btedy
standardowe (SE)
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5.3.3 Analiza szybkosci przesuwania dwéch mikrotubul wzgledem siebie

Szybkosci z kazdej grupy stezen zostaty obliczone poprzez podzielenie drogi
(dtugosci przebiegu, w nm) przez catkowity czas trwania transportu (s). Natomiast
szybkos$¢ dla kazdego stezenia obliczono za pomocag rozktadu normalnego. Wyniki
jednoznacznie wskazujg, ze najwyzsze wartosci szybkosci wystepujg przy 6 nM kinezyny-
1, czyli analogicznie jak w przypadku dtugosci przebiegu. Maksimum szybkosci — przy 6
nM — wynosi 136 nm/s (Ryc. 5.13). Poréwnano tez szybkosci miedzy stezeniem 6 nM
i dwoma skrajnymi stezeniami, czyli 1.5 nM i 45 nM. W przypadku 1.5 nM szybko$¢ byta
~2 razy mniejsza niz dla 6 nM (odpowiednio 67 nm/s i 136 nm/s), a przy 45 nM kinezyny-

1 zaobserwowano trzykrotny spadek wartosci szybkosci (52 nm/s).

Czestym zjawiskiem podczas przesuwania dwdch mikrotubul wzgledem siebie byty
przerwy w transporcie mikrotubul. Poréwnano wiec, jak zmienia sie szybkos¢
po uwzglednieniu czasu trwania pauzy (odjeto czas trwania przerwy od catkowitego
czasu trwania ruchu). Zgodnie z przewidywaniami, szybkosci wzrosty.
Ponadto, zaobserwowano przesuniecie maksimum szybkos$ci przesuwania z 6 nM
na 7.5 nM (Ryc. 5.13) i wynosita ona ok. 220 nm/s. Analiza testem ANOVA (z korekta
Welcha) wykazata, ze rdznice szybkosci w zaleznosci od stezenia kinezyny-1 zaréwno

z uwzglednieniem przerwy w ruchu, jak i bez, sg istotne statystycznie (p < 0.0001).
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Ryc. 5.13 Zalezno$é szybkosci ruchu mikrotubula-mikrotubula od stezenia kinezyny-1. Srednie
szybkosci dla kazdego stezenia obliczono z réwnania dla rozktadu normalnego (Réwnanie 5).
Stupki btedéw to btedy standardowe (SE) obliczone dla kazdego stezenia osobno
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5.3.4 Przerwy podczas ruchu mikrotubula-mikrotubula

Przesuniecie maksimum szybkosci przesuwania z 6 nM na 7.5 nM wskazuje
na dtuzsze przerwy przy 7.5 nM, a potwierdzity to wyniki analizy dtugosci przerw.
W przypadku najkrétszej i najdtuzszej przerwy (w sekundach, odpowiednio stezenia 1.5
nM i 4.5 nM) czas i udziat procentowy nie pokrywaty sie, co wida¢ na ponizszych
wykresach (Ryc. 5.14 i 5.15). Ze wzgledu na to, ze poszczegdlne zdarzenia przesuwania
dwéch mikrotubul wzgledem siebie réznity sie od siebie catkowitymi czasami trwania
ruchu (Ryc. 5.12), przerwe lepiej opisuje jej procentowy udziat w catkowitym czasie
trwania danego zdarzenia ruchu mikrotubula-mikrotubula (Ryc. 5.14 i 5.15).
Ponadto, test ANOVA (z korektg Welcha) wykazat brak istotnosci statystycznej dla réznic
w dtugosci przerw w sekundach pomiedzy poszczegdlnymi stezeniami kinezyny-1

(p=0.13).
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Ryc. 5.14 Czas trwania przerwy (t SE) w ruchu a stezenie kinezyny-1 (Srednie obliczone
z Réwnania 5). Dla utatwienia obserwacji réznic na wykresie, skala osiy zaczyna sie od 9 s
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Ryc. 5.15 Przerwa jako procent catkowitego czasu trwania ruchu (Srednie obliczone
z Réwnania 5). Dla utatwienia obserwacji réznic na wykresie, skala osi y zaczyna sie od 28%.
Kazdy stupek btedu to btad standardowy (SE)

Dtugosc przerwy wyrazona jako procent czasu trwania ruchu nie jest liniowo zalezna
od stezenia, ale analiza testem ANOVA (z korektg Welcha, w ktérej poréwnano wszystkie
stezenia) wykazata, ze obserwowane rdéznice sg istotne statystycznie (p < 0.0001).
Analizujgc wykres z Ryc. 5.15 mozna powiedzieé, ze w przypadku wiekszych stezen
kinezyny-1 obserwuje sie nieco dtuzsze przerwy (12, 24 i 30 nM). Jednakze w przypadku
18 i 45 nM te przerwy osiggajg wartosci podobne lub nawet mniejsze niz w przypadku
nizszych stezen kinezyny-1 (1.5 - 10.5 nM).

5.3.5 Liczba zdarzen przesuwania dwdch mikrotubul wzgledem siebie a stezenie
kinezyny-1

W trakcie nagrywania filméw z kolejnymi stezeniami trudno byto nie zauwazy¢,
ze przy niektérych stezeniach przesuwanie dwéch mikrotubul wzgledem siebie byto
obserwowane o wiele czesciej (zob. Film 03). Najwieksza czestotliwos¢ ruchu
mikrotubula-mikrotubula wystgpita przy stezeniu 6 nM (~4 zdarzenia/min, Ryc. 5.16),
co pokrywa sie z wartosciami maksimum uzyskanymi w analogicznej analizie szybkosci
oraz dtugosci przebiegu (podrozdziaty 5.3.1 i 5.3.3). Zaobserwowane rdznice sg istotne

statystycznie (p = 0.0002, test ANOVA z korekta Welcha).
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Ryc. 5.16 Liczba zdarzen przesuwania mikrotubul wzgledem siebie (na minute) a stezenie
kinezyny-1. Wykres przedstawia, ile razy Srednio w trakcie 1-minutowego filmu obserwowano
ruch dwoéch mikrotubul wzgledem siebie. Liczby zdarzen dla wszystkich stezen kinezyny-1
obliczono osobno za pomocg mediany, stupki btedéw to btedy standardowe (SE)

5.4 Wptyw dtugosci mikrotubul na parametry przesuwania dwdéch
mikrotubul wzgledem siebie

Szybkos¢ oraz difugos¢ przebiegu kinezyny-1 zmniejszajg sie wraz ze wzrostem
wielkosci tadunku, co zostato udowodnione m.in. in vitro za pomocg putapki optycznej
(Visscher i wsp., 1999; Guo i wsp., 2019). Ma to swoje odzwierciedlenie w transporcie
tadunkoéw in vivo, w komérkach, gdzie np. pecherzyki sg transportowane z szybkoscig ok.
1 um/s (Reis i wsp., 2012; Lim i wsp., 2017), a wieksze od nich i ciezsze mitochondria
0.6 um/s (Niescier i wsp., 2016), przy czym szybkos$¢ zalezy tez od tego ile motoréw
bierze udziat w transporcie. Chociaz mikrotubula ma inny ksztatt niz pecherzyk lub
mitochondrium, sprawdzono czy istnieje zalezno$¢ miedzy dtugoscia mikrotubul

tadunkowych w ruchu mikrotubula-mikrotubula a badanymi parametrami ruchu.

Najpierw obliczono $rednig dtugos¢ mikrotubul fadunkowych dla wszystkich stezen
kinezyny-1 analizowanych razem — bez podziatu na stezenia, ktéra wynosi 2 + 0.2 um
(n =480, SD = 1.3 um), a nastepnie wyznaczono $rednie dtugosci mikrotubul dla kazdego
stezenia kinezyny-1 osobno (Ryc. 5.17) za pomocg Réwnania 5 dla rozktadu normalnego.
Pomimo tego, ze eksperymenty byly wykonywane za kazdym razem identycznie
(podrozdziat 4.8.8), to w przypadku stezen 4.5 — 9 nM wykazano, ze Srednia dtugos¢
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mikrotubul jest mniejsza niz w przypadku pozostatych stezen, a zarazem mniejsza niz
Srednia dtugos¢ obliczona dla catej populacji prébek. Mozliwosci s dwie:
albo w zakresie stezenia kinezyny-1 4.5 — 9 nM preferowany byt transport krotszych
mikrotubul, albo ta zaleznos¢ byta przypadkowa. Jednakze, mniej wiecej dla tego zakresu
stezen kinezyny-1 (dokfadnie 4.5 — 7.5 nM) uzyskano najwieksze wartosci szybkosci
i dtugosci przebiegu w ruchu mikrotubula-mikrotubula (podrozdziat 5.3.1 i 5.3.3).
W przypadku pozostatych stezen kinezyny, srednie dtugosci mikrotubul fadunkowych sg
wieksze niz wartos$¢ srednia dla catej populacji lub znajdujg sie w zakresach btedéw

standardowych (Ryc. 5.17, czarna linia).
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Ryc. 5.17 Srednie ditugosci mikrotubul tadunkowych obliczone z Réwnania 5 dla rozktadu
normalnego. Dla kazdego stezenia n = 40, a stupki bteddéw to btedy standardowe. Czarna linia
oznacza $rednig odczytang z rozktadu normalnego dla catego zakresu stezen kinezyny-1 (1.5 —
45 nM)

W celu wyznaczenia zaleznosci miedzy dtugoscia mikrotubuli fadunkowej
a parametrami ruchu mikrotubula-mikrotubula obliczono wspétczynniki korelacji
zaréwno liniowej (Pearsona), jak i nieliniowej (Spearmana). Analiza korelacji wykonana
dla catej populacji prébek (stezenia kinezyny-1 1.5 — 45 nM, n = 480) nie wykazaty nawet
stabej zaleznos$ci miedzy dtugoscia mikrotubul tadunkowych a parametrami ruchu.
Jednakze, zaleznosci obserwowano w przypadku osobno analizowanych stezen
kinezyny-1 (n = 40 dla kazdego stezenia z zakresu 1.5 — 45 nM kinezyny-1), a takze dla
zakresu stezen z najwyzszymi Srednimi wartosciami szybkosci i dtugosci przebiegu (4.5 —

7.5 nM). W Tab. 5.1 wyszczegdlniono stezenia kinezyny-1, w przypadku ktérych
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obliczenia wskazujg na przynajmniej stabg zaleznos¢ istotng statystycznie (p < 0.05).
W przypadku wiekszosci stezern wykazano zaleznos¢ dla dtugosci przebiegu (Tab. 5.1),
ale pozytywnga, co oznacza, ze wraz ze wzrostem dtugosci mikrotubul tadunkowych
wzrasta dtugosc przebiegu. Dla stezenia 7.5 nM jest to nawet zaleznos¢ umiarkowana
(Tab. 5.1). Wykazano tez stabg zaleznos¢ pozytywng miedzy dtugoscig mikrotubuli
a czasem trwania ruchu mikrotubula-mikrotubula (Tab. 5.1) dla stezen 6 oraz 7.5 nM.

Tab. 5.1 Korelacje miedzy ditugoscia mikrotubul tadunkowych a parametrami ruchu

mikrotubula-mikrotubula dla wszystkich badanych steien kinezyny-1 analizowanych
indywidualnie

Zaleznos¢ liniowa (wspoétczynnik korelacji Stezenia kinezyny-1 (nM)

Pearsona)

Dtugosc przebiegu — staba zaleznos$¢ pozytywna (0.3 | 4.5, 6,9, 12, 24, 45
—-0.49)

Dtugosc przebiegu — umiarkowana zaleznos¢ 7.5

pozytywna (0.5 — 0.69)

Czas trwania ruchu — staba zaleznos¢ pozytywna (0.3 | 6, 7.5

—0.49)

Zaleznos¢ nieliniowa (wspoétczynnik korelacji Stezenia kinezyny-1 (nM)
Spearmana)

Szybkos¢ ruchu — staba zalezno$é pozytywna (0.3 - 1.5,4.5,12,24

0.49)

Szybkos¢ ruchu po uwzglednieniu przerw — staba 10.5, 12, 18,24

zaleznos¢ pozytywna (0.3 — 0.49)

Dla niektorych stezen kinezyny-1 wykazano stabg zalezno$¢ nieliniowg (Spearmana)
miedzy dtugoscig mikrotubuli tadunkowej a szybkoscig przesuwania dwdch mikrotubul
wzgledem siebie oraz szybkoscig po uwzglednieniu przerw w ruchu (Tab. 5.1). W tym
przypadku jest to réwniez zalezno$é pozytywna, ktéra wskazuje, ze wraz ze wzrostem
dtugosci mikrotubuli tadunkowej szybkosci wzrastajg. Obliczone korelacje sg stabe,

wiec dtugosé mikrotubuli tadunkowej nie ma znaczgcego wptywu na parametry ruchu
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mikrotubula-mikrotubula. Wyjatek stanowi umiarkowana zaleznos¢ dla dtugosci

przebiegu w przypadku stezenia 7.5 nM kinezyny-1 (Tab. 5.1).

5.5 Fluktuacje szybkosci transportu mikrotubul oraz przerwy w ruchu

w tescie przesuwania dwdch mikrotubul wzgledem siebie przez

kinezyne-1

Doswiadczenia pokazaty, ze transport mikrotubul podczas testu przesuwania
wykazuje duze wahania w szybkosci, ktéra moze wynosi¢ w jednym momencie ok. 1300
nm/s, a w nastepnym spada do ok. 400 nm/s albo prawie do 0 (Ryc. 5.18). Te wahania
w szybkosci znajdujg odzwierciedlenie w wartosci odchylenia standardowego
wyliczonego dla jednej mikrotubuli, ktdre jest wyzsze niz mediana szybkosci (Ryc. 5.18).
Amplituda szybkos$ci dla wybranej mikrotubuli transportowanej przez kinezyne-1
wynosita ok. 1300 nm/s (Ryc. 5.18). W przypadku testu gliding wahania szybkosci
rowniez wystepowaty (Ryc. 5.19), co byto obserwowane takze przez innych badaczy
(Tjioe i wsp., 2019). Réznica miedzy testem gliding, a testem przesuwania mikrotubul
polega na tym, ze w przypadku gliding przewazajg wyzsze szybkosci, a niskie s3
w mniejszosci (Ryc. 5.19) (por. Film 01 oraz Film 03). Z kolei w tescie przesuwania
mikrotubul jest na odwrét i dominujg nizsze szybkosci (Ryc. 5.18). Poréwnania
zZ niniejszego podrozdziatu dokonano w odniesieniu do ogdtéw populacji prébek z obu
testow.

Srednia szybko$¢ = 149 + 264 (SD) nm/s
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Ryc. 5.18 Szybkos¢ w funkcji czasu podczas testu przesuwania dwdéch mikrotubul wzgledem
siebie przez kinezyne-1 (6 nM), wykres dla jednej mikrotubuli tadunkowej. Dla poczatkowego
fragmentu 0 — 3 s $rednia wynosi 496 nm/s (SD = 445), a dla odcinka od 3 s do kornca srednia
szybkos¢ wynosi 65.3 nm/s (SD = 48.9). Za wartosci Srednie przyjeto mediany
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Ryc. 5.19 Przyktadowe wahania szybkosci w funkcji czasu w tescie gliding dla jednej
mikrotubuli transportowanej przez kinezyne-1 (50 nM). Czerwona linia pokazuje szybkosc¢
$rednig. Srednia dla fragmentu z nizszg szybkoscig to 143 nm/s (SD = 47.7), a po oddzieleniu
punktow z nizszg szybkoscig wynosi 933 nm/s (SD = 210). Za wartosci $rednie przyjeto mediany

Przerwy obserwowane podczas transportu jednej mikrotubuli wzdtuz drugiej,
unieruchomionej, dotyczyty 97% analizowanych zdarzen przesuwania mikrotubul.
Przerwa zajmowata ok. 30% czasu trwania ruchu w przypadku stezen kinezyny-1 4.5 —
7.5 nM. W tescie gliding przerwy zdarzaty sie rzadziej (30% przypadkdw) i stanowity

niewielki utamek catkowitego czasu trwania ruchu (3.4%).

Przerwy w transporcie jednej mikrotubuli wzdtuz drugiej przez kinezyne-1 s3
wyraznie widoczne na wykresie przedstawiajgcym odlegto$¢ w funkcji czasu,
a zaznaczono je na czerwono (Ryc. 5.20). Przerwy w transporcie wybranej mikrotubuli
z Ryc. 5.20 trwaty tacznie ok. 10 s, co stanowito ponad 60% czasu trwania ruchu.
Obecnos¢ przerw sprawia, ze wykresy dtugosci przebiegu w funkcji czasu dla testu
przesuwania dwoch mikrotubul majg ksztatt schodkowy, odmienny od wiekszosci
analogicznych wykreséw z testu gliding (por. Ryc. 5.20, 5.21 i 5.22), w ktorym 70%
badanych przypadkéw miata wykres dtugosci przebiegu o ksztatcie linii prostej (Ryc. 5.21
i 5.22, panele Ai B). W pozostatych 30% zdarzaty sie przerwy, ale byty one krétkie (Ryc.
5.22, panel C).
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Dtugos¢ przebiegu = 2.1 um

czas (s)

Ryc. 5.20 Odlegtos¢ pokonana przez przyktadowg mikrotubule podczas testu przesuwania
dwéch mikrotubul wzgledem siebie przez kinezyne-1 (6 nM) w funkcji czasu. Dtugosé przebiegu
na wykresie to wartos¢ maksymalnej odlegtosci, na jakg byta transportowana wybrana
mikrotubula

Dtugos¢ przebiegu = 17.5 um
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Ryc. 5.21 Odlegtos¢ pokonana przez przyktadowa mikrotubule transportowang przez
kinezyne-1 (50 nM) podczas testu gliding w funkcji czasu. Dtugos¢ przebiegu na wykresie
to wartos¢ maksymalnej odlegtosci, na jakg byta transportowana wybrana mikrotubula
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Ryc. 5.22 Wybrane przyktady wykreséw dtugosci przebiegu dla testu gliding i przesuwania
dwdch mikrotubul wzgledem siebie obrazujace roéznice miedzy tymi dwoma testami.
Czerwonym kolorem zaznaczono przerwy w ruchu

5.6 Wptyw elastycznego zawiasu-2 kinezyny-1 w ruchu mikrotubula-
mikrotubula

Friedman i Vale’a (1999), pokazali, ze elastyczny nieustrukturyzowany region ogona
kinezyny oddziatuje zdomenami motorycznymi w obrebie tej samej czgsteczki, w ktdrej
konieczne jest mechaniczne zgiecie czasteczki (w obrebie zawiasu-2) i oddziatywanie
gtowki z ogonem, co skutkuje wystgpieniem zjawiska autoinhibicji (podrozdziat 1.2.5).
Delecja zawiasu-2 (aminokwaséw 505-610) powoduje zwiekszenie szybkosci w tescie
ruchliwosci pojedynczych czgsteczek ~3 razy, zwiekszenie czestosci zdarzen
procesywnego ruchu czgsteczek przynajmniej ~5 razy, ale tez obniza dtugosé przebiegu

~2 razy (Friedman i Vale, 1999). Pierwotnie zatozono, ze mutant kinezyny-1 pozbawiony
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zawiasu-2 bedzie bardziej , efektywny” w przesuwaniu dwdch mikrotubul wzgledem
siebie, szczegdlnie ze wzgledu na eliminacje zjawiska autoinhibicji. Testy przesuwania
dwéch mikrotubul wzgledem siebie przeprowadzono analogicznie jak w przypadku
kinezyny-1 petnej dtugosci typu dzikiego (procedura w podrozdziale 4.8.8).
Jednakze, eksperymenty z uzyciem kinezyny-1 bez zawiasu-2 pokazaty, ze motor ten
miat 5 razy mniejszg dtugosc¢ przebiegu (por. 5.3.1i Ryc. 5.24; p < 0.0001), natomiast nie
zaobserwowano réznic w szybkosci dla poréwnywanego stezenia obu motoréw (12 nM,
por. 5.3.3 i Ryc. 5.23). Dodatkowo, obliczono, jaki procent mikrotubul, z ktérymi
oddziatywaty czasteczki kinezyny-1 uczestniczyt w ruchu mikrotubula-mikrotubula.
W przypadku 12 nM kinezyny-1 bez zawiasu-2 tylko ok. 10% zwigzanych mikrotubul byto
transportowanych. Natomiast kinezyna-1 petnej dtugosci przesuwata wzgledem siebie
ok. 60% mikrotubul (12 nM), z ktérymi wchodzita w interakcje. Wspomniane wyzej
réznice widac na Filmie 04 zatgczonym do niniejszej rozprawy, w ktérym poréwnano
ruch mikrotubula-mikrotubula przez kinezyne-1 petnej dtugosci i jej wariant bez

zawiasu-2.

10.0
9.0
8.0
7.0
6.0
5.0
4.0
3.0
2.0
1.0

0

Vi, =54 4 nm/s

n (liczba zdarzen)

rrrrrrrrr T T T T T T

n.n. . N

1
0 100 200 300 400
szybkos¢ (nm/s)

Ryc. 5.23 Wykres szybkosci przesuwania dwéch mikrotubul wzgledem siebie przez kinezyne-1
bez zawiasu-2 (12 nM) z dopasowaniem krzywej rozktadu normalnego. Vi = 54 £+ 4 nm/s
to srednia szybkos¢ obliczona z Réwnania 5; n = 19; SD = 102; Stupki btedéw to btedy
standardowe (SE) obliczone dla kazdego zakresu szybkosci
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Ryc. 5.24 Dystrybuanta dtugosci przebiegu mikrotubul transportowanych przez kinezyne-1 bez
zawiasu-2. Stezenie kinezyny-1 wynosito 12 nM. Dtugos¢ przebiegu (L) obliczona z Réwnania 6
wynosifa 0.9 £ 0.05 um, n = 19 mikrotubul; SD = 0.53 um

Ryc. 5.25 zawiera poréwnanie ruchu mikrotubula-mikrotubula generowanego przez
kinezyne-1 bez zawiasu-2 oraz kinezyne-1 petnej dtugosci. Wyraznie wida¢, ze delecja
zawiasu-2 obniza dtugos¢ przebiegu. W wybranym przypadku transportu, kinezyna-1 bez
zawiasu-2 z Ryc. 5.25 transportowata mikrotubule tadunkowg na odlegtos¢ ok. 0.6 um,
a kinezyna-1 petnej dtugosci na ok. 3 um. NaRyc. 5.25 widac¢ niewiele czasteczek
kinezyny-1, poniewaz wiekszos$¢ z nich wyswiecita sie, a wybrano klatki z koncowej czesci
filmu. Wyswiecanie czgsteczek kinezyny-1 wida¢ tez na kimografie (Ryc. 5.26, strzatki

rézowe i pomaranczowe).
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Ryc. 5.25 Wybrane klatki z filméw przedstawiajacych przesuwanie dwdch mikrotubul
wzgledem siebie przez kinezyne-1 bez zawiasu-2 oraz kinezyne-1 petnej dtugosci. Stezenia obu
kinezyn wynosity po 12 nM. Zéttymi tréjkatami zaznaczono miejsce startu mikrotubuli
tadunkowej
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Ryc. 5.26 Kimograf obrazujgcy ruch mikrotubula-mikrotubula przez kinezyne-1 bez zawiasu-2
(12 nM). Strzatki oznaczajg kolejno: rédzowe — kinezyny unieruchomione na mikrotubuli
stacjonarnej, pomaranczowe — kinezyny nagromadzone na koricu plus mikrotubuli stacjonarnej,
niebieskie — przemieszczenie mikrotubuli tadunkowe;j

Kimografy (Ryc. 5.26 i 5.27) pokazujg zardwno przemieszczenie mikrotubuli
tadunkowej (0$ oznaczona jako ,odlegtosc¢”), jak i ruch kinezyn wzdtuz mikrotubuli
stacjonarnej lub jego brak. W tym przypadku réwniez wida¢ réznice miedzy kinezynami.
Kiedy kinezyna-1 pozbawiona zawiasu-2 przesuwata mikrotubule to najczesciej byta
przyfaczona przez ogon do mikrotubuli stacjonarnej, co wnioskuje m.in. na podstawie
Ryc. 5.26, na ktérym widaé transport mikrotubuli, ale procesywnego ruchu kinezyny
wzdtuz mikrotubuli stacjonarnej juz nie. Wobec tego, moze tu zachodzi¢ podobna
sytuacja jak w tescie gliding, gdzie unieruchomione przez ogony kinezyny oddziatujg
z mikrotubulami przez domeny motoryczne (podrozdziat 4.8.6).
Jednakze, obserwowano procesywny ruch kinezyny-1 bez zawiasu-2 po mikrotubuli,

ale niezaleznie od przesuwania mikrotubul wzgledem siebie.

Ryc. 5.27 pokazuje generacje ruchu mikrotubula-mikrotubula przez kinezyne-1
petnej dtugosci. W tym przypadku przesuwaniu mikrotubul towarzyszyt procesywny

ruch kinezyn wzdtuz mikrotubuli stacjonarnej. Byt tez mozliwy ruch mikrotubula-
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mikrotubula, w ktérym kinezyny byty zwigzane ogonami do mikrotubuli stacjonarne;j
(analogicznie jak w przypadku kinezyny bez zawiasu-2). Jednakze, nie zauwazono zeby
jeden z opisanych sposobdéw przesuwania mikrotubul wzgledem siebie wystepowat

czesciej od drugiego w przypadku kinezyny petnej dtugosci.
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Ryc. 5.27 Kimograf — przesuwanie dwdéch mikrotubul wzgledem siebie przez kinezyne-1 petnej
dtugosci (12 nM). Strzatki oznaczajg kolejno: rézowe — kinezyny unieruchomione na mikrotubuli
stacjonarnej, pomaranczowe — kinezyny nagromadzone na korcu plus mikrotubuli stacjonarne;j,
biate — procesywny ruch kinezyn wzdtuz mikrotubuli stacjonarnej, czerwone — dyfuzje czgsteczek
kinezyny-1, niebieskie — przemieszczenie mikrotubuli tadunkowej
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5.7 Kierunek transportu mikrotubul przez kinezyne-1 podczas testu
przesuwania dwéch mikrotubul wzgledem siebie

Kinezyna-1 moze poruszac sie tylko w strone konca plus mikrotubuli. Podczas ruchu
mikrotubula-mikrotubula zaobserwowano, ze mikrotubule tadunkowe przemieszczaty
sie zaréwno w strone konca plus, jak i minus. Film 05 pokazuje przykfad transportu
dwéch mikrotubul tadunkowych w przeciwne strony mikrotubuli stacjonarnej przez
kinezyne-1. Transport mikrotubul tadunkowych w kierunku kofica minus mikrotubuli
stacjonarnej nie byt zjawiskiem wyjgtkowym, dla zakresu stezen kinezyny-14.5-7.5 nM
stanowit ~34% wszystkich zdarzen ruchu mikrotubula-mikrotubula (n = 120). Ryc. 5.28
przedstawia transport dwéch mikrotubul fadunkowych wzdtuz mikrotubuli stacjonarne;j
przez kinezyne-1, przy czym mikrotubula nr 1 przemieszczata sie w kierunku konca plus
mikrotubuli stacjonarnej, a mikrotubula nr 2 w kierunku konca minus. Na koncu plus
mikrotubuli stacjonarnej wyraznie wida¢ nagromadzone czgsteczki kinezyny-1 (Ryc.

5.28).
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Ryc. 5.28 Wybrane klatki z filmu przedstawiajacego ruch mikrotubula-mikrotubula
generowany przez kinezyne-1 (3 nM). Zéttymi tréjkatami zaznaczono miejsce startu obu

2 ”

mikrotubul tadunkowych. Konce mikrotubuli stacjonarnej zaznaczono symbolami ,+” i ,-
w pierwszej klatce (czas 0)

Uzupetnieniem montazu z Ryc. 5.28 jest kimograf z Ryc. 5.29, ktdéry pozwala
zaréwno na analize ruchu mikrotubul, jak i czgsteczek kinezyny-1. Dodatkowo zakres
czasu ruchu jest inny, montaz ogranicza sie do wybranych 16 sekund transportu,

kimograf z kolei obrazuje zjawiska ruchu, ktore wystgpity w trakcie catego filmu (240 s).
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Ryc. 5.29 Kimograf pokazujacy przesuwanie dwoéch mikrotubul wzgledem siebie przez
kinezyne-1 (3 nM) z tego samego obszaru co montaz na Ryc. 5.28. Strzatki oznaczajg kolejno:
rozowe — kinezyny unieruchomione na mikrotubuli stacjonarnej, pomararnczowe — kinezyny
nagromadzone na koricu plus mikrotubuli stacjonarnej, biate — procesywny ruch kinezyn wzdtuz
mikrotubuli stacjonarnej, szare — grupa czasteczek kinezyny-1 na mikrotubuli, jasnofioletowe —
dotaczenie kroczgcych czgsteczek kinezyny-1 do grupy, btekithe — czgsteczki kinezyny-1,
ktdre wydostaty sie z obszaru grupy i poruszaty sie procesywnie, niebieskie — przemieszczenie
mikrotubuli fadunkowej nr 1 w kierunku korica plus, zielone — transport mikrotubuli tadunkowej
nr 2 w kierunku korica minus, z6tte — kolokalizacje procesywnego ruchu kinezyny-1 oraz
przemieszczania trzeciej mikrotubuli w kierunku konca plus
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Na Ryc. 5.29 koniec plus mikrotubuli jest zaznaczony pomaranczowymi strzatkami,
wskazujgcymi jednoczesnie miejsce nagromadzenia sie czgsteczek kinezyny-1.
Widac¢ réwniez, ze kinezyna-1 wedrowata tylko w jednym kierunku (Ryc. 5.29,
biate strzatki). Mikrotubuli transportowanej do kornca plus (oznaczonej niebieskg
strzatky), towarzyszyt procesywny ruch kinezyny-1, podobnie byto w przypadku krétkiej
mikrotubuli zaznaczonej z6ttg strzatka. Z kolei za ruch mikrotubuli przemieszczanej
w strone korica minus (Ryc. 5.29, zielona strzatka) najprawdopodobniej odpowiadaty
czgsteczki kinezyny-1 przytgczone domenami motorycznymi do mikrotubuli tadunkowej,
a ogonami do stacjonarnej, a wiec nie poruszaty sie wzdtuz tej mikrotubuli (Ryc. 5.29,
rozowe strzatki). Kluczowa role odgrywata tu wzajemna orientacja mikrotubul,
a konkretnie transport w kierunku konca minus jest mozliwy jedynie wtedy,

gdy mikrotubule sg réwnolegte, co bedzie szczegétowo rozwazane w dyskusji.

Na kimografie widaé réwniez grupe czagsteczek kinezyny-1 (Ryc. 5.29, szara strzatka).
Niektdre czasteczki dofaczaja do tej grupy (fioletowe strzatki), ale sg tez takie,
ktore mogg sie z niej ,wydostac” i porusza¢ sie procesywnie (btekitne strzatki),
co dowodzi, ze obserwowane nagromadzenia czgsteczek nie s3 agregatami.
W literaturze jest to okreslane jako ,zator molekularny” lub ,korek” (ang. molecular

crowding, Leduc i wsp., 2012; Rank i Frey, 2018).

5.8 Uzycie mikrotubul znakowanych umozliwito okreslenie wzajemnej
orientacji mikrotubul podczas ruchu

W celu zbadania orientacji mikrotubul podczas przesuwania dwdch mikrotubul
wzgledem siebie przez kinezyne-1 przeprowadzono eksperymenty z mikrotubulami
polarnie znakowanymi, czyli takimi, w ktérych jeden koniec zawierat wiecej tubuliny
znakowanej fluorescencyjnie, a wiec swiecit bardziej intensywnie. Mikrotubule polarnie
znakowane przygotowano wedtug protokotu z podrozdziatu 4.4.6, a sam test poruszania
sie kinezyny-1 wzdtuz mikrotubuli wykonano wedtug opisu z podrozdziatu 4.8.5,

uzywajac 12 nM kinezyny-1.

Pierwsze eksperymenty wykazaty, ze mikrotubule polarnie znakowane byty o wiele
krotsze (ok. 10 razy) niz te przygotowywane do pozostatych eksperymentow
(wg. protokotu z podrozdziatu 4.4.5), co widaé na ponizszej ilustracji (Ryc. 5.30).
W przypadku mikrotubul stacjonarnych jest to przeszkoda, ktdra mogta sztucznie
obniza¢ dtugos¢ przebiegu i czas trwania ruchu mikrotubula-mikrotubula, a zatem
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utrudniac obserwacje. Wykorzystujgc fakt, ze kinezyna-1 porusza sie w kierunku konca
plus mikrotubuli stacjonarnej i tam sie gromadzi, sprawdzono, czy zaktadane potozenie
konica plus mikrotubuli stacjonarnej polarnie znakowanej jest stuszne. Ryc. 5.30 i 5.31
potwierdzajg to, ze kinezyna-1 poruszata sie w kierunku konca plus mikrotubuli

stacjonarnej polarnie znakowanej (Swiecgcego bardziej intensywnie) i tam sie

gromadzita.
+
2 pm —
kanat kanat
oba kana
mikrotubul kinezyny-1 ty

Ryc. 5.30 Wybrana klatka z filmu przedstawiajgcego kroczenie kinezyny-1 (12 nM) wzdtuz
mikrotubuli stacjonarnej polarnie znakowanej. Z6ttymi symbolami ,+” i ,-” oznaczono korce
mikrotubuli polarnie znakowanej

odlegtosc (um)
q

i +
|
|
— ‘
B C

Ryc. 5.31 Kimograf przedstawiajacy zjawiska zachodzgce na mikrotubuli z Ryc. 5.30. A — kanat
kinezyny-1, B —kanat mikrotubul, C—oba kanaty. Zielonym prostokgtem oznaczono koniec minus
mikrotubuli stacjonarnej, a niebieskim intensywniej $wiecgcy koniec plus. Czerwonymi
gwiazdkami zaznaczono czgsteczki kinezyny-1 poruszajgce sie wzdtuz mikrotubuli,
a pomaranczowymi strzatkami czgsteczki kinezyny-1 zgromadzone na konicu plus mikrotubuli
stacjonarnej

czas (s)
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Do kolejnych doswiadczenn mikrotubule stacjonarne przygotowano wedtug
standardowego protokotu (podrozdziat 4.4.5), a mikrotubule fadunkowe byty polarnie
znakowane (podrozdziat 4.4.6) z intensywniej swiecacym koricem plus. Przesuwanie
dwoéch mikrotubul wzgledem siebie przeprowadzono wedtug procedury opisanej
w podrozdziale 4.8.8, tylko w przypadku mikrotubul tadunkowych nie rozdrabniano ich
za pomocya igty do HPLC, bo byty one wystraczajgco krétkie wskutek procedury

polarnego znakowania.

Te eksperymenty z uzyciem mikrotubul polarnie znakowanych wykazaty, ze istniejg
trzy mozliwosci transportu mikrotubul tadunkowych przez kinezyne-1 wzdtuz drugiej
mikrotubuli: transport mikrotubuli zorientowanej antyréwnolegle w kierunku konca
plus, transport mikrotubuli réownolegtej w strone konica minus oraz réwnolegtej
w kierunku konca plus mikrotubuli stacjonarnej. Pierwszy sposdb ruchu mikrotubula-

mikrotubula obrazuje Ryc. 5.32, uzupetniajacy go kimograf (Ryc. 5.33), a takze Film 06.
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21.6
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97.2

Ryc. 5.32 Transport mikrotubuli tadunkowej antyréwnolegtej (polarnie znakowanej) przez
kinezyne-1 (21 nM). Z6ttymi tréjkatami zaznaczono miejsce startu mikrotubuli tadunkowe;j
polarnie znakowanej, a biatymi symbolami ,,+” i ,-” jej korice (czas 32.4 s). Z6ttymi symbolami
,+"1,-" 0znaczono korice mikrotubuli stacjonarnej
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kanat zielony kanat czerwony oba kanaty

(dla kinezyny) (dla mikrotubul)

Ryc. 5.33 Kimograf pokazujacy transport mikrotubuli fadunkowej antyréwnolegtej (polarnie
znakowanej) do korca plus przez kinezyne-1 (21 nM) z tego samego obszaru co montaz na Ryc.
5.32. Strzatki oznaczajg kolejno: rozowe — kinezyny unieruchomione na mikrotubuli stacjonarnej,
pomaranczowe — kinezyny nagromadzone na koncu plus mikrotubuli stacjonarnej, biate —
procesywny ruch czgsteczek kinezyny-1 wzdtuz mikrotubuli stacjonarnej, czerwone — dyfuzja
czasteczek kinezyny-1. Prostokatami zielonym i niebieskim oznaczono odpowiednio koniec

7 ”

minus i plus mikrotubuli tadunkowej polarnie znakowanej. Zéttymi symbolami ,+” i -
oznaczono konce mikrotubuli stacjonarnej

Druga mozliwo$¢ w przesuwaniu dwoch mikrotubul wzgledem siebie przez
kinezyne-1 to transport rownolegtych mikrotubul fadunkowych w kierunku kofica minus
mikrotubuli stacjonarnej. Przyktad pokazano na Ryc. 5.34 i 5.35 — obie ryciny utworzono
na podstawie Filmu 07. Szczegdlnie na kimografie (Ryc. 5.35) widaé, ze czasteczki
kinezyny-1 poruszaty sie procesywnie w kierunku konca plus mikrotubuli stacjonarnej,
a mikrotubula tadunkowa byta transportowana w strone korica minus. W tym przypadku
nie byto wida¢ kolokalizacji procesywnego ruchu czgsteczek kinezyny-1 wzdtuz
mikrotubuli stacjonarnej z transportem mikrotubuli tadunkowej (Ryc. 5.35).
Obserwowano natomiast poruszanie sie czgsteczek kinezyny-1 w strone konca plus
mikrotubuli stacjonarnej oraz transport mikrotubuli tadunkowej w przeciwng strone
(Ryc. 5.35). W tym przypadku za transport odpowiadaty tylko motory oddziatujace
poprzez domeny motoryczne z mikrotubulg tadunkowg, ktére ogonami byty

jednoczesnie zwigzane do mikrotubuli stacjonarnej.
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Ryc. 5.34 Transport mikrotubuli tadunkowej (polarnie znakowanej) réwnolegtej w kierunku
korica minus mikrotubuli stacjonarnej przez kinezyne-1 (6 nM). Z6ttymi tréjkatami zaznaczono
miejsce startu mikrotubuli tadunkowej, a biatymi symbolami ,+” i ,-” jej korice. Zéttymi
symbolami ,+"” i ,,-” oznaczono korice mikrotubuli stacjonarnej
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Ryc. 5.35 Kimograf pokazujgcy transport mikrotubuli fadunkowej (polarnie znakowanej)
rownolegtej w kierunku korica minus przez kinezyne-1 (6 nM) z tego samego obszaru
co montaz na Ryc. 5.34. Strzatki oznaczajg kolejno: rézowe — kinezyny unieruchomione na
mikrotubuli stacjonarnej, pomaranczowe — kinezyny nagromadzone na koncu plus mikrotubuli
stacjonarnej, biate — procesywny ruch kinezyn wzdtuz mikrotubuli stacjonarnej, czerwone —
dyfuzja czgsteczek kinezyny-1. Prostokgtami zielonym i niebieskim oznaczono odpowiednio
koniec minus i plus mikrotubuli fadunkowej polarnie znakowanej

Trzecia mozliwos¢ w ruchu mikrotubula-mikrotubula napedzanego przez kinezyne-
1 to transport mikrotubul tadunkowych réwnolegtych w kierunku korica plus mikrotubuli
stacjonarnej. Pokazano to na Ryc. 5.36, 5.37 oraz Filmie 08. Na Ryc. 5.37 wida¢
kolokalizacje transportu mikrotubuli tadunkowej z procesywnym ruchem kinezyny-1,

co oznaczono z6ttg strzatka.
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Ryc. 5.36 Transport mikrotubuli fadunkowej (polarnie znakowanej) réwnolegtej w kierunku
korica plus mikrotubuli stacjonarnej przez kinezyne-1 (60 nM). Zéttymi tréjkatami zaznaczono
miejsce startu mikrotubuli tadunkowe] polarnie znakowanej, a biatymi symbolami ,+” i ,,-” jej
konce. Zéttymi symbolami ,+” i ,-” oznaczono korice mikrotubuli stacjonarnej. Jasnoniebieska
gwiazdkga zaznaczono mikrotubule, ktéra nie byta transportowana
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Ryc. 5.37 Kimograf pokazujacy transport mikrotubuli fadunkowej (polarnie znakowanej)
rownolegtej w strone konica plus mikrotubuli stacjonarnej przez kinezyne-1 (60 nM) z tego
samego obszaru co montaz na Ryc. 5.36. Strzatki oznaczajg kolejno: rézowe — kinezyny
unieruchomione na mikrotubuli stacjonarnej, pomaranczowe — kinezyny nagromadzone
na koncu plus mikrotubuli stacjonarnej, biate — procesywny ruch kinezyn wzdtuz mikrotubuli
stacjonarnej, z6tte — kolokalizacja procesywnego ruchu czgsteczek kinezyny-1 z transportem
mikrotubuli fadunkowej. Prostokatami zielonym i niebieskim oznaczono odpowiednio koniec
minus i plus mikrotubuli tadunkowej polarnie znakowane;j

We wstepie krétko opisano zjawisko ruchu oscylacyjnego (tzw. ,przeciggania liny”,
1.4), w ktérym fadunek ulega naprzemiennym zmianom kierunku transportu na
niewielkie odlegtosci. Analogiczne zjawisko obserwowano réwniez w doswiadczeniach
Z niniejszej pracy podczas ruchu mikrotubula-mikrotubula napedzanego przez kinezyne-
1, a przyktady pokazano na Ryc. 5.38 i uzupetniajgcym go kimografie (Ryc. 5.39), a takze

w Filmie 09.
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Ryc. 5.38 Montaz wybranych klatek z filmu przedstawiajacego zjawisko ruchu oscylacyjnego
(stezenie kinezyny-1 wynosito 4.5 nM). Zéttymi tréjkatami zaznaczono potozenie mikrotubuli
tadunkowej w czasie réwnym 0 s
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Ryc. 5.39 Kimograf do Ryc. 5.38, obrazujgcy zmiany potozenia mikrotubuli tadunkowej podczas
ruchu oscylacyjnego (stezenie kinezyny-1 wynosito 4.5 nM). Pomaranczowymi strzatkami
oznaczono czgsteczki kinezyny-1 nagromadzone na koricu plus mikrotubuli stacjonarnej

5.9 Wigzkowanie mikrotubul

Poniewaz mikrotubule majg srednice ok. 20 — 25 nm, a rozdzielczo$¢ mikroskopii
TIRF wynosi 64 nm/piksel (najwyzsza), to nie mozna ocenié, czy konkretna obserwowana
mikrotubula to oddzielna struktura, czy np. dwie pofozone bardzo blisko siebie.
Jednakze, karboksylowy koniec tubuliny wystajgcy nad powierzchnie mikrotubul ma
duzy tadunek ujemny, a zatem gtdwnie oddziatuje z czgsteczkami lub obszarami
czasteczek natadowanymi dodatnio, np. motorami molekularnymi (Lefévre i wsp., 2011;
Roll-Mecak, 2015). Poza tym, w literaturze przewazajg dane na temat sieciowania
mikrotubul przez biatka zwigzane z mikrotubulami, co zostato zademonstrowane
w komérkach i in vitro, np. tau, MAP2, PRC1 (Kapitein i Hoogenraad, 2015).
Stad, wydaje sie, ze prawdopodobienstwo spontanicznego tworzenia wigzek mikrotubul
w warunkach in vitro jest niskie. Nie jest réwniez jasne, czy ruch kinezyny-1 wzdtuz wigzki
ma zasadniczo rdézne parametry ruchu w poréwnaniu z ruchem wzdtuz pojedynczej
mikrotubuli. Niemniej jednak, uzywajac transmisyjnej mikroskopii elektronowej
sprawdzono, czy mikrotubule standardowo uzywane do eksperymentéw majg
tendencje do tworzenia wigzek. Mikrotubule przygotowano wedtug opisu
w podrozdziale 4.4.5, a poszczegdlne etapy dotyczgce mikroskopii elektronowej zgodnie

z procedurg opisang w podrozdziale 4.5. Reprezentatywne zdjecia zamieszczono na Ryc.
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5.40 5.41. Zaréwno mikrotubule stacjonarne (Ryc. 5.40), jak i fadunkowe (Ryc. 5.41) w
wiekszosci obserwowano jako odrebne struktury, ale zdarzaty sie sporadycznie
przypadki naktadania sie na siebie dwdch lub trzech mikrotubul w pewnym wspdlnym
obszarze, co mogto by¢ tez dzietem przypadkowego umiejscowienia w wyniku
naniesienia ich na siatki mikroskopowe. Ponadto, do analizy mikrotubul wybrano w tym
przypadku stezenie 0.08 mg/ml, natomiast podczas eksperymentow z mikroskopii TIRF
uzywano o wiele nizszych stezern — 0.003 mg/ml dla mikrotubul stacjonarnych i 0.001
mg/ml dla tadunkowych (podrozdziat 4.8.8), czyli odpowiednio 27 i 80 razy mniejszych
niz do mikroskopu elektronowego. To skfania do przypuszczenia, ze przy nizszym

stezeniu mikrotubul tendencja do ich sieciowania jest niewielka.

Ryc. 5.40 Zdjecie mikrotubul stacjonarnych (0.08 mg/ml) z transmisyjnego mikroskopu
elektronowego. Z6ttg strzatkg zaznaczono przyktad naktadania sie dwdch mikrotubul na siebie
(lub wigzkowanie)

35

. 500nm St | :
Ryc. 5.41 Zdjecie mikrotubul tadunkowych (0.08 mg/ml) z transmisyjnego mikroskopu
elektronowego. Z6ttg strzatkg zaznaczono przyktad naktadania sie dwéch mikrotubul na siebie
(lub wigzkowanie)

N 1
L it

132



Jednakze, w mikroskopie TIRF réwniez czasem obserwowano naktadanie sie na
siebie mikrotubul, chociaz w przeciwienstwie do mikroskopii elektronowej niemozliwe
byto ustalenie ile doktadnie mikrotubul wchodzi w sktad danej wigzki (ze wzgledu na
ograniczenia wynikajgce z rozdzielczosci). Naktadajgce sie na siebie mikrotubule
wyrozniaty sie jako zgrubienia w pewnym obszarze i wyrazna rdznica w intensywnosci
fluorescencji (Ryc. 5.42 i 5.44, czerwone klamry), albo tez jako oddzielajacy sie koniec
jednej z mikrotubul, co przypominato rozdwojone wiékno lub ni¢ (Ryc. 5.42,

szara strzatka).

Ryc. 5.42 Wybrane klatki z filmu pokazujacego wigzke dwéch rownolegtych mikrotubul.
Do eksperymentu uzyto 4.5 nM kinezyny-1. A — kanat zielony (kinezyna-1), B — kanat czerwony
(mikrotubule), C — oba kanaty. Czerwong klamrg zaznaczono obszar naktadania sie na siebie
mikrotubul. Pomaraniczowymi strzatkami oznaczono czgsteczki kinezyny-1 nagromadzone na
koncach plus jednej i drugiej mikrotubuli stacjonarnej, a szarg strzatkg zaznaczono miejsce
rozdzielania sie mikrotubul

Dodatkowo, dzieki analizie kierunku ruchu czasteczek kinezyny-1 (kimografy)
mozliwe byto ustalenie wzajemnej orientacji mikrotubul w wigzce. Obserwowano
zaréwno wigzki rownolegte (Ryc. 5.43, panel ll), po ktdrych czasteczki kinezyny-1
wedrowaty w jednym kierunku, jak i antyrownolegte (Ryc. 5.45, panel 1), gdzie czasteczki

poruszaty sie w przeciwnych kierunkach.

133



odlegtos¢ (um)
q

B C
kanat zielony kanat czerwony
(kinezyna-1) (mikrotubule) oba kanaty

Ryc. 5.43 Schemat wigzki (I, zielony i niebieski prostokat to dwie rézne mikrotubule) i kimograf
(1) pokazujacy kierunek poruszania sie czgsteczek kinezyny-1 (4.5 nM) po wigzce réwnolegtych
mikrotubul z Ryc. 5.42. Czerwonymi prostokgtami zaznaczono obszar naktfadania sie na siebie
mikrotubul. Pomaraninczowymi strzatkami oznaczono czgsteczki kinezyny-1 nagromadzone na
koncach plus jednej i drugiej mikrotubuli stacjonarnej, a biatymi — procesywny ruch czagsteczek
kinezyny-1

A

Ryc. 5.44 Wybrane klatki z filmu pokazujgcego wigzke dwoch antyrownolegtych mikrotubul
stacjonarnych. Do eksperymentu uzyto 4.5 nM kinezyny-1. A — kanat zielony (kinezyna-1),
B — kanat czerwony (mikrotubule), C — oba kanaty. Czerwonym nawiasem kwadratowym
zaznaczono obszar naktadania sie na siebie mikrotubul. Pomaranczowymi strzatkami oznaczono
czasteczki kinezyny-1 nagromadzone na koncach plus jednej i drugiej mikrotubuli stacjonarnej
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Ryc. 5.45 Schemat wiazki (I) i kimograf (Il) wigzki antyréwnolegtej z Ryc. 5.44 pokazujacy
kierunki poruszania sie czgsteczek kinezyny-1 (4.5 nM). Czerwonymi prostokgtami zaznaczono
obszar naktadania sie na siebie mikrotubul. Biatymi strzatkami oznaczono procesywny ruch
czasteczek kinezyny-1

W przypadku antyréwnolegtych wigzek mikrotubul istniejg dwie mozliwosci ich
ustawienia rozpoznawane poprzez obserwacje kierunku ruchu czgsteczek kinezyny-1,

co pokazano na schematach — Ryc. 5.45 (panel |) oraz Ryc. 5.46.

+—'—_ = +

Ryc. 5.46 Schemat drugiej konfiguracji wigzki antyréwnolegtych mikrotubul

Podczas wykonywania eksperymentow przesuwania dwéch mikrotubul wzgledem
siebie przez kinezyne-1 obserwowano réwniez nakfadanie sie na siebie dwdch lub wiecej

mikrotubul fadunkowych. Przyktad przedstawia Ryc. 5.47. Ze wzgledu na fakt,
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ze te mikrotubule tadunkowe nie byty przytwierdzone do szkietka, czesto obserwowano
rozdzielanie sie wigzki na pojedyncze mikrotubule. Ponizszy Ryc. 5.47 réwniez pokazuje

to zjawisko (z6tte strzatki).
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Ryc. 5.47 Wybrane klatki z filmu pokazujgcego naktadanie sie na siebie dwéch mikrotubul
tadunkowych (wigzkowanie) podczas testu przesuwania dwéch mikrotubul wzgledem siebie
przez kinezyne-1 (9 nM). Niebieskg strzatkg zaznaczono wigzke (zgrubienie), a zottymi —
rozdzielanie sie wigzki mikrotubul tadunkowych

W przypadku mikrotubul stacjonarnych mogty one naktadaé sie przypadkowo,
zaleznie od miejsca przytwierdzenia poszczegdlnych mikrotubul i ich interakcji
z przeciwciatami po naniesieniu na szkietko. Mogty tez by¢ bardzo blisko siebie, a sygnaty
fluorescencyjne przez nie emitowane nakfadaty sie. Z kolei mikrotubule tadunkowe
rowniez mogty by¢ bardzo blisko siebie, np. nad sgsiadujgcymi protofilamentami
mikrotubuli stacjonarnej. Istnieje tez prawdopodobienstwo, ze mikrotubule fadunkowe
byty sieciowane przez czasteczki kinezyny-1, tym bardziej, ze podczas transportu takich
wigzek w ramach ruchu mikrotubula-mikrotubula czesto obserwowano rozdzielanie sie
wigzki na pojedyncze mikrotubule. Ze wzgledu na brak mozliwosci jednoznacznego
okreslenia ilosci mikrotubul w wigzce czy wzajemnej orientacji mikrotubul,
w obliczeniach parametréw ruchu mikrotubula-mikrotubula nie uwzgledniano
transportu wigzki mikrotubul fadunkowych wzdtuz mikrotubuli stacjonarnej,
podobnie postepowano gdy jedna mikrotubula tadunkowa byta transportowana wzdtuz

wigzki mikrotubul stacjonarnych.
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5.10 Kinezyna-1 organizuje mikrotubule in vitro. Obracanie
mikrotubul i zmiana kierunku transportu tej samej mikrotubuli

Kinezyna-1 oprécz przesuwania dwéch mikrotubul wzgledem siebie moze je rowniez
organizowaé in vitro. Jednym z przyktadéw jest przesuwanie dwdch mikrotubul
tadunkowych wzgledem siebie (Ryc. 5.48 oraz Film 10). Obserwowano to dos¢ czesto
w ramach badan dotyczacych niniejszej pracy. Przyktadowo, jedna z mikrotubul
tadunkowych niespecyficznie przytaczyta sie do powierzchni szkietka, nastepnie do niej
przytaczyly sie czgsteczki kinezyny-1 obecne w roztworze (konsekwencja dysocjacji
z powierzchni mikrotubul stacjonarnych), ktéore zwigzaty inng mikrotubule tadunkowa
zroztworu i transportowaty jg wzdiuz tej zwigzanej niespecyficznie z powierzchnig

szkietka.

W przypadku pokazanym na Ryc. 5.48 sytuacja jest nieco odmienna od przyktadu
opisanego w poprzednim akapicie. Mikrotubula tadunkowa przyfaczyta sie do kinezyn
nagromadzonych na koncu plus mikrotubuli stacjonarnej (Ryc. 5.48, niebieska strzatka,
czas 0.4 s). Analogiczna sytuacja miata miejsce na sgsiedniej mikrotubuli (Ryc. 5.48,
niebieska strzatka, czas 2 s). Cze$¢ czasteczek kinezyny-1 obecnych na korcach
mikrotubul stacjonarnych prawdopodobnie zaczeta sie przemieszcza¢ wzdtuz jednej
lub obu mikrotubul fadunkowych, podczas gdy inne nadal podtrzymywaty mikrotubule
fadunkowe. Konsekwencjg tej skomplikowanej konfiguracji byto po pierwsze utworzenie
potaczenia miedzy réznymi mikrotubulami stacjonarnymi za pomocg mikrotubul
fadunkowych, po drugie przesuwanie dwdéch mikrotubul fadunkowych wzgledem siebie,
a po trzecie — jednoczesne przemieszczanie tych dwéch mikrotubul tadunkowych dalej
przez kinezyny nadal nagromadzone na koncach plus mikrotubul stacjonarnych az do
mikrotubuli stacjonarnej widocznej w lewych goérnych rogach klatek (Ryc. 5.48,
niebieskie strzatki, czas 55.6 oraz 56.4 s). W ostatnim wymienionym przypadku transport

nie odbywat sie wzdtuz mikrotubul stacjonarnych, a pod kgtem.
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czas

(s)

o

0.4

7.2

8.4

13.6

14.4

15.6

17.2

19.6

25.2

28.8

czas c.d.

(s)
37.2

40.4

41.2

41.6

42.8

44.4

47.6

50.4

53.2

54.8

55.6

56.4

Ryc. 5.48 Przesuwanie dwdch mikrotubul tadunkowych (niebieskie strzatki) wzgledem siebie

przez kinezyne-1 (6 nM)
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Innym obserwowanym zjawiskiem byto obracanie mikrotubul tadunkowych
zwigzane ze zmiang kierunku ich transportu (chodzi o te samg mikrotubule),
co obserwowano niezbyt czesto, ale nie mozna powiedzieé, ze byto to co$ wyjgtkowego.
Najczesciej zauwazano, ze mikrotubula tadunkowa przemieszczana w strone kornca plus
mikrotubuli stacjonarnej przez czasteczki kinezyny-1 docierata do kornca plus tej
mikrotubuli, nastepnie byta obracana — a wiec miata miejsce zmiana jej orientacji,
po czym nastepowat transport w kierunku minus mikrotubuli stacjonarnej,
czyli w przeciwnym do pierwotnego. Prawdopodobnie, przed obréceniem mikrotubula
ta byta zorientowana antyréwnolegle, a po obréceniu — réwnolegle. Przyktad takiego
zjawiska zawiera Ryc. 5.49, ktérej uzupetnieniem sg kimograf z Ryc. 5.50 oraz Film 11.
W gérnej czesci kimografu (Ryc. 5.50, nad niebieskg strzatkg) widaé kolokalizacje ruchu
procesywnego kinezyny-1 z przemieszczaniem mikrotubuli tadunkowej, ale kinezyny
zwigzane ogonami do mikrotubuli stacjonarnej (oznaczone strzatkami rézowymi)
prawdopodobnie takze uczestniczyty w transporcie tej mikrotubuli tadunkowej
(przynajmniej pewna czes$¢ tych motoréw). Po obrdceniu, podczas przemieszczania
w kierunku korica minus, ruch mégt by¢ juz generowany tylko przez czasteczki kinezyny-

1 zwigzane ogonami do mikrotubuli stacjonarnej.

Zjawisko obracania mikrotubul tadunkowych réwniez wskazuje na to, ze kinezyna-1
moze organizowa¢ mikrotubule in vitro. Ale obracanie mikrotubul obserwowano
rowniez w komérkach potraktowanych kolcemidem (substancja depolimeryzujaca

mikrotubule), co spowodowato powstanie krdtkich mikrotubul (Jolly i wsp., 2010).
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czas c.d.
. 40.4

Ryc. 5.49 Montaz wybranych klatek z filmu przedstawiajacego zjawisko obracania mikrotubuli
tadunkowej przez kinezyne-1 (4.5 nM), ktére wystgpito podczas ruchu mikrotubula-
mikrotubula. Z6ttymi tréjkatami zaznaczono miejsce startu przemieszczania mikrotubuli
tadunkowej w strone konca plus, a niebieskim — po jej obrdceniu, w strone korica minus. Korice
mikrotubuli stacjonarnej zaznaczono symbolami ,+” i ,,-” na pierwszej klatce (czas 0). Czerwong
strzatkg oznaczono klatki, na ktérych wida¢ obracanie mikrotubuli tadunkowej
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odlegtosc (um)
q

czas (s)

10 s

A B C
kanat zielon
; y kanat czerwony oba kanaty
(dla kinezyny) (dla mikrotubul)
Ryc. 5.50 Kimograf pokazujacy obracanie mikrotubuli tadunkowej przez kinezyne-1 (4.5 nM)
ijej transport w przeciwng strone z tego samego filmu co montaz na Ryc. 5.49. Strzatki
oznaczajg kolejno: rdézowe — kinezyny unieruchomione na mikrotubuli stacjonarnej,
pomaranczowe — kinezyny nagromadzone na koncu plus mikrotubuli stacjonarnej, biate —
procesywny ruch kinezyn wzdtuz mikrotubuli stacjonarnej, niebieskie — moment obracania
mikrotubuli tadunkowej

Czasem zdarzato sie, ze mikrotubula fadunkowa byfa obracana nie na korcu

mikrotubuli stacjonarnej, a np. w potowie jej dtugosci. Przyktad pokazano na Ryc. 5.51.
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czas

(s)

2.8

5.6

8.4

11.2

14

16.8

19.6

21.2

22.8

26.8

29.6

Ryc. 5.51 Montaz z filmu przedstawiajgcego obracanie mikrotubuli tadunkowej przez
kinezyne-1 (4.5 nM) w potowie dtugosci mikrotubuli stacjonarnej. Zéttymi trdjkatami
zaznaczono miejsce startu przemieszczania mikrotubuli tadunkowej, a czerwong strzatkg
oznaczono klatki, na ktérych wida¢ obracanie mikrotubuli fadunkowej

Istnieje rowniez kolejna mozliwo$é, a mianowicie zmiana kierunku transportu
mikrotubuli tadunkowej bez jej obracania przez czgsteczki kinezyny-1. Opisywane w tym
podrozdziale zjawisko jest mozliwe tylko dla mikrotubul réwnolegtych,
a zaprezentowano je na Ryc. 5.52, uzupetniajgcym go kimografie (Ryc. 5.53) oraz Filmie

12.
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czas czas
(s) (s)
0 16
3.2 19.2
6.4 22.4
9.6 25.6
12.8 28.8
16 32

Ryc. 5.52 Zmiana kierunku przemieszczania mikrotubuli fadunkowej bez zmiany jej orientacji
podczas ruchu mikrotubula-mikrotubula przy udziale czasteczek kinezyny-1 (3 nM). Z6ttymi
tréjkatami zaznaczono potozenie mikrotubuli fadunkowej w czasie rdwnym O s, a niebieskim
moment zmiany kierunku tej mikrotubuli i jej umiejscowienie w tym czasie

1

D

3



odlegtosc (pum)
q

czas (s)

1|5 pm
A B C
kanat zielony kanat czerwony
(dla kinezyny) (dla mikrotubul) oba kenaty

Ryc. 5.53 Kimograf do montazu z Ryc. 5.52 pokazujacy zmiane kierunku przemieszczania
mikrotubuli fadunkowej podczas ruchu mikrotubula-mikrotubula napedzanego przez
kinezyne-1 (3 nM). Strzatki oznaczajg kolejno: rézowe — kinezyny unieruchomione na
mikrotubuli stacjonarnej, pomaraniczowe — kinezyny nagromadzone na koncu plus mikrotubuli
stacjonarnej, biate — procesywny ruch kinezyn wzdtuz mikrotubuli stacjonarnej, niebieskie —
moment zmiany kierunku mikrotubuli tadunkowej. Cyframi 1, 2 i 3 oznaczono poszczegdlne
etapy ruchu mikrotubuli fadunkowej

Na kimografie (Ryc. 5.53) oddzielono poszczegdlne etapy przemieszczania
mikrotubuli tadunkowej. Etap 1 to transport w kierunku konca minus mikrotubuli
stacjonarnej zakornczony zmiang kierunku ruchu (niebieska strzatka), nastepnie etap 2 —
przemieszczanie tej samej mikrotubuli fadunkowej bez jej obracania w strone kornica
minus, a 3 etap stanowit zatrzymanie transportu, innymi stowy — ta mikrotubula

fadunkowa zostata usieciowana przez czgsteczki kinezyny-1.
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5.11 Modyfikacje potranslacyjne tubuliny

Celem eksperymentéw byto ustalenie czy wybrane modyfikacje potranslacyjne
tubuliny majg wptyw na przesuwanie dwdch mikrotubul wzgledem siebie. Do badan
wytypowano glutamylacje, tyrozynacje i detyrozynacje, poniewaz wptyw tych
modyfikacji na ruchliwosé pojedynczych czagsteczek kinezyny-1 oraz regulacje transportu
w komoérkach zostat wykazany przez rézne zespoty badawcze (opis w podrozdziale 1.5).
Do testow ruchu mikrotubula-mikrotubula stosowano 30 nM kinezyny-1,
poniewaz analizy modyfikacji potranslacyjnych tubuliny wykonano przed sprawdzeniem
zaleznosci parametréw przesuwania dwoéch mikrotubul od stezenia kinezyny-1.
Niemniej jednak uzyskane wyniki mozna poréwna¢ miedzy sobg, tzn. glutamylacje
z kontrolg glutamylacji, a tyrozynacje z detyrozynacjg w celu sprawdzenia czy dana

modyfikacja potranslacyjna ma wptyw na ruch mikrotubula- mikrotubula.

5.11.1 Tyrozynacja i detyrozynacja tubuliny

Tyrozynacje przeprowadzono wedtug procedury opisanej w podrozdziale 4.6.1,
a detyrozynacje wedtug punktu 4.6.2. Wystepowanie obu modyfikacji sprawdzono przez
Western Blot (podrozdziat 4.3.2, rodzaj uzytych przeciwciat i wyniki analizy w 4.6.1 dla
tyrozynacji i 4.6.2 dla detyrozynacji). Porcje tubuliny tyrozynowanej i detyrozynowanej
wykorzystano do przygotowania mikrotubul wedtug protokotu opisanego w trzecim
akapicie podrozdziatu 4.4.5. Nastepnie przeprowadzano eksperymenty przesuwania
dwdch mikrotubul wzgledem siebie przez kinezyne-1 (wedtug procedury z podrozdziatu
4.8.8) z uzyciem mikroskopii TIRF, uzywajgc naprzemiennie mikrotubul tyrozynowanych
i detyrozynowanych. Po zebraniu wystarczajgcego zasobu danych, przeprowadzono
obliczenia wybranych parametréw ruchu za pomocg programu FIESTA. Uzyskane dane

analizowano dalej pod katem statystyki w programie Excel i DataWnd.

Tab. 5.2 zawiera podsumowanie wynikéw oraz informacje na temat istotnosci
statystycznej réznic miedzy parametrami dla tyrozynowanych i detyrozynowanych
mikrotubul w tescie przesuwania dwdch mikrotubul wzgledem siebie przez kinezyne-1.
Chociaz zaobserwowano rdéznice w przypadku wartosci kilku parametréw ruchu,
to jedyna rdznica istotna statystycznie dotyczyta czasu trwania ruchu — wyniki wskazujg,
ze dla tyrozynowanych mikrotubul ta wartos¢ byfa nizsza niz dla detyrozynowanych

(Tab. 5.2, Ryc. 5.54).
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Tab. 5.2 Tyrozynacja i detyrozynacja tubuliny — poréwnanie wybranych parametréw ruchu
mikrotubula-mikrotubula?

Tyrozynacja Detyrozynacja Istotnos¢

(n=113) (n=120) statystyczna réznicy
Szybkos¢ + SE 70+3(SD=32.4) 51+3(SD=20) Nieistotne
(nm/s) p = 0.097
Szybkos¢ z 143 + 6 (SD =63) 110+ 5 (SD =59) Nieistotne
uwzgledniong o = 0.097
przerwa w ruchu
+ SE (nm/s)
Dtugos¢ przebiegu | 2.9 + 0.06 (SD = 2.6 + 0.04 (SD = Nieistotne
+ SE (um) 2.7) 2.6) 0209
Liczba zdarzehn na 2 1.7 Nieistotne
minute (mediana) p=0.357
Czas trwania 56 +3 (SD=29) 77 +4 (SD =43) Istotne**
ruchu £ SE (s) o =0.0036
Przerwa jako 54 + 4 (SD =21) 57 +2 (SD=18) Nieistotne
procent czasu b =0.437

trwania ruchu *
SE (%)

ldtugosé przebiegu obliczona na podstawie dystrybuanty (RGwnanie 6); wartosci pozostatych
parametréw zostaty odczytane z krzywej dopasowania do rozktadu normalnego (Réwnanie 5)
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I. Tyrozynacja

28

0 40 80 120 160 200 240
czas trwania (s)

Il. Detyrozynacja

t, =77 +4s

n (ilos¢ zdarzen)

0 40 80 120 160 200 240
czas trwania (s)

Ryc. 5.54 Rozktady normalne czaséw trwania ruchu mikrotubula-mikrotubula dla mikrotubul
tyrozynowanych (1) i detyrozynowanych (Il). Na kazdym wykresie jest dopasowanie krzywej
rozktadu normalnego (czerwone linie). ts to sredni czas trwania ruchu obliczony z Réwnania 5.
Stupki btedoéw to btedy standardowe (SE) obliczone dla kazdego zakresu szybkosci osobno
(opuszczono zakresy z pojedynczymi wartosciami). SD oraz n sg podane w Tab. 5.2

Obliczono réwniez korelacje (liniowe Pearsona oraz nieliniowe Spearmana) miedzy
dtugoscia mikrotubul fadunkowych a wybranymi parametrami ruchu. W przypadku
tyrozynacji nie zaobserwowano zadnej zaleznosci, a dla detyrozynacji stabg dodatnig
korelacje nieliniowg (r = 0.35) miedzy dtugoscia mikrotubuli tadunkowej a szybkoscia

przesuwania dwdch mikrotubul wzgledem siebie przez kinezyne-1.
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5.11.2 Glutamylacja tubuliny

Glutamylacje mikrotubul stacjonarnych i tadunkowych wykonano zgodnie
z procedurg opisang w punkcie 4.6.3 i sprawdzono przez analize Western Blot
(podrozdziat 4.3.2, rodzaj uzytych przeciwciat i wynik analizy w 4.6.3). Modyfikowane
mikrotubule analizowano w tescie przesuwania dwdch mikrotubul wzgledem siebie
przez kinezyne-1 (wedtug opisu w podrozdziale 4.8.8) uzywajac naprzemiennie
mikrotubul glutamylowanych i kontrolnych do glutamylacji (bez dodatku enzymu).
Nastepnie przeprowadzono obliczenia wybranych parametréw ruchu mikrotubula-
mikrotubula za pomoca programu FIESTA. Srednie wartosci poszczegdlnych parametréw

wyznaczono za pomocg programéw Excel i DatawWnd.

W Tab. 5.3 pokazano wptyw glutamylacji na parametry ruchu mikrotubula-
mikrotubula. Jedyna rdznica istotna statystycznie to procentowy udziat przerw podczas
przesuwania dwdch mikrotubul wzgledem siebie przez kinezyne-1, przy czym wykazano
nizsze wartosci procentowe przerw w ruchu w przypadku glutamylowanych mikrotubul

(Ryc. 5.55).

Tab. 5.3 Wptyw glutamylacji tubuliny na wybrane parametry ruchu mikrotubula-mikrotubula®

. Kontrola Istotnos¢
Glutamylacja . L.
glutamylacji statystyczna réznicy
Szybkos¢ + SE 65+ 4 (SD = 34) 69 +5 (SD=39) Nieistotne
(nm/s) p=0.557
Szybkos¢ z 131+ 4 (SD =61) 173 + 10 (SD =90) | Nieistotne
uwzgledniong o = 0.0899

przerwa w ruchu *
SE (nm/s)

Dtugos$é przebiegu  3.1+0.04(SD=2.2) | 3.3 + 0.04 (SD = | Nieistotne
+ SE (um) 2.9)

p=0.917
Liczba zdarzen na 3.8 3.5 Nieistotne
minute (mediana) 0 =0.145
Czas trwania ruchu | 51 + 6 (SD = 44) 49 +5 (SD = 35) Nieistotne
% SE(s) 0=0.716
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Przerwa jako 51+2(SD=18) 61+3(SD=19) Istotne***
procent czasu b = 0.0002
trwania ruchu + SE

(%)

ldtugosé przebiegu obliczona na podstawie dystrybuanty (Rownanie 6); wartosci pozostatych
parametréw zostaty odczytane z krzywej dopasowania do rozktadu normalnego (Réwnanie 5)

. Glutamylacja
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Ryc. 5.55 Rozktady normalne procentowego udziatu przerwy w ruchu mikrotubula-
mikrotubula dla mikrotubul glutamylowanych (1) i kontrolnych (Il). Srednie obliczono
z Réwnania 5. Czerwone linie to krzywe dopasowania do rozktadéw normalnych. Stupki btedow
to btedy standardowe (SE) obliczone dla kazdego zakresu szybkosci osobno (opuszczono zakresy
z pojedynczymi wartosciami). SD oraz n sg podane w Tab. 5.3
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Sprawdzono réwniez korelacje miedzy dtugoscia mikrotubul tadunkowych
a wybranymi parametrami ruchu. W przypadku kontroli glutamylacji wykazano stabg
dodatnig korelacje liniowg dla dtugosci przebiegu ruchu mikrotubula-mikrotubula
(r=0.34), stabg dodatnig korelacje nieliniowg dla szybkosci przesuwania dwdch
mikrotubul wzgledem siebie (r = 0.33) oraz stabg ujemng korelacje nieliniowg dla
procentowego udziatu przerw w ruchu (r = -0.36). Jesli chodzi o glutamylowane
mikrotubule to obliczenia pokazaty stabg dodatnig korelacje liniowg dla dtugosci
przebiegu (r = 0.32) oraz stabg dodatnig korelacje nieliniowg dla szybkosci ruchu

mikrotubula-mikrotubula (r = 0.32).
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6. Dyskusja

Przesuwanie dwdch mikrotubul wzgledem siebie przez motory molekularne jest
istotne w wielu procesach wewngatrzkomérkowych, takich jak ruch rzesek,
podziat komorki, powstawanie wypustek komdrkowych (np. aksonéw), czy organizacja
i polarne sortowanie mikrotubul, co przedstawiono we Wstepie tej rozprawy (1.3).
W niniejszej pracy obrano za cel m.in. zbadanie mechanizmu ruchu mikrotubula-
mikrotubula generowanego przez kinezyne-1 in vitro, poniewaz, jak dotychczas,
zjawisko to byto obserwowane tylko w komérkach i niewiele byto wiadomo na temat

tego ruchu.

6.1 Molekularne aspekty przesuwania i reorientacji mikrotubul przez
pojedyncze czgsteczki lub grupy kinezyn in vitro

W Wynikach pokazano, ze ruch mikrotubula-mikrotubula z udziatem kinezyny-1 ma
znaczgco odmienne parametry w poréwnaniu do tych uzyskiwanych w tescie gliding oraz
mierzonych podczas poruszania sie pojedynczych czasteczek kinezyny-1 wzdtuz
mikrotubuli. Nie jest to zaskakujgce, poniewaz sg tu opisywane i poréwnywane dwa
rézne zjawiska: ruch mikrotubuli poruszanej przez kinezyne lub grupe kinezyn i ruch
samego motoru (kinezyny-1). Gliding i ruch pojedynczych czgsteczek zachodzity szybciej
niz przesuwanie dwdch mikrotubul wzgledem siebie i wynosity odpowiednio 1170 nm/s
(Ryc. 5.1), 594 nm/s (Ryc. 5.2) oraz 136 nm/s (punkt 5.3.3, Ryc. 5.13). Wczesniej,
Jolly i wsp (2010) zmierzyli szybko$¢ ruchu mikrotubula-mikrotubula napedzanego przez
kinezyne-1 w komarkach i otrzymali wartos¢ 70 nm/s. W przypadku innych kinezyn,
szybkosci przesuwania dwdch mikrotubul wzgledem siebie in vitro w pordwnaniu do
szybkosci osigganych przez pojedyncze czasteczki wynoszg odpowiednio: dla Ncd
57 nm/s (Ludecke i wsp., 2018) oraz 130 nm/s (Chandra i wsp., 1993), a dla Kif4a
(kinezyny-4) 75 nm/s (Wijeratne i Subramanian, 2018) oraz 600 nm/s (Wijeratne i wsp.,
2020). Podobnie jak niniejszej pracy, wartosci szybkosci ruchu mikrotubula-mikrotubula
generowanego przez tekinezyny byly nizsze niz dla pojedynczych czgsteczek
poruszajgcych sie wzdtuz mikrotubuli. Innym parametrem charakteryzujgcym ruch jest
dtugos¢ przebiegu, ktéra dla pojedynczych czgsteczek kinezyny-1 wynosita 0.5 pum,
aw przypadku grupy motoréw mikrotubula tadunkowa byta transportowana na
odlegtos$¢ 12 um w obecnosci 6 nM kinezyny-1 (Ryc. 5.11). Kinezyna Kif4a wykazuje

analogiczng do kinezyny-1 rdéznice w ditugosci przebiegu: 1 um dla pojedynczych
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czgsteczek (Wijeratne i wsp., 2020) i kilka um w ruchu mikrotubula-mikrotubula

(Wijeratne i Subramanian, 2018).

é 4K
( ( ( (
o o J d

grupa czterech czasteczek kinezyny-1

przytaczonych do platformy zbudowanej z DNA .
oraz biatek zapewniajacych specyficzne Kin 1K 2K 4K 7K
wiazanie motorow ilos¢ czasteczek kinezyny-1

diugos€ przebiegu (pum)
B

Ryc. 6.1 Zaleino$¢ dtugosci przebiegu od ilosci czasteczek kinezyny-1 przytaczonych
do platformy DNA ( (Derr i wsp., 2012; zmienione)

Transport tadunkéw przez grupy motoréw byt analizowany przez wiele grup
badawczych. Generalnie, grupa motoréow tego samego rodzaju wspdlnie transportuje
tadunek na znacznie wieksze odlegtosci niz pojedyncza czgsteczka (Klump i Lipowsky,
2005; Rogers i wsp., 2009; Conway i wsp., 2012; Derr i wsp., 2012; Furuta i wsp. 2013;
Norrisiwsp., 2014). Aby unikngc¢ koniecznosci szacowania liczby motoréw przytgczonych
do mikrotubuli, Derr i wsp. (2012) badali parametry ruchliwosci dla pojedynczych
czasteczek kinezyny-1 oraz grup tych motoréw przytaczonych trwale do wspdinej
platformy (Ryc. 6.1). Przy 7 czgsteczkach kinezyny-1, dtugo$¢ przebiegu wynosita ok.
7 um, co ok. siedmiokrotnie przekracza przebieg osiggany przez jedng czasteczke

kinezyny-1 (Derr i wsp., 2012).

W niniejszej pracy czesto obserwowano grupy motoréw, ktére mozna pomylié
z agregatami (Ryc. 5.29). Jednakze, mozliwos¢ odtgczenia sie czgsteczki od takiej grupy
widoczna na Ryc. 5.29, sSwiadczy o tym, ze obserwowane grupy nie byly agregatami.
Nie jest tylko jasne z iloma protofilamentami mikrotubuli oddziatuje taka grupa podczas
ruchu mikrotubula-mikrotubula. Na Ryc. 6.2 przedstawiono schemat ruchu dwéch
antyréwnolegtych mikrotubul wzgledem siebie generowanego przez 3 czgsteczki
kinezyny-1. Dwie czgsteczki kinezyny zwigzane sg z unieruchomiong mikrotubulg przez
gtowki, a jedna przez ogon. Kiedy te motory znajdujg sie w odpowiedniej odlegtosci od
siebie, transport mikrotubuli tadunkowej odbywa sie bez przeszkdd (Ryc. 6.2, panel 1).
Natomiast po pewnym czasie, na torze transportu danej mikrotubuli mogg znalez¢ sie

inne motory, zarowno aktywne, jak i nieaktywne — w formie ,ztozonej”, tj. w stanie
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autoinhibicji, opisanej w punkcie 1.2.5, a takze uszkodzone motory. Kiedy aktywna
czgsteczka kinezyny-1 napotka na swoim torze ruchu inng czasteczke kinezyny-1,
ktdra jest w stanie autoinhibicji, dochodzi do zatrzymania aktywnego motoru badz jego
dysocjacji z mikrotubuli (Ryc. 6.2, panel 2, A). Ale jesli motor zatrzyma sie i po chwili
dotacza kolejne czasteczki, wtedy utworzy sie grupa. W przypadku motoréw zwigzanych
w odwrotny sposdb, tj. jedna czes$¢ czasteczek oddziatuje ogonami z mikrotubulg
tadunkowa, a druga — gtéwkami, ktére znajdg sie zbyt blisko siebie w wyniku
procesywnego ruchu wzdtuz mikrotubul, moze dojs¢ do sytuacji, w ktdrej jeden motor
stanie sie dla drugiego fizyczng przeszkodg na torze ruchu (Ryc. 6.2, panel 2, B).
W rezultacie, moze nastgpi¢ zatrzymanie ruchu tych czgsteczek na mikrotubuli
i ich sttoczenie albo dysocjacja jednej czgsteczki kinezyny lub obu od mikrotubuli,
co obok niezaleznej od przeszkdd dysocjacji motoréw z powierzchni mikrotubul,
prawdopodobnie prowadzi do obserwowanych przerw w transporcie mikrotubul
oraz do obnizenia S$redniej szybkosci i duzych fluktuacji w szybkosci transportu

(podrozdziaty 5.3.4, 5.3.3 oraz 5.5).
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Ryc. 6.2 Mozliwosci rozmieszczenia czasteczek kinezyny-1 podczas ruchu mikrotubula-
mikrotubula (panel 1) oraz prawdopodobne oddziatywania miedzy czgsteczkami kinezyny-1
(panel 2)

Inng przyczyng wystgpienia przerw w ruchu mikrotubula-mikrotubula moze by¢
obecnosé¢ dyfundujgcej czasteczki kinezyny-1, ktéra moze byé kolejng przeszkodg,
napotkang na mikrotubuli przez inne motory transportujgce mikrotubule fadunkows.
Dyfuzje czgsteczek kinezyny-1 obserwowano podczas testu ruchliwosci pojedynczych
czasteczek (Ryc. 5.3, czerwone strzatki oraz zétta), jak rowniez w ruchu mikrotubula-

mikrotubula (Ryc. 5.5, 5.27, 5.33 i 5.35; oznaczone czerwonymi strzatkami).

Wptyw nieaktywnych motoréw na transport byt obserwowany takze dla innych,
niz kinezyna, motoréw: Kang'iri i wsp. (2022) zaobserwowali, ze wydajnos¢ transportu
filamentow aktynowych przez ciezkg meromiozyne w tescie typu gliding zalezy

od udziatu frakcji aktywnych motoréw w stosunku do wadliwych. Ponad 90% czgsteczek
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meromiozyny, zwigzanych z powierzchnig musi pozosta¢ aktywnych, aby zapewnié
efektywny transport. Meromiozyna jest bardziej wrazliwa na obecnos¢ uszkodzonych
motoréw niz kinezyna-1, w przypadku ktdrej wystarczy 70% aktywnych czgsteczek

(Kang'iri i wsp., 2022; Scharrel i wsp., 2014).

Zatézmy, ze jak w przypadku B (Ryc. 6.2, panel 2) jeden motor pozostanie
nieruchomy na mikrotubuli (brak dysocjacji) i blokuje transport. Mozna sie spodziewac,
ze jesli w pewnej odlegtosci od zatrzymanej kinezyny-1 znajdg sie np. dwa lub wiecej
aktywnych motoréw to transport mikrotubuli fadunkowej zostanie wznowiony.
Jesli natomiast bedzie tylko jeden aktywny motor, tak jak w przypadku C (Ryc. 6.2,
panel 2), wznowienie transportu bedzie zalezato od indywidualnych wtasciwosci danego
motoru, a konkretnie od sity, jakg jest w stanie wygenerowa¢; dla kinezyny-1 ta sita
wynosi od 5 do 7 pN (Schnitzer i wsp., 2000; Block, 2007). Taka sita jest wystarczajgca
do oderwania innego — zatrzymanego motoru od mikrotubuli, a tym samym umozliwia
kontynuacje ruchu  mikrotubula-mikrotubula. Ewentualny czas, potrzebny
na przytaczenie wiekszej ilosci czgsteczek kinezyny-1, ktére pozwolg na wznowienie
transportu, moze tez by¢ jednym z czynnikdw powodujgcych obserwowane fluktuacje

szybkosci i przerwy w ruchu.

Warto tez wymieni¢ badania, w ktérych do pojedynczej czasteczki kinezyny-1
transportujacej tadunek przytozono site i przeciggano tadunek albo w te samg strone co
kierunek ruchu, albo w przeciwng. W rezultacie, zaobserwowano asymetryczne rozktady
szybkosci (dwa piki zamiast jednego) w funkcji przytozonej sity (Coppin i wsp., 1997) lub
dtugosci przebiegu (rowniez w funkcji sity, Milic i wsp., 2014) dla tej same] czgsteczki
poddanej sekwencyjnie dwdm przeciwstawnym obcigzeniom. Stany, jakim ulegata
kinezyna-1 poddana tym sitom okreslono jako ,napedzajgcy” i ,odpierajacy” (terminy
pierwszy raz wystepujace u Tjioe i wsp., 2019, ang. driving i resisting; Ryc. 6.3 i 6.4).
W potozeniu ,,napedzajgcym” kinezyna-1 porusza sie w kierunku korica plus mikrotubuli
i jednoczesnie jej segment superhelikalny jest nachylony pod pewnym katem
w stosunku do osi mikrotubuli i przeciwnie do kierunku ruchu. W stanie ,,odpierajgcym”
kinezyna-1 jest ustawiona rowniez pod katem, ale w tym samym kierunku, co ruch

pojedynczych czgsteczek.
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Ryc. 6.3 Fizyczne utozenie oraz dtugos¢ przebiegu (L) kinezyny-1 w zaleznosci od kierunku
dziatania przytozonej sity (Milic i wsp., 2014; zmienione)

Jesli zewnetrzna sita byta skierowana w tym samym kierunku, co transport,
to obserwowano wzrost szybkosci, jesli w przeciwnym — jej spadek, a brak przytozonej
sity stabilizowat szybkos¢ (Coppin i wsp., 1997). Z kolei Milici wsp. (2014) zaobserwowali,
ze ditugos¢ przebiegu gwattownie rosnie dla kinezyny ,napedzajacej” podczas

4

zmniejszania sity od -4 do 0 pN (znak minus ,=” oznacza kierunek przytozenia sity).
W przypadku sity przeciggajacej kinezyne zgodnie z kierunkiem transportu
(stan ,,odpierajacy”) obserwowane dtugosci przebiegu byty o rzad wielkosci mniejsze
niz w przypadku sity skierowanej przeciwnie do kierunku ruchu, co przypuszczalnie
byto spowodowane zmiang dynamiki odtgczania domeny motorycznej od mikrotubuli

podczas procesywnego ruchu czgsteczki (Milic i wsp., 2014).

Przy uzyciu testu gliding z pomiarem generowanej sity (ang. force-gliding assay)
Tjioe i wsp. (2019) potwierdzili eksperymentalnie wystepowanie kinezyny-1 w potozeniu
,nhapedzajagcym” (2/3 motoréw pracujgcych wspdlnie) i w ,odpierajgcym” (1/3).
Ponadto, kinezyny mogg przechodzi¢ z jednego stanu do drugiego albo odtgczac sie
od mikrotubuli (,réwnowaga”), (Tjioe i wsp., 2019). Podczas transportu tej samej
mikrotubuli przez kilka czgsteczek kinezyny-1, zaobserwowano rdznice w dfugosci
przebiegu: 2.31 um dla stanu ,napedzajgcego” i 1.42 um dla ,odpierajgcego”,
co doprowadzito do wniosku, ze miedzy kinezynami znajdujgcymi sie w tych dwédch
roznych stanach istnieje oddziatywanie (rodzaj naprezenia, powstatego w wyniku
wigzania tego samego tadunku przez kilka motoréw).
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Obecnos¢ kilku czasteczek kinezyny-1 przytaczonych do tadunku pozwala
na pokonanie przeszkody bez spowolnienia transportu (Ryc. 6.4). Pojedyncza czasteczka
trafiajgca na przeszkode albo zatrzymuje sie i czeka, albo od razu sie odfgcza
(Schneider i wsp., 2015). Natomiast funkcjonujgc w zespole, jesli jedna czasteczka
zostanie zatrzymana przez przeszkode, pozostate wywierajg na nig site, pozwalajgca
szybciej dysocjowac stojacej czgsteczce od mikrotubuli i przytgczy¢é w innym miejscu
(albo odtgczy¢ sie od kompleksu mikrotubuli i tadunku), a transport pozostaje
niezaktécony (Tjioe i wsp. 2019). Jest to wazny aspekt, bo na mikrotubulach w komodrce
sq obecne czasteczki réznych motoréw czy niemotorycznych biatek wigzgcych

mikrotubule (Lakadamyali, 2014).

A Kilka kinezyn transportuje tadunek B Transport tadunku w obecnosci przeszkéd
kinezyny I
zaczynaja n:lch i . dunek kinezyna
sz?l:?;?éinaq:ni tadunek napotyka na
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kinezyny ‘L ’ }O
\*‘35-. 800 nm/s
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stawiaja opor (ok. . .
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Ryc. 6.4 Transport tadunku przez kilka kinezyn (Tjioe i wsp., 2019; zmienione)

Przesuwanie dwdch mikrotubul wzgledem siebie przez kinezyne-1 odbywa sie
w warunkach, w ktérych kilka motordw przytacza sie do transportowanej mikrotubuli.
W tych warunkach, cze$¢ motoréw moze byé w stanie ,napedzajagcym”, a czes¢ —
w ,,odpierajgcym”. Ponadto, w przypadku ruchu mikrotubula-mikrotubula nie tylko
domena motoryczna moze odtgczyc sie od jednej z mikrotubul, ale tez ogon kinezyny-1,
ktory raczej stabo wigze sie z mikrotubulg (Kp ~0.5 uM; Seeger i Rice, 2010).
Mozna przypuszczac, ze wiele czgsteczek motoru i rozne oddziatywania ogona i domeny
motorycznej z mikrotubulg umozliwiajg pokonanie przeszkéd podczas ruchu
mikrotubula-mikrotubula — czy tych powstatych wskutek konkurencji miedzy

czgsteczkami lub oddziatywania motordw miedzy sobg, czy fizycznych, np. nieaktywnych
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motoréw lub zanieczyszczen, ktore nie s3 motorami. Obecnos¢ co najmniej kilku
(wielu) motoréw przytgczonych do transportowanego tadunku zapobiega réwniez
natychmiastowej terminacji transportu po napotkaniu przeszkody,

poniewaz nie wszystkie motory odtgczg sie w wyniku kontaktu z przeszkoda.

6.2 Zaleznos¢ parametréw ruchu mikrotubula-mikrotubula od stezenia
kinezyny-1

Dtugosc¢ przebiegu (Ryc. 5.11) i szybkos¢ (Ryc. 5.13) przesuwania dwdch mikrotubul
wzgledem siebie przez kinezyne-1 zalezg od stezenia motoru. Do stezenia 6 nM
kinezyny-1, obserwuje sie wzrost wartosci obu parametréw, a potem, w miare dalszego
podnoszenia stezenia motoru, szybkos¢ i dtugos¢ przebiegu maleje.
Najmniejsze stezenie kinezyny-1 jakie badano to 1.5 nM. Przy tym stezeniu szybkosc¢ byta
dwukrotnie nizsza od wartosci uzyskanych dla 6 nM, a dtugo$é przebiegu byta
czterokrotnie mniejsza. Przy stezeniu 1.5 nM kinezyny-1 zaobserwowano tez najnizsza
liczbe zdarzen na minute (Ryc. 5.16). Byto to jednoczesnie minimalne stezenie,
przy ktérym wystgpit ruch mikrotubula-mikrotubula. Badania w niniejszej pracy po raz
pierwszy pokazujg zaleznos¢ parametréw ruchu mikrotubula-mikrotubula od stezenia
kinezyny-1 podczas tego ruchu. W literaturze sg dostepne jedynie badania dotyczace
wptywu niskich gestosci kinezyny-1, tj. liczby motoréw na jednostke dtugosci (um)
mikrotubuli, na szybko$¢é w tescie gliding. Wyniki tych badan sg jednak raczej rozbiezne.
Kaneko i wsp. (2020) pokazali, ze szybkos¢ uzyskiwana przez kinezyne-1 (aminokwasy 1-
465) w tescie gliding byta niezalezna od gestosci motordw na szkietku. Bieling i wsp.
(2008b) zaobserwowali, ze przy niskich gestosciach skréconej formy kinezyny-1,
obejmujacej aminokwasy 1-401, szybkos¢ transportu mikrotubul w tescie gliding byta
nieznacznie nizsza, niz w przypadku gestosci motordw standardowo uzywanych w tym
tescie. Z kolei, Gagliano i wsp. (2010) zaobserwowali obnizenie szybkosci w tescie gliding

przy niskiej gestosci czasteczek kinezyny-1 petnej dtugosci.

Rozwazmy wptyw stezenia kinezyny-1 na szybkos¢ przesuwanej mikrotubuli.
W przypadku, gdy transportowany tadunek jest maty lub bliski zera, szybkos¢ jego
przesuwania bedzie bliska szybkosci maksymalnej i nie bedzie zaleze¢ od stezenia
motordéw (Fallesen i wsp. 2011). W przypadku obecnosci wiekszego tadunku, symulacje

komputerowe Korna i wsp. (2009) i doswiadczenia Gagliano i wsp. (2010) doprowadzity
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do wniosku, ze szybkos¢ transportu przy duzym oporze tadunku rosnie wraz ze wzrostem

ilosci motorow biorgcych udziat.

W tym miejscu nasuwa sie pytanie ile czasteczek kinezyny-1 uczestniczyto
w transporcie jednej mikrotubuli wzdtuz drugiej. Brakuje bezposrednich pomiaréw tego
parametru i nie ma pewnosci czy w obecnych warunkach takie pomiary bytyby
wykonalne. Kushwaha i wsp. (2020) mierzyli stopied dekoracji mikrotubul przez
kinezyne-2 metodg fluorescencyjnej spektroskopii korelacyjnej. Oprdécz wartosci
dla kinezyny-2 w cytowanym artykule umiescili oni poréwnawcze wartosci dla kinezyny-
1 z D. melanogaster. Mierzono parametry ruchu dla pojedynczych czgsteczek kinezyn
poruszajacych sie wzdtuz mikrotubul (Kushwaha i wsp., 2020; Miedema i wsp., 2017)
i uzyskano prawie liniowa zalezno$¢ pomiedzy catkowitym stezeniem kinezyny-1
a gestoscig motordow. Wartosci uzyskane dla zakresu stezen kinezyny-1 uzywanych w tej
rozprawie wynosity od 0.1 do 2 motorédw na pm mikrotubuli. Stosunkowo niewielkie
liczby czgsteczek kinezyny podtrzymujgcej ruch mikrotubul znajdujg potwierdzenie
w pracy Gagliano i wsp. (2010), ktérzy otrzymali wartos¢ gestosci motorow w analizie
typu gliding wynoszacg 0.17 czgsteczek/pm dla niskich stezen kinezyny (250 motoréw
na um?) i 0.35/um dla wysokich (1000 motoréw na pum?). Po przeliczeniu na 25-um
mikrotubule transportowang w tescie gliding, spodziewane ilosci czgsteczek wynoszg
~4 i 9 kinezyn przy odpowiednio, niskim i wysokim stezeniu kinezyny. Wszystkie te
wartosci sg szacunkowe i nie dotyczg dokfadnie tego samego typu analizy, ktéra byta
wykonywana tutaj, ale pozwalajg na wyciggniecie wniosku, ze przesuwanie dwdch

mikrotubul wzgledem siebie zachodzi z udziatem matej (<10) grupy motoréw.

Zaleznosc¢ szybkosci transportu fadunku (mikrotubuli) v(F,i) od sity generowanej

przez grupe kinezyn mozna opisa¢ rownaniem (Kunwar i Mogilner, 2010):

F w
(2]

i Fy
Rownanie 7 Zaleznos¢ miedzy szybko$cig transportu a sitg generowang przez grupe kinezyn,
gdzie v, — szybkos$¢ bez obcigzenia (fadunku); F —aktualna sita; F; sita, potrzebna na zatrzymanie
transportu mikrotubuli generowanego przez 1 czgsteczke motoru (ang. stall force); i- Fs — sita,

ktdra zatrzymuje transport generowany przez i czgsteczek; w — opisuje typ zaleznosci sita-
szybkosc.

v(F,i) = vy,

Dla w = 1, Réwnanie 7 opisuje liniowg zaleznos¢ sita—szybkos¢ i wyktadniczo
zmieniajgcy sie dtugos¢ przebiegu (Keren i wsp., 2008). Jak wida¢ z wykresu (Ryc. 6.5)
szybkos¢ transportu wzrasta z iloscig czgsteczek kinezyny-1, réwniez dla nieliniowych
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zaleznosci sita—szybkos¢ (w # 1). Taki wzrost zachodzi w najwiekszym stopniu przy
niskich stezeniach kinezyny, kiedy efekty przeszkéd w poruszaniu sie mikrotubuli
transportowej sg niewielkie (niebieski obszar na Ryc. 6.5). Przy wyzszych stezeniach

kinezyny szybkos$¢ wysyca sie.
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i, liczba czgsteczek kinezyny

Ryc. 6.5 Szybko$¢ transportu mikrotubuli w funkcji liczby czasteczek kinezyny-1
z uwzglednieniem liniowych (w=1) oraz nieliniowych (w#1) zaleznosci sita-szybkos¢. Wartosci
szybkosci obliczono z Réwnania 7. Niebieskim obszarem oznaczono fragment, w ktérym widac
najwiekszg zmiane szybkosci w zaleznosci od stezenia kinezyny-1

Jednak w miare zwiekszania stezenia motordw inne zjawisko staje sie coraz bardziej
widoczne. Jest nim wptyw przeszkdd na mikrotubuli, czego widocznym efektem jest
malejgca szybkos¢ i dtugosé przebiegu dla stezen kinezyny >7.5 nM. Prowadzi to do
powstania maksimum na krzywej szybkosci oraz dtugosci przebiegu w funkcji stezenia

kinezyny-1 (Ryc. 5.13 i 5.11).

Typy przeszkéd na jakie moze natrafi¢ poruszajgca sie kinezyna-1 sg rdznorakie
i czeSciowo byly wymienione powyzej. Najwazniejszg przeszkodg sg czasteczki samej
kinezyny w stanie autoinhibicji (1.2.5); inng — kinezyny zwigzane ogonem do mikrotubuli,
albo czgsteczki kinezyn, ktére zajmujgc miejsce na mikrotubuli uniemozliwiajg
wykonanie nastepnego kroku, jak réwniez nieaktywne (uszkodzone) czgsteczki kinezyny
zwigzane niefunkcjonalnymi gtdwkami, czy zanieczyszczenia inne niz motory.
Obecnosc takich przeszkéd moze stanowié jedng z przyczyn wystepowania przerw

w ruchu mikrotubula-mikrotubula (Ryc. 5.15) oraz wyraznych fluktuacji szybkosci,
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ktore nie byty tak czeste w tescie gliding (podrozdziat 5.5). Poza tym, przerwy
obserwowane w ruchu mikrotubula-mikrotubula w tej pracy, moga by¢ tez
spowodowane tym, ze czgsteczki kinezyny-1 poruszajg sie z réznymi szybkosciami,
co widac¢ na kimografie obrazujgcym ruch pojedynczych czgsteczek kinezyny-1 (Ryc. 5.3).
Obnizenie szybkosci ruchu mikrotubula-mikrotubula przy wyzszych stezeniach kinezyny
jest zgodne wynikami Telleya i wsp. (2009), ktérzy badali wptyw przeszkéd
na mikrotubuli na ruchliwos$¢ pojedynczych czgsteczek kinezyny-1 (wariant motoru
obejmujgcy aminokwasy 1-401) i ich dtugos¢ przebiegu. Stwierdzono stopniowe
obnizenie zaréwno szybkosci ruchu, jak i dtugosci przebiegu i — co warte uwagi —
zachodzace w podobnym zakresie stezen, jak w obecnej pracy. Wyniki Telleya i wsp.
(2009) wykorzystano pdzniej do stworzenia bardziej ogdlnego opisu roli przeszkéd
w ruchu kinezyny (Rank i Frey, 2018). Warto tez zauwazy¢, ze doswiadczalnie zmierzona
szybkos$¢ poruszania sie fadunkdéw, do ktérych dotgczone byty czasteczki kinezyny-1,
pokazana jako funkcja stezenia motoru wykazywata maksimum przy wartosci ok. 7 nM

kinezyny (Conway i wsp., 2012), podobnie jak u Ross (2012), a takze w obecnej pracy.

Mozna sie zastanawiaé, w jakim stopniu wyniki doswiadczen in vitro opisuja
zachowanie motoréw molekularnych, a w szczegélnosci kinezyny-1, takze w komadrkach.
Przyktadowo, w artykule Cai i wsp. (2007b) opisano pomiary ruchliwosci i dtugosci
przebiegu kinezyny-1 petnej dtugosci (1-891) in vitro i w komdrkach. Wyniki tych
pomiaréw byty bardzo zblizone, ale nie wyklucza to koniecznosci przeprowadzania

badan zaréwno in vitro jak i w komdrkach.

6.3 Kinezyna-1 podczas ruchu mikrotubula-mikrotubula transportuje
zaréwno antyréwnolegte, jak i rownolegte mikrotubule

Mikrotubule podczas ruchu mikrotubula-mikrotubula mogg by¢ utozone réwnolegle
(korice plus obu mikrotubul sg po tej samej stronie) lub antyréwnolegle (korice plus obu
mikrotubul sg po przeciwnych stronach). Lu i Gelfand (2017) uwazali, ze kinezyna-1
prawdopodobnie wigze sie z dwiema mikrotubulami w przypadkowej orientacji —
statystycznie 50% oddziatuje z mikrotubulg przez domene motoryczng, a 50% z tg sama
mikrotubulg przez ogon. Autorzy ci (Lu i Gelfand, 2017) proponowali, ze kinezyna-1,
podobnie jak kinezyna-14, przesuwa wzgledem siebie tylko antyréwnolegte
mikrotubule, a réwnolegte sieciuje. Konsekwencjg przesuwania wzgledem siebie

antyréwnolegtych mikrotubul jest transport mikrotubuli fadunkowej tylko w jednym
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kierunku — do konca plus mikrotubuli stacjonarnej, co obrazuje Ryc. 6.6 (panel A).
Jednakze, juz w pierwszych doswiadczeniach nad ruchem mikrotubula-mikrotubula
opisanych w niniejszej pracy zaobserwowano dwukierunkowy transport mikrotubul
tadunkowych (podrozdziat 5.7). Transport mikrotubul tadunkowych w strone konca
minus stanowit ok. 30% zdarzen ruchu mikrotubula-mikrotubula. (Wykorzystano dane
uzyskane dla wszystkich analizowanych stezen kinezyny-1 oméwionych w podrozdziale
5.3). Logicznym wyjasnieniem transportu mikrotubul tadunkowych w strone korica
minus mikrotubuli stacjonarnej byto przesuwanie réwnolegtych mikrotubul wzgledem
siebie przez czasteczki kinezyny-1 zwigzane ogonami do mikrotubuli stacjonarnej
(pokazane na schemacie — Ryc. 6.6, B1). Przesuwanie réwnolegtych mikrotubul przez
kinezyne-1 byto sugerowane w teoretycznej publikacji (Allard i wsp., 2019), w ktorej
matematycznie analizowano mozliwos¢ wystepowania tego zjawiska. W niniejszej pracy
eksperymenty z uzyciem mikrotubul fadunkowych polarnie znakowanych (dzieki ktérym
mozna byto odrdzini¢ korce mikrotubul tadunkowych), wykazaty, ze kinezyna-1
przesuwa nie tylko mikrotubule antyréwnolegte, ale tez réwnolegte (podrozdziat 5.8).
Ponadto, wykazano, ze mikrotubule réwnolegte mogg by¢ transportowane nie tylko do
korica minus (Ryc. 5.34 i 5.35), ale tez do konca plus (Ryc. 5.36 i 5.37) mikrotubuli
stacjonarnej. Zatem, istniejg trzy mozliwosci wystepowania ruchu mikrotubula-
mikrotubula: przesuwanie wzgledem siebie antyréwnolegtych mikrotubul, transport
rownolegtych mikrotubul w strone korica minus i transport réwnolegtych mikrotubul w
strone konica plus mikrotubuli stacjonarnej. Uwzglednienie réznych sposobdow wigzania
sie kinezyny-1 miedzy dwiema mikrotubulami powieksza liczbe mozliwosci do szesciu,
co pokazano na ponizszym schemacie (Ryc. 6.6). Nalezy pamieta¢, ze mozliwosci A1, A3,
B1 i B3 sg sytuacjami kraricowymi i prawdopodobnie rzadko istniejg w rzeczywistym
uktadzie dwdch mikrotubul z kinezyng-1 zaréwno in vivo lub in vitro. Mozna tylko moéwic
o dominujgcym sposobie wigzania sie czasteczek kinezyny-1 w pokazanych na schemacie

opcjach (Ryc. 6.6).
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A. Mikrotubule zorientowane antyréwnolegle B. Mikrotubule zorientowane réwnolegle

Ryc. 6.6 Schemat przedstawiajacy mozliwosci utozenia mikrotubul i wigzania sie czasteczek
kinezyny-1 podczas ruchu mikrotubula-mikrotubula. Zielone strzatki oznaczajg kierunek
transportu mikrotubuli tadunkowej, czarne pdétokragte — kierunek poruszania sie czgsteczek
kinezyny-1, szeroka czerwona — oznacza ruch oscylacyjny mikrotubuli tadunkowej, a szerokie
pomaranczowe — mozliwos¢ zmiany dominujgcego sposobu wigzania sie kinezyny-1 w wyniku
dysocjaciji i/lub asocjacji czgsteczek motoru

Pierwszy sposéb to transport mikrotubuli tadunkowe] zorientowanej
antyréownolegle wzgledem mikrotubuli stacjonarnej, co przedstawiajg ilustracje
z Wynikéw (Ryc. 5.32 i 5.33) oraz Ryc. 6.6, panel A. W tym przypadku,
cykl mechanochemiczny motordw  przytagczonych  gtdwkami  do  mikrotubuli
unieruchomionej (A3), jak i transportowanej (A1) prowadzi do przesuwania mikrotubuli

tadunkowej w kierunku korica plus mikrotubuli unieruchomione;j.

W przypadku przesuwania wzgledem siebie mikrotubul zorientowanych
antyréwnolegle, ewentualna losowa dysocjacja/asocjacja motoréw i wynikajgce z tego
przeksztatcenie z wariantu Al lub A3 do A2 nie spowoduje zmiany kierunku ruchu
transportowanej mikrotubuli, ani nie doprowadzi do oscylacyjnego transportu
mikrotubuli tadunkowej (tzw. ,przeciggania liny”, ang. tug-of-war), ktére miatoby
miejsce w przypadku przesuwania wzgledem siebie mikrotubul réwnolegtych (Ryc. 6.6,
B2). Zatem, niezaleznie od sposobu wigzania sie miedzy mikrotubulami

antyréwnolegtymi, czasteczki kinezyny-1 transportuja mikrotubule tadunkowg zawsze
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w tym samym kierunku (Ryc. 6.6, A). Wazne jest rowniez to, ze ewentualne zaktécenia
transportu mikrotubuli (np. przerwy) moga sie pojawi¢ dopiero, gdy dwie czasteczki
kinezyny-1 zwigzane odmiennie, tzn. jedna przez gtéwke, a druga przez ogon, znajda sie
zbyt blisko siebie (Ryc. 6.2, panel 2). Jednakze, poniewaz niewiele czgsteczek kinezyny-
1 uczestniczy w ruchu mikrotubula-mikrotubula, takie zjawisko jest prawdopodobnie

rzadkie.

W przypadku mikrotubul réwnolegtych, kierunek transportu zalezy od tego
czy wiecej czasteczek kinezyny-1 jest zwigzanych poprzez ogony czy gtéwki do
mikrotubuli tadunkowej. Podczas transportu mikrotubuli rownolegtej w kierunku konca
minus mikrotubuli stacjonarnej wiecej czgsteczek kinezyny oddziatuje gtéwkami
z mikrotubulg fadunkowg, wiec wypadkowa sita kieruje fadunek w strone korica minus
mikrotubuli stacjonarnej (Ryc. 6.6, B1). Doswiadczalnie pokazano to na Ryc. 5.28
oraz 5.29, a takze Ryc. 5.34 i 5.35. Warto zauwazy¢, ze B1 jest jedyng mozliwoscia,
w ktérej ruch mikrotubuli tadunkowej odbywa sie w kierunku minus. Jesli wiekszos¢
motoréow zwigze sie ogonami do mikrotubuli tadunkowej zorientowanej réwnolegle
wzgledem mikrotubuli stacjonarnej, to mikrotubula tadunkowa bedzie transportowana
w strone konca plus mikrotubuli stacjonarnej. Udowodniono to za pomocg mikrotubul
polarnie znakowanych (Ryc. 5.36 i 5.37), jak rdwniez pokazano na schemacie (Ryc. 6.6,
B3). Jednakze, motory dysocjujg z kazdej z mikrotubul i przytaczaja sie do tej samej
lub innej mikrotubuli. Moze to doprowadzi¢ do dynamicznych zmian dominujcego
sposobu wigzania sie czasteczek kinezyny-1, np. z B3 do B2 i potem do B1, albo z A3,
przez A2 do Al.

Panele A2 i B2 obrazujg zjawisko, w ktéorym okoto 50% czasteczek kinezyny-1
jest zwigzana ogonami do mikrotubuli tadunkowej i drugie 50% gtdwkami — chodzi tylko
o czasteczki kinezyny-1 jednoczesnie oddziatujgce z mikrotubulg stacjonarna. O ile dla
mikrotubul antyréwnolegtych nie ma to wptywu na przebieg ruchu, to w przypadku
mikrotubul réwnolegtych sytuacja sie komplikuje. Motory zwigzane na dwa rdzine
sposoby bedg ze sobg wspoétzawodniczy¢ — generowac sity w przeciwne strony (Ryc. 6.6,
B2). Dos¢ czesto obserwowano bardzo gwattowne, wielokrotne, naprzemienne zmiany
kierunku transportu mikrotubuli tadunkowej na minimalne odlegtosci, czyli ruch
oscylacyjny lub tzw. ,przecigganie liny” (podrozdziat 1.3). Przyktad takiego zjawiska

przedstawia montaz (Ryc. 5.38) i uzupetniajacy go kimograf (Ryc. 5.39). Do tej pory
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nie opisano przyktadu ,przeciggania liny” miedzy samymi czgsteczkami kinezyny-1,
bez udziatu motoréw innego rodzaju. W przypadku ruchu mikrotubula-mikrotubula,
zjawisko ,,przeciggania liny” prawdopodobnie dotyczy tylko mikrotubul réwnolegtych,
przecigganych w jedng strone przez motory zwigzane gtéwkami do mikrotubuli
tadunkowej (sita generowana w strone korica minus mikrotubuli stacjonarnej), a w druga
strone przez kinezyny zwigzane ogonami (w kierunku konca plus). To co obserwowano,
czyli brak ,dtugodystansowego” ruchu w jedng strone byto wynikiem tego, ze sity
generowane w przeciwne strony rownowazyly sie, a wiec ustalenie jednego kierunku

ruchu byfo niemozliwe.

W wiekszosci publikacji przedstawia sie mozliwos¢ B2 jako jedyng, ktéra powstaje
przypadku réownolegtej orientacji mikrotubul (np. Lu i Gelfand, 2017). Tak w istocie sie
dzieje jesli motor generujgcy ruch mikrotubula-mikrotubula jest nieprocesywny,
np. Ncd. W przypadku czasteczek Ncd, réwnowaga wigzania sie do mikrotubul ustala sie
bardzo szybko, teoretycznie po jednym cyklu mechanochemicznym. Prowadzi to do
zablokowania ruchu (Ryc. 6.6, B2). Jednakze, gdy motor jest procesywny (jak np.
kinezyna-1) i przechodzi przez wiele cykli mechanochemicznych bez dysocjacji,
prowadzi to do wykonywania ruchdw przedstawionych w panelu B1 lub B3, a wiec
przemieszczania sie rownolegtych mikrotubul wzgledem siebie. Co wiecej,
brak synchronizacji motordéw i procesywno$é mogg spowodowac odwrdcenie kierunku
ruchu mikrotubuli fadunkowej, co réwniez obserwowano (Ryc. 5.52 i 5.53).

Zatem generowanie dwukierunkowego ruchu mikrotubul tadunkowych jest

bezposrednim skutkiem procesywnosci kinezyny i nie jest zaskoczeniem, Zze nie

wystepowato w przypadku nieprocesywnych motordw, takich jak kinezyna-14.

Takie wyjasnienie pojawia sie po raz pierwszy w niniejszej pracy.

Mikrotubule tadunkowe czasem zmieniaty kierunek ruchu — zwykle po ich obrdceniu
przez czgsteczki kinezyny-1 (Ryc. 5.49 i 5.50) i sporadycznie bez obracania (Ryc. 5.52
i 5.53). Najczesciej takie obracanie mikrotubul miato miejsce po dotarciu mikrotubuli
tfadunkowej do konca plus mikrotubuli stacjonarnej, kiedy byta juz tylko zwigzana
za jeden koniec przez motory zgromadzone na konicu plus mikrotubuli stacjonarne;j.
Prawdopodobnie przypadkowe ruchy mikrotubuli fadunkowej zwigzanej jednym
koricem przez motory mogto na tyle przyblizy¢ jg do czgsteczek kinezyny-1, ze mogta ona

»,powrdci¢” na tor ruchu, ale juz w zmienionej orientacji w stosunku do pierwotne;j.
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Inny przyktad organizacji mikrotubul in vitro pokazano na Ryc. 5.48. W tym przypadku
nastepowato przesuwanie dwdch mikrotubul tadunkowych wzgledem siebie — obie byty
mobilne, co bardziej przypominato realng sytuacje w komérkach, gdzie mikrotubule nie
sg trwale unieruchomione, a jedynie sieciowane (np. przez biatko tau, Drechsel i wsp.,

1992) w sposdb regulowany.

6.4 Znaczenie elastycznego zawiasu-2 kinezyny-1 w przesuwaniu dwéch
mikrotubul wzgledem siebie

Czasteczka kinezyny-1 petnej dtugosci zawiera dwa zawiasy molekularne: zawias-1,
obejmujgcy aminokwasy 372-446 i zawias-2 zawierajgcy reszty 505-610. Brak zawiasow
obnizat szybko$¢ w tescie gliding, gdzie pracujg grupy motoréw oddziatujgce z jednym
obiektem (Friedman i Vale, 1999; Crevenna i wsp., 2008; Bieling i wsp., 2008b). Bieling
i wsp. (2008b) doszli do wniosku, ze w zbiorowym transporcie jednej mikrotubuli przez
wiele motoréw, jaki wystepuje w tescie gliding, istotng sprawa jest elastycznos¢
potgczenia miedzy gtéwka i ogonem kazdego z grupy motordw uczestniczgcych
w transporcie, przytagczonych przez ogony do szkietka, a przez domeny motoryczne do
tej samej mikrotubuli. Ta elastycznos¢ rekompensuje efekty braku synchronizacji
pomiedzy motorami, z ktérych kazdy znajduje sie w innym etapie cyklu

mechanochemicznego (podrozdziat 1.2.4).

Konieczno$é obecnosci zawiasu molekularnego w czasteczce kinezyny mozna
zobrazowac za pomocg testu gliding, w ktérym dwie przytgczone do szkietka kinezyny
transportujg mikrotubule (Ryc. 6.7). Z uwagi na to, ze cykle mechanochemiczne
motorow molekularnych nie sg zsynchronizowane, prawie zawsze rézne gtéwki sg
w réznym etapie cyklu. Przyktadowo, jedna z kinezyn jest w trakcie przestawiania swojej
gtowki do nowej podjednostki mikrotubuli, czyli w tym momencie przesuwajac
mikrotubule — generuje ruch. Natomiast druga z kinezyn jest na etapie cyklu, w ktérym
obie domeny motoryczne przytgczone sg do mikrotubuli. W momencie, gdy nastepuje
ruch mikrotubuli transportowej, generowany przez pierwszg z omawianych tu
czasteczek, druga kinezyna moze: 1. oddysocjowac¢ od mikrotubuli lub 2. odksztatcic¢
swojg strukture tak, aby pozosta¢ przytgczong do mikrotubuli dwiema gtéwkami.
Pierwsza ewentualnos¢ wymagataby, aby na kazdym etapie cyklu, w ktérym zmieniajg
sie relacje przestrzenne gtéwki, prawie wszystkie czgsteczki kinezyny dysocjowaty,

co rzeczywiscie sie dzieje w przypadku nieprocesywnego motoru. Etapéw cyklu jest duzo
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i w kazdym momencie tylko niewiele motoréw procesywnych miatoby przypadkowo
zsynchronizowane etapy cyklu mechanochemicznego. W drugim mechanizmie,
odksztatcenie struktury najtatwiej jest zrealizowa¢, wprowadzajac elastyczny
(nieuporzadkowany) segment pozwalajacy na pewng swobode ruchu czesci N- i C-
kocowej motoru wzgledem siebie. Stad konieczno$¢ zawiasu molekularnego.
Analogicznie, te dwie kinezyny zamiast do szkietka mogg by¢ przytgczone do mikrotubuli

stacjonarnej.

900 Fo o500 0@
l — ]
Ryc. 6.7 Schemat testu gliding. Po lewej - skrocone czgsteczki kinezyny-1 (zawierajace

aminokwasy 1-401), po prawej — bardziej elastyczne warianty kinezyny-1 (1-612), zawierajace
zawiasy (Bieling i wsp., 2008b)

Whioski Bielinga i wsp. (2008b) oraz Friedman i Vale’a (1999) pomagajg wyjasnié
réznice parametrow ruchu mikrotubula-mikrotubula miedzy kinezyna-1 bez zawiasu-2
a kinezyna-1 petnej dtugosci, zaobserwowane w niniejszej pracy. W Wynikach pokazano,
ze delecja elastycznego zawiasu-2 kinezyny-1 powodowata obnizenie czestosci
wystepowania zdarzen ruchu mikrotubula-mikrotubula w poréwnaniu do kinezyny-1
petnej dtugosci, a takze nizsze wartosci dtugosci przebiegu (podrozdziaty 5.6 i 5.3).
Te wyniki ewidentnie wskazujg na istotno$¢ zawiasu-2 w strukturze kinezyny-1, ktéry,
jak wykazano w obecnej pracy, jest niezbedny takze podczas przesuwania dwdch

mikrotubul wzgledem siebie przez kinezyne-1.

6.5 Znaczenie zjawisk opisanych w obecnej pracy

W tym miejscu chciatabym przejs¢ do znaczenia biologicznego zjawisk pokazanych
w tej pracy. Kinezyna-1 poprzez przesuwanie dwodch mikrotubul wzgledem siebie
odpowiada za inicjacje procesu powstawania wypustek nerwowych u Drosophila i jest
do tego niezbedna (Lu i Gelfand, 2013). W kolejnej pracy wykazano, ze mutacje w ogonie
kinezyny — w miejscu wigzgcym mikrotubule niezaleznym od ATP, ktdre uniemozliwiaty

ruch mikrotubula-mikrotubula, spowodowaty, m.in. powstawanie krétszych aksondw
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(Winding i wsp., 2016). Zespdt Gelfanda sugerowat, ze kinezyna-1 przesuwa tylko
antyréwnolegte mikrotubule, ale ze wzgledu na niemal jednolitg polarnosé¢ mikrotubul
w dojrzatym aksonie ten ruch miatby by¢é ograniczony jedynie do poczatkowych etapéw
powstawania aksonu (del Castillo i wsp., 2015; Lu i Gelfand, 2017; Oelz i wsp., 2018;
del Castillo i wsp., 2020). Ponadto, Lu i wsp. (2015) pokazali, ze dojrzate neurony
Drosophila ulegajg regeneracji w warunkach in vitro po przecieciu aksonu (aksotomii).
W wyniku uszkodzenia aksonu nastepuje uwolnienie jondw wapnia do cytoplazmy.
Powoduje to depolimeryzacje mikrotubul i powstawanie nowych o mieszanej
polarnosci, ktdre sg przesuwane wzgledem siebie przez kinezyne-1 w celu wydtuzenia
skréconego aksonu i jego regeneracji (Lu i wsp., 2015; podrozdziat 1.3.1).
Jednakze, grupa kierowana przez Baasa twierdzi, ze przesuwanie wytacznie
antyrownolegtych  mikrotubul przez kinezyne-1 wprowadzatoby zaburzenia
w organizacji cytoszkieletu mikrotubularnego i utrudniatoby utrzymanie jednolitej
polarnosci (Guha i wsp., 2021). Zespdt Baasa sugeruje, ze nadmierna aktywnos¢
kinezyny-1 nasilona brakiem dyneiny (wyciszonej) jest odpowiedzialna za zaburzenia
organizacji mikrotubul w aksonie (Guha i wsp., 2021), powotujgc sie na analogie
do komérek miesniowych (Mogessie i wsp., 2015). Jednakze, Mogessie i wsp. (2015)
pokazali, ze kinezyna-1 réwniez jest potrzebna w procesie porzgdkowania mikrotubul
w rozwijajgcych sie komodrkach miesniowych. Guha i wsp. (2021) twierdza,
ze destrukcyjne efekty ruchu mikrotubula-mikrotubula napedzanego przez kinezyne-1
(na organizacje mikrotubul w aksonie) mogtyby by¢ zniwelowane, gdyby kinezyna-1
przesuwata réwnolegte mikrotubule. Niniejsza praca jako pierwsza opisuje zaréwno ruch
mikrotubula-mikrotubula napedzany przez kinezyne-1 in vitro, jak i pokazuje,

ze kinezyna-1 moze przesuwaé réwnolegte mikrotubule in vitro.

Guha i wsp. (2021) proponuja, ze biatko MAP7 mogtoby odpowiadac za promocje
przesuwania rownolegltych  mikrotubul wzgledem siebie przez kinezyne-1.
MAP7 nie zmienia sity wywieranej przez pojedynczg czasteczke kinezyny-1, ale zwieksza
szybkos$¢ wigzania motoru do mikrotubuli (Chaudhary i wsp., 2019). Pan i wsp. (2019)
pokazali, ze wyciszenie MAP7D2 skutkuje zmniejszeniem kierowania tadunkéw
do aksondw oraz defektami w tworzeniu i wzroscie aksondw we wczesnych stadiach
rozwoju neurondéw. Ferro i wsp. (2022) z kolei zademonstrowali, ze miejsce wigzania

domeny wigzacej mikrotubule biatka MAP7 czesSciowo pokrywato sie z miejscem
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wigzania gtowki kinezyny-1 i hamowato ruchliwos¢ motoru. Jak dotychczas, nie badano
roli MAP7 podczas przesuwania dwdéch mikrotubul wzgledem siebie przez kinezyne-1

ani in vitro ani w komaorkach.

6.6 Regulacja ruchu mikrotubula-mikrotubula napedzanego przez
kinezyne-1. Znaczenie modyfikacji potranslacyjnych mikrotubul

Do tej pory niewiele wiadomo na temat regulacji przesuwania dwéch mikrotubul
wzgledem siebie przez kinezyne-1. Lu i wsp. (2013) pokazali, ze w dojrzatych neuronach
Drosophila przesuwanie mikrotubul wzgledem siebie jest znaczgco mniej czeste —
zaobserwowano 50-krotny spadek mobilnosci mikrotubul w stosunku do ich mobilnosci
w rozwijajacych sie neuronach. Dzieje sie tak pomimo statej obecnosci kinezyn, dyneiny
oraz mikrotubul i w rozwijajgcych sie i w dojrzatych neuronach. del Castillo i wsp. (2015)
pokazali, ze u Drosophila negatywnym regulatorem kinezyny-1 w ruchu mikrotubula-
mikrotubula jest biatko Pavarotti/MKLP1 (kinezyna-6), ktére hamuje przesuwanie
mikrotubul wzgledem siebie, a przez to kontroluje wzrost aksonu i jest niezbedne do
prawidtowego przebiegu tego procesu. Norkett i wsp. (2020) wykazali, ze fosforylacja
Ser745 w Pavarotti/MKLP1 promowata jego wigzanie z biatkiem 14-3-3. Powstaty w ten
sposéb kompleks sieciowat mikrotubule i hamowat ruch mikrotubula-mikrotubula
napedzany przez kinezyne-1 w komodrkach S2 Drosophila. Nieufosforylowana forma
Pavarotti/MKLP1 w ogdle nie wigzata sie do mikrotubul. Jednakze, fosforylacja
Pavarotti/MKLP1 to prawdopodobnie tylko jeden z mechanizméw regulujgcych ruch

mikrotubula-mikrotubula napedzany przez kinezyne-1.

Innym mechanizmem, regulujgcym aktywnosc¢ biatek wigzgcych mikrotubule (MAP,
podrozdziat 1.1.8) oraz motoréw generujgcych site podczas powstawania aksonu
mogtyby by¢ modyfikacje potranslacyjne tubuliny. W niniejszej pracy zadano pytanie,
czy modyfikacje potranslacyjne tubuliny, takie jak detyrozynacja, tyrozynacja
i glutamylacja majg wptyw na przesuwanie dwoch mikrotubul wzgledem siebie
przez kinezyne-1 in vitro. Do tej pory analizowano jedynie wptyw modyfikacji
potranslacyjnych tubuliny na ruchliwo$é¢ pojedynczych czasteczek kinezyny-1
(podrozdziat 1.5). Natomiast wptyw modyfikacji potranslacyjnych tubuliny na ruch
mikrotubula-mikrotubula generowany przez kinezyne-1 nie byt znany i niniejsza praca

po raz pierwszy przedstawia jego znaczenie w tym procesie.
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Kinezyna-1 w komoérkach ma wieksze powinowactwo do mikrotubul
detyrozynowanych, co umozliwia kierowanie tego motoru do odpowiednich
kompartmentéw komarki, np. w neuronie (Konishi i Setou, 2009). W warunkach in vitro
zaobserwowano, ze kinezyna-1 czesciej przytaczata sie do  mikrotubul
detyrozynowanych niz do tyrozynowanych, ale nie wykazano réznic w szybkosci czy
w dtugosci przebiegu pojedynczych czasteczek (Kaul i wsp., 2014). Jednakze, Sirajuddin
i wsp. (2014) pokazali, ze detyrozynacja tubuliny zmniejszyta dtugos¢ przebiegu
kinezyny-1 0 25%. W obecnej pracy, jedyna rdznica istotna statystycznie dotyczyta czasu
trwania ruchu mikrotubula-mikrotubula, ktéry byt wiekszy o ok. 25% dla mikrotubul
detyrozynowanych (podrozdziat 5.11.1). Moze to wskazywac¢ na zachowang preferencje
kinezyny-1 do mikrotubul detyrozynowanych réwniez podczas przesuwania dwdch
mikrotubul, kiedy to w oddziatywaniu uczestniczy i domena motoryczna i ogon kinezyny.
Czy ma to przetozenie nainterakcje w komadrkach, np. podczas inicjacji elongacji aksonu?
Obecnie mozna jedynie spekulowaé, poniewaz nikt tego nie badat. W rozwijajacym sie
aksonie dominujg mikrotubule tyrozynowane, ktére wraz ze wzrostem neurytu
stopniowo ulegajg detyrozynacji. Teoretycznie, na poczatkowym etapie rozwoju aksonu
mogtoby to stanowi¢ mechanizm ograniczajgcy przesuwanie dwdch mikrotubul przez
kinezyne-1. Jednakze pdiniej, kiedy przewazajg mikrotubule detyrozynowane mogtoby
to by¢ pewnym problemem, bo kinezyna-1 ma wieksze powinowactwo do mikrotubul
detyrozynowanych, a ruch mikrotubula-mikrotubula z udziatem tego motoru
w dojrzatym neuronie jest wyciszany. Potrzeba zatem nowych badan, ktére wyjasnia
doktadny mechanizm regulacji ruchu mikrotubula-mikrotubula generowanego przez
kinezyne-1 — zaréwno przez modyfikacje potranslacyjne mikrotubul, jak i przez biatka

MAP.

Wptyw glutamylacji na ruchliwosé pojedynczych czgsteczek kinezyny-1 byt badany
przez Sirajuddina i wsp. (2014). Wykazali oni, ze dotgczenie 10 reszt kwasu
glutaminowego do tubuliny powoduje wzrost szybkosci i procesywnosci 1.5 razy.
Natomiast w przypadku kinezyny-2 juz 3 reszty glutaminianowe zmieniaty parametry
ruchu analogicznie jak w przypadku kinezyny-1. W przypadku przesuwania dwdch
mikrotubul wzgledem siebie przez kinezyne-1 in vitro glutamylacja miata ograniczony
wpltyw — w niniejszej pracy wykazano zmniejszenie procentowego udziatu przerw

w ruchu o 17% w stosunku do kontroli. Chociaz rdznica jest mata, nie jest to oczekiwany
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wynik, poniewaz glutamylacja zmienia tadunek mikrotubul na bardziej ujemny,
a domeny oddziatujgce z mikrotubulami w kinezynie-1 sg natadowane dodatnio,
co powinno teoretycznie zwieksza¢ dtugosé przerw z uwagi na silniejsze interakcje.
Lessard i wsp. (2019) pokazali, ze w przypadku Kif1A (kinezyna-3) glutamylacja powoduje
wydtuzenie przerw w ruchu pojedynczych czgsteczek. Wobec tego, badania nad
wptywem glutamylacji na ruch mikrotubula-mikrotubula wymagajg bardziej
ukierunkowanego podejscia, np. poprzez zastosowanie i porownanie konkretnych
izoform tubuliny w eksperymentach. Przyktadowo tubulina-B3 posiada w ogonie
dodatnio natadowang reszte lizyny, majacg rowniez wptyw na oddziatywanie kinezyny-
1, ktérej procesywnos¢ zmalata trzykrotnie jesli poruszata sie po mikrotubulach
zbudowanych z tego izotypu. Natomiast glutamylacja zniwelowata hamujacy efekt

reszty lizyny (Sirajuddin i wsp., 2014).

171



7. Whnioski

Kinezyna-1 podczas przesuwania dwdch mikrotubul wzgledem siebie transportuje
zaréwno mikrotubule zorientowane antyréwnolegle, jak i réwnolegle. Mozliwosc
przesuwania wzgledem siebie mikrotubul réwnolegtych jest bezposrednim skutkiem
procesywnosci kinezyny-1. Dwa poprzednie zdania sg najwazniejszymi wnioskami
wynikajgcymi z tej pracy. Szybkos¢, dtugosc przebiegu i czestos¢ wystepowania zdarzen
przesuwania dwdch mikrotubul wzgledem siebie przez kinezyne-1 sg zalezne od stezenia
kinezyny-1 i osiggajg maksimum przy 6 nM motoru. Podczas generacji ruchu
mikrotubula-mikrotubula istotnym elementem jest elastyczny zawias-2 w kinezynie-1,
ktéry pozwala na kompensacje braku synchronizacji miedzy czgsteczkami motoru
transportujgcymi te samg mikrotubule. Modyfikacje potranslacyjne tubuliny —
detyrozynacja, tyrozynacja i glutamylacja nie wptywajg na szybko$¢ i dtugos¢ przebiegu
w ruchu mikrotubula-mikrotubula generowanym przez kinezyne-1. Jednakze,
detyrozynacja powoduje wydtuzenie czasu trwania ruchu mikrotubula-mikrotubula,
a glutamylacja obniza procentowy udziat przerw w ruchu. W tej pracy opisano wiec
podstawy mechanizmu generacji waznego biologicznie ruchu mikrotubula-mikrotubula

przez kinezyne-1.

172



8. Spis filmow

W przypadku filméw w kolorze w kanale czerwonym widaé mikrotubule, a w zielonym czgsteczki
kinezyny-1. W wybranych filmach biatymi symbolami ,+” oznaczono kornce plus mikrotubul
stacjonarnych, a z6ttymi ,+” i ,,-” odpowiednio korice plus i minus mikrotubul fadunkowych

polarnie znakowanych.

llos¢ klatek /
odstep miedzy ..
Nazwa filmu Opis klatkami / Sjcezenle
. .| kinezyny-1
przyspieszenie
filmu
Transport mikrotubul przez
Film 01 — Test czasteczki kinezyny-1 498 /200 ms / 25 NM
gliding unieruchomione przez ogony na 100 razy
powierzchni szkietka
Film 02 — Ruch
! m ue Pojedyncze czgsteczki kinezyny-1
pojedynczych R
(wyrazne swiecgce punkty) 597 klatek
czasteczek . . .
. poruszajace sie wzdtuz /200 ms / 30 0.1 nM
kinezyny-1 . . .
wzdtus mikrotubuli (szare wydtuzone razy
mikrotubuli struktury)
Przesuwanie dwdch mikrotubul
wzgledem siebie przez kinezyne-1
w trzech wariantach stezenia
motoru. Warto zwrdécié uwage na
Film 03 — Ruch réznice w liczbie ,mlkrotubul
. tadunkowych, ktore sa .
mikrotubula- transportowane i dtugosc Wszystkie
mikrotubula — rzebFi)e u. Mniei integns Wha filmy: 445 1.5nM, 6
poréwnanie P ) g S ) y klatek/ 400 ms | nM i 45 nM
., czerwien to mikrotubule
trzech stezen : ) . / 40 razy
Kinezvny-1 stacjonarne (unieruchomione), a
yny bardziej intensywna — fadunkowe.
Na koricach plus mikrotubul
stacjonarnych widaé
nagromadzenia czgsteczek
kinezyny-1 (zielone)
Film 04 -
Poréwnanie
kinezyny-1 . . .
,. | P h .
petnej dtugosci c?rownanle ge-neracp rucht Oba filmy: 208
. mikrotubula-mikrotubula przez
do kinezyny-1 : : , . / 400 ms / 40 12 nM
. kinezyne-1 petnej dtugosci oraz
bez zawiasu-2w | . . . razy
jej mutanta bez zawiasu-2.
ruchu
mikrotubula-
mikrotubula
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Film 05 —
Przesuwanie

Dwie mikrotubule, ktére sg

dwéch transportowane w przeciwnych
mikrotubul kierunkach, tzn. jedna do korica 312/400ms/ | 6 nM
wzgledem siebie | plus, a druga do korica minus 40 razy kinezyny-1
— kierunek mikrotubuli stacjonarnej przez
transportu czasteczki kinezyny-1
mikrotubul
Film 06 — Ruch Transport mikrotubuli polarnie
mikrotubula- znakowanej zorientowanej
mikrotubula antyréwnolegle (bardziej 316 /400ms/ | 20 nM
(mikrotubule intensywna czerwien to koniec 40 razy kinezyny-1
zorientowane plus tej mikrotubuli) przez
antyrownolegle) | czgsteczki kinezyny-1
Film 07 -
Przesuwanie Transport mikrotubuli polarnie
led iebi K orient .
w;ge em siebie zr,1a owanej zor.len owanej, 150 / 400 ms /
mikrotubul rownolegle w kierunku korica 40 raz 6 nM
réwnolegtych — | minus mikrotubuli stacjonarnej ¥
transport do przez czasteczki kinezyny-1
korica minus
Fil -
lIm 08 . Mikrotubula polarnie znakowana
Przesuwanie . . .
wzeledem siebie zorientowana rownolegle jest
'g S transportowana w kierunku 361 /400 ms/
mikrotubul , . . 60 nM
, konica plus mikrotubuli 40 razy
rownolegtych — ) . .
stacjonarnej przez czgsteczki
transport do Kinezvnv-1
korica plus yny
Film 09 — Ruch
oscylacyjny Zjawisko tzw. ,przeciggania liny”,
mikrotubuli kierunek transportu mikrotubuli
tadunkowej (w | fadunkowej nie zostat ustalony,
ramach testu 50% kinezyn zwigzata sie ogonami | 507 / 400 ms / 6 nM
przesuwania i 50% gtdwkami do mikrotubuli 80 razy
dwéch stacjonarnej. Mikrotubula
mikrotubul tadunkowa najprawdopodobnie;j
wzgledem byta zorientowana rownolegle
siebie)
. Przesuwanie wzgledem siebie
Film 10 - . .
o dwdch mikrotubul tadunkowych
Organizacja (zadna z nich nie byta 145 / 400 ms /
mikrotubul in Y 6 nM

vitro przez
kinezyne-1

unieruchomiona) przez czgsteczki
kinezyny-1, a wiec ich
reorganizacje in vitro

20 razy
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Najpierw widac transport
mikrotubuli tadunkowej do korica
plus mikrotubuli stacjonarnej.

rlnliI:r:tl:JCbhula- Nastepnie mikrotubula
mikrotubula i tadunkowa jest obracana i
) transportowana w strone korica 234 /400 ms/
nastepnie . . L . 4.5 nM
obracanie minus tej samej mikrotubuli 40 razy
mikrotubuli stacjonarnej. Prawdopodobnie, ta
tadunkowei mikrotubula fadunkowa najpierw
J byta zorientowana
antyréwnolegle, a potem
rownolegle
12 -
R\;v:sklirrl:r_\:gr\:ve\( Transport jednej mikrotubuli
mikroricubdli J tadunkowej w dwie strony:
tadunkowej (w najpierw do korica minus i potem
J do konca plus mikrotubuli 85 /400 ms/
ramach testu ) . o 3nM
stacjonarnej, bez obracania tej 40 razy

przesuwania
dwéch
mikrotubul
wzgledem
siebie)

mikrotubuli tadunkowej
(prawdopodobnie zorientowana
rownolegle)
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9. Streszczenie

Kinezyna-1  jest biatkiem motorycznym (motorem molekularnym),
ktory przeksztatca energie pochodzaca z hydrolizy ATP w ruch mechaniczny. Motor ten
"kroczy" po mikrotubuli (MT) w strone jej konica plus. Kinezyna-1 jest heterotetramerem
ztozonym z dwéch tancuchéw ciezkich i dwdch lekkich. tancuch ciezki sktada sie
zdomeny motorycznej (koniec aminowy), zawierajagcej centrum katalityczne,
tacznika szyjki, domeny superhelikalnej oraz, na koncu karboksylowym, ogona,
ktory odpowiada za wigzanie tadunkéw. Gtéwna rolg kinezyny-1 w komorkach jest
transport réznych tadunkéw (np. mitochondriéw, pecherzykéw) od ciata komarki do jej

dystalnych czesci oraz reorganizacja struktury cytoszkieletu mikrotubularnego.

Kazdy z dwdch taricuchéw ciezkich kinezyny-1 zawiera dwa miejsca wigzania MT —
jedno w domenie motorycznej, ktérego powinowactwo do MT zalezy od obecnosci ATP,
oraz drugie w ogonie, niezalezne od obecnosci ATP. Dzieki temu kinezyna-1 moze
jednoczesnie oddziatywac z dwiema MT, czyli sieciowac je albo przesuwac wzgledem
siebie (sliding), co zaobserwowano po raz pierwszy w rozwijajacych sie neuronach
Drosophila, a takze w fibroblastach i oocytach. W neuronie ten proces jest niezbedny
podczas powstawania aksonu — nacisk mechaniczny na btone komdérkowa
zapoczatkowuje i ukierunkowuje tworzenie wypustki. Jednakze, nadal niewiele
wiadomo jaki jest mechanizm przesuwania dwdéch MT przez kinezyne-1,
wzajemna orientacja MT podczas ruchu, sposdb wigzania sie czgsteczek kinezyny

miedzy MT, a takze jaka jest regulacja wymienionych proceséw.

W celu zbadania mechanizmu przesuwania jednej MT wzgledem drugiej przez
kinezyne-1 najpierw opracowano nowy test ruchliwosci in vitro. Badana byta
rekombinowana dimeryczna kinezyna-1 petnej dtugosci bez tancuchow lekkich. Do tego
biatka, jak rowniez do MT zostaty dotgczone znaczniki fluorescencyjne umozliwiajgce ich
indywidualng obserwacje. Cato$¢ byta wizualizowana przy pomocy mikroskopu
catkowitego wewnetrznego odbicia (TIRF). Umozliwito to jednoczesng obserwacje
kinezyny jak rowniez MT transportowanej i stacjonarnej, ktdre zawieraty rdine

proporcje znacznika fluorescencyjnego w celu ich rozréznienia.

Analiza filméw otrzymanych z uzyciem tego zestawu badawczego wykazata,

ze $rednia szybkos$¢ przesuwania MT wzgledem siebie (~120 nm/s) jest duzo nizsza
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niz procesywne kroczenie pojedynczych czgsteczek (~600 nm/s) lub zbiorowe
przesuwanie MT po powierzchni pokrytej kinezynami (gliding) (~1200 nm/s).
W przeciwienstwie do dwodch pozostatych analiz, ruch MT-MT nie byt ptynny,
pojawiaty sie okresy duzego spowolnienia, jak réwniez czestokroé wystepowaty
znaczace przerwy w ruchu. W doswiadczeniach z polarnie znakowanymi MT wykazano,
ze wystgpity trzy konfiguracje MT fadunkowych i stacjonarnych: przesuwanie
antyréwnolegtych MT do korica plus, réwnolegtych do korica minus oraz réwnolegtych
do konca plus MT. Nieoczekiwanie wykazano, ze przesuwane s3 nie tylko
antyréwnolegte MT, jak to obserwowano dla innych biatek motorycznych, ale réwniez
rownolegte MT, co zgodnie z proponowanym w pracy mechanizmem jest skutkiem

procesywnej generacji ruchu przez kinezyne-1.

Kinezyna-1 moze ulega¢ autoinhibicji — zmianie konformacji, uniemozliwiajace;j
ruch, co teoretycznie mogto utrudnia¢ powtarzalng obserwacje procesu przesuwania
dwoéch MT. Aby wyeliminowac¢ elastyczny fragment kinezyny niezbedny do autoinhibicji
(zawias-2, A505-610), przy uzyciu narzedzi biologii molekularnej utworzono konstrukt
z delecjg obejmujgcy zawias-2. Okazato sie, ze taka kinezyna bardzo rzadko przesuwata
MT wzgledem siebie (6 razy rzadziej), a w przypadkach, kiedy taki ruch wystgpit,
jego dtugos$é przebiegu byta 5 razy nizsza niz w przypadku kinezyny-1 petnej dtugosci
typu dzikiego. Zatem obecnos¢ elastycznego fragmentu jest konieczna, aby

kompensowac brak synchronizacji czgsteczek kinezyny-1 transportujgcych te samg MT.

Zbadano tez wptyw modyfikacji potranslacyjnych tubuliny na przesuwanie MT
wzgledem siebie przez kinezyne-1. Wykazano, ze w przypadku mikrotubul
detyrozynowanych czas ruchu mikrotubula-mikrotubula jest dtuzszy niz dla
tyrozynowanych, a w przypadku glutamylacji zaobserwowano nizszy procentowy udziat
przerw niz dla kontroli. Z kolei analiza szybkosci oraz odlegtosci transportu nie wykazata

znaczacych rdznic dla badanych modyfikacji potranslacyjnych tubuliny.
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10. Summary

Kinesin-1 is a motor protein that converts energy from ATP hydrolysis into
mechanical movement. This motor protein "walks" on the microtubule (MT) towards its
plus end. Kinesin-1 is a heterotetramer composed of two heavy chains and two light
chains. The heavy chain consists of a motor domain (amino terminus) containing
a catalytic center, a neck linker, a coiled-coil domain and, at the carboxy terminus, a tail
which is responsible for cargo binding. The main role of kinesin-1 in cells is to transport
various cargoes (e.g. mitochondria, vesicles) from the cell body to its distal parts

and to reorganize the microtubular cytoskeleton.

The two kinesin-1 heavy chains contain two MT binding sites - one in the motor
domain, which affinity for MT depends on the presence of ATP, and the other in the tail,
independent of the presence of ATP. As a result, kinesin-1 can simultaneously interact
with two MTs, that is, cross-link them or move them against each other (which was
observed for the first time in developing Drosophila neurons, as well as in fibroblasts
and oocytes). In the neuron, this process is necessary during axon formation -
mechanical pressure on the cell membrane initiates and directs the formation
of a neurite. However, still little is known about the mechanism of MT sliding by kinesin-
1, the mutual orientation of the MTs during movement, the way kinesin molecules bind

between the MTs, and the regulation of these processes.

In order to investigate the mechanism of MT-pair sliding driven by kinesin-1, a new
in vitro motility assay was developed for the first time. Full length recombinant dimeric
kinesin-1 without light chains was tested. Both kinesin-1 and MTs were marked with
fluorescent dyes which enabled their individual observation and visualization using
a total internal reflection microscopy (TIRFM). This technique allowed the simultaneous
observation of the kinesin-1 as well as the cargo MT and stationary MT, which contained
different proportions of the fluorescent dye in order to distinguish them from each

other.

Analysis of the movies obtained from TIRFM showed that the average velocity of
MT-MT sliding by kinesin-1 (~120 nm/s) is much lower than for kinesin-1 single
molecules (~600 nm/s) or in gliding assay (~1200 nm/s). Contrary to the other two
analyzes, MT-MT sliding was not smooth, there were visible breaks in movement,

and there were often significant interruptions during MT transport. Experiments with
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polarity marked MTs showed that there were three ways of MT-MT sliding and
stationary MT orientation: sliding of the anti-parallel MTs to the plus end, parallel MT
sliding towards the minus end, and parallel sliding to the plus end of the stationary MT.
An unexpected result of these measurements was the discovery that not only anti-
parallel MTs are transported, as observed for other motor proteins, but also parallel
MTs, which, according to the mechanism suggested in this thesis, is the result of the

processive generation of movement by kinesin-1.

Kinesin-1 can undergo autoinhibition — a change in conformation that prevents
movement, which theoretically could make it difficult to repeatedly observe the process
of MT sliding. To eliminate the flexible kinesin fragment necessary for autoinhibition
(molecular hinge-2, A505-610), a construct lacking hinge-2 was created using molecular
biology tools. It turned out that hingeless kinesin-1 performed MT-pair sliding 6 times
less frequently, with run length 5 times lower comparing to wild-type kinesin-1.
Thus, the presence of an elastic fragment is necessary to compensate the lack of

synchronization among the kinesin-1 molecules transporting the same MT.

The effect of post-translational modifications of tubulin on MT-MT sliding
by kinesin-1 was also investigated. It has been shown that for detyrosinated
microtubules, the time of the movement is longer than for the tyrosinated ones.
Concerning glutamylation of microtubules, a lower percentage of breaks during
movement was observed as compared to control. On the other hand, the analysis of the
velocity and run length of transport showed no significant differences for the post-

translational modifications of tubulin investigated here.
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