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IVADAS

Tiriamoji problema. Augaly hormonas indolil-3-acto riigstis (IAR arba
auksinas) viena arba kartu su kitais fitohormonais reguliuoja daugeli
fiziologiniy procesu (1 priedas). Lastelées lygmeniu jai priskiriama tisimo,
dalijimosi ir diferenciacijos procesu kontrol¢ (Mepkuc, 1982; Macdonald,
1997; Jones et al., 1998; Teale et al., 2006). Nors IAR yra pirmasis augaluose
aptiktas ir identifikuotas hormonas, taciau kaip §i cheminiu poZiiiriu
nesudétinga molekulé gali salygoti ar itakoti toki platy augaly augimo ir
vystymosi procesy rata galutinai nustatyti nepavyko iki Siol (Merkys et al.,
2003; Theologis, 2004; Teale et al, 2006; Mockaitis, Estelle, 2008 ir kt.).
Zinoma, kad IAR molekulinio veikimo mechanizmas prasideda saveika su
auksing atpaZistanciais ir specifiSkai saveikaujanciais baltymais — ASB
(Bonner, 1965; Merkys, 1966), o susidariusiy kompleksu poveikis nukreiptas 1
genetinés informacijos modifikavima branduolyje (Merkys et al., 1988;
Darginaviciené¢ et al., 1991; Abel, Theologys, 1996; Leyser, 2002 ir kt.). Tod¢l
neabejotina, kad ASB yra esminiai IAR molekulinio veikimo komponentai,
nulemiantys fiziologini atsaka (Mepkuc, 1982; Badescu, Napier, 2006). Siuo
metu identifikuota keletas ankstyvyjuy atsakomosios reakcijos 1 IAR geny
Seimy, keletas galimy IAR signalo perdavimo i branduol; keliy, aptikti IAR
perneSimo baltymai (PIN, AUX1, EIR, BIG, ABC), MAP kinaziy kaskados,
GH3 Seimos geny koduojami fermentai, inaktyvuojantys IAR konjugaty
sintezg ir hidrolizg, citochromas Pysq ir kt. Gauta daugybé IAR atsako mutanty
(Leyser, 1997; Woodward, Bartel, 2005).

Ilga laika, tiriant specifing IAR-ASB saveika, démesys buvo sutelktas i
lelijjainiy (vienaskiléiy) bei magnolijainiy (dviskil¢iy) augaly iSoring lastele
gaubian¢ia membrang — plazmolema (Venis, 1977 a; Ray et al., 1977 a; Hertel,
1979; Merkys et al., 1988; JlaprunaBuuene, 1992; Anisimovien¢ et al., 2003;
Jodinskiené, 2005). Siuo metu galutinai identifikuotas |AR receptorius ASB1 —
baltymas  funkcionuojantis  tistanc¢iy  kukurtizy  koleoptiliy Iasteliy
plazmolemoje ir nulemiantis greita lelijainiu augaly lasteliy atsaka i $i
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fitohormona tistamuoju augimu (Venis et al., 1992; Woo et al., 2002; Napier,
2004), taciau jo signalo perdavimo i branduolj kelias iki $iol neZinomas (Teale
et al., 2006; Christian et al., 2006). AnalogiSka funkcija atliekantis baltymas
aptiktas  kvie¢iy koleoptiliy plazmolemoje (Merkys et al., 1988;
HNaprunasuuene, 1992). D¢l ASB1 - kaip IAR receptoriaus funkcijy,
magnolijainiy augaly plazmolemoje ilga laika buvo abejojama ir diskutuojama
(Venis, 1995; Hertel, 1995; Shimomura et al, 1999). Véliau, nustatyta, kad
pupeliu tistanciy hipokotiliy plazmolemoje funkcionuoja ASB1 homologas —
ASB26, turintis tokia pat IAR prisijungimo vietg — /-His-Arg-His-Ser-Cys-Glu-
/ ir funkcija (Anisimoviené, Merkys, 2000). Pastaraisiais metais identifikuotas
ir vidulastelinis auksino receptorius — tirpus branduolio baltymas TIRI,
apsprendziantis atsako 1 auksing transkripcinius procesus, itakojancius augalo
vystymasi (Dharmasiri et al., 2005 a; Kepinski, Leyser, 2005).

Augalinés lastelés — plazmolemoje, citozolyje, tonoplaste charakterizuota ir
daugiau ASB. Kai kurie juy turi fermentini aktyvuma, kiti charakterizuojami
kaip galimi auksino receptoriai ar perneSikliai (Oostrom et al., 1980; Zaina,
1989; Macdonald et al., 1991; laprunaBuuene, 1992; Merkys, Darginavicieng,
1997 ir kt), dar eilés kitu ASB funkcionuojanciy Siuose lastelés
kompartmentuose funkcijos néra Zinomos.

Darbo aktualumas. Klausimai — kokiuose kituose lastelés
kompartmentuose gali buti lokalizuoti ASB ir koks galimas juy vaidmuo IAR
fiziologinés funkcijos realizavime - mazai tirti arba netirti visai
(Darginavicien¢é, Novickiené, 2002; Merkys et al., 2003; Woodvard, Bartel,
2005; Anisimovien¢ et al., 2006). Miisy manymu, labai aktualiis §iuo poziiiriu
yra lastelés organoidai — chloroplastai ir mitochondrijos. Siuose organoiduose
kaip ir ju bakteriniuose pirmtakuose - lokalizuota/sintetinama IAR
(Anisimoviené, 1974; Fregeau, Wightman, 1983; Ohmiya, Hayashi, 1992;
Sandber et al., 1990; Sergeeva et al., 2002 ir kt.), taciau jos fiziologinis
vaidmuo organoido ir visos lastelés atzvilgiu netirti. Be to, iSanalizavus $iuo
metu esamas publikacijas apie galima Siy organoidy vaidmenj fitohormony

funkcijos pasireiSkimui per specifiS$kai sujungty hormono-baltymo kompleksy
9



formavimasi, paaiskéjo, jog tokio pobiudzio tyrimai auksino atzvilgiu
neatliekami. Tuo tarpu CK-prisijungiantys baltymai i§skiriami i$ jvairiy augaly
chloroplasty (Romanko et al., 1986; Zhang et al., 1996; CenuBankuna u fap.,
1997; Nogue et al., 2004) bei nustatyta, kad Sie chloroplasty baltymai, esant
CK, skatina chloroplasty geny transkripcija (Romanko et al., 1986; Kusnetsov
et al., 1994; KymaeBa, Kysuercos, 2002 ir kt.). Kita fitohormona — ABR
prisijungiantis baltymas, iSskirtas i§ pupu lapy varstomyjy lasteliy protoplasty
chloroplasty, charakterizuojamas kaip manomas ABR receptorius (Zhang et
al., 2002). Duomeny apie fitohormonus specifiskai prisijungianc¢ius baltymus
mitochondrijose neradome. Taigi, plastidziy genu transkripcijos hormoniné
reguliacija yra mazai iSnagrinéta, o mitochondrijy netirta visai.

Cia i3déstyti teiginiai apie neiSaiskinta ASB lokalizacija lasteléje, skirtingy
IAR-ASB kompleksy galima reikSme¢ IAR funkcijos pasireiSkimui,
chloroplastuose ir mitochondrijose lokalizuotos/sintetinamos IAR fiziologini
vaidmenij organoido bei visos lastelés atzvilgiu ir 1émé tyrimy krypti — indolil-
3-acto rigsties-baltymu kompleksai chloroplastuose ir mitochondrijose. Be to,
tokia tyrimy kryptis siejasi su Bl Augaly fiziologijos laboratorijoje jau kelis
desimtmecius vykdomais tyrimais — specifiskai sujungty IAR-ASB kompleksu,
susiformuojanciy citozolyje, plazmolemoje ir tonoplaste charakterizavimu bei
ju funkcijos augimo procese iSaiSkinimu. Disertacijos tyrimy kryptis yra Siy

darby tesinys.

Darbo tikslas: iSaiskinti ASB buvimo ir funkcionavimo pupeliy lasteliy
organoiduose — chloroplastuose ir mitochondrijose galimybg.

Darbo uzdaviniai:

o [Saiskinti [AR atpazistanCiy ir specifiS§kai saveikaujanciy baltymy lokalizacijos
ir funkcionavimo galimybe pupeliy lapy lasteliy intaktiniuose chloroplastuose
ir hipokotiliy lasteliy zonos, atsakancios 1 IAR poveiki tistamuoju augimu,
intaktinése mitochondrijose.

o Atskleisti IAR ir ASB saveikos ypatybes chloroplastuose ir

mitochondrijose. Charakterizuoti susiformuojancius kompleksus.
10



e Nustatyti, kuriame(-iuose) chloroplasty ir mitochondriju
subkompartmentuose gali biiti lokalizuoti ASB.

e Charakterizuoti chloroplasty ir mitochondriju subkompartmentuose
susiformuojancius specifinius IAR-ASB kompleksus ir juos sudarancius
ASB.

e Palyginti chloroplastuose ir mitochondrijose susiformuojancius IAR-ASB
kompleksus su kituose lasteliy kompartmentuose susiformuojanciais IAR-

ASB kompleksais.

Darbo mokslinis naujumas ir reik§mé

Pirma karta organoidy, subkompartmenty ir baltymy lygmenyse parodyta,
kad savita genetinj aparata turiniuose lastelés organoiduose — chloroplastuose
ir mitochondrijose lokalizuoti ir funkcionuoja ASB.

Dviejy skirtingy specifiSky IAR-ASB kompleksy (optimalis pH 5,5 ir 7,5)
formavimas nustatytas intaktiniuose chloroplastuose ir vieno IAR-ASB
komplekso formavimasis (pH 7,0) intaktinése mitochondrijose. Vienas
chloroplasty ASB (optimalus terpés pH 5,5; 50-53 kDa) yra lokalizuotas
stromoje. Kitas ASB (optimalus pH 7,5; 38-42 kDa) lokalizuotas membranose.
Mitochondrijuy ASB (45-47 kDa) lokalizuotas membranose.

Nustatyta, kad IAR-ASB kompleksai, susiformuojantys pupeliy lapuy
chloroplastuose ir tistan¢iu hipokotiliy lasteliy mitochondrijose, skiriasi
tarpusavyje, o taip pat skiriasi nuo kity IAR-ASB kompleksy,
susiformuojanciy pupeliy hipokotiliy ar kvie¢iy koleoptiliy lasteliy, atsakanciuy
1 IAR poveiki tistamuoju augimu, citozolio ir plazmolemos kompartmentuose
bei receptoriniy IAR-ASB1 ir IAR-TIR1 kompleksy. Siy ASB IAR molekulés
prisijungimo viety struktiira ir susiformuojanc¢iy IAR-ASB kompleksy funkcija
gali biiti kitokia.

Remiantis Siuo metu turimais duomenimis, suformuluota prielaida apie

galima chloroplasto vaidmeni IAR hormoninés funkcijos realizavime.
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Ginamieji disertacijos teiginiai:

e Organoidy, subkompartmenty ir baltymy lygmenyse nustatyta, kad pupeliu
lapy chloroplastuose ir hipokotiliy mitochondrijose yra lokalizuoti ir gali
funkcionuoti auksing prisijungiantys baltymai.

¢ Organoidy intaktiSkumo ir funkcionalumo uZztikrinimas turi reikSmés IAR-
ASB saveikos ypatybéms. Intaktinése mitochondrijose susiformuoja vienas,
o0 intaktiniuose chloroplastuose — du skirtingi specifiskai sujungti IAR-ASB
kompleksai.

e Intaktiniuose chloroplastuose funkcionuoja du ASB: vienas (optimalus
kompleksy formavimosi pH 5,5) lokalizuotas stromoje, antras (optimalus pH
7,5) — membranose. Mitochondrijy organoiduose ASB (optimalus pH 7,0) —
lokalizuoti membranose.

e Chloroplastuose ir mitochondrijose susiformuojantys IAR-ASB kompleksai
skiriasi tarpusavyje. Jie taip pat skiriasi nuo IAR-ASB kompleksuy,
susiformuojanciu pupeliy hipokotiliu ar kvie¢iy koleoptiliy lasteliy,
atsakanciy 1 TAR poveik] tistamuoju augimu plazmolemoje bei nuo IAR

kompleksy susiformuojanciy su ASB1 ir TIRI.

Darbo rezultaty aprobavimas ir publikacijos

Pagrindiniai Sio darbo rezultatai buvo pristatyti 18 moksliniy konferenciju:
13 tarptautiniy ir 5 konferencijose Lietuvoje. Disertacijos medziaga paskelbta 9

moksliniuose straipsniuose bei 14 konferenciju teziy.

Darbo apimtis ir struktura

Disertacija sudaro ivadas, tyrimy apzvalga, tyrimy metodologija, tyrimu
rezultatai, apibendrinimas, iSvados, darbe naudotos literatliros sarasas (402
Saltiniai) bei moksliniy publikaciju sarasas. Darbe 13 lenteliy, 45 paveikslai, 10
priedu. Darbo apimtis 157 puslapiai. Disertacija paraSyta lietuviy kalba,

santrauka — angly kalba.
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1. TYRIMU APZVALGA

1.1. Chloroplastai ir mitochondrijos: kilmé, struktiira ir pagrindinés
funkcijos

Organoidy kilmé augalinéje lgsteléje. DNR, RNR bei baltymy sintezés
vyksmas kelivose augalinés lastelés kompartmentuose kelia klausima — kas
galéjo salygoti skirtingy struktiiriniy kompartmenty: branduolio, mitochondriju
ir chloroplasty — organoidy, turin€iy savita geneting informacija buvima ir
funkcionavima jose? Tam paaiskinti sitlyta ir sililoma keletas hipoteziy:
autogeniSkos kilmés hipotezé (Bogorad, 1975; Cavalier-Smith, 1975),
monofiletiné nuosekliosios endosimbiozés teorija (Mereschkowski, 1905;
Margulis, 1970 cit. pagal Gray et al., 1999 ir Martin et al., 2001), daugialypés
kilmés (Gray et al., 1989; 1999) ir “vandenilio® (Martin, Muller, 1998)
hipotezés.

A.F.W. Schimper (1883) pirmasis parodé, kad chloroplastai ir
mitochondrijos dauginasi dvigubu skilimu (cit. pagal Miyagishima, 2005). Tuo
remdamasis K.Mereschkowski (1905) pirma karta aiskiai iSdésté teiginius, kad
plastidés kilusios 1§ cianobakteriju endosimbiozés metu (cit. pagal Martin et
al., 2001), o I.Wallin (1927) postulavo, kad mitochondrijos tap pat iSsivysté i$
laisvai gyvenusiy bakteriju (cit. pagal Kutschera, Niklas, 2005). PradzZioje Sie
teiginiai susidiré su mokslininky, remianiy alternatyvia — autogeniSka
chloroplasty kilmés hipotezg, skepticizmu. L.Bogorad (1975) pristaté modelj,
kuris rémési kai kuriy chloroplasty baltymy dvigubu kodavimu: i§ dalies
branduolio DNR ir i§ dalies organoido DNR. Sis modelis aprage
pumpuravimosi tipo procesa — vieno genomo | tris. Kita alternatyvy modelj
iSdéste¢ T.Cavalier-Smith (1975), pagal kuri branduolys, mitochondrijos ir
chloroplastai kilg cianobakterijose vykusio tilakoiduy persitvarkymo metu
(Bogorad, 1975; Cavalier-Smith, 1975).

Veliau K.Mereschkowski ir 1. Wallin teiginiai bei paZzitros sudaré pagrinda
Siuo metu placiai pripazistamai L.Margulis (1970; 1981) nuosekliosios

endosimbiozés teorijai (Cit. pagal Gray et al., 1999 ir Martin et al., 2001). Pagal
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kuria chloroplastai ir mitochondrijos yra tiesioginiai bakteriju palikuonys —
endosimbiontai, atsirad¢ ankstyvose vystymosi stadijose, branduol; turiniose
lastelése Seimininkése, vykdziusiose bedeguonini heterotrofini metabolizma (1
pav.). Nuosekliosios endosimbiotinés kilmés teorija patvirtinta elektroninés
mikroskopijos, biocheminiy ir molekulinés genetikos tyrimy duomenimis
gautais naudojant nukleortig§ciy hibridizacijos, ISH, FISH,
mikroautoradiografijos ir kitus Siuolaikinius metodus (Suzuki et al., 1992;
Mache, Lerbs-Mache, 2001; McFadden, 2001; Raven, Allen, 2003).

(=)

Cianobakterija

__ Endosimbiozé

7\ (®—\ @ :::s:I:nieji

Bran-
@ nluruplamaQ
— i
=2

g;chondrija @

Grybai ir gyviinai

) =@

1 pav. Endosimbiotiné eukarioty evoliucija (Miyagishima et al., 2003).

Pirminés ir antrinés organoidy rRNR struktiiros, maZojo ir didZiojo
ribosomy subvienety rRNR sekuy palyginimas (Gray et al., 1989; 2001;
McFadden, 2001) atskleidé, kad plastidés ir mitochondrijos turi savitas RNR
(IRNR, rRNR, tRNR) ir ribosomas, turin¢ias daugiau panasumy su prokariotais
negu su atitikmenimis eukarioty branduolyje. Mitochondrijy DNR (mtDNR) ir
chloroplasty DNR (chIDNR) sekvenavimo duomenys parodé¢, kad plastidés ir
mitochondrijos turi unikalius genomus ir, kad mtDNR bei chIDNR taip pat
labiau panasiis i prokarioty nukleoidus nei branduolio genoma (Nakano et al.,

1997; Burger et al., 1999; Sakai et al., 2004). Nors organoidu genuy sekos rodo,
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kad skirtingy organizmy mtDNR ir chIDNR turi savitumy, tafiau joS ViS0OS
iSlaiko bendrus bruozus, tai paremia iSvada apie monofileting kilmeg
(Urambyepaues, 2000; McFadden, 2001 ir kt.) ir leidZia atsekti evoliucini
mitochondriju ir chloroplasty pirmtaka iki vieno protévio. Mitochondrijos
kilusios IS a-proteobakteriju subgrupés a-purpuriniy bakteriju arba riketsiju
(Gray et al., 1999; UramOyepmueB, 2000; Martin et al., 2001 ir kt.), o
chloroplastai — i$ laisvai gyvenusiu bei fotosintez¢ vykdZziusiy cianobakteriju
(McFadden, 2001; Martin et al., 2001; Raven, Allen, 2003).

Organoidy DNR raiSkos tyrimai patvirtino, kad juy replikacija, transkripcija
ir transliacija taip pat panaSi | (eu)bakterijy. (Kurland, Anderson, 2000;
McFadden, 2001; Raven, Allen, 2003). Baltymuy sintezés pirmoji transkripto
aminoriigstis, mitochondrijose ir chloroplastuose kaip ir bakterijose, yra
formilmetioninas [fMet], o ne metioninas [Met], kuris yra pirmoji eukarioty
branduolio koduojamuy baltymu aminoriigStis (Leis, Keller, 1970; Li et al.,
2000).

Nors monofiletinis chloroplasty ir mitochondriju kilmés modelis su viena
pagrindine endosimbioze, jtraukianéia viena endosimbionta ir viena Seimininka
placiai pripaZistamas, tafiau neseniai atlikti vienalas¢iy eukarioty tyrimai
sukélé abejoniy dél tradicinés endosimbiozés sampratos (Howe et al., 2003).
Néra aiSku (Gray et al., 1999) ar Iastelé-Seimininké buvo branduolj turintis
eukariotas ar archéja (archéjos daugeliu lastelés sandaros aspekty panaSios 1
bakterijas, ta¢iau geny transkripcija ir transliacija panasesné i eukarioty). Todél
Siuo metu pasiiilyti keli modeliai, jrodin¢jantys bakterijy ir archéjy susijungima
ir branduolio genomo susikiirima (Clegg et al., 1994; Gray et al., 1999). Vienas
ju — daugialypé mitochondrijy kilmés hipotezé. Pagal kurig eukariotine lastele
formavosi dviem pakopomis: pradzioje susiformavo amitochondrinis
eukariotas  susijungiant archeobakterijai ir proteobakterijai, po to
endosimbiozéje su a-proteobakterija 1 eukarioting lastel¢ pateko
mitochondrijos. Autoriy manymu, mitochondrijos atsirado bendrame visy
iSlikusiy eukarioty protévyje, Sis organoidas atsirado i§ esmes tuo paciu metu

kaip ir eukariotinés lastelés branduolys, o ne kaip atskiri, vienas po Kito
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einantys jvykiai (Gray et al.,, 1999). Manoma, kad analogiSkai atsirado ir
chloroplastas (Gray et al., 1989; Clegg et al., 1994). Dar kita ecukariotinés
lastelés kilmés hipotezé — “vandenilio hipotezé” remiasi metabolizmo
simbioze, kaip varomgja jéga, tarp vandenili gaminancios simbiotinés
bakterijos — a-proteobakterijos ir nuo vandenilio priklausan¢ios Seiminikés —
archéjos (Martin, Miiller, 1998).

Visumoje, Sie modeliai, neneigia endosimbiotinio organoidy atsiradimo
kelio eukariotinéje lasteléje (Clegg et al., 1994; Gray et al., 1999). Tai
patvirtina ir vis nauji molekulinés genetikos, bioinformatikos, transkriptomikos
bei proteomikos duomenys, leidZiantys identifikuoti organoidy baltymus, ju
funkcijas bei Siuos baltymus koduojanCius genus ir parodantys tiesioging
organoidy kilme 1§ bakteriniy protéviy (Gray et al., 2001; Leister, 2003).

Chloroplasty ir mitochondrijy struktira. AukStesniyju augaly lastelése
blina apie 100-200 chloroplasty (Mache, Lerbs-Mache, 2001) ir 50-2000
mitochondriju (Andersson, Kurland, 1998; Urambyepaues, 2000). Organoidus
nuo lastelés citoplazmos skiria apvalkalélis (2 pav.) susidedantis i§ dviejy,
turinCiy skirtingas savybes ir funkcijas membrany: iSorinés ir vidinés
(Pinnaduwage, Bruce, 1996; Bowsher, Tobin, 2001; Frey et al., 2002; Malka et
al., 2005). Per apvalkal¢li vyksta rySys tarp organoidy ir juos supancio
citozolio (Pinnaduwage, Bruce, 1996; Bowsher, Tobin, 2001). Tarp abieju
apvalkalélio membrany yra tarpmembraninés ertmés (Wienhues, Neupert,
1992; Frey, Mannella, 2000; Leister, 2003). Vidinés apvalkalélio membranos
riboja vidines ertmes, uzpildytas skysta faze — stroma (chloroplastuose) arba
matriksu (mitochondrijose) ir yra iSlankstytos i sudétingas vidiniy membrany
sistemas (Bowsher, Tobin, 2001; Frey et al, 2002; Albertsson, Andreasson,
2004; Shimoni et al., 2005; Logan, 2006). Elektroninés mikroskopijos biidu
iSskiriamos keturios auksStesniyju augaly chloroplasty vidiniy membrany-
tilakoidy sritys, turinCios skirtingag biocheming struktira ir funkcija
(Albertsson, Andreasson, 2004; Shimoni et al., 2005). Mitochondriju vidiniy
membrany-kristy taip pat iSskiriamos kelios sritys, kas rodo, kad vidinés

membranos funkcija gali biiti kompartmentuota (Frey, Frey, 1999).
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2 pav. Chloroplasto (A) ir mitochondrijos (B) struktiry schema (paimta i$
http://micro.magnet.fsu.edu/cells/chloroplasts/images/chloroplastsfigurel.jpal ir
http://scienceblogs.com/worldsfair/Mitochondria.jpg, atitinkamai).

Taigi, chloroplastai ir mitochondrijos labai sudétingos strukttros
organoidai (2 pav.) sudaryti i§ SeSiy kompartmenty — trijy membrany: dvigubos
apvalkalélio membranos ir tilakoidy/kristy membrany, kurios apsupa tris
skirtingas skystas fazes: tarpmembraning ertme, stroma/matriksa ir
tilakoidy/kristy viding erdveg (Leister, 2003; Logan, 2006). Tokia sudétinga
organoidy struktiira aiSkinama ju bakterine kilme (Liberton et al., 2000).
Chloroplasty protéviai — cianobakterijos, kaip ir mitochondrijy protéviai —
gram-neigiamos bakterijos (Escherichia coli, Salmonella typhimurium) turi
triju sluoksniy lastelés apvalkaléli, sutampantj su plazmine membrana,
peptidoglikano (mureino) sluoksni ir iSoring membrana (Benz, 1985; Liberton
et al., 2006). Mitochondrijy ir chloroplasty vidinés membranos yra homologai
su energija transdukuojan¢iomis bakterijy citoplazmos membranomis (Allen,
2003; Liberton et al., 2006), o mitochondriju matriksas ir chloroplasty stroma
yra bakterijy citoplazmos homologai (Allen, 2003).

Pagrindinés organoidy funkcijos lIgsteléje. Pagrindiné chloroplasty
funkcija augaly lastelése yra fotosintezeé — gebéjimas apriipinti lasteles fiksuota
anglimi ir energija. Tilakoidy membranose vyksta svarbiausios fotosintezes

reakcijos, stromoje lokalizuoti fermentai, jtraukti { CO, fiksacija (Spetea et al.,
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2004). Be fotosintezés chloroplastai lasteléje atlieka eilg kity svarbiy funkcijy.
Ju stromoje funkcionuoja genetinis ir baltymu sintezés aparatai (Martin,
Herrmann, 1998; Mache, Lerbs-Mache, 2001; Spermulli, 2003), vykdantys
DNR ir RNR, aminoriig8¢iy bei kai kuriy specifiniy baltymuy sinteze
(Mapurokaiituc, 1966; Spremulli, 2003; Sakai et al., 2004). Chloroplastuose
taip pat vyksta riebaluy riigsciu, lipiduy, fitohormonu (IAR, CK, ABR, GR),
vitaminy ir kity antriniy metabolity sintezés (Pyke, 1999; Bowsher, Tobin,
2001; Leister, 2003; Spremulli, 2003; Lunn, 2007; LoOpez-Juez, 2007),
proteolizés (Clarke et al., 2005; Forsberg et al., 2005), fosforilinimo ir
defosforilinimo procesai (Foyer, 1985; Sokolov et al., 2006).

Mitochondijos, be pagrindinio ju vaidmens — kvépavimo ir apriipinimo
energija, vykdant ATP sintez¢ (Mackenzie, Mclntosh, 1999; Kruft et al., 2001,
Logan, 2006), augalinése lastelése taip pat atlieka daug kity svarbiy funkcijy,
tokiy kaip nukleotidy, aminoriigdciy, keleto specifiniy baltymy, lipidy ir
vitaminy sintezes (Mackenzie, MclIntosh, 1999; Kruft et al., 2001; Logan,
2006; Lunn, 2007). Jos dalyvauja fotokvépavimo ir fosforilinimo procesuose
(Vanlerberghe et al., 2002; Juszczuk et al., 2007), vykdo aktyvy baltymy ir
metabolity transporta 18/1 citozolio(1) (Lunn, 2007), tarpininkauja eksportuojant
organines rugstis (Heazlewood, Millar, 2005), turi jtakos programinei lasteliy

mirciai (Heazlewood, Millar, 2005; Logan, 2006).

Nors §iuo metu neabejojama dél daugelio Siuose organoiduose vykstanciy
biocheminiy procesy, taciau kaip rodo juy proteomy analizés (Janska, 2005;
Lunn, 2007) maziausiai 15 % plastidziy baltymy ir apie 20 % mitochondrijose
identifikuoty baltymy funkcijos nezZinomos, neZinoma ir jy lokalizacijos vieta
organoiduose (Kleffmann et al., 2004; Lunn, 2007). Didelis skai¢ius iki $iol
necharakterizuoty baltymy, leidzia manyti, kad abejuose organoiduose veikia
daugybé metabolitiniy keliy ir reguliatoriniy procesu, laukian¢iy savo atradimo
(Lunn, 2007).

Be to, plastidziy ir mitochondrijy metabolizmas yra susipyngs su

metabolizmu, vykstanciu citozolyje — vyksta tirpiu medziagy transportas per
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organoidy apvalkalélio membranas (Fliigge, 2000; Bowsher, Tobin, 2001;
Weber et al., 2004). Pripazinta, kad ir chloroplasty, ir mitochondrijy
apvalkaléliy vidinés membranos yra pralaidumo barjeras tarp organoidy ir
citozolio (3atiniesa u ap., 2000; Fliigge, 2000; Bowsher, Tobin, 2001; Weber et
al., 2004), per kurias metabolitai transportuojami ne per viena, bet per tinkla
skirtingy perneséju su dalinai sutampanciu substraty specifiSkumu (Fliigge,
2000; Bowsher, Tobin, 2001). Organoidy apvalkaléliy iSorinés membranos turi
porinus, struktiira ir funkcijomis panasius 1 bakterijuy porinus, kurie veikia kaip
paprastos difuzinés poros, nespecifiSkai praleisdami (ileisdami ir iSleisdami)
iki 10 kDa molekules (3a#iueBa u ap., 2000; Bowsher, Tobin, 2001; Fllugge,
2000; Weber et al., 2004). Be to, pastaruoju metu chloroplasty iSorin¢je
apvalkalélio membranoje atrastos specifinés tirpiy medziagy poros (Bolter,
Soll, 2001), galincios veikti kaip selektyvus filtras (3aitueBa u ap., 2000;
Flugge, 2000; Bowsher, Tobin, 2001). Nustatyta, kad trys zirniy chloroplasty
iSorinio apvalkalélio baltymai — OEPs: OEP24, OEP21, OEP16 turi kanaly tipo
aktyvuma (Fliigge, 2000). Pavyzdziui, OEP16 (16 kDa) selektyviai praleidzia
tik aminoriigstis, bet nepraleidzia trifosfaty ar cukry, kuriuos pagal molekuling

masg galéty praleisti (Pohlmeyer et al., 1997).

1.2. Chloroplasty ir mitochondrijy genetinis aparatas. Dalinis

autonomiskumas

Kaip jau minéta anks¢iau, augalinés lastelés organoidai — chloroplastai ir
mitochondrijos yra laikomi, anks¢iau laisvai gyvenusiy prokarioty, tur€jusiy
savo pilng genoma, palikuonimis (Martin, Herrmann, 1998; Race et al., 1999;
Berg, Kurland, 2000; Sato, 2002; Martin, et al., 2002; Sakai et al., 2004).
Taciau eukariotinéje lasteléje abu Sie organoidai nors ir turi savo baltymy
sintezés aparatus, savo funkcijy negali vykdyti be branduolio koduojamuy,
citoplazmoje sintetinamy baltymy. Taigi, funkcijy realizavimui jie turi dviguba
kontrole ir yra charakterizuojami kaip dalinai autonomiski (Brandt, 1990;

Kymaesa, 1997; Allen, 2003).
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Cianobakterijy ir chloroplasty genomy palyginimas. Kiekviena plastidé
turi deSimtis ar Simtus chIDNR - uzdary ziediniy dvigrandziy molekuliy
(Maier et al., 1995; Mache, Lerbs-Mache, 2001) asocijavusiu su specifiniais
baltymais ir sudaran¢iy kompaktiSskos formos struktiiras, panaSias i1 randamas
bakterijose. Sie kompaktiski DNR-baltymy kompleksai yra vadinami plastidziy
nukleoidu (Suzuki et al., 1992; Nakano et al., 1997; Kobayashi et al., 2002;
Sakai et al., 2004). Jame vyksta DNR replikacija ir transkripcija (Sakai et al.,
2004).

ChIDNR dydZiai skiriasi ne tik tarp skirtingy augaly pokaralysciy, bet ir
tarp atskiry tos pacios augaly klasés Seimy (1 lentel¢). Nors skirtingi autoriai
pateikia kiek kitokius chloroplastu genomu dydzius (1 lentel¢), taciau visy
zinomy chloroplasty genomas yra aiSkiai maZesnis uz ju protéviy ir sudaro tik

nuo 2 (Eckardt, 2006) iki 5-10 % (Martin et al., 2002).

1 lentelé. Chloroplasty ir cianobakterijy genomuy dydzio palyginimas

Sekos Baltymus
Genomas ilgis, kbp | koduojanciy Literattiros Saltinis
geny skaicius
Prochlorococcus 1700 1391 Sato, 2002; Martin et al., 2002
Synechocystis sp. 3573,470 3168 Kaneko et al., 1996
chl Chlorella 150,613 78 Wakasugi et al., 1997
chl Porphyra 181,028 200 Reith, Munholland, 1995
chl Marchantia 121,024 84 Ohyama et al., 1986
chl Pinus 119,707 69 Wakasugi et al., 1994
chl Arabidopsis 154,478 87 Sato et al., 1999
chl Nicotiana 155,844 76 Shinozaki et al., 1986
chl Zea 140,387 70-76 Maier et al., 1995;
Martin, Herrmann, 1998
chl Oryza 134,525 76 Hiratsuka et al., 1989

Literatiros duomenimis (Sato, 2002 ir kt.) maZiausias S$iy dieny
cianobakterijy genomas yra apie 1700 kbp. Toks genomo dydis galéty biiti ir
chloroplaste, taCiau duomenys pateikti 1 lentel¢je aiskiai rodo, kad jvairiuose
augaluose aptinkamy chloroplasty genomas yra daugiau nei 10 karty maZesnis
uz cianobakteriju.

Proteobakterijy ir mitochondrijy genomy palyginimas. Kaip minéta,
augalinéje lasteléje aptinkama nuo 50 iki 2000 mitochondrijy, kiekvienoje ju
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nuo 1 iki 100 genomo kopijy (Mrambyepaues, 2000). Stuomeniniy augaly
mitochondriju genomas turi dvi savybes: dideli genoma ir maza genu skaiciy
(Nakazono, Hirai, 1993; Tian et al., 2006). Be to, mitochondrinio genomo
dydis labai skiriasi ne tik tarp skirtingy augaly Seimuy, bet net vienos Seimos
viduje, Kkartais iki 5-10 karty (Gray et al., 1999; Mackienze, Mclintosh, 1999;
Urambyepnues, 2000). Pastaruoju metu sekvenuota daug pilnu mtDNR seky (2
lentel¢). Tame tarpe keleto magnolijiny augaly, iskaitant keturis
magnolijainius: vaireni (Unseld et al., 1997), cukrini runkeli (Kubo et al.,
2000), rapsa (Handa, 2003), tabaka (Sugiyama et al., 2005) bei du lelijjainius:
ryzius (Notsu et al., 2002) ir kukurtzus (Clifton et al., 2004). Vairenio
mitochondrinio genomo seka (2 lentel¢) yra trecdalis bakterinio genomo

dydzio ir koduoja tik 4 % baltymy (32 palyginti su 834).

2 lentelé. Mitochondrijy ir a-proteobakteriju genomy dydzio palyginimas

Baltymus
Genomas Sekos ilgis, koduojanciy Literattiros Saltinis
kbp geny skaicius
Bartonella henselae | <2000 1600 Berg, Kurland, 2000
R. prowazekii 1111,523 834 Andersson et al., 1998
Reclinomonas 69,034 63 Lang et al., 1997
mt Marchantia 186,608 41 Oda et al., 1992
mt Nicotiana 430,597 36 Sugiyama et al., 2005
mt Arabidopsis 366,924 31 Unseld et al., 1997
mt Oryza 490,520 35 Notsu et al.,2002
mt Brassica 221,853 34 Handa, 2003
mt Beta 368,799 29 Kubo et al., 2000
mt Zea 569,630 33 Clifton et al., 2004

Zinoma, kad kaip ir bakterijy genome, dauguma mtDNR yra Ziedinés
strukttiros (Bock, 2006). Taciau pastaraisiais metais literatiiroje (Gray et al.,
1999; Sugiyama et al.,, 2005) aptinkama nuorody, kad Siame oganoide
egzistuoja ir linijiné mtDNR. Kaip ir chloroplastuose, visy eukarioty
mitochondrijose mtDNR sudaro nukleoidus su specifiniais baltymais (Suzuki
et al., 1992; Kuroiwa et al., 1994; Sakai et al., 2004). Apskritai, morfologiniu,
biocheminiy ir genetiniy tyrimy rezultatai leidZia daryti prielaida, kad

organoidy nukleoidai néra bakteriju rudimentas, o kompleksin¢ sistema,
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nusistovejusi per organoidy ir lastelés branduolio genomuy saveika evoliucijos
eigoje (Sakai et al., 2004).

Genomy transformacijos — geny migracija tarp organoidy augalinéje
lgsteléje. Kaip rodo organoidy ir bakteriju genomu palyginamosios analizés
duomenys, chloroplasty ir mitochondrijy genetinis aparatas yra redukuotas ir
koduoja tik dalj genuy, lyginant su bakterijy i§ kuriy jie kile genomu: nuo 2 iki
10 % chloroplastuose ir <1 % mitochondrijose (Martin, Herrmann, 1998; Race
et al., 1999; Berg, Kurland, 2000; Mache, Lerbs-Mache, 2001; Martin et al.,
2002). Zinoma, jog evoliucijos eigoje bakteriju genomas keitési trimis keliais:
1 — kai kurie genai, kodave baltymus, bitinus laisvai gyvenusiy lasteliu
egzistavimui buvo visam laikui prarasti, 2 — dauguma genuy buvo perkelti |
branduolio genoma, Siy geny produktai tranzitiniy peptidy pavidalu grizta atgal
1 organoidus, 3 — tik maza dalis geny liko paciuose organoiduose: 50-200
baltymus koduojanciy genu plastidése, 5-60 — mitochondrijose (Martin,
Herrmann, 1998; Race et al., 1999; Berg, Kurland, 2000). Taigi, augalinéje
lastel¢je chIDNR ir mtDNR atsirado paveldétu ir igytu biidu (Gray et al., 1999;
Martin et al.,, 2002). Paveldéta genomo dalis — tai bakterinio protévio
palikimas. Igyta genomo dalis apsprgsta evoliucijos eigoje vykusio geny
per(si)kélimo tarp branduolio ir abiejy organoidy genomy tarpusavyje (Gray et
al., 1999; Sato, 2002; Brown et al., 2001; Bock, 2006 ir kt).

Neseniai (vairiy taksonominiy grupiy augaly branduoliuose aptiktos
chIDNR ir mtDNR homologinés sekos: dviejuy tipu plastidziy ir dvieju tipu
mitochondriju (Bock, 2006). Atlikta 25000 baltymus koduojanc¢iy vairenio
geny bioinformatiné analizé parodé, kad mazdaug 4500 iS ju, t.y. daugiau kaip
18 % visy branduolio geny yra cianobakterijy kilmés (Martin et al., 2002).
Nustatyta ir tai, kad ne visi per¢jusiy i§ plastidziy 1 branduoli geny produktai
grizta atgal 1 plastidziy kompartmenta, bet gali funkcionuoti citozolyje ar
mitochondrijose (Martin et al., 2002). Parodyta, kad masinis genetinés
informacijos persikélimas taip pat vyko ir mitochondriju evoliucijos eigoje
(Knoop, 2004; Bock, 2006). Atlikus DNR skaiduly FISH analizg, vairenio

chromosomose identifikuotas gigantiSkas mitochondrinis intarpas iS 620 kbp
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(Stupar et al., 2001). Sio intarpo dydis yra daug didesnis nei visas vairenio
mitochondrijos genomas, kuri sudaro 367 kbp (Unseld et al., 1997). Ryziy
branduolyje aptikta apie 13,4 % mitochondrinio genomo (Notsu et al., 2002).
Taigi, pateikta medziaga rodo, kad dalis organoidy DNR migravo i$
endosimbionto genomo 1 lastelés Seimininkés branduol;.

Tai, kad DNR gal¢jo migruoti ir tarp organoidy, labai akivaizdZiai parodo
chloroplasty DNR seky egzistavimas aukstesniyju augaly mitochondrijose
(Nakazono, Hirai, 1993; Gray et al., 1999). Atlikus hibridizacijos analize,
panaudojant ryziy chIDNR ir mitDNR klony banka, ryziy mtDNR identifikuota
16 chloroplastiniy fragmenty (Nakazono, Hirai, 1993). Taigi, apie 19 % ryZiuy
chIDNR yra persikelg 1 mtDNR ir sudaro apie 6 % ryZiy mitochondriniy DNR
seky (Nakazono, Hirai, 1993; Notsu et al., 2002). Stuomeniniy augaly
mitochondriju genomas taip pat turi sekas, kilusias 1§ augaly branduolio
genomo (Marienfeld et al., 1999). Nustatyta, kad ryZiy mitochondrijy genome
daugiau kaip 13,4 % seky yra branduolio kilmés (Notsu et al., 2002).

Chloroplasty genome aptinkamos ne tik branduolio, bet ir mitochondriju
geny kopijos (MramOyepnuen, 2000; Sato 2002). Parodyta, kad plastidziuy
genomy sekos turi 6,3 % mitochondrinio genomo (Notsu et al., 2002).

Organoidy genomuose ,,islaikyty“ geny rySys su funkcija. Kaip rodo
ankstesniuose poskyriuose pateikti duomenys, endosimbiozés keliu isitvirtinus
cianobakterijoms ir a-proteobakterijoms augalo lastel¢je, ju genomas lyginant
su laisvai gyvenanéiais protéviais, sumazéjo. Siy dieny induoéiy augaly
chIDNR koduoja: keturiy tipy rRNR (16, 23, 4,5 ir 5S), visy (30-33) tipy tRNR
ir daugiau nei 72 baltymus: prokarioting RNR polimerazg, transliacijos aparato
baltymus — apie 20 ribosominiy baltymy (Shinozaki et al., 1986; Mache, Lerbs-
Mache, 2001). mtDNR taip pat yra uzkoduota dalis organoido transliacijos
sistemos: visada mazasis ir didysis rRNR subvienetai, daznai pilnas arba
dalinis tRNR komplektas, re¢iau 5S rRNR (Gray et al., 1999; Uram6Gyepaues,
2000).

Palyginus (3 pav.) laisvai gyvenusiuy cianobakterijuy, a-proteobakterijy ir

organoiduose esancius baltymus koduojancius genus buvo nustatyta, kad tiek
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plastidés, tiek mitochondrijos neabejotinai iSlaiké genus dvieju svarbiausiy
funkciniy kategoriju — fotosintezés ir kvépavimo procesuose dalyvaujanciy
bioenergetiniy membrany baltymuy ir baltymu itraukty 1 ju genu ekspresija
(Kaneko et al., 1996; Race et al., 1999).

Geny skaiding

Transportiniai ir
prisijungiantys baltymai
Transliacijos

Fotosinterés ir kvépavimo

Lastelés procesy

Lasteliy &]:nra.L'lm.lElinI -
DME replikacijos, restrikcijod,
modifikacijos ir taisymy———
Purinnyg, pirimiding, —
nuklcozidy, nul:[mﬁh'—']
Ricbaly rigifiy, fosfolip,
it steroly metabolizmo

Swvarbiausiy metabolizmo
tarpininky Plastides
Teanskripedjos Mitochondrijos

3 pav. Organoidy geny tipai ir juy funkcinés kategorijos (Martin, Herrmann,
1998).

Taigi, didzioji dalis chloroplastuose sintetinamy baltymuy dalyvauja
fotosintezés procesuose: apie 40 tilakoidy membrany baltymuy, dalyvauja
elektrony perneSimo grandinés komplekse (Pillen et al., 1996), o mtDNR
koduojami baltymai ieina | kvépavimo elektrony pernasos sistemas ir ATP
sintazés kompleksa bei dalyvauja citochromo c sintezéje.

Daugumai chloroplasty ir mitochondrijy funkcijy atlikti reikalingi
branduolio genome koduojami baltymai (Martin, Herrmann, 1998; Race et al.,
1999; Gray et al., 1999).
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Skirtingy genomy sqveikos augimo procesuose. Augalo augimo bei atsako
1 aplinkos signalus metu organoidy dalijimasis, vystymasis ir pilnas
funkcionavimas lasteléje priklauso nuo branduolio, chloroplasto ir
mitochondrijos geny ekspresijos koordinavimo (Glick, Sears, 1994; Leon et al.,
1998; Bowsher, Tobin, 2001; Brown et al., 2001; Surpin et al., 2002).
Literatiiroje nurodoma, kad genu ekspresijos koordinacija tarp branduolio ir
organoidy yra svarbiausia organoidy formos ir funkcijy kontrolei, tuo tarpu
organoidy diferenciacijai svarbus vaidmuo tenka transkripcijos reguliavimo
procesams (Bowsher, Tobin, 2001).

Chloroplasty  geny ekspresija visy pirma yra reguliuojama
posttranskripciniame lygmenyje. Nors chloroplastuose aptinkamos kai kurios
prokarioty genuy ekspresijos ypatybés, dauguma ju RNR ir baltymy sintezés
genetiniy mechanizmy yra nauji, atsirad¢ evoliucijos eigoje (Stern et al., 1997).

Kadangi chloroplasto genomas stokoja aiSkiy reguliatoriniy geny, matomai,
chloroplasty genu ekspresija yra moduliuojama reguliatoriniy baltymuy,
koduojamy branduolyje (Fisk et al., 1999; Brown et al., 2001; Surpin et al.,
2002).

Plastidés taip pat turi reikSmés branduolio geny ekspresijai, per i$
chloroplasto einancius signalus, veikianc¢ius branduolio koduojamy geny
transkripcijos reguliacija (Brown et al., 2001). Nors zinoma, kad d¢l plastidziy
poveikio ekspresuojamas nemazas skaicius branduolio geny, taciau signalinés
molekulés bei mechanizmai jtraukti | Siuos griZztancius atgal signalus mazai
iSaiskinti (Brown et al., 2001; Nakano et al., 2001). Parodyta, kad per atgal
griztan€ius signalus perduodamos funkcinés plastidziy biisenos, nuo kuriy
priklauso raiSka visos eilés branduolio genuy, koduojanc¢iy chloroplastuose

lokalizuotus baltymus (Surpin et al., 2002).

AiSkinantis, kokie signalai ir molekuliniai mechanizmai galéty jtakoti
kombinuota chloroplasto ir branduolio genomy ekspresija, démesys kreipiamas
ir 1 galima kai kuriy augaly hormonu (citokininy, brasinolidy) dalyvavima
(Nakano et al.,, 2001). Deja Siuo metu, plastidziy genu transkripcijos
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hormoniné reguliacija dar mazai iSnagrinéta. Remiantis citokininy dalyvavimo
chloroplasty genu ekspresijoje rezultatais, manoma, kad ji yra sudétingesné nei
branduolio geny ekspresija (Lyukevich et al., 2002). Tai susij¢ su daugelio
plastidziy baltymy dviguba genetine kontrole ir tuo, kad chloroplastai atskirti
nuo citoplazmos dviguba membrana (Lyukevich et al., 2002).

Kaip jau minéta, induoCiy augaly mitochondrijos taip pat turi geneting
sistema su savitu genomu, transkripcijos ir transliacijos procesais, taciau
koduoja dar maZesng genetinés informacijos, reikalingos ju biogenezei ir
funkcijoms dalj, nei chloroplasto genomas. Dauguma ju baltymu koduojama
branduolio genome (Leon et al., 1998; Bowsher, Tobin, 2001; Brown et al.,
2001). Kaip ir plastidése, aplinkos signalai gali buti perduodami tiesiogiai {
mitochondrija arba per branduolio siun¢iama signala. Griztanciu atgal signalu
1§ mitochondrijos 1 branduoli gali biti inicijuojama raiSka branduolio genuy
koduojan¢iy  mitochondrijoje  lokalizuoty (funkcionuojanciy) baltymy.
Aktyvuoti branduolio genai graZina i organoidus funkcionalius baltymus

(Blanchard, Lynch, 2000).

Be to, plastidés gali paveikti mitochondriju genu ekspresija (Bowsher,
Tobin, 2001) ir atvirk$¢iai (Mackenzie, Mclntosh, 1999; Giegé, Brennicke,
2001). Taigi visumoje tiek chloroplasty, tieck mitochondriju genomas turi
integruotis su dviem kitais genomais, esanciais augaly lastelése (Mackenzie,

Mclntosh, 1999; Giegé, Brennicke, 2001; Sakai et al., 2004).

1.3. Organoidy baltymai: sintezé ir pernasa

Zinoma, kad vairenio lasteliy mitochondrijose yra lokalizuoti — 36 %,
plastidése — 17 % visy lastelés baltymuy (Li et al., 2006). Tik dalis juy yra
koduojami paciy organoidy genomuose (Martin et al., 2002; Tian et al., 2006).
Kita dalis branduolio koduojamuy ir citoplazmoje sintetinamy baltymuy yra
ineSama (Leon et al., 1998; Mackenzie, Mcintosh, 1999; Bowsher, Tobin,
2001; Surpin et al., 2002), todél trumpai aptarsime baltymy sintezés

organoiduose ir ju {neSimo i organoidus ypatumus.
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Baltymuy sintez¢ augalin¢je lastel¢je vyksta keliuose skirtinguose
kompartmentuose: citoplazmoje, plastidése ir mitochondrijose. Sintetinamy
baltymu skaicius ir ivairove Siuose trijuose kompartmentuose labai skiriasi.
Apie 75 % lastelés baltymy (daugiau kaip 20 000 skirtingy baltymy)
sintetinama citoplazmoje, kur yra transliuojama nuo branduolio genomo
transkribuota iRNR. FotosintetiSkai aktyviose lastelése apie 20 %, t.y. nuo 60-
100 baltymu yra sintetinama chloroplastuose. MaZesnis kiekis baltymuy ~2-5 %
sintetinami mitochondrijose. Augaly mitochondrijose paprastai sintetinama
tiktai keletas baltymy (Martin, Herrmann, 1998; Spermulli, 2003).

Magnolijainiy augaly plastidZiy genomas yra transkripuojamas triju
skirtingy RNR polimeraziy: paciame organoide koduojamos eubakterinio tipo
RNR-polimerazés (PEP) ir 2 branduolyje koduojamy bakteriofago tipo RNR-
polimeraziy (NEP) (Giegé, Brennicke, 2001; Mache, Lerbs-Mache, 2001;
Azevedo et al., 2008). Mitochondrijose transkripcija katalizuoja maziausiai dvi
branduolio koduojamos, bakteriofago tipo RNR-polimerazés (Giegé,
Brennicke, 2001; Azevedo et al., 2008).

Taigi, augaly Iastelés turi tris skirtingus baltymy sintezés mechanizmus.
Skirtinguose lastelés kompartmentuose — citoplazmoje, chloroplastuose ir
mitochondrijose funkcionuojantys transliacijos mechanizmai turi savitumy
(Kozak, 1983; Sugiura et al., 1998). Nustatyta, kad augaluy citoplazmos
ribosomos yra didesnés, nei bakterinés (Leaver, Harmey, 1976; Kozak, 1983).
Ju sedimentacijos konstanta — 80S, susideda i$S didziojo 60S ir mazojo 40S
subvienety. Daugelis $iy ribosomy turi keturias RNR riisis: 58S, 5,88S, 18S ir 25-
28S. Chloroplasty ribosomos yra panasios i bakterijy savo dydziu, topografija,
RNR komponentais ir baltymy sudétimi. Bakteriju ir chloroplasty ribosomy
sedimentacijos konstanta — 70S, susideda iS didziojo 50S ir mazojo 30S
subvienety. Bakterinés ribosomos turi tris pastovius RNR komponentus: 5S,
16S ir 23S. Chloroplasty ribosomuy RNR komponentai taip pat yra panasis 1
bakteriju — turi 5S, 16S ir 23S rRNR molekules (Bohnert, Gordon, 1980).
Bakteriju ir plastidziy ribosomos skiriasi tuo, kad plastidése egzistuoja

papildoma mazoji 4,5S rRNR molekul¢ (Kozak, 1983).
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Mitochondrijy ribosomy dydis yra nuo 77S iki 80S (Leaver, Harmey, 1976;
Kozak, 1983). Literatiiroje nurodoma, kad ju dydziai tarp skirtingy augaly
rusiy gali nezymiai svyruoti (Kozak, 1983). Kaip ir bakteriju bei chloroplasty,
augaly mitochondrijy ribosomos, skirtingai nuo gyviiny ir gryby mitochondriju
ribosomy, turi 5S rRNR (Leaver, Harmey, 1976; Kozak, 1983). Bakterijuy,
chloroplasty bei stuomeniniy augaly mitochondrijy ribosomose néra 5,8S
rRNR ekvivalento, aptinkamo eukariotinése citoplazmos ribosomose, tai
paremia panasuma tarp mitochondrijy, chloroplasty ir prokarioty ribosomuy
strukttiry (Leaver, Harmey, 1976).

Kaip jau minéta, skiriasi citoplazmoje bei chloroplastuose ir
mitochondrijose vykstantys baltymuy transliacijos mechanizmai. Kaip ir
bakterijose mitochondrijose ir chloroplastuose pirmoji baltymy sintezés
transkripto aminortigstis yra formilmetioninas [fMet], 0 ne metioninas [Met],
kuris yra eukarioty branduolio koduojamy baltymy pirmoji aminoriigsStis
(Leaver, Harmey, 1976; Li et al., 2000).

Taigi, tik maza dalis baltymy yra sintetinama paciuose organoiduose,
didzioji dalis — koduojama branduolio geny, sintetinami citoplazmos
ribosomose  ir  sudétingomis,  daugiakomponentinémis  sistemomis
transportuojami | organoidus (3aitmeBa u ap., 2000; Kiuchler, Soll, 2001;
Robinson et al., 2001; Zhang, Glaser, 2002 ir kt.). Vieni citoplazmoje
sintetinami baltymai ,,jsistato* | organoido apvalkalélio membranas, Kiti
keliauja 1 stroma/matriksa, treti ,,isistato* 1 tilakoiduy/kristy membranas arba,
peréje per jas, atsiduria vidiné¢je membrany ,,maiSo* erdveje (Caliebe, Soill,
1999; 3aiteBa u ap., 2000; Bauer et al., 2001; Gutensohn, et al., 2006) ir gali
atlikti savo funkcijas augalinéje lasteléje.

Kaip jau minéta, be fotosintezés ir kvépavimo Sie organoidai atlieka ir kitas
svarbias funkcijas, dalyvaujant savo paiy genomuose uzkoduotiems ir i$
citoplazmos atneStiems branduolio koduojamiems baltymams. Kyla klausimas,
ar juose gali buti lokalizuoti ir funkcionuoti fitohormonus atpaZistantys
baltymai receptoriai, analogiS$ki funkcionuojantiems branduolyje bei susij¢ su

fitohormony veikla. Todél prie§ pereidami prie fitohormony baltymy-
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receptoriy, pirmiausiai trumpai apzvelgsime literatiiroje aptiktus duomenis apie
paciy fitohormony egzistavima organoidy pirmtakuose ir chloroplastuose bei

mitochondrijose.

1.4. Fitohormonai bakterijose

Literatiroje nurodoma, kad panaudojant biologinius, biocheminius,
Siuolaikinius fiziko-cheminius, genetinius metodus parodyta, kad jvairios
bakteriju kultiiros sintetina fitohormonus: auksinus, citokininus, giberelinus,
abscizo rugsti, etileng ir iSskiria juos 1 supancia aplinka — kultiiring terpe
(Wichner, Libbert, 1968; Anisimovien¢, 1974; Merkys et al., 1974; Costacurta,
Vanderleyden, 1995; Markovacki, Mili¢, 2001; Karadeniz et al., 2006;
Tsavkelova et al., 2007 ir kt.). Pavyzdziui, planktono bakterijos sintetina
septynias citokinino tipo medziagas (Donderski, Gtuchkowska, 2000),
Azospirillum lipoferum kultiirose identifikuotos trys giberelino aktyvuma
turin¢ios medziagos — GR3, GR; ir iz0-GR3 (Karadeniz et al., 2006). Kadangi
miisy darbo tikslas susietas su IAR veikimo tyrimais, detaliau aptarsime tik Sio
fitohormono i8tyrima bakterijose — chloroplasty ir mitochondrijy pirmtakuose.

Si savybé biidinga laisvai gyvenandioms, epifitinems, simbiotinéms ir
patogeninéms augaly bakterijoms (Wichner, Libbert, 1968; Anisimovien¢,
1974; Merkys et al.,, 1974; Costacurta, Vanderleyden, 1995; Markovacki,
Mili¢, 2001; Karadeniz, 2007; Tsavkelova et al., 2007 ir Kkt.).
Mikroorganizmuose, kaip ir augaluose, Trp laikomas pagrindiniu IAR
biosintezés pirmtaku (Wichner, Libbert, 1968; Costacurta, Vanderleyden,
1995; Halda-Alija, 2003), kurio pridéjimas i terpg padidina auksino produkcija
(Asghar et al., 2002). Bakterijose aptinkami du skirtingi IAR biosintezés keliai
i$ triptofano (Costacurta, Vanderleyden, 1995; Patten, Glick, 1996). Rhizobium
phaseoli kulttiros laukinio tipo padermés iSvalyty ekstrakty, analizé DCh-MS
metodu, parodé¢ ne tik IAR, bet ir IE, indolil-3-aldehido ir IM buvima.
Panaudojant zymétus (*H-, **C-, ?H-) bakterijy substratus parodytas virsmas
Trp — IE, IAR ir IM; IE — IAR ir IM; IAR — IM (Ernsten et al., 1987). Ar

vyksta IAR metabolizmo procesai bakteriju lastelése tiksliai néra Zinoma,
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taciau literatiiroje aptikta nuoroda, kad kai kurios bakterijos, pvz.:
Pseudomonas ir Agrobacterium, gali konjuguoti laisva auksing bei hidrolizuoti
konjuguotas auksiny formas (Costacurta, Vanderleyden, 1995). Kiek daugiau
duomeny aptikta auksino katabolizmo vyksmo bakterijose klausimais. Kai
kurios bakteriju kultiiros, kaip antai Bacillus mesentericus V-64, gali ardyti
[IAR, esant didelei jos koncentracijai terpéje (Anisimovien¢, 1974). ISskirta
keletas bakterijuy, galiniy katabolizuoti IAR (Leveau, Lindow, 2005). Bacillus
mesentericus, Bacillus subtilis 7 mikroorganizmy kultiirose rezerviniy IAR
formy - sujungty su paprastaisiais ar sudétingais baltymais, neaptikta
(Anisimoviené, 1974; Merkys et al., 1974), ta¢iau Vande Broek ir kt. (1999)
manymu, baltymai itraukti { [AR signalo priémima ir perdavima gali egzistuoti
ne tik stuomeniniuose augaluose, bet ir bakterijose.

Siuo metu nustatyta, kad chloroplasty pirmtakai cianobakterijos produkuoja
IAR, GR, CK, ET ir jazminy riigsti (Sergeeva et al., 2002; Bergman, Osborne,
2002; Rodriguez et al.,, 2006; Tsavkelova et al.,, 2007). IStyrus 34
cianobakterijy padermes, parodytas 38 % laisvai gyvenanciy (Nostoc ir kity) ir
83 % (Nostoc) simbiotiniy cianobakterijuy padermiy gebéjimas sintetinti IAR,
kaupti ja ir i8kirti { terpg (Sergeeva et al., 2002).

3 lentelé. Cianobakterijy, auginty Trp turin¢ioje ir neturincioje terpése,
susintetinti endogeninés ir egzogeninés IAR kiekiai (Sergeeva et al., 2002)

Cianobakterijy $tamas Endogeniné IAR Egzogeniné IAR

(pmol mg™! Chl a) (pmol mg™' Chl a)

—Trp +Trp ~Trp +Trp
Laisvai gyvenancios:
Gleoethece 3.5+0.6 3.3£0.3 1.2+0.5 1.2+0.6
Plectonema 12.8+0.5 14.9+£0.2 12.6+0.6 10.5+0.5
Nostoc 268 10.1+£04 30.9+0.8 5.2+0.3 9.1+£04
Nostoc 7120 153+0.8 21.1+£0.5 9.9+0.6 12.6+0.4
Nostoc 6720 6.0+04 20.8%1.1 11.3+0.7 19.5+0.3
Simbiontinés:
Nostoc Pc 16.2+0.5 26.8+0.7 23.5+0.9 25.7+£1.2
Nostoc/ Anabena 12.5+0.5 20714 10.1+£0.8 18.6+1.1
Nostoc 73102 24.2+1.1 422+1.5 19.9+0.7 340+1.2
Nostoc Chr 894 7.2+0.6 37.6£1.6 15.2+0.8 24.7+0.9
Nostoc 9229 14.9+0.6 28.5+0.7 8.2+0.3 23.1+0.6
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Analizuojant TAR kiekius ir biiklg skirtingose cianobakterijy padermése (3
lentel¢) nustatyta, kad laisvai gyvenancios cianobakterijos turi mazesni
endogeninés [AR kieki ir jos i$skiria maziau, nei simbiotinés cianobakterijos.
Simbiotiniy cianobakterijuy, kaip ir kity su augalais saveikaujanciy prokariotuy,
naudingy ar patogeniniy, geb&jimas sintetinti ir iSskirti IAR, gali turéti jtakos
augalo endogeniniam hormono lygiui, o tuo paciu ir pa¢iam augalui (Glick et
al.,1999).

Chloroplasty pirmtakas cianobakterijos, kaip ir kiti mikroorganizmai, geba
egzogenini Trp paversti 1 IAR. Ivedus triptofano i cianobakterijy kulttras
beveik dvigubai padidéja endogeninés IAR kaupimasis, tuo tarpu, IAR
iSskyrimas 1 terp¢ padidéja ne taip smarkiai. Todél IAR vaidmuo
cianobakterijose dar néra aiSkus. Tyrimy rezultatai parode, kad pagrindinis
IAR sintezés kelias, bent jau kai kuriose cianobakterijose, galéty biiti indolil-3-
piruvo riigSties kelias, kadangi pagrindinis Sio kelio fermentas (indolin-3-
piruvo dekarboksilazé) yra koduojamas ipdC geno, o tyrimai parodé, kad ipdC
geny homologai yra kai kuriose Nostoc ruSyse (Sergeeva et al.,, 2002;
Woodward, Bartel, 2005).

1.5. Fitohormonai chloroplastuose ir mitochondrijose

Seniai jrodyta, kad ziediniy augaly organuose ir lastelése funkcionuoja
fitohormonai: IAR, CK, GR, ABR ir ET (Went, Thimann, 1937; Mepkuc,
1982; Kende, Zeevaart, 1997). Jie gali biiti aptinkami laisvoje bikleje
(atitinkamy hormonu molekuliy pavidalu) bei jvairiy metabolity: jvairios
chemingés sudéties ir struktiiros kompleksiniy junginiy ir/ar ardymo produkty
(katabolity) pavidalu (Merkys et al., 1974; Merkys ir kt., 1977; Cohen,
Bandurski, 1982; Anisimoviené, 1994; Benkova et al., 1999; Anisimoviené,
Merkys, 2001; Olszewski et al., 2002 ir kt.). Siuo metu, panaudojus
Stuolaikinius fitohormony analizés ir identifikavimo metodus, pakankamai
gerai yra nustatytos fitohormony koncentracijos bei juy biikl¢ jvairiuose augaly
organuose, pagrindinés sintezes vietos ir pirmtakai, metabolizmo keliai ir biidai

(Merkys et al., 1974; Cohen Bandurski, 1982; Anisimoviené, 1994; Kende,
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Zeevaart, 1997; Woodward, Bartel, 2005; Novakova et al., 2005). Taciau
skirtingy fitohormony, o taip pat 1ir juy metabolity sublastelinés
kompartmentacijos klausimai iki $iol lieka tyrimo objektu. Néra pakankami
aiSku, kokiuose lastelés struktiiriniuose kompartmentuose vyksta vieno ar kito
fitohormono sinteze, taip pat neaiskios fitohormony persiskirstymo tarp atskiry
lasteleés kompartmenty galimybés. Kadangi misy tyrimy objektar —
chloroplastai ir mitochondrijos, todél nesigilindami | kitus lastelés
kompartmentus, detaliau apsistosime tik ties fitohormonais juose. Deja,
duomeny apie galima fitohormony lokalizacija mitochondrijose aptikome labai
mazai (daugelio fitohormony atveju neaptikome visai), nors kaip jau buvo
paminéta, chloroplasty ir mitochondrijy pirmtakai turéjo savybe juos sintetinti,
kaupti ir iSskirti 1 supancia terpg (Anisimoviene, 1974; Merkys et al., 1974;
Sergeeva et al., 2002; Tsavkelova et al., 2007 ir kt.).

Citokininai chloroplastuose. Dar 1977 m. S. Swaminathan, RM. Bock
tyrimuose, palyginus Sviesoje ir tamsoje auginty Euglena gracilis laukiniy
kultiry ir mutanty padermes, gauti citokininy (izopenteniladenino, 2-
metiltiozopentiniladenino, 2-metiltiozopenteniladenozino) lokalizacijos
chloroplasty tRNR jrodymai. Véliau CK buvimas parodytas jvairiy rasiy
augaly chloroplasty tRNR (Prinsen et al., 1997). Zeatino tipo CK buvima
izoliuotuose Spinaty chloroplastuose popieriaus chromatografijos metodu bei
soju pupeliy kaliaus tyrimuose parodé J.Davey ir J.Van Staden (1981), taciau
Stuose tyrimuose nebuvo pakankamai gerai jrodytas chloroplasty intaktiSkumas
bei gauty preparaty grynumas — neuzterStumas kitais lastelés kompartmentais.
Dél Siy priezasCiy rezultatais buvo abejojama. Galutinai CK buvimas
chloroplastuose buvo patvirtintas — SCh-MS metodu (Benkova et al., 1999).
Intaktiniuose chloroplastuose, iSskirtuose i§ subrendusiy bei jauny tabako ir
kvieciy lapy aptikti endogeniniai citokininai, iskaitant laisvas bazes, ribozidus,
ribotidus ir N-gliukozidus, kas rodo, kad chloroplastai turi pilna spektra CK ir
fermentus, butinus ju metabolizmui (Benkova et al., 1999). Taip pat Siuose
tyrimuose parodyta, kad jaunuose lapuose CK buvo daugiau, nei

subrendusiuose (Benkova et al., 1999), tod¢l galima daryti iSvada, kad
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fitohormono kiekis tam tikroje augalo zonoje priklauso nuo lasteliy augimo
fazes.

Remiantis citokininy egzistavimu tRNR sekoje, buvo pasiiilytas citokininy
veikimo baltymy sintezés reguliacijoje modelis (Romanov, 1990). Pagal ji
citozolinis CSB gali izoliuoti Sias tRNR susijungdamas su jy CK, kas inhibuoja
baltymy transliacija. SumaZz¢jus laisvo citokinino koncentracijai lasteléje
atsiranda konkurencija tarp tRNR ir citokinino saveikaujan¢io su CSB.
Tokiomis salygomis tRNR gali buti islaisvinama nuo CSB, kas inicijuoja
baltymo sintezés inhibicijos sumaz¢jima (Romanov, 1990). Be to, buvo
pripazinta, kad t-zetino pirmtakas izoprenoido biosintezéje yra plastidziuy
kilmés (Kasahara et al., 2004). Taip pat parodyta, kad augalai turi du skirtingus
izoprenoidy sintezés kelius skirtinguose lastelés kompartmentuose (Nordstrom
et al., 2004; Sakakibara et al., 2005): MEP (metileritritolfosfato) kelias placiai
aptinkamas bakterijy karalystéje ir augaly plastidése ir MVA (mevalonato)
kelias dazniausiai aptinkamas eukarioty citozolyje.

Parodyta, kad S$iy augaly hormony sublasteliné kompartmentacija turi
svarby vaidmeni hormony homeostazei, pvz.: CK-O-gliukozidai kaupiasi
vakuolése, taCiau t-Zeatin-O-gliukozidas laikinai gali buti akumuliuojamas
chloroplastuose, kur jis gali atlikti specifines biologines funkcijas (Kiran et al.,
2006). Manoma, kad chloroplastai CK metabolizmo reguliavimo atzvilgiu yra
dalinai nepriklausomi organoidai. Citokininy metabolizmas chloroplastuose
turi itakos jo funkcijoms, tai lemia skirtinga individualiy citokininy metabolity
kompartmentacija — CK-gliukozidai, kaip jau minéta, nedaznai kaupiami
chloroplastuose, tuo tarpu aktyvios citokininy formos bazés ir ribozidai daznai

randami juose (Benkova et al., 1999; Polanska et al., 2007).

Nurodoma, kad nemazai atsaky | CK (endogeninj ir egzogeninj) lapy
lastelése yra susij¢ su chloroplastais: ju biogeneze, fotomorfogeneze,
transkribcijos procesais (Teyssandier de la Serve et al., 1985; Parthier, 1989;
Jayabaskaran et al., 1990; Chory et al., 1994; Kusnetsov et al., 1994,
Schmilling et al., 1997; Polanska et al., 2004; 2007; Kiran et al., 2006).

33



Abscizo  riagstis  chloroplastuose. ABR  buvimu chloroplastuose
neabejojama. Tai parodyta DCh-MS metodu (Railton et al., 1974) ir
citochemiSkai (Pastor et al., 1995). Nustatyta, kad nuo 75 iki 90 % lapu
lastelése aptinkamos ABR lokalizuota chloroplastuose (Loveys, 1977;
Heilmann et al. 1980). Be to, bandymu atlikty su izoliuotais chloroplastais
duomenys parode, kad ABR kaupimasis chloroplastuose priklauso nuo ApH
tarp citoplazmos ir chloroplasty stromos (Heilmann et al. 1980). Tuo tarpu
ABR sintezés chloroplastuose klausimas ilga laika buvo diskutuotinas. 1974 m.
buvo parodyta (Milborrow, 1974), kad ABR biosintezé gali vykti
chloroplastuose ar leukoplastuose i Zymétos mevaloninés riugsties (MVR), be
to lizuoti chloroplasty preparatai turi didesni MVR isijungimo { ABR greit; ir,
tai priklauso nuo chloroplasty apvalkalélio pralaidumo MVR. Taciau
W.Hartung ir kt. (1981) nuomone chloroplasty apvalkalélis néra pralaidus
MVR; ir ABR sintezé i§ MVR chloroplastuose negalima. Sig prielaida parémé
ir K.Kreuz, H.Kleining (1981), kurie nustatg, kad chloroplastai stokoja
fermenty (MVR kinazés, fosfo-MVR kinazes ir difosfo-MVR kinazés) pateike
hipotezg, kad terpenoidy sintezés tarpininkas yra izopentenilpirofosfatas,
susiformuojantis citoplazmoje ir patenkantis 1 plastides prie§ virsma 1
aukstesniuosius terpenoidus.

Véelesni BV.Milborrow bei HS.Lee (1998) darbuy rezultatai parode, kad
keletas ABR biosintezés keliy (i8 MVR, piruvato, izopentenilo difosfato) gali
vykti chloroplastuose. Didelé dalis lapy ABR susidaro chloroplastuose trioziy-
piruvato kelyje, o isijungimas MVR ivyksta po aktyvavimosi citoplazmoje ir
vélesnio tarpininko ineSimo i plastides (Milborrow, Lee, 1998).

Galimas ABR poveikis chloroplastams istirtas silpnai. Zinoma, jog
egzogeniné ABR Zymiai sumaZina kar$¢io Zzala chloroplasty ultrastrukttrai
(Ivanov et al., 1992) bei, kad dél jos poveikio keiciasi daug svarbiy kinetiniy
parametry O, susidarymo reakcijose, vykstan¢iose chloroplastuose in vivo
(Maslenkova et al., 1989). Taip pat manoma, kad ABR — vienas i$ faktoriu,

suteikiantis apsaugini mechanizma neaklimatizuotiems daigams, o taip pat
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apsaugo mitochondriju antioksidacinius fermentus nuo negriztamos
oksidacinés zalos (Prasad et al., 1994).

Giberelinai chloroplastuose. Chloroplastuose nustatytas ir gibereliny tipo
aktyvumas (Stoddart, 1968, Frydman, Wareing, 1973), kuris skiriasi nuo
bendro lapy ekstrakto aktyvumo. Giberelinai (daugiausiai GRg ir GRy) gali biiti
ekstrahuojami  i§  chloroplasty = membrany  preparaty  (Browning,
Saunders,1977).

Neseniai buvo izoliuoti ir charakterizuoti daugelis geny, koduojanciy
fermentus dalyvaujan¢ius GR biosintezeje bei nustatyti pradiniai katabolizmo
etapai. Todél GR biosintez¢ induociuose augaluose gali biiti padalinta { tris
pagrindines dalis pagal fermenty tipa ir juy sublasteling lokalizacija:
proplastidése, endoplazminiame tinkle ir citoplazmoje (Hedden, Kamiya, 1997,
Radi et al., 2006). Biocheminiai tyrimai parodé, kad ent-kaureno sintezé is
pirmtako geranylgeranyldifosfato (GGDP) vyksta proplastidése, kadangi
fermentai CPS - ent-kopalyldifosfatsintazé ir KS — ent-keurenesintazé yra
lokalizuoti ir aktyviis kvieCiy daigy besivystanCiuose chloroplastuose ir
molitigy endospermo leukoplastuose. Subrendusiuose chlorolastuose Siy
fermenty aktyvumas mazas (Sun, Kamiya, 1994; Aach et al., 1995).

Tiriant galima GR poveiki chloroplastams parodyta, kad egzogeninis GR
indukuoja Marchantia polymorpha chloroplasty ultrastruktiiros pasikeitimus
(Albertine et al., 1976).

Etilenas chloroplastuose. Skirtingai, nei anksCiau aptarty fitohormony
aptinkamy chloroplastuose duomenuy apie etileno buvima, sintez¢ ar
metabolizmo procesus neaptikome. Taciau etileno poveikis chloroplastams ir
mitochondrijoms buvo tiriamas. Elektroniniu mikroskopu buvo nustatyta
(Shimokawa et al., 1978), kad etilenu paveiktuose mandariny vaisiuose maz¢ja
chloroplasty skaiCius, greitai redukuojasi chloroplasty dydis, vidiné
chloroplasty membrany sistema skyla anksciau nei kitos lastelés struktiiros.
Dvigubo sluoksnio lameliy ir grany membrany struktiira degraduoja ir
membrany sluoksniai tampa atskiri. D¢l etileno poveikio didéja chloroplasty

proteolizé bei redukcija chlorofilo esancio PSI ir PSII sistemose tiek tamsoje,
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tiek Sviesoje, o taip pat prarandamas fotosintetinis aktyvumas (Choe, Whang,
1986). Parodyta, kad bulviy gumbus paveikus etilenu padidéja kvépavimo
intensyvumas, tai siejama su jvairiy mitochondriju fermenty (citochromo c,
DNR ir RNR polimeraziy) aktyvumo suintensyvéjimu (Apelbaum et al., 1984).
Auksinas chloroplastuose. Literatiiroje yra nedaug duomeny apie
endogenio auksino pasiskirstymo vieta lasteléje. Pirma karta biocheminiais
metodais endogeninés IAR buvimas chloroplastuose parodytas i$ saulégrazuy
lapu i8skirtuose Siu organoidy sublastelinés frakcijos preparatuose (Fregeau,
Wightman, 1983). Véliau, tiriant indolo junginiy pasiskirstyma tarp
chloroplasty ir citozolio tabako ir pusy lastelése (Sandber et al., 1990), nustyta,
kad 30-40 % IAR kiekio lokalizuota chloroplastuose, likusi laisvos IAR dalis
yra citozolyje. Laisva IAR aptinkta ir iS laukinio bei transgeninio tipo tabako
protoplasty iSskirtuose chloroplastuose (Sitbon et al., 1993).
Imunocitocheminiu  metodu, panaudojant imuno-aukso elektroning
mikroskopija (Ohmiya, Hayashi, 1992), parodyta sublasteliné IAR lokalizacija
ivairaus iSsivystymo persiky lapy lastelése (4 lentelé; 2 priedas): L1 — mazai
diferencijuoty lapy, L2 — visiSkai diferencijuoty lapu, kada lastelés turi kelis
didelius chloroplastus, kuriuose nedaug krakmolo granuliy, L3 — galutinio
dydzio lapy. Koloidinio aukso gruideliy tankis kiekvienoje lapy vystymosi
fazéje sutapo su duomenimis gautais DSSCh metodu (Ohmiya, Hayashi, 1992).
4 lentelé. Imuno-aukso zymés anti-lAR-N antikiiniy ir IAR kiekio

pasiskirstymo atskiruose lastelés kompartmentuose priklausomybé nuo persiky
lapy subrendimo (Ohmiya, Hayashi, 1992)

Kompartmentas L1 L2 L3
Citozolis 4,4+0,5 4,0+£0,5 1,1+0,1
Chloroplastai® 6,8+1,0° 15,5+1,2 3,5+0,4
Branduolio plazma 5,0+0,5 3,7+0,8 2,2+0,6
Branduolélial 9,9+1,8 11,3+2,9 1,7+0,8
Mitochondrijos 5,3+1,0 15,4+1,2 3,2+0,6
Lastelés sienelé 6,8+0,4 5,1+0,6 1,4+0,2
Vakuolé 0,5+0,1 0,4+0,1 0,3+0,1

Reikdmés isreikstos aukso daleliy skaigiaus vidurkiu pm™ + SE. a — krakmolo plotai buvo
praleisti; b — duomenys gauti i§ proplastidziy ploty.
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Sie duomenys ne tik galutinai patvirtino IAR buvima chloroplastuose, bet ir
parodé sasajas su lapy vystymosi procesais. PaZymeétina, kad endogeninés IAR
kiekis visuose trijuose genetinj aparata turin¢iuose lastelés organoiduose labai
rySkiai kei€iasi priklausomai nuo vystymosi fazés (4 lentel¢). Daugiausiai IAR
juose aptinkama L2 fazéje ir bilitent tuo metu minétuose organoiduose
aptinkamas auksino kiekis, ypa¢ skiriasi nuo kity kompartmenty. Autoriy
manymu, nuo amziaus priklausomi IAR poky¢iai chloroplastuose néra
tiesioginis atspindys IAR biosintezés aktyvumo pakitimo (Ohmiya, Hayashi,
1992), o yra IAR sintezés, metabolizmo ir transporto balansas organoide. Apie
IAR mitochondrijose kalbésime véliau. Panaudojant SCh-MS ir 2D-DSSCh
buvo parodyti endogeninés IAR kiekiy pokyciai tiek lapuose, tiek ir
chloroplastuose tabako augaly, turin¢iy CK metabolizmo genetines
modifikacijas (Polanska et al., 2007).

Tai, kad IAR 18 triptofano gali buti sintetinama ne tik citoplazmoje, bet ir
Kituose lastelés kompartmentuose parodyta jvairiais metodais (Sandberg, 1982,
1983; Fregeau, Wightman 1983; Woodward, Bartel, 2005). Nustatytas [*H]Trp
virsmas | [°PH]JIAR mieZiy protoplasty chloroplasty preparatuose (Sandberg,
1982, 1983), DSCh metodu - saulégrazy lapy chloroplasty bei mitochondriju
preparatuose (Fregeau, Wightman 1983). Véliau genetiniais metodais parodyta,
kad dauguma nuo Trp priklausomos IAR biosintezés fermenty yra
citoplazmoje, taciau keletas fermenty dalyvaujanéiy IAR biosintezéje i8 Trp (4
pav.), kelyje per IAOx arba citochroma P450 [Trp — IAOXx — IAN arba
IAAId — IAR] aptinkami plastidése (Radwanski, Last, 1995; Woodward,
Bartel, 2005), o CYP79B2 ir CYP79B3 turi 1 chloroplasta nukreiptus signalus
(Hull et al., 2000). Sia savybe chloroplastai grei¢iausiai paveldéjo i bakteriniy
pirmtaky, kurie i§ { terpg ivesto Trp sintetina IAR (Wichner, Libbert, 1968).

Duomeny apie AR metabolizmo procesus chloroplastuose — literattiroje
labai mazai. Tiriant Sviesos poveiki IAR metabolizmui izoliuotuose mieziy
lapu chloroplasty preparatuose (Sandberg et al., 1983) buvo konstatuotas IAR

katabolizmo suintensyvéejimas. Kuris véliau patvirtintas parodant (Brown et al.,
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1986), kad chloroplasty preparatuose IAR patiria dekarboksiling oksidacija:
IAR dekarboksilinimo greitis gerokai padidéja inkubuojant Sviesoje — 2400 %.

— CHLOROPLASTASY — CITOPLAZMA
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4 pav. Galimi IAR biosintezés keliai vairenyje (Zazimalova, Napier, 2003).

DSSCh ir DCh-MS analizés parodé, kad pagrindinis IAR katabolitas yra
IM (Brown et al., 1986). Bet Siuo teiginiu abejojama, nes tiriant 1AR
pasiskirstyma lastelé¢je buvo padaryta iSvada, kad chloroplastinis IAR pulas
néra reguliuojamas konjugacijos ar degradacijos procesu (Sandberg et al.,
1990) ir manoma, jog dauguma procesy reguluojanciy vidulastelini AR pulo
dydi, bent jau tabako ir puSu protoplastuose yra lokalizuoti citozolyje
(Sandberg et al., 1990).

Remiantis tyrimy, atlikty panaudojant transgeniniy ir laukinio tipo tabako
protoplasty chloroplastus, duomenimis (Sitbon et al., 1993) taip pat daroma
prielaida, kad citozoliniai IAR kontrolés mechanizmai veikia ir chloroplastinés
IAR pulo dydi per greita IAR transporta tarp Siu dvieju lastelés kompartmenty.

Auksinas mitochondrijose. Daug maziau zinoma apie galima IAR
lokalizacija mitochondrijose bei jos biosintezg Siame organoide. Literatiiroje
aptikome nuoroda (Fregeau, Wightman, 1983), jog pirmieji duomenys
parodantys, kad IAR sintez¢ vyksta 1§ pupy daigu iSskirtuose citozolio ir
mitochondriju frakciju preparatuose, buvo gauti 1968 m. F.Wightman,

J.Cohen. V¢liau buvo parodytas, endogeninés AR buvimas saulégrazy lapy
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mitochondrijuy frakcijoje, taciau mazesniu kiekiu nei chloroplastuose. Bei
salygomis in vitro parodytas L-triptofano bei L-fenilalanino virsmas i
auksinus: 1AR ir FAR (Fregeau, Wightman, 1983). Autoriai daro iSvada, kad
Sie organoidai kaip ir chloroplastai, turi fermenty sistema reikalinga
endogeniniy auksiny (IAR ir FAR) biosintezei (Fregeau, Wightman, 1983),
matyt paveldéta 1§ bakteriniy pirmtaky. Taciau tirant endogeninés IAR
pasiskirstyma puSu spygliy, laukinio tipo ir jvairiy tabako mutanty lapy
protoplastuose, panaudojant Zyméta IAR, buvo prieita iSvados (Sandberg et al.,
1990), kad skirtingai nei chloroplastai, mitochondrijos neturi nei 1AR, nei IE ar
IARm. Japony mokslininky (Ohmiya, Hayashi, 1992) manymu, skirtingi
rezultatai gali biiti salygoti skirtingy lasteliy frakcionavimo metody ar
naudojamos augalinés medziagos. Siu mokslininky atlikti IAR lokalizacijos
lasteléje imunocitocheminiai tyrimai, persiky daigy lapy lastelése, patvirtino ne
tik TAR buvima citoplazmoje, branduolyje, chloroplastuose, bet ir
mitochondrijose (4 lentel¢, 2 priedas). Ju duomenys rodo, kad mitochondrijos
turi reikSminga IAR kieki, nors néra tiksliai zinoma ar IAR sintetinama in situ,
ar transportuojama i$ Kity lastelés daliy (Ohmiya, Hayashi, 1992).

Kad Siame organoide gali biiti lokalizuota AR, leidZia manyti ir genetiniais
metodais (LeClere et al., 2004; Woodward, Bartel, 2005) gauti rezultatai.
leSkant IAR-konjugatams atspariy mutanty, izoliuotas ir charakterizuotas iar4
mutantas, kuris turi paZeidima geno koduojan¢io homologa mitochondrinés
pyruvatdehidrogenazés (PDH) Ela-subvieneto. Ju manymu, kompleksas
turintis [AR4 gali tiesiogiai funkcionuoti IAR biosintezéje. Katalizuojant
indolil-3-pyruvo rugsties dehidrogenazei duoda IAR-CoA - hipotetini IAR ar
IAR konjugaty pirmtaka (LeClere et al., 2004; Woodward, Bartel, 2005). [IPVR
yra tarpininkas IAR biosintezés kelyje 1§ Trp (Costacurta, Vanderleyden, 1995;
Vande Broek et al., 1999; Segeeva et al., 2002) mikrorganizmuose.

Taigi, pateikti literatiros duomenys rodo, kad fitohormonai yra lokalizuoti
ir sintetinami ne tik citoplazmoje, bet ir chloroplastuose, o IAR ir
mitochondrijose. Sio fakto konstatavimas iskelia klausima ar Siuose

organoiduose yra lokalizuoti/funkcionuoja jvairius fitohormonus atpazistantys
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ir prisijungiantys baltymai vienaip ar kitaip susij¢ su ju funkcijos realizavimu —

tai ir aptarsime sekan¢iame skyriuje.

1.6. Fitohormonus prisijungiantys baltymai

Zinoma kad fitohormony veikimas prasideda nuo ju saveikos su
kiekvienam fitohormonui specifiniais baltymais-receptoriais (Bonner, 1965;
Merkys, 1966; 2000; Merkys et al., 1969; 2003; Theologis, 1988; Abel,
Theologis, 1996 ir kt.). Susidar¢ fitohormono-receptoriaus kompleksai
indukuoja eile procesy, susijusiy su genuy ekspresijos pokyciais, baltymy
modifikacijomis branduolyje ir kitais, atvedanciais | vieng ar kita specifini
atsaka. Todél jau eilg mety intensyviai vyksta tyrimai ieSkant atsakymy 1
klausimus - kurioje lastelés vietoje ,,susitinka hormonas ir baltymas, kokiuose
lastelés kompartmentuose vyksta vieno ar kito hormono saveika su jiems
specifiniais baltymais?

Citokininus prisijungiantys baltymai chloroplastuose. Siuo metu
citokininus prisijungiantys baltymai (CSB) aptikti keletoje lelijainiy ir
magnolijainiy augaly lasteliy kompartmenty: plazmolemoje, citoplazmoje,
branduolyje bei chloroplastuose (Zhang et al., 1996; Kynaesa, Ky3uercos,
2002; Lyukevich et al., 2002). Detaliau aptarsime tik CSB chloroplastuose.

[Sanalizavus literatiiroje pateikiamus duomenis, paaiskéjo, kad du CSB buvo
iSskirti 1§ avizy lapu chloroplasty dar 1986 m., kurie salygomis in vitro,
modelinéje sistemoje esant CK - 6-benzilaminopurinui (6-BAP), skatino
chloroplasty specifing transkripcija (Romanko et al., 1986). Véliau auksta
gimininguma BAP turintis CSB buvo iSskirtas 1§ kvieciy chloroplasty
membrany (Zhang et al., 1991; 1996). Panaudojus fotozymintj reagenta 1-(2-
azido-6-chloropyrid-4-yl)-3-feniluréja 46 kDa CSB buvo identifikuotas zirniy
chloroplasty tilakoidy membranose (Nogue et al., 2004). Zeatina sujungiantis
baltymas aptiktas ir 10 dieny amzZiaus mieziy daigy pirmo lapo chloroplasty
frakcijoje (CenuBankuna u nap., 1997). Denatiiruojanéios PAAGE metodu
parodyta, kad tai 64 kDa polipeptidas bei minoriniai 43 ir 57 kDa komponentali

(CenuBankuna u ap., 1997). Nustatyta, kad Sis baltymas komplekse su trans-
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zeatinu aktyvuoja RNR sintezg 10 dieny mieziy daigy pirmo lapo chloroplasty
lizate. Dideli trans-zeatino ir CSB komplekso poveikio transkripcijai
specifiSkuma rodo tai, kad neturintis hormoninio aktyvumo trans-zeatino
struktiirinis analogas — Cis-zeatinas, neturi jtakos transkripciniam aktyvumui.

Be to, skirtingy lastelés kompartmenty CSB pasizymi specifiSkumu
organoiduy (chloroplasty ir branduolio) genomo atzvilgiu. Parodyta, kad
chloroplasty CSB kartu su trans-zeatinu turi specifiSka aktyvuojant; poveiki
transkripcijos procesams paciuose chloroplastuose, tafiau neturi itakos
branduolio genomo transkripcijai (Kusnetsov et al., 1994; CenuBankuna u ap.,
1997; Lyukevich et al., 2002; Kymnaesa, Ky3uercos, 2002). Tuo tarpu citozolio
CSB neveikia RNR sintezés chloroplasty lizate (CenuBankuna u ap., 1997), bei
chloroplastinis CSB neveikia chromatino RNR-I ir II polimeraziy aktyvumo,
izoliuotuose mieziy branduoliuose (Lyukevich et al.,, 2002; Kymaesa,
Kysnercos, 2002). Nustatytas ir risinio specifiskumo nebuvimas (Kusnetsov et
al., 1994). Vieny augaly lapy chloroplastuose susiformuojantys trans-zeatino
kompleksai su CSB ir aktyvuojantys RNR sintez¢ juose, gali aktyvuoti RNR
sintez¢ kito augalo lapy chloroplasty lizate (Lyukevich et al., 2002). Manoma,
kad chloroplasty genomo ekspresijos hormonin¢ reguliacija gali biti dar
sudétingesne nei branduolio genu ekspresijos reguliacija, nes kai kurie baltymai
turi dviguba geneting kontrole (Benkova et al., 1999; Lyukevich et al., 2002).

Duomeny apie citokininus sujungian¢ius baltymus mitochondrijose -
neradome.

Abscizo rigsti prisijungiantys baltymai. Literatiiroje aptinkamais
duomenimis lastelé¢je funkcionuoja trys ABR receptoriai, kurie lokalizuoti:
branduolyje (Razem et al., 2004; 2006 ir kt), plazmolemoje (Liu et al., 2007) ir
plastidése (Zhang et al., 2002; Wang, Zhang, 2007). Chloroplaste (plastidése)
funkcionuojantis ABR prisijungiantis baltymas buvo iSskirtas 1§ pupu lapu
varstomuyju lasteliy protoplasty afininés chromatografijos metodu (Zhang et al.,
2002) ir identifikuotas kaip manomas ABR receptorius, pavadintas ABRR.
ISskyrus 1§ pupy lapu cDNR fragmenta buvo nustatyta (Zgang et al., 2002;

Hirayama, Shinozaki, 2007), kad jis koduoja 770 aminortigs¢iuy dydzio Mg-
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chelatazés H subvieneta (CHLH). Zinoma, kad CHLH yra jjungiamas i
chlorofilo biosintezg (turi fermenting funkcija) ir dalyvauja griztancio i$
plastidziy 1 branduol; signalo perdavime (Shen et al., 2006). Tod¢l $is baltymas
buvo charakterizuotas kaip ABR receptorius chloroplaste (Shen et al., 2006).
Be to, parodyta (Shen et al., 2006), kad vairenio ABRR/CHLH specifiSkai su
dideliu giminingumu prisijungia fiziologiSkai aktyvia ABR forma. Kompleksuy
Kp yra 32-35x10° M ABR.

Manoma, kad ABR veikia tuo pac¢iu metu nepriklausomai daugelyje lastelés
viety ir sukelia skirtingus atsakus kiekvienoje juy (Hirayma, Shinozaki, 2007).

Giberelinus prisijungiantys baltymai. Ilgalaikés gibereling prisijungianciy
baltymy (GSB) paieSkos 1§ jvairiy augaly epikotiliy, hipokotiliy, lapy ir kity
organy iSskirtose tirpiu lastelés baltymu frakcijose (Keith et al., 1982) bei
membrany frakcijose (Beale et al., 1992; Gilroy, Jones, 1994;) leido padaryti
prielaida, kad augalai turi dvieju tipu GR receptorius — tirpius ir membraninius
(Ueguchi-Tanaka et al., 2007). Panaudojant fotoafininj metoda, avizy aleurono
lasteliy plazmolemoje identifikuoti 18 ir 68 kDa molekulinés masés GSB
(Lovergrove et al., 1998). Taip pat aviZzu aleurono lastelése aptikti ir kiti du
GSB: 60 kDa mikrosomy frakcijoje ir 50 kDa citozolyje (Hooley et al., 1992;
1993).

Neseniai biocheminias ir genetiniais metodais nustatyta, kad ryziuose GID1
genas koduoja neZinoma baltyma panasy 1 hormonui jautria lipaz¢ (HSL), kuri
turi auksta giminguma biologiSkai aktyviam GR (Ueguchi-Tanaka et al., 2005;
Nakajima et al., 2006). Sie gibereling sujungiantys baltymai funkcionuoja
citoplazmoje ir branduolyje (Ueguchi-Tanaka et al., 2005; Hartweck,
Olszewski, 2006). Be to, gibereling (Nakajima et al., 2006) kaip ir auksina
(Dharmasiri et al., 2005 a; Kepinski, Layser, 2005) branduolyje gali prisijungti
F-dézutés baltymas TIR1. Parodyta, kad vieno ir kito fitohormono prijungimo
vietos baltyme yra skirtingos ir daroma prielaida, kad jie veikia skirtingais
mechanizmais.

Duomeny apie GR prisjjungiancius baltymus chloroplastuose ir

mitochondrijose néra.
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Etilenq prisijungiantys baltymai. Siuo metu Zinomi ir identifikuoti 5
etileno receptoriai: ETR1, ETR2, ERS1, ERS2 ir EIN4 (Chang et al., 1993;
Hua et al., 1995; Hua, Meyerowitz, 1998; Sakai et al., 1998; Napier, 2004).
Visi jie lokalizuoti ir funkcionuoja endoplazminiame tinkle. Jie homologiski
bakteriju dvieju-komponenty histidino kinazéms (Wang et al., 2002).

Etileno receptoriai, kaip baltymy Seima, aptinkami ne tik stuomeniniuose
augaluose, bet ir cianobakterijose Synechocystis ir Anabaena (Shoji et al., 2007)
- $iy dieny stuomeniniy augaly chloroplasty protéviuose. Deja, duomeny apie
etileno receptorius chloroplastuose neradome. Néra duomeny ir apie etileno
receptorius mitochondrijose.

ASB  lokalizacija  lIgsteléje.  Skirtingy  lasteleés  kompartmenty
(endoplazminio tinklo, tonoplasto, plazmolemos) frakcijose auksiny -
sintetinio NAR ir endogeninio IAR specifinés saveikos su baltymais salygomis
in vitro (Hertel et al., 1972; Batt et al., 1976; Ray et al., 1977 a; b; Venis, 1977
a, b; Dorhmann et al., 1978) bei poveikis genetinei informacijai (Bonner, 1965;
Merkys, 1966; Merkys et al., 1988 ir kt.) buvo pradétas tyrinéti dar pra¢jusio
amziaus paskutiniaisiais deSimtmeciais.

Siuo metu sukaupta daug eksperimentiniy duomeny, rodanciy, kad lastel¢je
gali funkcionuoti (funkcionuoja) keletas skirtingu IAR prijungimo viety,
skirtingas charakteristikas turintys IAR-ASB kompleksai gali formuotis
skirtinguose lastelés kompartmentuose, o ju funkcijos IAR hormoninés
(reguliacinés) sistemos veikloje gali biiti skirtingos (Venis, 1977 a; Mepkuc,
1982; HaprunaBuuene, 1992; Jones, 1994; Anisimovien¢ et. al., 1998; 2006;
Merkys, 2000; Darginavi¢iené, Novickiené, 2002; Zazimalova, Napier, 2003;
Dharmasiri et al., 2005 a, b; Kepinski, Leyser, 2005; Teale et al., 2006 ir kt.),
todél trumpai aptarsime kiekviename lastelés kompartmente funkcionuojanc¢ius
auksing prisijungiancius baltymus ir susiformuojancius kompleksus atskirai.

ASB plazmolemoje. IAR-ASB kompleksy formavimasis lelijainiy augaly
kukuriizy (Batt et al., 1976; Ray et al., 1977 a; b; Dorhmann et al., 1978; Venis
et al., 1992) ir kvie€iy (Merkys et al., 1988; 2003; Darginaviciené et al., 1991;

Japrunasuuene, 1992) tistanciy koleoptiliy lasteliy plazmolemoje buvo
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plazmolemoje aptikta keletas ASB, tafiau daugumos autoriy nuomone, tik
vienam baltymui, vadinamajam kukurtizy ASB1, irodytas auksino receptoriaus
vaidmuo ir nustatytas jo poveikis lasteliy tisimui (Lobler, Klambt 1985 a, b;
Venis et al., 1992; Jones, 1994; Jones et al., 1998; Chen et al., 2001; Napier,
2004). Sis (2x22 kDa) glikoproteidas buvo klonuotas, sekvenuotas — nustatyta
jo karboksilo grupés prijungimo vietos (saito) aminoriigsciy seka /-His-Arg-
His-Ser-Cis-Glu-/ (Venis et al., 1992) ir pagrindinis IAR saito klasteris /-His-
Arg-His-/ (Jones, 1994). ASB1 specifiniy kompleksy su IAR formavimosi
optimalus terpés pH — 5,5; Kp(NAR) — 3-6x10° M, 0 Kp(IAR) - 3,9x10° M
(Lobler, Klédmbt, 1985 a; Jones, 1994). Kvie¢iu koleoptiliu lasteliu
plazmolemos preparatuose, kai terpés pH 5,5 formuojasi IAR-ASB
kompleksas, kurio Kp=1,1x10® M, n=5,4x10""° nmol/mg baltymo, molekuliné
baltymo masé ~20 kDa, atitiko hormono-baltymo kompleksa, identifikuota
MA.Venio ir kt. (1992) kukuriizy koleoptiliy plazmolemoje ([laprunaBuuene,
1992; Darginavic¢iené, Novickieng, 2002).

IAR-ASB kompleksy formavimosi ir susiformuojanéiy kompleksu
charakterizavimo tyrimai taip pat buvo atliekami ir magnolijainiy augaly
lastelése (Jacobs, Hertel, 1978; Hertel, 1979; Hertel et al., 1983), taciau dél
ASBI kaip receptoriaus vaidmens magnolijainiy augaly lastely plazmolemoje
ilga laika buvo diskutuojama (Hertel, 1995; Venis, 1995; Shimomura et al.,
1999), jam priskiriant IAR-pernesiklio funkcijas. Véliau, panaudojant chelato-
afininés chromatografijos metoda: specifinis ligandas — iminodiacto riigstis,
chelatorius Cu** ar Zn**, konkuruojantis ligandas — imidazolas buvo nustatyta
(Anisimoviene, Merkys, 2000), kad magnolijainiy augaly (pupeliy hipokotiliy)
membranoje funkcionuoja ASB (kompleksuy formavimosi pH 5,5), turintis IAR
prijungimo saita — /-His-Arg-His-Cys-Ser-Glu-/, karboksilo grupés prijungimo
klasterj — /His-Arg-His-/ (5 pav.) toki pat, kaip ASB1 funkcionuojancio
lelijainiy (kukuriizy) plazmolemoje (Venis et al, 1992). Sio baltymo
molekuliné masé — 26 kDa, jis yra monomeras. ASB aktyviame centre

lokalizuotas Zn?*.
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5 pav. IAR prisijungimo vieta (Anisimovieng, et al., 2003).

Susiformuojanciy IAR-ASB kompleksy charakteristikos:
Kp=1,65+0,54x10"" M, n=15,00£1,80 pmol/lg Zzalios masés, kompleksai
pasiekia prisotinima **C-1AR koncentracijai esant 7-8x107 M (Jodinskiené,
2005). Augaly lastelése, neatsakanciose 1 IAR pailgéjimu Sis prijungimo saitas
nefunkcionuoja ir kitokias charakteristikas turintys specifiSkai sujungti IAR-
ASB kompleksai nesiformuoja (Jodinskien¢, 2005).

Be to, eksperimentiSkai parodyta, kad plazmolemoje funkcionuoja ir antras
saitas, esant neutralioms pH reikSméms - optimalus pH IAR-baltymy
kompleksams kvieciuy koleoptilése — 7,2, pupeliy hipokotiliuose — 7,5 (Mepxkuc
u ap., 1989; Haprunasuuene, 1992; Anisimovien¢ et al., 2000; Jodinskiené,
2000; 2005). Kvie¢iy koleoptiliy plazmolemoje susiformuojantys IAR
kompleksai su baltymais (komplekso pH 7,2; Kp~3x10° M; n~2x10™!
nmol/mg baltymo, molekuliné baltymo masé ~80-90 kDa, saito prisotinimo
lygis ~5x107 M) gali aktyvuoti | ir Il RNR-polimerazes modelinése sistemose,
iskaitant mRNR sintezés Iastelés branduolyje aktyvavima (Merkys et al., 1988,
1998; [HaprunaBuuene, 1992; Merkys, Darginavic¢ien¢, 1997). Taigi
plazmolemoje, matyt, formuojasi IAR-baltymy kompleksas, kuris gali biti
receptorinis ir eidamas i branduoli, i$Saukti nuo IAR priklausant; efekta
(Darginavicien¢, Novickiene, 2002).

Tuo tarpu pupeliy hipokotiliy tistanciy lasteliy plazmolemos preparatuose
identifikuoto ASB, kai terpés pH 7,5, charakteristikos skiriasi nuo kvieciy
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koleoptiliu. TAR-ASB kompleksu: KD:5,8610,68><10'7 M, n=40,00+1,77
pmol/lg Zalios masés, prisotinimas pasickiamas esant 1,25-1,5x10° M IAR
koncentracijai (Jodinskiené, 2005; Jodinskiené, Anisimovien¢, 2006). ASB
molekuliné masé¢ 29-45 kDa, IAR karboksilo grupés prisijungimo vietoje
nustatytas vienos aminortigsties /-His-/ liekanos buvimas (Merkys et al., 2004
a, b; Jodinskien¢, 2005; Jodinskiené, Anisimovien¢, 2006) ir —SH- grupg turinti
aminoriigstis (Jodinskiené, Anisimoviené, 2007). Sio saito aktyvumas gali biti
susijgs su IAR transportu (Jodinskien¢, Anisimoviene, 2007).

Be to, dvi skirtingos didelio ir mazo giminingumo auksing prisijungiancios
vietos taip pat buvo aptiktos ir lelijainio augalo — ryziu koleoptiliy lasteliy
plazmolemos frakcijoje, vienai i§ ju buvo priskirtas receptoriaus vaidmuo (Kp
— 4,5x107 M), o kitai, kurios Kp — 3,8x10® M, auksino pernesiklio vaidmuo
(Zaina et al., 1989). Magnolijainiy augaly cukiniju lasteliy plazmolemoje,
specifiSkai IAR prisijungianti vieta taip pat buvo charakterizuota ne kaip
receptorius, o kaip pernesiklis, nes kompleksy susiformavimo konstanta buvo
maZesné, nei turéty buti baltymo-receptoriaus Kp ~10° M (Jacobs, Hertel,
1978; Hertel et al., 1983). Morky lasteliy plazmolemoje susiformuojancio IAR-
ASB komplekso charakteristikos — Kp<2x10® M bei pernesikliui budingas
labai didelis prisijungimo saity skai¢ius n>300 pmol/mg baltymo, parod¢, kad
identifikuotas ne receptorius, o pernesiklis (Zbell, 1996). Pernesikliy funkcija
buvo priskiriama ir kitiems lasteliy plazmolemoje identifikuotiems ASB
(Jacobs, Hertel, 1978; Hertel et al., 1983; Lomax et al., 1985).

IAR saveika su citozolio baltymais. Citozolio frakcijoje identifikuota
nemazai tirpiy SpecifiSkai prisijungianciy auksing baltymy (Oostrom et al.,
1980; Darginaviciené et al., 1991; Merkys, Darginavi¢ien¢ 1997; Ohmiya et
al.; 1993; Sugaya, Sakai, 1996 a, b; Kim et al.,, 1998; Mockevidiité,
Anisimoviené, 1999). Siy baltymy molekulinés masés labai skiriasi, jos yra
nuo 40 iki 300 kDa ([laprunaBuuene, 1992; Anisimoviené¢ et al., 2000).
Nustatyta, kad dalis $iy tirpiy baltymy taip pat gali biiti auksino receptoriai ir
auksino saveika su receptoriumi realizuojasi per auksinu reguliuojamy geny

ekspresija (Oostrom et al., 1980; JlaprunaBuuene, 1992). Kvie€iu koleoptiliy
46



citozolyje susidarantis 1AR-ASB kompleksas (optimalus komplekso
formavimosi pH 8,0; Kp~1,7x10° M; n~3,6x10"° nmol/mg baltymo,
molekuliné baltymo masé¢ 40 kDa), suaktyvina RNR II polimerazés aktyvuma,
baltymy sintez¢ (daprunaBuuene, 1992; Merkys, Darginavi€iene, 1997). IS
ryziy daigy i8skirtas tirpus monomerinis citozolio kilmés 57 kDa baltymas,
pavadintas ASBs; (Kim et al., 1998). Nustatyta, kad Sis baltymas — auksino
receptorius, kuris aktyvina plazmolemos H*-ATP-aze (Kim et al., 1998; Kim et
al., 2001).

Pupeliuy hipokotiliy citozolio preparatuose nustatytas dvieju skirtingy tipu
IAR ir ASB kompleksy formavimasis, terpés pH esant 7,8. Citozolyje IAR
saveika vyksta su dviem 30 ir >67 kDa molekulinés masés ASB

v

v

Nemazai citozolio ASB yra identifikuoti kaip turintys fermentini aktyvuma:
B-1,3-glukozidazé¢ (Campos et al., 1992), B-1,3-glukanazé¢ (Macdonald et al.,
1991) ir glutation-S-transferazé (GST) (Bilang et al., 1993; Zettl et al., 1994).
Nors nei Siy fermenty vaidmuo auksino veikimui, nei auksino prisijungimo
prie Siy fermenty poveikis néra iSaiSkintas, yra galimybé, kad auksino
prisijungimas prie fermenty modifikuoja ju aktyvuma (Campos et al., 1992).
40 kDa ASB buvo izoliuotas 1§ geltonyjuy pupeliy hipokotiliy (Sugaya, Sakai,
1996 a). Jo Kp(2,4-D) 1x10™ M. Dalis $io baltymo aminoriigi¢iy sekos rodo
auksSta homologija nuo glutationo priklausomai formaldehid-dehidrogenazei
(FDH), o i8valytas baltymas turi FDH aktyvuma (Sugaya, Sakai, 1996 a). Tu
paciy autoriy identifikuotas baltymas - ASB39 turi nuo NADH-priklausoma
indolil-3-acetaldehido reduktazés aktyvuma (Sugaya, Sakai, 1996 b).

ASB19/20 buvo identifikuoti i§ persikuy daigy apekso — kaip baltymai,
specifiskai prisijungiantys auksinus (Ohmiya et al., 1993; Ohmiya, 2002). Sio
baltymo ir 2,4-D saveikos Kp — 4,1x10° M (Ohmiya et al., 1993) ir ji yra
gerokai didesné nei daugelio plazmolemos ASB (Lobler, Klambt, 1985 a;

Sakai 1985; Shimomura et al., 1986). ASB19/20 nustatyta aminoriigs¢iy seka
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turi labai maza homologija su bendra seka ASBI1, iSskirto 1§ kukuriizy
koleoptiliy, tadiau jis turi maza regiona kuris 40 % homologiSkas su ASB1
galimu auksino prisijungimo saitu — BoxA. Sio baltymo auksino molekulés
karboksilo grupés prijungimo vietoje tarp 2-ju /-His-/ vietoje /-Arg-/ yra
kitokia aminoriigstis (Ohmiya et al., 1998). Parodyta, kad ASB19/20 — germiny
(gemalo) tipo baltymas turi superoksido dismutazés (SOD) aktyvuma (Ohmiya
et al., 2002), taciau jo fiziologinis vaidmuo néra tiksliai nustatytas. Kito tirpaus
persiky daigy apekso 60 kDa baltymo, pavadinto Pp60, aminortigsliy sekos
dalis yra homologiska disulfidizomerazei (Sugaya et al., 2000).

IAR saveika su tonoplasto ir endoplazminio tinklo baltymais. Dar
U.Dohrmann ir kt. (1978) bei R.Hertel (1979) atlikti sintetinio auksino **C-
NAR atpazinimo ir sujungimo eksperimentai, panaudojus vairias kukurtzy ir
molitigo koleoptiliy homogenaty frakcijas, parodé 3 auksino prijungimo viety
buvimo galimybg: | — aptikta ant SiurkStaus endoplazminio tinklo kukuriizy
koleoptilése, II- kukuriizo tonoplaste, Il — kukurizy ir molitigo
plazmolemoje. Véliau kvieciu lasteliy tonoplaste IAR prisijungimo saito
buvimas patvirtintas autoradiografijos (Perbal, Driss-Ecole, 1988) bei
biocheminiais (Merkys et al., 1998) metodais. Parodytas dviejuy skirtingy IAR-
baltymu kompleksu formavimasis kvieciy lasteliy tonoplaste (Merkys et al.,
1998). Nustatytos Sty kompleksu charakteristikos: terpés pH esant 5,5 — Kp
1,2x107 M, n 7,1x10™ mol/mg baltymo ir terpés pH esant 8,0 — Kp 1,8x107
M, n 1,2x10™ mol/mg baltymo. Jos skiriasi nuo ty paciy augaly lastelése
susiformuojandiy kompleksy su plazmolemos bei citozolio baltymais. Zinoma
jog kvieciy tonoplaste kaip ir plazmolemoje funkcionuoja ne tik pasyviojo, bet
ir aktyviojo, nuo ATP priklausomo, IAR transporto sistemos (Savi¢iené et al.,
1997; 2000). Du 60 ir 75 kDa molekulinés masés IAR ,,atpazistantys” baltymai
aptikti kvie€iy koleoptiliy lasteliy tonoplaste (Anisimoviené et al., 1998).

Tuo tarpu dél TAR-ASB kompleksuy formavimosi endoplazminiame tinkle
diskutuojama. Kaip jau minéta, biocheminiais metodais analizuojant
mikrosomy frakcijas buvo konstatuotas IAR-baltymuy kompleksy formavimasis

endoplazminio tinklo frakcijoje, terpés pH esant 5,5 (Dorhmann et al., 1978;
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Hertel, 1979), tac¢iau H.Tian ir kiti (1995) panaudoje¢ fotoZyminti reagenta 5-
azidoindol-3-acto rhgsti, pateikia jrodymus, kad ABP1 neriSa auksino
endoplazminiame tinkle, neZilirint to, jog Zinoma, kad daugiau kaip 90 %
ASB1 yra aptinkama jame (Jones, Venis, 1989; Shimomura et al., 1988;
Napier et al., 1992). Sia hipoteze palaiko ir tai, kad ASB1 pusamZis yra
priklausomas nuo pH (Shimomura et al., 1986). Prie pH 5,5 auksino jungimosi
prie ASB1 pusamzis yra zymiai trumpesnis negu prie pH 7,0 (Shimomura, et
al., 1986), o endoplazminio tinklo pH artimas neutraliam.

IAR saveika su branduolio baltymais. Nors |IAR-ASB kompleksy
poveikis branduolio genetinei infomacijai — SAURSs, Aux/IAR ir GH3 Seimuy
ankstyvojo atsako 1 IAR poveiki geny ekspresijai (Hagen, Guilfoyle, 1985;
Abel, Theologis, 1996; Leyser, 2002), RNR-polimeraziy aktyvumui (Merkys et
al.,, 1988; MHaprunaBumuche, 1992; Merkys, Darginaviciené, 1997) buvo
parodytas, taCiau tik pastaraisiais metais buvo identifikuotas auksino
receptorius TIR1 — F-dézutés tirpus branduolio baltymas (Dharmasiri et al.,
2005 a; Kepinski, Leyser, 2005).

Sio receptoriaus nustatyma nulémé, biitent, ankstesniais metais sukauptos
zinios. Buvo parodyta, kad auksinas po keliy poveikio minuciy ne tik keicia
geny ekspresija, ypa¢ Aux/IAR (Abel, Theologis, 1996) bet ir, kad tam svarbi
saveika tarp Aux/IAA transkribcija represuojanciy baltymy ir ubiquitin-ligazés

TIR1
F

komplekso SC , turinio savo sudétyje — TIR1 (de Pozo, Estelle, 2000;
Gray et al., 2001; Leyser, 2002). Be to, laisvy lasteliy sistemoje parodyta, kad
auksinas padidina saveika tarp TIR1 ir Aux/IAR (Dharmasiri et al., 2003) bei,
kad prie§ Sia saveika paveikus TIR1 auksinu pasikei¢ia jo ir Aux/IAR
susijungimas (Gray et al., 2001; Kepinski, Leyser, 2004). Taciau, kuris tiksliai
SCF™® komplekso komponentas ar komponentai yra auksino prisijungimo
vieta nebuvo aiSku. Tyrimy rezultatai rode, kad II Aux/IAR baltymy sritis yra
batina saveikai su SCF™™ (Dharmasiri et al., 2003; Kepinski, Leyser, 2004),
taip pat buvo nustatyta, kad, reaguodami | AR, Aux/IAR baltymai degraduoja
per SCF™™ (Gray et al., 2001). Todél buvo manoma, kad auksinas inicijuoja

Aux/TAA fosforilinima ar kitas modifikacijas, kurios prisideda prie Sio baltymo
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afiniSkumo TIR1 (Patton et al., 1998; Winston et al., 1999). Taciau kity autoriy
(Ramos et al., 2001; Dharmasiri et al., 2003) gauti duomenys parodé, kad
Aux/IAR II domenas neturi jokiy konservatyviyju fosforilinimo viety ir
saveikaujant Aux/IAR ir SCF'™, baltymy fosforilinimas tiesiogiai nevyskta,
Aux/IAR II domenas jokiame pajutimo kelyje, atsakant i auksing, néra
kovalentiskai modifikuojamas (Kepinski, Leyser, 2004).

Dvieju mokslininky grupiy Europos (Kepinski, Leyser, 2005) ir JAV
(Dharmasiri et al., 2005 a) pastaryju mety darbai, panaudojant radioaktyvia
IAR parodé, kad ji jungiasi tiesiogiai su i§valytu TIR1 kompleksu, bet ne su
Aux/TAR baltymais. Susiformavegs TIRI-IAR kompleksas saveikauja su
Aux/IAR baltymais (Kepinski, Leyser, 2005; Dharmasiri et al., 2005a). Sio
receptoriaus ir auksiny saveikos tyrimai parodé vieno saito kinetika. Saveikos
su IAR in vivo Kp 2,5x10° M (Kepinski, Leyser, 2005) ir 8,4x10° M
(Dharmasiri et al., 2005 a), su 1-NAR viena eile, 0 su 2,4-D dviem eilémis
mazesné nei su IAR. Nurodoma, kad TIR1 saito 80 % uzsotinimas pasiekiamas
esant AR koncentracijai 5x107 M (Badescu, Napier, 2006).

TIR1 charakteristikos lyginant su kukuriizy ASB1 charakteristikomis (5
lentelé) turi panasSumy ir skirtumy (Teale et al., 2006; Badescu, Napier, 2006).
ASB1 giminingumas 1-NAR nurodomas skirtingas tarp 2,0-20x10° M, o
giminingumas IAR daug maZesnis 5-10x10° M. Taigi, $iy dvieju baltymy
selektyvumas skiriasi (5 lentel¢), TIR1 labiau prisijungia natiiraly IAR liganda,
taCiau giminingumas kiekvieno saito pasirenkamiausiam ligandui yra panasus
(Dharmasiri et al., 2005 a; Kepinski, Leyser, 2005).

5 lentelé. ASB1 ir TIR1 ypatybiy triju dazniausiai naudojamy auksiny
atzvilgiu (palyginimas pagal Teale et al., 2006)

Nattralus Sintetiniai auksinali
Ypatybés auksinas
IAR 2,4-D NAR
Giminingumas receptoriui
TIR1 saveikos Kp Auksta Zema Vidutiné
ASBI saveikos Kp Vidutiné Zema Auksta
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Manoma, kad skirtingai nei ASB1 ar jo homologai, kuriy atsakas 1 IAR
siejamas su lastelés did¢jimu (Badescu, Napier, 2006), Sis auksino receptorius
tarpininkauja Aux/IAR degradacijai ir auksino reguliuojamai transkripcijai,
salygojanciai augalo vystymasi (Dharmasiri et al., 2005 b; Kepinski, Leyser,
2005). Nurodoma, kad TIR1 ir ASB1 aminoriig§¢iy sekos néra panasios (Teale
et al., 2006; Badescu, Napier, 2006).

ASB lokalizacija chloroplastuose ir mitochondrijose. Turint omenyje,
jog lastelés organoidai — chloroplastai ir mitochondrijos yra bakteriniai
endosimbiontai ir, kad Sie eukariotinés lastelés organoidai, kaip ir bakterijos
gali sintetinti IAR, o taip pat ja iSskirti 1 supancia aplinka (Wichner, Libbert,
1968; Merkys et al., 1974; Sergeeva et al., 2002) iSkyla klausimas, ar juose gali
funkcionuoti (funkcionuoja) ASB.

Jau pirmuosiuose darbuose, skirtuose IAR-ASB saity kompartmentacijos
lastel¢je (Dohrmann et al., 1978; Hertel, 1979) iSaiSkinimui, démesys kreiptas
ne tik 1 plazmolemos, tonoplasto, endoplazminio tinklo, bet ir { mitochondrijy
frakcija. Taciau specifiSkai sujungty IAR-ASB kompleksy formavimosi
mitochondrijose galimyb¢ kai terpés pH 5,5, buvo atmesta.

Véliau AM.Jones, E.Herman (1993) elektroniniu mikroskopu bei
naudodami imunohistocheming technika su skirtingais monospecifiniais
antikiiniais ABP1-am ir jo homologams nustaté¢ bendra sublasteling ABPI
lokalizacija, kuri parod¢, kad daugiausiai ABP randami endomembraninéje
sistemoje, bet ne branduolyje, vakuoléje, plastidése ar ant ju membrany, taip
pat ir ne ant mitochondrijy.

Atlikus  transgeninio tabako (su iSreikStu  jautrumu tiesiogiali
rekombinantiniam ASB1 genui) lapy ekstrakto imunoblotinga buvo nustatyta
(Shimomura et al., 1999), kad 60-70 % ASB1 susij¢ su membrany frakcijomis.
Membrany frakcionavimo sacharozés tankio gradiente rezultatai parode¢, kad
ASBL1 pasiskirstymas sutampa su endoplazminio tinklo markeriu, tuo tarpu,
chloroplasty tilakoidy ir mitochondriju membranose jo neaptikta.

Taip pat buvo daroma prielaida (Wardrop, Polya, 1980 a, b), kad didelis

periferinis tilakoidy baltymas ribuliozés-1,5-bifosfatkarboksilazé (RuBP
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karboksilaze) galéty saveikauti su IAR, taciau nei IAR kompleksy formavimosi
galimybiy su Siuo baltymu tyrimai, nei kity indolo junginiy, kity auksiny, ju
transporto inhibitoriy galimybé konkuruoti dél IAR prisijungimo vietos neleido
padaryti iSvados apie auksino susijungima su RuBP karboksilaze.

Tokiu biidu atlikta literatiiros Saltiniy apzvalga ASB lokalizacijos lastel¢je
klausimu rodo, kad Sie baltymai lokalizuoti ir funkcionuoja plazmolemoije,
branduolyje, citozolyje ir tonoplaste. Tyrimai dél galimos ASB lokalizacijos
chloroplasty ir mitochondrijy organoiduose detaliau néra vykdyti. Tai ir

nulémeé miisy tyrimo pagrindinj tiksla.
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2. TYRIMY METODOLOGIJA

2.1. Tyrimy objektas

Tiriamaisiais objektais, augaly lastelése lokalizuotiems ASB iSaiskinti buvo
pasirinktos magnolijainio augalo — pupelés (Phaseolus vulgaris L. 'Baltija’)
organoidy — mitochondrijy ir chloroplasty sublastelinés frakcijos.

Chloroplasty frakcijos isskyrimui naudoti 10-12 pary lapai. Augalai 4 paras
buvo auginami tamsoje, palaikant pastovig drégme ir +23+2 °C temperatiira,
véliau 6-8 paras — kameroje, esant 219+2 umol m? s™ augalo lapui dienos
lempy ap$vietimui 10-12 h.

Mitochondrijy frakcijos isskyrimui naudoti 4-5 pary etioliuoti hipokotiliai.
Pupelés buvo auginamos tamsoje, palaikant pastovia drégme ir +23+2°C
temperaturg.

I TAR poveiki tistamuoju augimu reaguojanti hipokotilio zona ir
efektyviausiai tistamaji hipokotiliy augima skatinanti IAR koncentracija buvo
nustatytos atlikus bandymus, panaudojant agaro bloky-donory metoda.
Binokuline lupa (did. 8x) buvo i§matuojamas pupeliy hipokotiliy pailgéjimas
milimetrais. Rezultatai parodé, kad efektyviausiai augima skatino 10° M IAR

koncentracija.
05 =m
0,5-1,0 I
1,0-15 S
15-2,0 Mitochondriju
2,0-2,5 I iSskyrimui
2,5-3,0 naudota zona
3,0-35
35-40 =
4,0-45 mm
4550 pm
atkarpos 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

prieaugis, mm

6 pav. Pupeliy hipokotiliuy zona, intensyviausiai atsakanti | auksino poveiki.
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Tyrimams buvo pasirinkta 4 cm hipokotilio atkarpa, intensyviausiai
tistamuoju augimu atsakanti | egzogening IAR, atmetus pirmus 0,5 cm nuo
séklaskil¢iy (6 pav.). Tokia pat hipokotiliy zona, intensyviausiai reaguojanti
tistamuoju augimu | IAR poveiki buvo naudota ir plazmolemos bei citozolio

IAR-ASB tyrimams (Mepkuc u ap., 1999; Anisimoviene, Jodinskiené 1999;

v

2.2. Chloroplasty ir mitochondrijy sublasteliniy frakcijy iSskyrimo
salygy parinkimas

Optimalios salygos chloroplasty ir mitochondrijy sublastelinéms frakcijoms
iSskirti: homogenizavimo ir perplovimo terpiu sudétys, ju pH, diferencinio
centrifugavimo rezimai, gryninimui naudojami gradientai buvo pasirinkti
eksperimento keliu pritaikant kity mokslininky naudotas metodikas (KynaeBa u
ap., 1979; Fregeau, Wightman, 1983; peiinep, 1991; CenuBankuna u map.,
1997; Benkova et al., 1999; Lyukevich et al., 2002).

2.2.1. Chloroplasty sublastelinés frakcijos iSskyrimas

Pirmajame darby etape, chloroplasty sublastelinei frakcijai iSskirti, buvo
pasirinkta schema (7 pav.) pritaikant metodikas naudotas Dz.Dreiper (1991) ir
0O.Kulajeva su bendraautoriais (1979) chloroplasty bei mitochondrijy DNR ir
RNR analizei.

Organoidy i8skyrimui naudota homogenizacijos ir perplovimo terpe, kurios
sudeétis: 50 mM TRIS-HCI, pH 7,8, 100 mM sacharozés, 10 mM KCI, 10 mM
MgCl,, 4 mM merkaptoetanolio. Frakcija buvo gryninta laiptiniame sacharozés
gradiente: 52/30 %, paruoStame 50 mM TRIS-HCI, pH 8,0, buferyje su 20 mM
EDTA priedu. Frakcija iSskirta keturiais centrifugavimo etapais (7 pav.).

Vélesniuose darby etapuose chloroplasty frakcijos iSskyrimo ir gryninimo
schema (8 pav.) bei optimalios terpiy sudétys parinktos pagal organoidu
intaktiSkumo ir funkcionalumo ivertinimo bei preliminarius IAR-ASB

kompleksy formavimosi tyrimy rezultatus, pritaikant metodikas, naudotas
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fitohormony tyrimams chloroplastuose atlikti (Fregeau, Wightman 1983;

Benkova et al., 1999; Cenuankuna u ap., 1997; Lyukevich et al., 2002).

Pupeliy lapai Pupeliy hipokotiliai
2 v
Homogenatas Homogenatas ;
Nuosedos Nuosédos
atmetamos | 700g x 10 min. 2000g x 10 min. ! atmetamos
Supernatantas Supernatantas

2000g x 10 min. 10000g x 15 min.

y

Nevalyta Nevalyta
CHLOROPLASTU MITOCHONDRIJU
frakcija frakcija
2000g x 10 min. 4 +  10000g x 15 min.
Valymas Valymas

+ 10000g x 30 min.

Gryninimas
sacharozes gradiente

+  16000g x 60 min.

Gryninimas

sacharozes gradiente

7 pav. Chloroplasty ir mitochodrijy i$skyrimo schemos, osmotiku terpése ir
organoidy frakciju gryninimui naudojant sacharozg.

Homogenizacijos terpés sudétis: 330 mM sorbito, 50 mM TRIS-HCI, pH
7,6, 0,4 mM KCI, 2 mM EDTA, 1 % PVP, 5 mM izoaskorbininés riigsties.
Sioje terpéje lapai santykiu 1:4 (giml) buvo homogenizuojami audiniy
smulkintuve ir nufiltruojami  per Mirochlot audekla. Homogenatas
centrifuguotas 15 min., kai 700 g, 0+4 °C temperatiroje. Nuosédos atmestos,
supernatantas centrifuguotas dar karta 15 min., esant 2000 g (8 pav.). Gautos
nuosédos — nevalyta chloroplasty frakcija — homogenizuota perplovimo
terpéje, kurios sudétis: 330 mM sorbito, 50 mM TRIS-HCI, pH 7,6, 2 mM
EDTA, 1 mM MgCl,, 1 mM MnCl, ir centrifuguota 15 min., kai 2000 g, 0+4
OC temperatiiroje.

Perplauta nevalyty chloroplasty frakcija gryninta laiptiniame perkolio
gradiente 20/40/80%. Centrifuguota 30 min., kai 10 000 g. Chloroplasty

sublasteliné frakcija surinkta perkolio tankio sluoksnyje tarp 40/80% (8 pav).
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Nuo perkolio liekany gauta chloroplasty sublastelin¢ frakcija buvo perplauta

du kartus.
Pupeliy lapai
v
Homogenatas
Nuosédos _
atmetamos | 700g % 10 min.
Supernatantas

2000g x 10 min.

Nevalyta chloroplasty
frakcija

2000g x 10 min. l

Valymas

{ 10000g x 30 min.
Gryninimas
perkolio gradiente
20%/40%(80%

/

Chloroplastai

8 pav. Intaktiniy ir funkcionaliy chloroplasty sublastelinés frakcijos
iSskyrimo schema.

2.2.2. Mitochondrijy sublastelinés frakcijos iSskyrimas

Mitochondrijy frakcijos iSskyrimui pirmajame darby etape buvo taikytos R.
Hertel (1979) ir Dz. Dreiper (1991) naudotos metodikos (7 pav.). Taéiau ir $iuo
atveju, osmotiku iSskyrimo terpése bei frakcijos gryninimui, naudojant
sacharozg, = nebuvo  uZtikrinamas  mitochondrijy  intaktiSkumas  ir
funkcionalumas. V¢lesniuose darbuose frakcijos iSskyrimui buvo taikyta
metodika (9 pav.), naudota auksiny sintezés galimybei mitochondrijy frakcijoje
tirti (Fregeu, Wightman, 1983).

Hipokotiliai santykiu 2:1 (g:ml) buvo homogenizuoti homogenizacijos terpé¢je:
330 mM manito, 50 mM TRIS-HCI, pH 7,3, 3 mM EDTA, 25 mM cisteino, 1 % PVP
ir nufiltruoti per Mirochlot audekla. Homogenatas centrifuguotas 10 min., kai 2000 g,

nuosédos atmestos. Supernatantas buvo centrifuguotas - 15 min., esant 10 000 g,
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0+4 °C temperatiiroje. Gautos nuosédos (nevalyta mitochondrijy frakcija)
homogenizuotos ir centrifuguotos 10 min., esant 10 000 g perplovimo terpéje, kurios
sudétis: 300 mM manito, 50 mM TRIS-HCI, pH 7,2, 1 mM EDTA. Perplauta
mitochondrijy sublasteliné frakcija nuo kity lastelés kompartmenty membrany
priemaisy, esanciy nuosédose, gryninta laiptiniame perkolio gradiente 10/23/40%
(centrifuguota 60 min., esant 16 000 g). Mitochondrijos surinktos perkolio tankio
sluoksnyje tarp 23/40% (9 pav.). Nuo perkolio lickany 2 kartus plauta perplovimo
terpéje.

Pupeliy hipokotiliai

v
Homogenatas
J Nuosédos
2000g x 10 min. l atmetamos
Supernatantas

l 10000g x 15 min.

Nevalyta MITOCHONDRIJY
frakciia

i 10000g x 15 min.

Valymas

v 16000g x 60 min.

Gryninimas perkolio
gradiente
10%/23%,@%
]
Mitochondrijos

9 pav. Intaktiniy ir funkcionaliy mitochondriju sublastelinés frakcijos

iSskyrimo schema.

Baltymy kiekio nustatymas. Baltymo kiekis iSskirtose organoidy
sublastelinése frakcijose ir visuose kituose tyrimy etapuose, buvo ivertinamas
Bradford (1976) metodu arba modifikuotu (Hartree, 1972) Lowry (1951)
metodu. Kaip standartas buvo naudotas jau¢io serumo albuminas (BSA).

Chlorofilo kiekio nustatymas. Chlorofilo kiekis intaktiniy chloroplasty ir

ju membrany preparatuose buvo nustatytas ekstrahuojant 80 % acetonu ir
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centrifuguojant 5 min. esant 500 g (Benkova et al., 1999). Supernatanto
absorbcija matuojama, esant bangos ilgiui A 652 nm, (Arnon, 1949). Chlorofilo

koncentracija (mikrogramais/mililitre) buvo skai¢iuojama pagal Arnona
(1949).

2.3. Organoidy sublasteliniy frakcijy identifikavimas

2.3.1. Chloroplasty sublastelinés frakcijos

Fotosintetinio deguonies susidarymas buvo jvertintas, nustatant deguonies
koncentracija Klarko tipo elektrodu, 25 °C temperatiiroje. O, matavimai pradéti
registruojant O, pokyéius tamsoje ir testi, esant 250 W/m® ap$vietimui.
Chloroplasty preparatai, turintys 0,1 mg chlorofilo (Fry, 1970) buvo idéti 1 10
ml terpés, kurios sudétis (Mills, Joy, 1980): 330 mM sorbito, S0 mM TRIS-
HCI pH 7,8, 10 mM KCI, 10 mM NaHCO3;, 5 mM NayP,0;, 2 mM ATP, 2 mM
EDTA.

Fericianido (KsFe(CN)s) fotoredukcija buvo nustatyta terpéje: 20 mM
TRIS-HCI, pH 7,8, 10 mM NaCl, 3 mM MgCl,, 1,3 mM K;Fe(CN)g, pridedant
chloroplasty suspensijos, turincios 25-30 pg chlorofilo (Hukomaesa, 2001) ir
330 mM sorbito (Reeves, Hall, 1980). Sviesinés ekspozicijos (200 W/m?) laikas
2 min., reakcija stabdyta pridedant lygy kieki 10 % TCR. Optinis tankis
matuotas esant bangos ilgiui A — 420 nm. (Kymaesa u ap., 1979).

Chloroplasty frakcijos uZterStumas branduoliais buvo jvertintas Sviesiniu
mikroskopu (did. 400x), nudazius toluidino méliu 1 %. Mitochondrijomis —
naudojant citochroma c (Cit c), kaip mitochondriju Zymeni, pagal 2.3.2.
poskyryje apraSyta metodika. Tyrimui buvo imta chloroplasty frakcija paveikta
detergentu digitoninu (3 %), palyginimui naudota mitochondrijuy frakcija be

detergento poveikio. Kontrolé — buferis su detergentu.

2.3.2. Mitochondrijy sublastelinés frakcijos

Citochromo ¢ oksidacijos jvertinimui Cit ¢ buvo redukuotas 1mM DTT iki
AS550/A565 santykio, didesnio nei 6. Mitochondrijy frakcija homogenizuota 40

mM fosfatiniame buferyje, pH 7.4 ir inkubuota 60 s. Reakcija pradéta pridéjus
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(4 mg/ml) Cit c, kurio oksidacija matuota bangos ilgiui esant 550 nm (Tolbert,
1974; Benkova et al., 1999). Cit c¢ oksidacijos aktyvumui palyginti buvo
naudojami mitochondrijy preparatai, paveikti detergentu tritonu X-100
(Tolbert, 1974; Bartoli et al., 2000).

F-ATP-azés aktyvumui nustatyti naudota terpé: 30 mM TRIS-MES, 3 mM
ATP ir 3 mM MgSO,, 50 mM KCI — dedant i reakcijos terpe tik MgSO, arba
MgSO, bei KCI kartu (Gallagher, Leonard, 1982; Tuxas, MakcumoB u mp.,
1984). Reakcija pradéta pridéjus ~50 pg baltymo, vyko +38°C temperatiiroje
30 min., sustabdyta pavyzdzius greitai atSaldant ir pridéjus 1 % amonio
molibdato. Méginiai praskiesti iki 10 ml distiliuvotu H,O ir pridéta 0,2 ml
SnCl,. (Gallagher, Leonard, 1982). Spalviné reakcija matuota, esant bangos
ilgiui A 720 nm. ATP-azinis aktyvumas nustatytas pagal susidariusio
neorganinio fosforo (P,) kieki (PKykos, Bepemarun, 1970). KH,PO,
kalibracijos kreivé paruosta pagal A.Zukovo ir A.Vere$¢agino metodika
(Kykos, Bepemarun, 1970). Mitochondrijy F-ATP-azés aktyvumas nustatytas
naudojant specifinj inbitoriy — natrio azida (NaN3; — 50 mM).

Mitochondrijy sublgstelinés frakcijos funkcionalumas nustatytas matuojant
deguonies sugérimq Klarko tipo elektrodu 25 °C temperatiiroje (Bergman et
al., 1980; Journet, Douce, 1983). Matavimui mitochondrijy frakcija (nuo 0,5
iki 1,0 mg baltymo) idéta { 10 mM kalio fosfatinio buferio, pH 7,2 terpg su 300
M manito, 5 mM MgCl,, 10 mM KCI priedais (Journet, Douce, 1983).

Mitochondrijy  frakcijos uzterstumas jvertintas naudojant plazmolemos
frakcijos ATP-azés specifinj inhibitoriy dietilstilbestrola (50 mM), veikianti,
kai terpés pH 6,5 (Jodinskiené, 2005), bei tonoplasto frakcijos ATP-azés
inhibitoriy kalio nitrata (50 mM). Tonoplasto frakcijos inhibitoriaus poveikis
analizuotas, kai terpés pH 7,0 ir 7,5 remiantis optimaliu tonoplasto frakcijos,
i$skirtos 18 kvie€iy koleoptiliy, ATP-azés aktyvumo pH (Merkys et al., 1995).
Kontrolinis ATP-azés aktyvumas jvertintas, kai terpés pH buvo toks pat kaip ir

inhibitoriy, bei kas karta prilygintas 100 %.
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2.4. Intaktiniy organoidy preparaty subfrakcionavimas

Intaktiniams chloroplasty ir mitochondriju preparatams subfrakcionuoti
buvo taikytos osmotinio Soko (uzSaldymo-atSildymo) procediiros (Musser,
Theg, 2000; Anderson, 2001). Organoidy frakcijos homogenizuotos ir
uzSaldytos 10 mM TRIS-HCI, pH 8,0, buferyje, turin¢iame 5 mM MgCl,.
Organoidy suspensijos ir terpés santykis — 1:7. Chloroplasty membranos
nusodintos centrifuguojant 10 min. prie 10 000 g, mitochondrijy — 10 min. prie
16 000 g, esant 0-4 °C temperatiirai. Gauti membrany vezikuliy preparatai nuo
galimy organoidy skysty faziy liku¢iy buvo perplaunami 10 mM TRIS-HCI,
pH 8,0 buferiu ir nusodinami tuose paciuose centrifugavimo reZimuose.

Mitochondriju membrany ir matrikso baltymy kompleksy atskyrimui buvo
taikyta ir kita metodika (Hajek, et al., 2004) kada po Soko procediiros
mitochondrijuy membrany ir matrikso baltymy kompleksai buvo purtomi su
rafinuotu saulégrazy aliejumi, po to centrifuguojami 10 min. prie 20 000 g (0-4
%C) ir atskiriamos trys fazés: 1 — laisva nuo baltymy alicjaus faz¢, 2 — interfaze,
turinti membranines struktiras su tvirtai sujungtais baltymais, 3 — vandeniné

fazé, turinti mitochondrijy matrikso baltymus.

2.4.1. Chloroplasty ir mitochondrijy membrany vezikuliy preparaty
soliubilizacija

Chloroplasty membrany bei pirmame darby etape mitochondriju membrany
vezikuliy preparatai buvo soliubilizuoti, t.y. veikiant nejoniniu detergentu
tritonu X-100 pervesti | tirpia bisena (Jones, 1994). Buvo naudojama
soliubilizacijos terpé, kurios sudétis: 50 mM TRIS-HCI buferis, pH 7,8 su 1
mM EDTA, 1 mM PMSF bei tritono X-100 priedais (Anisimoviené et al.,
1998; Jones, 1999). Atliekant bandymus buvo parinkta optimali tritono X-100
koncentracija ir baltymo su nejoniniu detergentu santykis (Anisimoviené,
Merkys, 2000). Soliubilizacija vyko 4 °C temperatiiroje 60 min. Soliubilizuoti
baltymuy preparatai buvo centrifuguojami 20 min. prie 24000 g.

Véliau, mitochondrijy membrany vezikulés buvo soliubilizuojamos Kkitu
nejoniniu detergentu — digitoninu terpéje, kurios sudétis: 50 mM Tris-HCI, pH
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7,0, 0,1 mM EDTA, 50 mM NacCl, 10 % (taris/turiui) glicerolio, 1 mM PMSEF.
Nejoninio detergento digitonino ir baltymo santykis (1:5), galutin¢ digitonino
koncentracija buvo 1 % (Niznik et al., 1986; Eubel et al., 2003).

Soliubilizuoti membrany baltymai nuo detergenty (tritono X-100 ar
digitonino) pertekliaus ir kity mazamolekuliniy junginiy buvo valomi
Amberlitu XAD-7 arba leidziant per Sefadekso G-25 kolonélg. Eliucijos
buferis 50 mM TRIS-HCI, pH 7,5 arba 5,5 — chloroplasty membranoms ir pH

7,0 — mitochondrijy membranoms.

2.4.2. Stromos ir matrikso baltymy iSsodinimas

Stromos ir matrikso — skysty organoidy faziy tirpis baltymai buvo
iSsodinami amonio sulfatu iki 80 % prisotinimo. Baltymai buvo nusodinami
centrifuguojant 30 min. prie 4500 g, pervedami i tirpia biisena 50 mM TRIS-
HCI buferiu, pH 5,5 ar 7,5 — stromai arba pH 7,0 — matriksui. Nuo amonio
sulfato bei kity mazamolekuliniy junginiy priemaisy buvo valomi Sefadekso

G-25 kolonéléje. Eliucijos buferis — 50 mM TRIS-HCI, atitinkamo pH.

2.5. SpecifiSkai sujungty IAR-ASB kompleksy formavimosi galimybiy
tyrimai ir kompleksy charakteristiky jvertinimas

Chloroplasty ir mitochondriju organoidy bei ju subkompartmenty
preparatai buvo naudojami IAR saveikos su baltymais tyrimams. Tam taikytos
iprastos kity lastelés kompartmenty [IAR-ASB kompleksy formavimosi ir
charakterizavimo tyrimams procediiros (Hertel, 1979; Merkys et al., 1988;
HNaprunaBudene, 1992; Anisimovien¢ et al.,, 2000; Jodinskien¢, 2005;
Kepinski, Leyser, 2005; Dharmasiri et al., 2005 a; Carrier, 2008).

IAR ir ASB saveika vyko terpéje, kurios sudétis: 50 mM TRIS-HCI
buferis, jvairiy pH ir | mM KCIl, 1 mM MgCl, Intaktiniy organoidy tyrimo
atveju jvesta 300 mM atitinkamo osmotiko (sorbito arba manito). Zymétos **C-
IAR koncentracija — 5x107 M, nezymétos “C-IAR — 10 M. Kompleksy
susidarymo inkubacija vyko 30 min., +25+2 °C temperatiiroje. Prijungtos **C-

IAR kiekis iSreikStas impulsais per minut¢ baltymo vienetui. Tyrimams
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naudota '“C-IAR, kurios specifinis aktyvumas 1,85-2,22 GBg-mmol
(American Radiolabeled Chemicals, Inc.). Tokiu biadu 100 *C-IAR impulsy
atitinka 10 nM.

IAR-baltymy kompleksy formavimasis buvo tiriamas kompleksy
nusodinimo trichloracto riigstimi (TCR) metodu (Hertel at al., 1972; Ray et al.,
1977 b). 10-12% TCR paveikti IAR-ASB kompleksai buvo nusodinami
centrifuguojant (30 min., kai 4 000 g) arba filtruojant per membraninius filtrus
(pory diametras 0,2 um). | kompleksus isijungusios “*C-1AR impulsai (per 1
min. ir/ar per 5 min. ir/ar per 10 min.) buvo skaifiuojami Bray’s sistemoje
santykiu 1:10, radiospektrometru Beckman LS 1801 (JAV).

Artimos cheminés struktiros indolo junginiai, t.y. junginiai turintys
analogiska ziedo struktiira ir karboksilo grupg: IPR, ISR, IKR, IPVR bei
auksino transporto inhibitoriai: NFR, TJBR tirti pagal ju gebéjima konkuruoti
su C-IAR dél prisijungimo viety IAR-ASB kompleksuose. Konkuruojan&iy
ligandy bei inhibitoriy koncentracija — 10 M.

Susiformavusiy IAR-ASB kompleksy charakteristiky jvertinimas. 1C-IAR
ligando koncentracijos reikalingos ASB prisotinimui, pusiausvyros disociacijos
konstantai (Kp), prisijungimo viety skaiCiui (n) jvertinti buvo atlikti
prisotinimo bandymai, naudojant skirtingas *“C-IAR koncentracijas nuo 10®
iki 10 M, pridedant didelj kieki (10 M) *C-1AR.

YC-IAR i3stimimas i§ IAR-baltymy kompleksy buvo tiriamas didinant
nezymétos IAR koncentracija nuo 5x107 iki 10* M, C-1AR koncentracija
buvo 5x107 M. ECs, (efektyvi koncentracija) jvertinta pagal nezymétos IAR
koncentracija, 50 % sumazinan&ia specifiskai prisijungusios “C-IAR kieki
(Ray et al., 1977 a). Rezultatai apskai¢iuoti naudojant GraphPad quickcalcs
skaiCiuotuva ir GraphPad Prism 4 programa (Miller JR, GraphPad Software
Inc., San Diego CA, 2003).

2.6. Chloroplasty ir mitochondrijy ASB charakterizavimas
Chloroplasty tirpiis stromos (skystu faziy) bei chloroplasty ir mitochondrijy
membraniniai baltymai, iSskirstyti nedenatiiriuojamosios (natyvios) PAAG
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elektroforezés metodu (Cacdonos, Cadonora, 1969; Laemmli, 1970).
Koncentruojamasis gelis buvo 4,0 %, skirstomasis — 7,0 %. Saveikaujanciy su
[IAR baltymy natyvios molekulinés masés, jvertintos, naudojant Sigma
standarty rinkinj (a-laktalbuminas — 14,2 kDa; karboniné anhidrazé¢ — 29 kDa;
ovalbuminas — 45 kDa; jau¢io serumo albuminas — 66 kDa (monomeras);
jaucio serumo albuminas — 132 kDa (dimeras); ureazé — 272 kDa (trimeras) ir
ureazé¢ — 545 kDa (heksameras)), tinkantj baltymy molekuliniy masiy
apskai¢iavimui, nedenatiiruojamomis salygomis, esant neutraliam pH
(Gallagher, 1999).

Po elektroforezés, tam, kad biity galima pamatyti pra¢jusiy baltymy zonas,
apskaiCiuoti ju Rf, bei palyginti su Zinomos molekulinés masés baltymais,
viena ar dvi juostos buvo 30 min. fiksuojamos 12,5 % TCR ir dazomos kumasi
briliantine melsve (Kumasi Briliant Blue R-250). Kitos baltymy juostos buvo
naudotos IAR ir baltymy saveikos tyrimams.

2.7. Statistin¢ duomeny analizé

Duomenys buvo iSanalizuoti naudojant Microsoft Excel statistinés
programos paketa — jvertintas rezultaty vidurkis (M), standartin¢ paklaida
(SK), standartinis nuokrypis (SN):

SK=SNAN ;

SN= VE(yi-Yvia) /N-1.

Rezultaty aritmetiniai vidurkiai skaiciuoti i§ 3-5 bandymy. Aptariami
skirtumai reikSmingi, kai P>0,95.

Susiformavusiy IAR baltymu kompleksy charakteristikoms jvertinti
rezultatai buvo skaiCiuojami naudojant GraphPad quickcalcs skai¢iuotuva ir
GraphPad Prism programa (Miller JR, GraphPad Software Inc., San Diego
CA, 2003).

Standartiné lygtis Y=Bmax X/(X+Ky).

Bendro prisijungimo kreivés lygtis Y =B X/(X+Kg)+NS-X;

Kp=ECso-Z.

Y — bendras radioligando prisijungimas (specifinis + nespecifinis); X —

nezyméto ligando koncentracija; Z — zZyméto ligando koncentracija; ECsq —
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nezymeto ligando koncentracija, 50 % sumazinanti specifini prisijungima; Bpmax
— receptoriaus prisijungimo viety maksimalus tankis (n); Kp — radioligando
pusiausvyros disociacijos konstanta; NS — nespecifinis prisijungimas
(Motulsky, Christopoulos, 2003).
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3. TYRIMU REZULTATAI

3.1. IAR-ASB kompleksy formavimosi galimybiy tyrimai pupeliy

chloroplasty ir mitochondrijy sublastelinése frakcijose

3.1.1. Optimalaus pH IAR-ASB kompleksy susidarymui nustatymas
IeSkant atsakymo 1 klausima ar pupeliy lapy chloroplastuose ir hipokotiliy
tistanCiy lasteliy mitochondrijose gali formuotis IAR-ASB kompleksai, kokios
optimalios IAR-baltymuy kompleksams susidarymo salygos ir kokie Siy
kompleksy ypatumai buvo tiriama IAR ir baltymo saveikos priklausomybé nuo
terpés pH, kuri yra svarbi charakteristika specifiniam IAR ir baltymo
saveikavimui (Ray et al.,1977 a; L6bler, Klambt, 1985 a; Merkys et al., 1988;
HNaprunasuyene 1992; Jones, 1994; Anisimoviené¢ et al., 2000).

Tam, pirmajame darby etape, tyrimai buvo atlikti chloroplasty ir
mitochondriju sublasteliniuose preparatuose, iSskirtuose osmotiku terpése
naudojant sacharozg, remiantis metodikomis taikytomis chloroplasty ir
mitochondriju DNR ir RNR analizei (KynaeBa u np., 1979; peiinep, 1991).
Sublasteliniy frakciju gryninimai atlikti laiptiniuose sacharozés gradientuose.
Sis osmotikas paprastai yra naudojamas gryninimui jvairiy lastelés
kompartmenty: plazmolemos, endoplazminio tinklo, tonoplasto preparaty,
tiriant IAR-ASB kompleksy formavimosi galimybes (Ray, 1977 a; Hertel 1979;
Merkys et al., 1988; JlaprunaBuuene, 1992; Anisimoviené¢ et al., 2000).

[IAR saveikos su chloroplasty ir mitochondrijy baltymais galimybé buvo
analizuota prisijungimo terpés pH skaléje nuo 4,0 iki 9,0, kas pH 0,5. Démesys
kreiptas i bendra ir specifini *C-IAR prisijungima bei susiformuojangiy **C-
IAR-ASB kompleksy specifiSkuma, taip pat kaip ir tiriant bei vertinant kituose
lasteliy kompartmentuose vykstancia IAR-ASB saveika (Ray et al., 1977 b;
Hertel, 1979, Lobler, Klambt, 1985 a; daprunaBuuche, 1992; Anisimoviené et
al., 2000).

Optimalaus pH IAR-ASB kompleksy susidarymui nustatymas
chloroplasty preparatuose. Bendras *C-IAR isijungimas i chloroplasty
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preparatus buvo konstatuotas visuose pavyzdziuose, 1 kuriuos buvo ivedama
5x107 M *C-IAR koncentracija, terpés pH esant nuo 4,0 iki 9,0 (10 pav., 3
priedas). Siuo atveju “*C-I1AR prisijungia prie visy didelio ir mazo giminingumo
prisijungimo viety baltyme (Ray et al., 1977 b).

OBendras IAR prisijungimas
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10 pav. IAR-ASB kompleksy formavimosi chloroplasty frakcijoje

priklausomybé nuo terpés pH.

Kaip jau minéta, pagrindinis démesys buvo kreipiamas 1 specifini
prisijungima, gaunama i§ bendro prisijjungimo atémus nespecifini prisijungima
ir parodantj kiek yra specifiskai prijungtos *C-IAR (Ray et al., 1977 b). Tam
radioaktyvumas buvo matuojamas pavyzdziuose, i kuriuos pridedama ne tik
zyméto hormono, bet ir labai didelis neZyméto ligando perteklius, iSstumiantis
zymeéta hormona 1§ tokiy didelio giminingumo viety, kuriy Kp gerokai mazesne,
negu pridéta neZyméto hormono koncentracija. Taigi, nespecifini sujungima
sudaro ne tik mazo giminingumo prisijungimas, bet ir likgs laisvas zymétas
hormonas (Ray et al., 1977 b).

Atliktas didelis skaiCius bandymy prisijungimo terpés pH skal¢je, leido
daryti prielaida apie galima ASB funkcionavima chloroplastuose — optimalus
terpés pH 5,5, taCiau pastoviai atsikartojanciy rezultaty gauti nepavykdavo.
Pavyzdziui, atlikus 7 bandymus tik 4 i§ ju buvo konstatuotas specifiSkai
sujungty kompleksy formavimasis terpés pH esant 5,5. Be to, prijungtos IAR
kiekis baltymo vienetui bei kompleksy specifiSkumas svyravo — skyrési kelis ar

net keliasdeSimt karty. Keletoje bandymu nedidelis specifiskai prisijungusios

66



YC-IAR kiekis nustatytas ir terpés pH esant 6,0, tadiau prijungtos zymeétos IAR
kiekis buvo paklaidos ribose. Paveiksle ir priede esancioje lenteléje pateikti
IAR ir ASB saveikos galimybg parodan¢iy bandymy duomeny, osmotiku
1Sskyrimo metu naudojant sacharoze¢ ir frakcijy valyma atliekant laiptiniame
sacharozes gradiente, atsikartojusiy bandymu vidurkiai (10 pav., 3 priedas).
Optimalaus pH IAR-ASB kompleksy susidarymui nustatymas
mitochondrijy  preparatuose. @ |IAR-ASB  kompleksy  formavimosi
priklausomybés nuo terpés pH tyrimy rezultatai mitochondrijy frakcijoje,
i$grynintoje laiptiniame sacharozés gradiente parodé, kad bendras “C-1AR
prisijungimas vyksta visuose terpés pH (11 pav., 3 priedas). Mitochondrijy
frakcijoje bendras prisijungusios Zymétos IAR kiekis baltymo vienetui prie
visy didelio ir mazo giminingumo prisijungimo viety 3 kartus didesnis nei
bendras prisijungusios '*C-IAR kiekis, tenkantis miligramui baltymo

chloroplasty frakcijoje (3 priedas).

OBendras IAR
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11 pav. I|AR-ASB kompleksy formavimosi priklausomybé nuo
prisijungimo terpés pH pupeliy hipokotiliy mitochondrijy frakcijoje.

Gautais duomenimis, specifiné IAR ir ASB saveika mitochondriju
frakcijoje vyksta terpés pH esant 7,0-8,0 (11 pav., 3 priedas). Optimalus terpés
pH specifiniy IAR-ASB kompleksy formavimuisi — 7,0, ta¢iau mitochondrijy
frakcijoje rezultaty neatsikartojimas buvo dar didesnis nei chloroplasty

frakcijoje.
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Esant optimaliam terpés pH 7.0, specifidkai prisijungtos *C-1AR kiekis
mitochondrijy baltymo vienetui buvo beveik du kartus didesnis nei
chloroplasty baltymo vienetui, esant optimaliam kompleksy formavimuisi
terpés pH 5,5, taciau mitochondrijuy preparatuose susiformuojanciy IAR-ASB
kompleksy specifiSkumas mazesnis nei  chloroplasty preparatuose
susiformuojanc¢iy kompleksy specifisSkumas (3 priedas).

Tokiu budu, tyrimy, atlikty su organoidu sublasteliniais preparatais, kai
1$skyrimo metu osmotiku naudojama sacharozé, rezultatai parodé specifiSkai
sujungty IAR-ASB kompleksy formavimosi galimybg abiejuose organoiduose
bei C-IAR prisijungimo prie ASB priklausomybe nuo terpés pH. Taciau
rezultaty neatsikartojimas ir svyravimas kelé abejoniy, visy pirma, dél galimo
organoidy intaktiskumo ir funkcionalumo uztikrinimo, osmotiku iSskyrimo
metu naudojant sacharoz¢ ir frakciju gryninima atlickant laiptiniame
sacharozés gradiente. Sia misy prielaida parémé ir literatiiroje aptikta
nuomon¢ (Moppe u ap., 1987), kad chloroplastai valomi sacharozés tankio
gradiente gali beveik pilnai prarasti gebéjima fiksuoti CO,. Tod¢l buvo pradéta
ieSkoti naujy i8skyrimo metody ir IAR-ASB kompleksy formavimosi tyrimo

salyguy, 1vertinant organoidy intaktiSkuma ir funkcionaluma.

3.1.2. Chloroplasty ir mitochondrijy organoidy intaktiSkumo ir
funkcionalumo uztikrinimo svarba tiriant IAR-ASB kompleksy
formavimasi

Eksperimento biidu, taikant metodikas naudotas: endogeniniy auksinu
buvimo ir ju sintezés galimybés chloroplasty ir mitochondriju preparatuose
tyrimui (Fregeau, Wightman 1983), citokininy kiekio ir buklés analizei
(Benkova et al., 1999), specifiSskai sujungty citokininy-baltymuy kompleksuy
formavimosi tyrimui (Lyukevich et al., 2002) bei jvertinant iSskirty
chloroplasty ir mitochondrijy organoidy intaktiSkuma ir funkcionaluma, buvo
pasirinktos Siy organoidy frakciju i8skyrimo ir gryninimo metodikos,

nurodytos Metodologijos 2.2.1. ir 2.2.2. skyriuose.
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3.1.2.1. Chloroplasty ir mitochondrijy sublasteliniy frakcijy

jvertinimas

Dazniausiai zymeniu chloroplasty identifikavimui naudojamas chlorofilo
nustatymas (Arnon, 1949; Bergman et al., 1980), taciau toks testas neleidzia
atskirti ar matuojamas laisvy tilaikoidy, ar intaktinio organoido chlorofilas
(Moppe, 1990). Todél chloroplasty organoidy intaktiSkumas ir fiziologinis
aktyvumas buvo jvertintas kitais metodais, matuojant deguonies susidarymq
fotosintezés metu ir fericianido fotoredukcijq chloroplasty sublgstelinés
frakcijos: a) iSskirtos osmotiku terpése naudojant sacharoze ir frakcijos
gryninimg atliekant laiptiniame sacharozés gradiente, b) osmotiku iSskyrimo
terpése naudojant sorbita ir frakcijos gryninima atliekant laiptiniame perkolio
gradiente, ¢) negrynintos.

Rezultatai gauti matuojant nuo CO, priklausoma O, susidaryma
fotosintezés metu (Mills, Joy, 1980) ir fericianido fotoredukcija (KynaeBa u
ap., 1979; Reeves, Hall, 1980; HukonaeBa, 2001) parodé, kad negryninty
chloroplasty frakcija turi Zymiai maZesni intaktiniy ir funkcionaliy chloroplasty
procenta (6 lentelé), nei abi skirtinguose gradientuose grynintos frakcijos.
Negryninty chloroplasty sublastelinéje frakcijoje organoidy intaktiSkumas —
48,8+1,4 %. Chloroplasty frakcija, iSskirta osmotiku homogenizavimo ir
perplovimo terpése naudojant sorbita ir frakcijos gryninima atliekant perkolio
laiptiniame gradiente, turi net 19 % daugiau intaktiSky ir funkcionaliy
organoidy, nei frakcija, kurios i8skirimui ir/ar gryninimui kaip osmotikas buvo
naudojama sacharozé ir net 40 % daugiau nei negryninty chloroplasty frakcija.

6 lentel¢je pateikti rezultatai rodo, kad gerai iSlaikancia intaktiSkuma ir
funkcionaluma chloroplasty sublasteling frakcija i§ pupeliu lapy galima gauti
tik i§skyrimui osmotiku naudojant sorbita, o frakcijos gryninimg atliekant
perkolio gradiente. Sie duomenys koreliuoja su literatiiros $altiniuose aptiktais
duomenimis (Mills, Joy, 1980), intaktiSkus ir gerai iSlaikancius fiziologini
aktyvuma chloroplastus 1§ Zirniy lapuy pavyksta gauti frakcija gryninant
perkolio laiptiniame gradiente. Taip iSvalyty chloroplasty intaktiSkumas —
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93 %, o ju fiziologinis aktyvumas 1,6-2,1 karto didesnis, nei nevalyty, kuriy

intaktiSkumas tik 53 %.

6 lentelé. Chloroplasty sublastelinés frakcijos i1Sskyrimo salygu itakos
organoidy intaktiSkumui ir funkcionalumui palyginimas

Negryninta Chl. frakcija Chl. frakcija
chloroplasty iSgryninta iSgryninta
Charakteristikos frakcija sacharozés perkolio
gradiente gradiente
IntaktiSkumas, %*; M+SK 48,8+1,4 72,5+3,0 91,5+3,1
O, susidarymas 54,9+2,7 78,8+3,1 113,0+6,1
UM/mg chlorofilo/val.; M+SK
Fotoredukuotas KsFe(CN)s 369,8+13,8 590,2+20,5 720,3+24,1
mM/mg chlorofilo/val.; M+SK

*- pagal abiejy matavimy vidurki

Pagal O, susidarymo rezultatus chloroplasty preparatai vertinami kaip
“blogi” jei O, iSskiria maziau nei 50 pmol/mg chlorofilo/val., iSskiriantys 50-
80 umol/mg chlorofilo/val. — “priimtini”, 80-150 pumol/mg chlorofilo/val. —
“geri” ir iSskiriantys daugiau nei 150 pumol/mg chlorofilo/val. — “ypatingi”
(Walker, 1980).

Pupeliy lapuy chloroplasty frakcija gaunama osmotiku iSskyrimo metu
naudojant sorbita ir gryninima atlickant laiptiniame perkolio gradiente iSskiria
113,0£6,1 pmol

chloroplasty frakcija ir yra tinkama naudoti funkcionavimo tyrimams.

O,/mg chlorofilo/val., todél vertinama Kkaip

»gery”
Ivertinus chloroplasty frakcijy preparaty uzZterStma kai kuriais Kitais
" lasteliy kompartmentais nustatyta,
kad negryninty chloroplasty frakcijos
. uzterstumas branduoliais — 19 %, o
iSgrynintoje  perkolio  laiptiniame
gradiente chloroplasty frakcijoje -

! branduoliy premaiSy neaptinkama (12

pav.)

[l

1 pav. ISgryninta chlorplasuc rakcija (did. 400%).
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Panaudojus Cit ¢ kaip

6
- mitochondrijy Zymeni
= 2 5 i .
e
S 54 nustatyta, kad perkolio
Qo «© . e - .
é S, laiptiniame gradiente
S Ez 1Sgryninti chloroplasty
Q =
5 = . frakcijos preparatai yra tik
™ B or4w uztersti
0 ‘ ‘

Kontrole Chloroplasty Mitochondrijy mitochondrijy organoidais

frakcija + frakcija (13 pav.).

detergentas Gauti duomenys

13 pav. Galimo chloroplasty frakcijos

.y . G sutapo  su literattroje
uZzterStumo mitochondrijomis jvertinimas.

aptiktais duomenis, kad
perkolio gradiente iSgryninta chloroplasty frakcija yra tinkama baltymy
transporto, ju sintezés ir organoiduose lokalizuoty baltymy tyrimams (Journet,
Douce, 1985; Gualberto et al., 1995).
Mitochondrijy sublgstelinés frakcijos intaktiSkumas buvo jvertintas,
panaudojant ymenj —citochromo c oksidaze. Fermento oksidacija (7 lentel¢)
buvo matuojama iSskirty negryninty ir iSgryninty perkolio gradiente
mitochondrijy frakcijy preparatuose bei palyginta su Cit. ¢ oksidazés aktyvumu
mitochondriju preparatuose, suardytuose, paveikus detergentu tritonu X-100
(Tolbert, 1974; Jackson et al., 1979; Bergman et al., 1980; Bartoli et al., 2000;
[To6exxumona u ap., 2001).

IS 7 lenteléje pateikty duomeny matyti, kad pupeliy hipokotiliy
mitochondriju sublastelin¢ frakcija, i1Sgryninta laiptiniame perkolio gradiente
turi 97,4+1,1 % intaktiSky organoidy, o negryninty mitochondrijy sublasteliné
frakcija 93,9+2,0 %.

Literatiiroje aptiktais duomenimis (Jackson et al., 1979) i§ etioliuoty
pupeliy hipokotiliy iSskirty negryninty mitochondriju frakcijos intaktiSkumas —
94 %, 18gryninty perkolio gradiente — 98 %, o iSskirty i§ Spinaty lapy tik 83 %
ir 84 %, atitinkamai.
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7 lentelé. Mitochondrijy sublasteliniy frakcijuy negryninty bei i§gryninty
perkolio gradiente intaktiSkumo palyginimas

Gryninty
Charakteristikos Negryninty perkolio
mitochondrijy gradiente
frakcija mitochondriju
frakcija
Mitochondrijy frakcija
Cit ¢ oksidacija nM/min./mg baltymo; 13,5t1,4 5,1£0,5
M+SK
Tritonu X-100 paveikty mitochondrijy fr.
Cit c oksidacija nM/min./mg baltymo; 192,1+2,0 198,8+3,8
M+SK
IntaktiSkumas, %; M+SK 92,9+1,2 97,4+1,1

Vertinant pagal fermentini aktyvuma, perkolio gradiente iSgryninty
mitochondrijy vidinés membranos intaktiSkumas 9543 %, iSorinés — 934 %
(Bergman et al., 1980). Nurodoma, kad toki intaktiSkuma turintys
mitochondrijy sublasteliniy frakciju preparatai tinkami naudoti biocheminiuose
tyrimuose (Ilo6exxumoBa u ap., 2001).

Mitochondrijy preparatai taip pat buvo charakterizuoti pagal F-ATP-
azinj aktyvumgq, tam kad biity galima patikrinti galimgq frakcijos uZterStumq
tonoplasto ir plazmolemos membranomis. Didziausias F-ATP-azés aktyvumas
pH skal¢je nuo 5,0 iki 9,5, matuojant kas pH 0,5, nustatytas terpés pH esant 8,5
(14 pav.).

.30 Nustatyta, kad

S — pecifinis mitochondriju

520 / "\ —

g : j ~s X —e—mg2+  F-ATP-azés inhibitorius

=15 4

£ . .

S10 — natrio azidas (50 mM)

a5 mitochondrijuy ~ F-ATP-
0 T T T T T T T T T 1

azés aktyvuma slopina

79 % (15 pav.).

5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 pH

14 pav. Pupeliy hipokotiliy mitochondrijy ATP- Mitochondrijy, iSskirty is

azés aktyvumo priklausomybé nuo terpés pH bei  kukurtizy Sakny ATP-aze
+ - 2+ .
K- IrMg™ jony. &s inhibitorius slopina
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0 05 1 15 2 25 3 35 4 min mitochondriju frakcija,
—e— frakcija gryninta perkolio laiptiniame gradiente kada iéskyrimui kaip

—a— frakcija gryninta sacharozés laiptiniame gradiente
osmotikas naudojamas
16 pav. Skirtingomis salygomis i$skirty ir i§gryninty
mitochondriju sublasteliniy frakciju deguonies
sugérimo palyginimas. atliekamas perkolio

manitas, o0 gryninimas

tankio gradiente,
sugeria 16-17 % daugiau O, (1054+20 nM/min./mg baltymo), nei
mitochondrijos, kuriy i$skyrimo metu terpése kaip osmotikas buvo naudota
sacharozé bei frakcijos gryninimas atliktas Sio osmotiko gradiente (948+16
nM/min./mg baltymo).

Gauti rezultatai taip pat sutapo su literatiroje aptiktais duomenimis.
Vertindami pagal Cit ¢ oksidazés ir O, sugérimo duomenis, intaktiSkesnes
mitochondrijas grynindami perkolio gradiente, nei sacharozés gavo ir Jackson
ir kt. (1979). Kitos mokslininky grupés (Bergman et al., 1980) nuomone,

gryninimas perkolio tankio gradiente, leidZia gauti mitochondrijy preparatus,
73



turin¢ius auksta substrato oksidavimo greit; ir ADP : O, santykj artima teorinei
reikSmei.

Mitochondrijy  frakcijos uZterStumo kai kuriais sublgsteliniais
kompartmentais tyrimas parodé, kad mitochondriju F-ATP-azés aktyvuma
Siek tiek stabdé tonoplasto frakcijos inhibitorius — KNOj kai terpés pH 7,0
ATP-azés aktyvumas buvo 93,6 %, o kai 8,5 — 95,7 %. Bei plazmolemos ATP-
azes inhibitorius — dietilstilbestrolas kai terpés pH 6,5 — ATP-azés aktyvumas
buvo 98,3 %, o terpés pH esant 8,5 — 99,3 %. Tai rodo, kad mitochondriju
frakcija buvo Siek tiek (~4-6 %) uzterSta tonoplasto membranomis ir maziau
nei 2 % plazmolemos membranomis.

Taigi, misy abieju organoidy sublasteliniy frakciju preparaty intaktiSkumo
ir funkcionavimo jvertinimo rezultatai parodé, kad: a) chloroplasty frakcijos,
i§skirtos osmotiku naudojant sorbita ir frakcijos gryninimg atliekant perkolio
gradiente ir b) mitochondrijy frakcijos, iSkirtos osmotiku naudojant manita ir
frakcijos gryninima atliekant perkolio gradiente organoidai yra intaktiski ir
fiziologiSkai aktyvis, todél tinkami IAR-ASB kompleksy formavimosi juose

tyrimui.

3.1.2.2. Organoidy intaktiSkumg ir funkcionalumg uZztikrinanciy terpiy

sudeties IAR-ASB kompleksy formavimuisi parinkimas

Labai svarbus momentas IAR-ASB kompleksy formavimosi galimybiy
tyrimui chloroplasty ir mitochondriju organoiduose buvo nustatyti ar iSskirti
intaktiSki chloroplastai ir mitochondrijos iSlieka fiziologiSkai aktyvis
iprastingje “C-IAR prisijungimo pric ASB terpéje bei ar organoidy
intaktiS$kumas (funkcionavimas) issilaiko ekspozicijai su *C-IAR reikiama
laika. Tam buvo palyginamos IAR-ASB kompleksy formavimosi ypatybeés,
intaktiskose chloroplasty ir mitochondrijuy sublastelinése frakcijose, *C-1AR
prisijungimo terpje — 50 mM TRIS-HCI buferis (jvairaus pH) su 1 mM KCl, 1
mM MgCI; priedais ir i tos pacios sudéties terpg pridedant 300 mM osmotiko —
sorbito (chloroplasty frakcijai) arba manito (mitochondrijy frakcijai) tam, kad

buty uztikrinamas organoidy intaktiSkumas ir funkcionavimas.
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[Smatavus chloroplasty sublastelinés frakcijos fotoredukuoto kalio
fericianido kiekj bei mitochondrijy frakcijos zymens Cit ¢ oksidazés aktyvuma,
nustatyta, kad *C-IAR prisijungimo terpéje su osmotiku (sorbitu arba manitu,
atitinkamai) intaktinai chloroplastai ir mitochondrijos geriau iSlaiko
funkcionaluma, todél tokia terpiy sudétj ir naudojome tolimesniems tyrimams
IAR-ASB kompleksy formavimuisi intaktiniuose organoiduose.

Siy tyrimy rezultatai taip pat parodé, kad iSskirti chloroplasty ir
mitochondriju organoidai islieka intaktiski ir funkcionuojantys ne tik
ekspozicijai su **C-IAR reikiama laika (30 min.), bet ir ilgiau (120 min.) kada {
IAR-ASB kompleksu formavomosi terpg ivedama osmotiko.

ISanalizavus 1AR-ASB kompleksu formavimosi ypatybes prisijungimo
terpéje pH 7,0 — mitochondrijoms ir pH 5,5 — chloroplastams su osmotiku ir be,
nustatyta, kad sorbito ir manito priedas neturi neigiamos itakos IAR-ASB
saveikai (8 lentel¢). Terpés pH imti optimalis IAR-ASB kompleksu
formavimuisi tirlamuose organoiduose pagal ankstesniy eksperimenty
rezultatus.

8 lentelé. IAR-ASB kompleksy formavimosi galimybés palyginimas c-
IAR prisijungimo terpéje be osmotiko ir terpéje su osmotiku

Bendras Specifinis IAR-ASB
Organoidas | Prisijungimo YC-1AR YC-1AR kompleksy
terpé prisijungimas prisijungimas | specifiSkumas,
imp./min./mg imp./min./mg %;
baltymo; baltymo; MxSK
MzSK MzSK

Chloroplastai be osmotiko | 7500,4+1161,5 | 3487,5+205,8 | 46,5+3,4
su sorbitu 10297,3+963,2 | 5254,24299,2 | 51,0+2,9
Mitochondrijos |be osmotiko | 14178,6+1381,5 | 4613,7£330,1 | 32,5+2,3
su manitu 20080,3+1625,3 | 8035,5+557,6 | 40,0+2,8

Gauti rezultatai patvirtino, kad tiriant IAR ir ASB saveika i terpg tikslinga
deti osmotiko, tam kad bity uZtikrinamas organoidy intaktiSkumas ir
funkcionavimas inkubacinio periodo metu. Abieju organoidy atveju, ivedus 1
YC-IAR prisijungimo terpes osmotika, konstatuotas specifinio IAR
prisijjungimo suintensyvéjimas bei kompleksy specifiSkumo padidéjimas.

Chloroplastai, prisijungimo terpéje su sorbitu, specifiSkai prisijungia 1,4 karto
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daugiau C-IAR miligramui baltymo (5254,24299,2), o kompleksy
specifiSkumas padidéja iki 51,0+2,9 % (8 lentel¢).

Mitochondrijy organoidus inkubuojant prisijungimo terpéje su manitu,
kompleksu specifiskumas padidéja beveik 8 % iki 40,0£2,8 %, o specifiskai
prisijungtos **C-1AR kiekis miligramui baltymo — 1,7 karto (8035,5+557,6).
Abiem atvejais 1Sauga ir bendras prisijungtos IAR kiekis (8 lentel¢).

Taigi, atlikty palyginamyju **C-1AR-ASB kompleksy formavimosi tyrimy
rezultatai parodé, kad specifinei IAR ir ASB saveikai abieju organoidy
preparatuose labai svarbus yra jy intaktiSkumo ir funkcionavimo uztikrinimas.
Tod¢l tolimesniuose tyrimy etapuose organoidy iSskyrimui, valymui ir
gryninimui bei IAR-ASB saveiky tyrimui buvo taikomos terpés ir procediiros,

uztikrinancios $iy sublasteliniy struktiiry intaktiSkuma ir funkcionavima.

3.1.3. IAR-ASB kompleksy formavimasis intaktiniuose pupeliy

chloroplasty preparatuose

Kadangi  organoidu

10000 . i .
intaktiSkumo uztikrinimas

8000 (8 lentelé) turi jtakos IAR

ir ASB saveikai (esant

14C-IAR imp./min./
mg baltymo
(2]
o
o
o

4000 anksciau nustatytiems
2000 I optimaliems terpés pH
0 55 ir 7,0, atitinkamai)
Sacharozés gradiente  Perkolio gradiente tikslinga buvo dar Kkarta
iSgryninta iSgryninta
chloroplasty frakcija chloroplasty frakcija 1Stirti kompleksuy

M@ Bendras IAR prisijungimas O Specifinis IAR prisijungimas formavimosi galimybes

17 pav. IAR-ASB kompleksy formavimosi YiSOJ€ Prisijungimo terpés
palyginimas chloroplasty frakcijoje. pH skaléje nuo 4,0 iki
9,0, uztikrinus organoidy intaktiskuma.

Sie tyrimai parodé, kad specifiniy IAR-ASB kompleksy formavimuisi
optimalus pH yra 5,5. Palyginus su sacharozés gradiente iSgrynintoje frakcijoje

susiformuojanciais IAR-ASB kompleksais, specifiskai asociavusios su baltymo
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vienetu *C-IAR kiekis yra 2,9 karto, o kompleksy
10 % (17 pav., 3 ir 4 priedai).

specifiSkumas didesnis

Be to, kai chloroplasty frakcija buvo i$skiriama uztikrinant juy intaktiSkuma ir

funkcionaluma aptiktas ir antras IAR prisijungimo saitas. Optimalus terpés pH

IAR-ASB kompleksy formavimuisi — 7,5 (18 pav., 4 priedas).

3 Bendras IAR

12000 +
= prisijungimas
= g -

E 2 10000 + { —Sp_e_qlflnl_s IAR
g‘ S ]15 prisijungimas
x 5 8000 - T
< 2 ix
O L A SR P
= 6000 :

4000 + \

/\
2000 + \. / \
0 e /‘ L \\ ! N * ||

4 45 5 55 6 65 7 715

8 85 9 pH

18 pav. AR prisijungimo ir IAR-ASB kompleksy formavimosi

priklausomybé nuo terpés pH, intaktiSkuose

chloroplastuose.

I Bendras IAR prisijungimas

12000
O Specifinis IAR prisijungimas

10000

8000

6000

mg baltymo

4000 +

14C-1AR imp./min./

2000 +

55 75 pH

19 pav. IAR prisijungimo ir IAR-ASB kompleksy
formavimosi  intaktiniuose  ir  funkcionaliuose
chloroplastuose palyginimas.

ir  funkcionaliuose

IntaktiSky chloroplasty
preparatuose terpés pH
esant 7,5, ASB
specifiSkai  prisijungia
1,56 karto maziau *‘C-
IAR miligramui
baltymo — 3358,0+302,6
imp.\min., nei tada kai
terpes pH 5,5 -
5254,2+168,3 impulsai

1 mg baltymo, mazesnis

ir Siy [AR-ASB kompleksy specifiSkumas (18 ir 19 pav, 4 priedas):
51,0£2,9 % kai terpés pH — 5,5 ir 43,24£3,9 % kai terpés pH 7,5. Taciau ir kai
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prisijungimo terpés pH 5,5 ir kai pH 7,5 vyksta intensyvi specifiné IAR ir ASB
saveika, todel visi vélesni IAR-ASB kompleksy formavimosi chloroplasty
sublastelin¢je frakcijoje tyrimai buvo atliekami, esant abiems pH reikSméms.
Taigi, intaktiSkumo uztikrinimas turi teigiamos itakos IAR ir ASB saveikai
chloroplastuose. Tik intaktiniuose organoiduose funkcionuoja antrasis 1AR
prisijungimo saitas — optimalus kompleksy formavimosi terpés pH 7,5.
Literatiiroje nurodoma, kad kituose lastelés kompartmentuose taip pat gali
funkcionuoti ne viena IAR prisijungimo vieta: kvie¢iu koleoptiliy
plazmolemoje esant optimaliems terpés pH 5,5 ir 7,2 (Merkys et al., 1988;
Japrunasuuene, 1992), kukuriizy koleoptiliy plazmolemoje pH 5,5 (Ray et al.,
1977 b; Batt, Venis, 1976; Hertel, 1979; Nakamura, Ono, 1988; Kaur, Kapoor,
1989 ir kt) ir pH 7,0 (Nave, Benveniste, 1984), pupeliu hipokotiliy
plazmolemoje kai terpés pH 5,5 ir 7,5 (Anisimoviene, Jodinskiené, 1999;
Jodinskien¢, 2000; Anisimovien¢ et al., 2004, Jodinskien¢, 2005), kvieciy
koleoptiliy tonoplaste — pH 5,5 ir 8,0 (Merkys et al., 1988; Merkys et al., 1998;

Darginaviciené, Novickieng, 2002).

3.1.4. ASB kompleksy formavimasis intaktiniuose ir funkcionaliuose
pupeliy mitochondrijy preparatuose

Mitochondrijy organoidy intaktiSkumo ir funkcionalumo uztikrinimas,
skirtingai nei chloroplasty, naujy IAR prisijungimo viety neparodé. Specifinis
IAR prijungimas konstatuotas prie ty paciy terpés pH — 6,5-8,0 (5 priedas, 20
pav.), kaip ir osmotiku frakcijos iSskyrimui ir gryninimui naudojant sacharozg.
Nors &iuo atveju didZiausias bendras C-IAR prisijungimo aktyvumas
idryskejo terpés pH esant 7,5 (20 pav.), tatiau specifiskai prijungtos *C-1AR
kiekis miligramui baltymo yra tik 3324,7+262,1 imp./min., o kompleksy
specifiSkumas — 14,8+2,2 %. Didziausias specifiskai prijungtos IAR kiekis
miligramui baltymo yra terpés pH esant 7,0 — 8346,4+435,9 imp./min. ir jis 2,5
karto didesnis nei kai terpés pH 7,5, o kompleksy specifiSkumas padidéja net
27 % (20 pav., 5 priedas).
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3 Bendras IAR

25000 ndras |
T prisijungimas
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20 pav. IAR prisijungimo ir IAR-ASB kompleksy formavimosi

priklausomybé nuo terpés pH, intaktiSkose ir funkcionaliose mitochondijose.
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Frakcija iSgryninta Frakcija iSgryninta
sacharozés gradiente  perkolio gradiente
@ Bendras IAR prisijungimas
O Specifinis IAR prisijungimas
21 pav. Bendro ir specifinio IAR
prisijjungimo  palyginimas  mitochondijy
frakcijoje.

iS 3 ir 5

prieduose bei 21 paveiksle

Kaip matome

pateikty duomeny,
mitochondrijy intaktiSkumo
ir  fiziologinio  aktyvumo

uztikrinimas, nors ir neturi
itakos kity IAR prisijungimo
funkcionavimui ir

IAR-ASB

saity
optimaliam
kompleksy formavimosi pH,
taciau turi reikSminga ijtaka

ASB ir JTAR saveikai -

bendrai ir specifiskai prijungtos *C-IAR kiekiui baltymo vienetui bei

susiformuojanéiy kompleksy specifiskumui. Siuo atveju bendras prisijungusios

IAR kiekis su 1 mg baltymo did¢ja 1,3 karto, specifinis IAR prisijungimas

didéja — 2,5 karto, o kompleksy specifiSkumas didéja 20 %, lyginant su tais

atvejais, kai osmotiku i$§skyrimo ir gryninimo metu buvo naudojama sacharoze.
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Taigi, Siame skyriuje pateikti tyrimy rezultatai rodo, kad organoiduose —
chloroplastuose ir mitochondrijose gali formuotis specifiskai sujungti 1AR-
ASB kompleksai.

3.2. IAR-ASB kompleksy charakteristikos

Susiformuojané¢iy ~ makromolekulés-baltymo  ir  ligando-fitohormono
kompleksy charakterizavimui taikomi jvairis testai, daZnai panaudojant
radioligandus (Hertel, 1979; Lobler, KI&mbt, 1985 a; /laprunaBuueHe u mp.,
1992; Anisimoviené et al., 2000; Dharmasiri et al., 2005 a; Kepinski, Leyser,
2005; Carrier et al., 2008). Vienas pagrindiniy Kkriterijy, vertinant
makromolekulés saveikos su ligandu principus, bei priskiriant baltyma prie
auksina sujungianciy baltymy yra baltymo-lIAR komplekso pusiausvyros
disociacijos konstanta — Kp (Reinard, Jacobsen, 1995), t.y. koncentracija
ligando, kada esant pusiausvyrai, $is uzima pusg receptoriaus (Motulsky,
Christopoulos, 2003). Si charakteristika leidzia spresti apie makromolekulés
(receptoriaus) gimininguma ligandui (Batt et al.,, 1976; Motulsky,
Christopoulos, 2003). Susiformavusiu IAR-ASB kompleksy charakterizavimui
taip pat svarbiis: prisijungimo viety skai¢iaus — n, baltymo prisotinimo ligandu
koncentracijos, IAR bei kity ligandy sugebéjimo isstumti **C-IAR 8
prisijungimo viety — jvertinimai (Lobler, Klambt, 1985 a; /laprunaBuucue u
ap., 1992; Anisimoviené, Merkys, 2000). Todél darbe buvo atlikti bandymai,
siekiant ivertinti IAR-ASB kompleksy susiformuofan¢iy chloroplastuose ir
mitochondrijose charakteristikas, bei palyginti jas su kituose pupeliy ir kity
augaly lasteliy kompartmentuose susiformuojan¢iy ITAR-ASB kompleksy

charakteristikomis.

3.2.1. Intaktiniy chloroplasty frakcijos preparatuose susiformuojanciy
IAR-ASB kompleksy charakteristikos

Norint nustatyti 1§ pupeliu lapuy iSskirty intaktiniy chloroplasty
sublastelinéje frakcijoje susiformuojan¢iy ~ TAR-ASB kompleksuy
charakteristikas buvo analizuojama specifinio prisijungimo priklausomybé nuo

YC-IAR koncentracijos prisijungimo terpéje (Lobler, Klambt, 1985 a;
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HaprunaBuyene u ap., 1992; Anisimoviené et al., 2000; Jodinskiené, 2005;
Carrier et al., 2008). Vertinimui buvo naudotas toks pat *C-IAR
koncentracijos intervalas (10*-10® M), kaip ir analizuojant kompleksus
susiformuojancius pupeliy plazmolemoje (Anisimoviené¢ et al.,, 2000;
Jodinskiené, 2005) bei lelijainiy augaly plazmolemoje (LObler, Klambt, 1985
a; Jlaprunasuuene, 1992).

IAR-ASB  kompleksy susiformuojanciy terpés pH esant 5,5
charakteristikos. SprendZiant pagal '“C-IAR prisotinimo kreive (22 pav.),
gauta terpés pH esant 5,5, pupeliy lapy intaktiniy chloroplasty ASB artéja prie
prisotinimo **C-1AR ligandu, io koncentracijai siekiant 8,5-9x10° M.

Kadangi duomeny apie

A

T 3501 Siuose lastelés organoiduose

O, 30 3 susiformuojanéius kompleksus

"w E 2507 . : .

5= bei Ju charakteristikas

c g 200+

% 2 150- literatiiroje néra, juos buvo

231 galima palyginti tik su kituose

S 50

(%i o4 . . . . lastelés kompartmentuose

0.0 25 5.0 7.5 10.0 . o
14C_1AR koncentracija, uM susiformuojan¢iy ~ IAR-ASB
kompleksy charakteristikomis.
To pacio tiriamojo augalo —
B

o 003 pupeliu tistanc¢iy  hipokotiliy

< .

O plazmolemos preparatuose, kai

S =

= 0.02 o .

%S’. prijungimo terpés pH 5,5,

s X

2 2 specifiSkai susiformave IAR-

'§ ASB kompleksai artéja prie

Q.

000 prisotinimo, 1C-1AR

0 100 200 300 400 500

Specif. prisijungta **C-IAR, pmol/mg baltymo koncentraCijai esant 7—8)(]_0'7

M (Jodinskiene, 2005).

22 pav. Intaktiniy chloroplasty: A — ASB ir

IAR specifinés saveikos priklausomybé

nuo '“C-IAR koncentracijos, terpés pH NAR prisijungimo prisotinimas
esant 5,5; B — Scatchard grafikas.

Kukuriizy plazmolemoje **C-
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pasiekiamas, kai ligando koncentracija yra 5-7x107 M (Lobler, Klambt, 1985
a). Kvieciy koleoptiliy lasteliu plazmolemos preparatuose, terpés pH esant 5,5
susiformuojancio komplekso galimas dviejy lygiy prisotinimas: pirmas ~I1-
4x107 M ir antras 1x10°® M C-IAR koncentracijoms (/laprunaBudeHe,
1992).

Tokiu biidu buvo parodyta, kad intaktiniuose chloroplastuose
funkcionuojan¢io ASB (optimalus kompleksyu formavimosi pH 35.5)
prisotinimas  skiriasi nuo pupeliy hipokotiliy, kukuriizy koleoptiliy
plazmolemos ASB ir kvieciy koleoptiliy plazmolemos ASB pirmo prisotinimo.

YC-IAR prisijungimo analizé G.Scatchard koordina¢iy sistemoje
(Scatchard, 1949) intaktiniy chloroplasty preparatuose terpés pH esant 5,5 (22
pav.) parodé, kad susiformuojanciy IAR-ASB kompleksu disociacijos
konstanta Kp=1,14+0,54x10" M (6 priedas).

Si kompleksa suformuojancio ASB giminingumas IAR ligandui yra
mazesnis nei pupeliy hipokotiliy plazmolemoje, prie tokio pat pH,
funkcionuojan¢io baltymo, kada susiformuojan¢iy IAR-ASB kompleksy
Kp=1,65+0,51x10" M (Jodinskiene, 2005; Jodinskiené, Anisimoviené, 2006).
Giminingumas taip pat skiriasi nuo IAR-baltymy kompleksy (Kp 2,5x10° M)
ir NAR-baltymy kompleksy (Kp 5-7x107 M) susiformuojanéiy kukuriizy
plazmolemoje (Ray et al., 1977 b) bei nuo IAR kompleksy su baltymais
susiformuojanéiy kvie&iy koleoptiliy lasteliy plazmolemoje (Kp 1,1x10° M),
kai terpés pH 5,5 ([JaprunaBuuene, 1992; JlaprunaBuuene u ap., 1992;
Darginaviciené, Novickien¢, 2002).

Nuo kituose lastelées kompartmentuose lokalizuoty ASB (terpés pH esant
5,5) pupeliy intaktiniy chloroplasty ASB taip pat skiriasi IAR prisijungimo prie
baltymo viety skai¢iumi — n. Intaktiniy chloroplasty preparatuose n=2,00+0,63
nmol/mg baltymo arba atitinkamai 16,30+1,59 nmol/l1g zalios mases. Pupeliy
plazmolemos vezikuliy preparatuose (Jodinskiené, 2005; Jodinskiene,
Anisimovien¢, 2006), susiformuojanciy IAR-ASB kompleksy n=15,00+1,80
pmol/lg Zalios masés. Kity magnolijainiy augaly IAR (NAR) prisijungimo

viety skai¢ius plazmolemoje yra tokios pat eilés (Jacobs, Hertel, 1978; Kaur,
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Kapoor, 1989; Shimomura et al., 1999) kaip ir pupeliu plazmolemos
vezikulése.

IAR-ASB  kompleksy susiformuojanciy terpés pH esant 7,5
charakteristikos.

Tyrimy rezultatai parodé, kad antrojo intaktiniy chloroplasty ASB, kai
terpés pH 7,5, prisotinimas “C-IAR beveik pasiekiamas esant ligando
koncentracijai 8-9x10° M (23 pav.).

Padidinus koncentracija iki

25004 A -4 C e .
x 10" M padidéjimas labai
O o 2000 L : o
= £ nedidelis. Tai paaiSkinama
£ 15004 o |
5o o tuo, jog didinant ligando
2 E 10004 .. . .
a8 koncentracija ~ prisijungimo
g = o0 .. :
& . terpeje, artejimas prie
0 25 50 7 100 makromolekulés prisotinimo
14C-IAR koncentracija, pM ) ) )
yra létas. Kai  ligando
> 027 B koncentracija terpéje tampa
< . . . .
O keturis kartus didesné nei Kp,
s = . : _
5% esant  pusiausvyrai  biina
2 < 019 v . .
5 3 uzimta tik 80 % receptoriaus ir
8 8
~“§ pakyla iki 90 %, kai ligando
Q- -
2 o0 . . . . koncentracija yra 9 Kkartus
0 500 1000 1500 2000 2500 . .
Specif. prisijungta *C-1AR, pmol/mg baltymo didesn¢ ne1 Kp, 0 99%

prisotinimo  pasiekia  kai

23 pav. Intaktiniy chloroplasty: A — ASB ir ligando koncentracija yra 99
IAR specifinés saveikos priklausomybé nuo  yartys  didesne  nei  Kp

YC-IAR koncentracijos, terpés pH esant 7,5; )
B — Scatchard grafikas. (Motulsky,  Christopoulos,

2003). Taigi, kad Siame terpés pH chloroplastuose funkcionuojan¢io ASB
prisotinimas artéty prie pilno reikalinga visa eile didesneé *C-1AR
koncentracija, nei chloroplasty ASB, formuojan¢iam specifinius IAR-ASB
kompleksus terpés pH esant 5,5. Tac¢iau baltymo giminingumas ligandui néra

didesnis, Siomis salygomis susiformuojanc¢iy IAR-ASB  kompleksy,
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disociacijos konstanta Kp=1,72+0,59x10° M, saity skai¢ius n=0,44+0,02

nmol/mg baltymo arba 3,47+0,02 nmol/ 1 g Zalios masés (23 pav., 6 priedas).

Duomeny apie IAR ir baltymu saveikas neutraliuose ir silpnai Sarminiuose

pH membraninése struktirose — nedaug. Esant tam paciam terpés pH, pupeliu

hipokotiliy lasteliy plazmolemos vezikuliy preparatuose funkcionuojanciy

ASB prisotinimas pasiekiamas esant mazesnei **C-1AR koncentracijai — 1,25-
1,5x10° M. Siy kompleksy Kp=5,86+0,68x107 M, n=40,00+1,77 pmol/lg

zalios masés (Jodinskiené, 2005; Jodinskiené, Anisimovien¢, 2006). Kvie¢iy

etioliuoty koleoptiliy lasteliu plazmolemoje kai terpés pH artimas neutraliam

(7,2) - Kp=3x10® M, n=2x10"" mol/pg baltymo (Jlaprunasuuere, 1992).
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24 pav. Pupeliy chloroplasty ASB ir *C-1AR

saveikos priklausomybé

nuo

2C.1AR

koncentracijos: A — prisijungimo terpés pH 5.,5;

B- prisijungimo terpés pH 7,5.
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Specifinis  sintetinio
auksino - NAR
prisijungimas, kai terpés
pH 7,0, buvo aptiktas ir
kukurizy = membranose,
manoma, kad tai
fermentinis  kompleksas
(Nave, Benveniste, 1984),
kurio NAR prisijungimo
charakteristikos: Kp -
1,0x10° M, n - 138
pmol/g Zalios mases.

"C-IAR isstimimo i§
IAR-baltymy kompleksy
tyrimai  leido nustatyti
2C-IAR  koncentracija,
50 % sumazinancia
specifiskai sujungtg **C-
[AR  arba  efektyvia
koncentracija — ECso (Ray



et al., 1977 a), taip pat parodanc¢ia IAR gimininguma saitui (Jacobs, Hertel,
1978).

ECsy verte apsprendzia receptoriaus giminingumas ligandui, radioligando
koncentracija ir radioligando giminingumas receptoriui  (Motulsky,
Christopoulos, 2003). Terpés pH esant 5,5 ECso — 1,0440,13x10™ M, terpés pH
esant 7,5 — 1,62+0,15x10° M (24 pav.).

2C-IAR koncentracijas, norint sumazinti specifidkai prisijungusios **C-
IAR kiekj nuo 90 % iki 10 %, prie abiejy pH reikéjo padidinti apie 100 karty,
kas rodo, kad abiem atvejais egzistuoja tik vienos riiSies charakteristikas
atitinkancios IAR ligando prisijungimo vietos (Ray et al., 1977 b).

Kaip ir buvo tikétasi, pupeliy intaktiniy chloroplasty 2C-|AR ECsq, skiriasi
nuo pupeliy hipokotiliy plazmolemos vezikulése nustatyty ECsy reikSmiy:

6x107 M, kai pH 5,5 ir 1x10° M, kai pH 7,5 (Jodinskiené, 2005).

3.2.2. Intaktiniy mitochondrijy frakcijos preparatuose
susiformuojanciy IAR-ASB kompleksy charakteristikos

Kaip jau minéta anksciau, 1§ pupeliy hipokotiliy iSskirtuose intaktiniy
mitochondrijy preparatuose specifiSkai sujungty I[AR-ASB kompleksy
formavimuisi optimalus terpés pH 7,0. IAR atpaZistancio ir saveikoje su IAR
dalyvaujancio baltymo saito prisotinimo analizé buvo atlikta panaudojant
skirtingas *C-IAR koncentracijas — tokias pat, kaip ir atliekant analogiskus
tyrimus chloroplasty bei plazmolemos preparatuose (Anisimovien¢, Merkys,
2000; Jodinskiene, 2005).

Bandymy rezultatai parodé, kad didinant *C-IAR koncentracija,
mitochondrijose susiformuojanciy IAR-ASB kompleksy (pH 7,0) prisotinamas
gali biiti pasiekiamas tik esant labai dideléms ligando koncentracijoms — ne
maZesnéms kaip 4-5%x10™ M (25 pav.), t.y. intaktiniy mitochondrijy organoide
funkcionuojan¢io ASB prisijjungimo viety prisotinimui  IAR ligandu
reikalingos 10 ar net 100 karty didesnés **C-1AR koncentracijos, nei intaktiniy
chloroplasty ASB.
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25 pav. Intaktiniy mitochondrijy: A - ASB ir
IAR specifinés saveikos priklausomybé nuo
YC-IAR koncentracijos, terpés pH esant 7,5;

B — Scatchard grafikas.
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26 pav. Pupeliy mitochondriju ASB ir *C-
IAR saveikos priklausomybé nuo '*C-1AR

koncentracijos, terpés pH 7,0.

“¥eo1AR

rezultatus G.

ISanalizavus
prisijungimo
Scatchard koordinaciy
kad
intaktinése mitochondrijose,

pH 7,0,

sistemoje  nustatyta,

terpés esant
susiformuojanciy [AR-ASB
kompleksy Kp yra 1,90 =+
0,51x10° M,
skai¢ius n=3,85+0,34

nmol/mg

prijungimo
saity
baltymo  arba
11,48+1,01 nmol/1 g Zzalios
mases, atitinkamai (25 pav, 6
priedas). *C-IAR i§stimimo
IS IAR-baltymy kompleksy
bandymai parodé, kad *°C-
IAR ECso mitochondrijose,
terpés pH esant 7,0 yra apie
1,98+0,19 x10™° M (26 pav.).

Siuo atveju  sumazinti
specifiskai sujungtos **C-1AR
kieki nuo 90 iki 10 %taip pat
reikalinga 100 karty didesné
2C-IAR koncentracija, kas
kad tik

vienos rusies charakteristikas

IAR

rodo, egzistuoja
atitinkancios
prisijungimo vietos (Ray et
al., 1977 b).
Taigi,

abieju tirty

organoidy, tiek i§ pupeliy lapy iSskirty intaktiniy chloroplasty (optimalis pH
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5,5 1r 7,5), tiek i§ ju hipokotiliy i8skirty intaktiniy mitochondrijy (optimalus pH
7,0) preparatuose susiformuojan¢iy IAR-ASB kompleksy charakteristikos (6
priedas) Zenkliai skiriasi nuo kompleksy, susiformuojanc¢iy pupeliy hipokotiliy
plazmolemoje charakteristiky (Anisimoviené et al., 2000; Merkys et al., 2004
a; Jodinskiené, 2005; Jodinskiené, Anisimovien¢, 2006) bei nuo IAR-ASB1
(Lobler, Klambt, 1985 a; Jones, 1994) ir IAR-TIR1 (Dharmasiri et al, 2005 a;
Kepinski, Leyser, 2005) charakteristiky. Jos artimos charakteristikoms
kompleksy, susiformuojanciy su tirpiu 20 kDa ASB iSskirtu 1§ persiky daigy
apekso: Kp (2,4-D) =4,1x10° M ir specifinis sujungimas uZsotinimo
koncentracijoje 42 nmol/mg baltymo (Ohmiya et al., 1993). Auksta Kp(2,4-D)
= 3,5x10™ M taip pat turi ir kitas tirpus persiky daigy apekso 60 kDa baltymas,
pavadintas Pp60 (Sugaya et al., 2000).

3.3. Kity ligandy gebéjimas konkuruoti dél IAR prijungimo viety
intaktiniy chloroplasty ir mitochondrijy preparatuose

Kita ligando ir makromolekulés saveikos charakterizavimui svarbi
charakteristika — makromolekulés saveikavimas su skirtingais panasios
struktiiros junginiais (Cross, Briggs, 1978; Stoddart, Venis, 1980). Jei sistema
receptoriné prisijungimo specifiSkumas turi mazdaug atitikti santykini
biologini junginio aktyvuma, kuo didesnis analogy sukeliamas fiziologinis
atsakas, tuo didesnis giminingumas (Cross, Briggs, 1978; Stoddart, Venis,
1980; Anmexuna u ap., 2005). Todél tik aktyviis auksinai, anti-auksinai ir
auksino transporto inhibitoriai galéty gebéti konkuruoti dél IAR prisijungiancio
baltymo (receptoriaus) sujungimo viety (Hertel et al., 1972; Stoddart, Venis,
1980).

Siam tikslui buvo naudoti pagal cheming struktira IAR molekulei artimi
indolo junginiai (9 lentel¢), t.y. junginiai turintys indolo zieda ir karboksilo
grupg /-COOH/ trecioje padétyje (Anisimoviené, 1994; Barkawi et al., 2008).
Kaip ir saveikos su IAR specifiskumo nustatymui buvo naudotos 5x107 M
symétos IAR ir 10* M konkuruojandio ligando koncentracijos, esant

atitinkamam optimaliam IAR ir ASB saveikai terpés pH. Siu junginiy
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geb¢jimas iSstumti

IAR 1§ kompleksy, susiformuojanciy pupeliu lapy

intaktiniuose chloroplasty preparatuose ir pupeliu hipokotiliy intaktiniy

mitochondriju preparatuose, vertintas lyginant su nezymétos IAR kompleksy

specifiSkumu.

9 lentelé. Indolo junginiai, turintys analogiska IAR molekulei struktiira,
naudoti konkuravimo dél IAR prisijungimo viety tyrimams

os,

JUNGINYS Fiziologinés junginiy
Pavadinimas Formulé charakteristikos

Indolil-3-acto CH,-COOH Fitohormonas auksinas
riigitis IAR ®

N
Indolil-3- CH,-CH,-COOH Augaluose
propioniné ® neaptinkamas junginys
rigstis IPR N
Indolil-3-sviesto CH,-CH,-CH,-COOH Endogeninis
rugstis ISR fiziologiSkai atyvus

junginys

Indolil-3-piruvo CH,-CO-COOH IAR sintezés tarpininkas
riigstis IPVR ®

N
Indolil-3- COCH FiziologiSkai neaktyvus
karboksiragstis ® IAR ardymo produktas
IKR N

3.3.1. Ligandy sugebéjimas konkuruoti dél TAR prijungimo viety

chloroplasty preparatuose

Atlikty tyrimy rezultaty duomenys, pateikti 7 priede ir 27 pav. rodo, kad

intaktiniy chloroplasty frakcijoje, tiek esant terpés pH 5,5, tiek ir pH 7,5, dél
YC-IAR prisijungimo prie ASB molekulés viety geriausiai konkuravo *?C-1AR
—48,1+4,6 % ir 40,5%3,9 %, atitinkamai.

Ilgesne Soning granding nei IAR turintys auksinai dél **C-1AR prisijungimo
prie ASB viety konkuravo nevienodai. Indolil-3-propiono riigstis — IAR
homologas (9 lentel¢), turintis tik viena metileno (-CH;) grupe Soninéje
grandin¢je daugiau, taCiau endogeninéje biikléje augaluose neaptinkama

(Campanell et al., 2004; Barkawi et al., 2008), dél **C-IAR prisijungimo viety
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prie intaktiniuose chloroplastuose lokalizuoty ASB, terpés pH esant 5,5
konkuravo beveik 3 kartus silpniau, nei pati IAR (27 pav., 7 priedas), o terpés
pH esant 7,5 “*C-IAR isstimimas buvo visai silpnas, tik paklaidos ribose. Tuo
tarpu dviem metileno grupémis daugiau Soninéje grandingje turintis, aktyvus
IAR fiziologinis analogas, endogeninis augaly junginys — ISR (Ludwig-Mdller
et al., 1994; Campanell et al., 2004; Barkawi et al., 2008) intensyviai
konkuravo dél **C-IAR prisijungimo viety. Sis ligandas aktyviau stimé IAR
artimoje neutraliai (pH 7,5) — 32,2£3,4 %, nei ragstinéje aplinkoje (pH esant
5,5) - 20,4%2,3 % (27 pav.).

n 60 O Chloroplastai pH 5,5
E i 50 = @ Chloroplastai pH 7,5
‘(é_ g 40 1 B Mitochondrijos pH 7,0
r 230 =
<L =20
8 0 1 . T I
10 r
0 ‘ ‘
IAR IPR ISR IPVR IKR

Naudoti ligandai

27 pav. Indolo junginiy konkuravimo dél C-IAR prisijungimo prie
baltymo viety palyginimas.

IAR sintezés i triptofano tarpininkas — IPVR aktyviau konkuravo dél *C-
[IAR prisijungimo viety [AR-ASB kompleksuose, susiformuojanciuose
intaktiniy chloroplasty frakcijoje, prisijungimo terpés pH esant 5,5. Sioje
aplinkoje "?C-IPVR isstaimé “*C-IAR 16,5+1,8 %. Terpés pH esant 7,5, *C-
IAR i3stimimas buvo 1,5 karto silpnesnis, o specifinis prisijungimas “*C-1AR
impulsais tenkantis 1 miligramui baltymo per minutg buvo 2 kartus mazesnis
(27 pav., 7 priedas).

FiziologiSkai neaktyvus IAR ardymo produktas — IKR konkuravo silpnai
arba visai nekonkuravo dél TAR prisijungimo viety intaktiniu chloroplasty

IAR-ASB kompleksuose.
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3.3.2. Ligandy sugebéjimas konkuruoti dél TAR prijungimo viety
mitochondrijy preparatuose

Rezultatai parodé, kad kaip ir chloroplasty, intaktiniy mitochondrijy
preparatuose terpés pH esant 7,0, geriausiai **C-1AR i$ prisijungimo prie ASB
viety iSstumia 2C-IAR, kompleksy specifiSkumas — 38,3+4,2 %. I§ kity tirty
panasios 1 AR struktiros indolo junginiy (9 lentel¢), aktyviausiai Siuo atveju
konkuruoja IAR sintezés tarpininkas — IPVR, tagiau ji isstumé “C-IAR i$
prisijungimo prie ASB viety — 18,1+1,6 %, tai yra 2 kartus silpniau nei **C-
IAR (27 pav., 8 priedas).

Intaktiniy mitochondrijy frakcijoje ilgesng Soning granding turintys
auksinai: IPR ir ISR konkuravo labai panaSiai — 13,2+1,2 % ir 12,0+0,7 %,
atitinkamai. Skirtumas tarp **C-IAR impulsy kiekio tenkangio baltymo vienetui
taip pat nedidelis (8 priedas). IPR '*C-IAR isstimimas i§ intaktinése
mitochondrijose susiformuojan¢iy IAR-ASB 2 kartus aktyvesnis, nei i$
intaktiniuose chloroplastuose susiformuojan¢iy IAR-ASB prisijungimo terpés
pH artimame neutraliam. Tuo tarpu ISR atvirks$¢iai — 2,6 karto intensyviau
konkuravo dél 'C-IAR prisijungimo intaktiniy chloroplasty nei intaktiniuy
mitochondrijy preparatuose, terpés pH esant 7,5. IKR — **C-1AR i IAR-ASB
kompleksy susiformuojanciy intaktinése mitochondrijose nestimé visai (27
pav., 8 priedas).

Gauti rezultatai sutapo su kity tyréju gautais duomenimis, analizuojant
ligandy konkuravima d¢l TAR prijungimo viety kituose lastelés
kompartmentuose. Kukuriizy koleoptiliy membranose prie NAR prisijungimo
viety su aukStu giminingumu prisijungia keletas Zieda turiniy junginiy su
trumpa (2-4 anglies atomy ilgio) rigstine Sonine grandine: acto riigsties Soning
granding turintis junginys yra efektyviausias, o propioning ir sviesting Sonines
grandines turintys junginiai — Siek tiek maziau efektyviis. Maziausiai efektyvus
yra karboksiling grupe Sonin¢je grandinéje turintis junginys (Ray et al., 1977
b). A.Wardrop ir G.Polya (1980), tyr¢ skirtingy klasiy junginiy galima
gimininguma pupeliy ASB parodé, kad 1§ wvisy tirty indolo dariniy
efektyviausias indolo ligandas yra IAR, parodyta taip pat, kad jos prisijungimo
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ECso dviem eilém didesnis, nei ISR ar IPR. Siy mokslininky atliktuose
tyrimuose AR prisijungima prie pupeliu ASB labiausiai inhibavo riigstiniai
indolilo dariniai, tokie kaip IKR. Esant terpés pH 5,5 IKR, kuri neveikia
koleoptiliy augimo, nekonkuravo dél IAR sujungimo viety ir kvie€iy
koleoptiliy plazmolemoje ([aprunaBuuene,1992).

Tokie rezultatai gali biti paaiSkinami tuo, kad vairiy indoliniy ragsciu
fiziologinis aktyvumas priklauso nuo ju virsmo augaly audiniuose (Mepkuc,
1982). ISR aktyvumas — virsmu | IAR (Mepxkuc, 1982; Zolman et al., 2000),
deka indoliniy ir kity junginiy su poriniu anglies atomy skaiiumi Soninéje
grandin¢je, esancioje 3-Cioje padétyje, B-oksidacijos (Mepkuc, 1982; Bartel et
al., 2001). Be to, pastaraisiais metais pasirodé¢ duomenys, kad endogenin¢ ISR
yra sintetinama iS IAR (Ludwig-Miiller, Epstein, 1994) bei gali buti IAR
pirmtakas ir funkcionuoti kaip bioaktyvus IAR konjugatas IAR homeostazeje
(Bartel et al., 2001). Natiiraliai aptiktos laisvos ISR koncentracija yra artima
laisvos AR koncentracijai (Ludwig-Muller et al., 1994; Campanell et al.,
2004; Barkawi et al., 2008). Tuo tarpu tarpu endogeniné IPR ar jos konjugatai
augaluose neaptikti (Campanell et al., 2004; Barkawi et al., 2008), taciau
zinoma, jog kai kurios bakterijos gali produkuoti IPR (Elsden et al., 1976;
Mohammed et al., 2003). IPVR - taip pat endogeninis junginys, jos gebé&jimas
iSstumti C-IAR i§ prisijungimo pric ASB viety mitochondrijose ir
chloroplastuose, esant terpés pH 5,5, galbiit galimas dél to, kad Siuose
organoiduose gali biiti likgs bakteriniy pirmtaky turétas fermentas, verciantis
IPVR i IAR (Sergeeva, 2002; Woodward, Bartel, 2005).

IKR nekonkuravimas mitochondrijy preparatuose (pH 7,0) bei chloroplasty
preparatuose (pH 5,5) ir tik labai silpnas *C-IAR i§stimimas i§ prisijungimo
viety intaktiniy chloroplasty preparatuose terpés pH esant 7,5 gali biti siejamas
su §io junginio fiziologiniu neaktyvumu. Be to, tiriant galima IKR-3-C**
sujungima su pupeliy hipokotiliy nukleoproteidais (RNP, DNP frakcijose)
parodyta, kad jis skiriasi nuo *C-1AR sujungimo. Nustatyta, kad tik 20 %

aptinkamo radioaktyvumo priklauso IKR, o 80% — IAR ir kitiems

91



neidentifikuotiems indolo dariniams, atsiradusiems IKR kitimo Iasteléje
procesy metu (Merkys ir kt., 1977).

Taigi, fiziologiskai aktyviy junginiy aktyvus konkuravimas ir fiziologiskai
neaktyvaus IAR ardymo produkto — IKR nekonkuravimas dél '“C-1AR
prisijungimo viety leidZia manyti, kad tarp Siuose organoiduose lokalizuoty

ASB ir IAR vykstanti saveika gali turéti biologing prasme.

3.4. TIAR transporto inbibitoriy jtaka IAR-ASB kompleksy
formavimuisi intaktiniy mitochondrijy ir chloroplasty preparatuose
Charakterizuojant auksino-baltymy kompleksus, buvo tirtas ir kitos grupés
junginiy priklausanciy fitotropiny klasei bei specifiSkai inhibuojanciy auksino
18¢jima 18 lastelés — NFR ir TIBR (28 pav.), gebéjimas konkuruoti dél IAR
prisijungimo viety (Hertel et al., 1983; Zettl et al., 1992; Lomax et al., 1995;

Darginaviciene, Maksimov, 2001).

COOH CcooH O
X Ay C

[ [ O
2,3,5-trijodobenzenkarboksiriigstis 1-N-naftilftalamo rtigstis
(TIBR) (NFR)

28 pav. Tyrimams naudoti auksino transporto inhibitoriai.

3.4.1. Tirty auksino transporto inhibitoriy gebé¢jimas konkuruoti dél
YC-IAR prijungimo viety chloroplastuose

Intaktiniy ir funkcionaliy chloroplasty frakcijoje, antiauksinas (Depta,
Rubery, 1984) ir auksino i$ne$imo i§ lastelés inhibitorius (Lomax et al., 1995)
TIBR aktyviai konkuravo dél IAR prisijungimo prie ASB viety. Sis ligandas
terpés pH esant 5,5 istimé “*C-IAR i§ prisijungimo viety — 29,1+2.5 %. Tik
Siek tiek silpnesnis, taciau taip pat aktyvus stimimas vyko ir kai prisijjungimo
terpés pH 7,5 — 21,5+1,8 % (29 pav., 9 priedas).

Kitas fitotrofinas bei transporto inhibitorius — NFR del 'C-1AR
prisijjungimo viety prie intaktiniy chloroplasty ASB, suformuojanciy
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kompleksus kai terpés pH 5,5 ir kai 7,5 konkuravo skirtingai. Aktyviai —
25,0+2,3 % '2C-NFR stimé “C-IAR i§ prisijungimo prie ASB viety, artimoje
neutraliai terpés pH, tuo tarpu, dél *C-IAR prisijungimo viety ragtingje
terpéje  susiformuojan¢iuose IAR-ASB  kompleksuose Sis  transporto

inhibitorius praktiSkai nekonkuravo (29 pav., 9 priedas).

60
S
50 LA . B B TJBR
g T B NFR
D 40 t T OIAR
5
7 30 7 ]
o
= 20 - -
<
5 10 - -
S
0 |
55 7,5 7,0 Terpés pH

29 pav. IAR transporto inhibitoriy specifiskumas konkuruojant su **C-1AR
del prisijungimo viety A — intaktiniy chloroplasty frakcijoje kai terpés pH 5,5
ir 7,5; B — intaktiniy mitochondrijy frakcijoje, terpés pH 7,0.

3.4.2. Tirty auksino transporto inhibitoriy gebé¢jimas konkuruoti dél
YC-IAR prijungimo viety mitochondrijose

Rezultatai, gautieji tiriant auksino transporto inhibitoriy poveiki IAR-ASB
kompleksy formavimuisi intaktiniy mitochondriju frakcijoje, terpés pH esant
7,0 (10 priedas, 29 pav.), parodé, kad ir dé¢l Siame kompartmente
funkcionuojanc¢io ASB saveikos su IAR viety aktyviai konkuravo TJBR.
Specifiskai istimé net 27,4+3,7 % **C-1AR. NFR *C-1AR i$ jos prisijungimo
prie mitochondrijy ASB viety stime 2 kartus silpniau — 13,2+1,6 %.

Taigi, pazymétina, kad TIBR dél “C-IAR prisijungimo viety abicjuose
tirtuose organoiduose konkuravo panasiai, nepriklausomai nuo terpés pH (29
pav.). PanaSus NFR aktyvumas pastebétas tik intaktiniuose chloroplastuose,
kai terpés pH 7,5, tuo tarpu esant artimai pH reikSmei (7,0) mitochondrijy
kompartmente konstatuotas dvigubai mazesnis aktyvumas (29 pav.), o
intaktiniy chloroplasty frakcijoje terpés pH esant 5,5 Sis ligandas nekonkuravo
visali.
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Lyginant TJBR sugeb¢jima konkuruoti dél IAR-ASB kompleksy,
susiformuojanciy pupeliy hipokotiliy plazmolemoje terpés pH esant 5,5 ir 7,5
(Jodinskiené, 2005) konstatuotas analogiSskas aktyvumas — 25,8 % ir 27,2 %,
atitinkamai. Tai, kad TJBR intensyviai konkuravo ir dél auksino NAR
prisijungimo viety, esant terpés pH 5,5 pastebéta ir kity autoriy (Batt et al.,
1976; Wardrop, Polya, 1980 b; Murphy, 1980; Lobler, Klambt, 1985 a).

Plazmolemos vezikulése, iSskirtose 1§ kviec¢iu koleoptiliu lasteliy, IAR
transporto inhibitoriai TIBR ir NFR tiek in vivo, tiek in vitro, terpés pH esant
7,2 slopina IAR specifinio suri§imo su baltymais procesus (Darginaviciené,
Maksimov, 2001). TJBR poveikyje plazmolemos-baltymy kompleksy
fiziologinis aktyvumas RNR-polimerazés II atzvilgiu izoliuotoje branduoliy
sistemoje yra pilnai inhibuojamas (Darginavi¢ien¢, Maksimov, 2001;
Darginaviciené, Novickien¢, 2002).

Tuo tarpu, dél kito auksino transporto inhibitoriaus, tipisSko fitotrofino —
NFR sugebé¢jimo konkuruoti dél IAR prisijungimo viety literatiiroje aptikti
priestaringi rezultatai. Vieny mokslininky (Hertel et al., 1972; Ray et al., 1977
b) duomenys rod¢, kad NFR nestumia, o kity (Batt et al., 1976; Wardrop,
Polya, 1980), kad ?C-NFR stumia IAR/NAR i prisijungimo pric ASB viety.
Endogeninis auksinas nekonkuruoja su NFR dél $iy suriSimo viety (Lomax et
al., 1995). To paties tiriamojo augalo pupeliu hipokotoliy plazmolemoje dél
YC-IAR prisijungimo viety prie ASB ?C-NFR konkuravo silpnai — 5,8 %, kai
pH 7,5 ir 2,8 %, kai pH 5,5.

Manoma (Sussman, Goldsmith, 1981), kad TIBR stimimas gali biiti susijgs
su tuo, kad Sis junginys yra poliariai transportuojamas bei, kad TIBR pati yra
silpnas auksinas, skirtingai nei NFR, ir gali konkuruoti su IAR, 2,4-D ir NAR
dél prijungimo viety (Depta, Rubery, 1984). Taciau Petrasek ir kity (2003)
manymu, TJBR néra geras specifinio auksino transporto inhibitorius ir
nepriklauso fitotrofiny grupei, nes neatitinka tipiSky fitotropiny strukttiros
reikalavimy ir veikia kaip silpnas auksino antagonistas (Katekar, Geissler,
1980) bei manoma, kad TJBR ir fitotropinai turi skirtingas veikimo vietas

(Petrasek et al., 2003).
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Aiskinantis NFR poveikio IAR transportui mechanizma, buvo parodyta,
kad NFR yra sujungiama su skirtingu nei AR sujungimo saitu (Bernasconi et
al.,, 1996, Dixon et al., 1996). NFR receptoriy lokalizacija plazmolemoje
nustatyta eilés tyréju (Dohrmann et al., 1978; Jacobs, Hertel, 1978; Sussman,
Goldsmith, 1981; Hertel et al., 1983; Lomax et al., 1995). Parodyta, kad
cukiniju hipokotiliy lastelése NSB yra periferinis membranos baltymas,
lokalizuotas citoplazminéje plazmolemos pus¢je ir yra asocijuotas su
citoskeletu (Cox, Muday, 1994; Dixon et al., 1996; Butler et al., 1998).
Kinetiné NFR suri§imy analizé¢ parodé¢ dvieju skirtingy NFR saity, turinéiy
skirtingus giminingumus, buvima (Michake et al., 1992; Nam, Kang, 1995) ir
skirtinga aktyvuma IAR kaupimosi vezikulése atzvilgiu. Biocheminiai tyrimai
parode, kad NFR inhibuoja auksino iSneSima 1§ lastelés per anijono kanala,
prisijungdama su atskiru reguliatoriniu saitu, kitokiu nei paties auksino kanalo
poros (Muday, 2001). Zinoma, kad NFR gali jtakoti IAR suri§imo su baltymais
procesus per signalo perdavimo sistemas, pvz.: keisdama tiroksinazés ir

serino/trioninokinaziy aktyvumus (Bernasconi, 1996; DeLong et al., 2002).

3.5. Auksing atpazjstanciy baltymy kompartmentacija organoiduose

Ankstesniuose skyriuose pateikti eksperimentiniai duomenys pirma karta
parodé, kad keli skirtingi ASB gali funkcionuoti augaly lasteliy organoiduose —
chloroplastuose ir mitochondrijose. Konkuruoti dél IAR prijungimo viety
kompleksuose sugebéjo biologiSkai aktyviis junginiai, turintys panaSia cheming
struktira — zieda ir karboksilo grupg: sintezés tarpininkas IPVR ir (-
oksidacijos keliu susiformuojanti bei IAR aktyvuma iSsauganti — ISR
(Mepkuc, 1982; Bartel et al., 2001; Woodward, Bartel, 2005), o fiziologiSkai
neaktyvus IAR metabolitas — IKR nekonkuravo. Tai leido manyti, kad tarp
Siuose organoiduose lokalizuoty ASB ir IAR vykstanti saveika gali turéti
biologing prasme, tac¢iau, miisy manymu, tyrimai atlikti organoido lygmenyje
negali biiti vertinami kaip galutinis jrodymas. Todél siekiant patvirtinti ar
atmesti Sia galimybe reikéjo detalesniy tyrimy, visy pirma — kokiame

organoidy subkompartmente lokalizuoti Sie IAR ,atpazistantys“ baltymai,
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formuojantys su IAR specifinius kompleksus. Tam chloroplastai ir
mitochondrijos buvo suardomi osmotinio Soko metu ir tiriama IAR-ASB
kompleksy formavimosi galimybé bendroje visy organoido membrany

frakcijoje ir organoido skysty faziy (stromos ar matrikso) frakcijose.

3.5.1. 1AR-ASB kompleksy formavimosi galimybés pupeliy
chloroplasty subkompartmentuose — membranose ir stromoje

Kaip ir intaktiniame organoide, IAR-ASB kompleksy formavimosi
galimybés chloroplasty subkompartmentuose — membrany vezikuliy ir skystos
fazés (stromos) frakcijose, buvo tiriamos prisijungimo terpés pH skalé¢je nuo
4,0 iki 8,0. Kreivés gautos atlikus specifinio *C-1AR ir ASB susijungimo bei
susidariusiy kompleksy specifiSkumo analiz¢ parodé, kad abu tirtieji
chloroplasty subkompartmentai turi po viena skirtinga specifinio IAR
prisijungimo prie ASB pika (30 pav.).
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30 pav. IAR-ASB kompleksy formavimosi skirtinguose chloroplato
subkompartmentuose priklausomybé nuo prisijungimo terpés pH.

Stromos preparatuose specifiSkai prisijungusiy IAR-ASB  kompleksy
formavimasis  vyksta  prisijjungimo  terpés pH esant 5,5 (30
pav.).Susiformuojanciu kompleksy specifiSkumas — 42,3+2,0 %, specifiskali
prisijungusios *C-IAR impulsy kiekis miligramui baltymo — 3936,3+189,0.
Kitame terpés pH, kuriame intaktiniuose chloroplastuose vyksta specifiné IAR
ir ASB saveika — 7,5, specifiskai sujungty IAR-ASB kompleksy formavimosi
galimybé stromoje — neZymi (30 pav.), specifidkai prisijungtos *“C-IAR kiekis

tik 284,7+7,6 imp./min./mg baltymo.
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Analizuojant kompleksy formavimosi ypatybes chloroplasto membrany
vezikuliy preparatuose pH skaléje nuo 4,0 iki 9,0 paaiSk¢jo, kad antrasis AR
prisijungimo saitas chloroplasty organoiduose (optimalus IAR-ASB kompleksy
formavimosi terpés pH 7,5) funkcionuoja Siame subkompartmente (30 pav.).
Terpés pH esant 7,5, susiformuojanc¢iyu kompleksu specifiSkumas —
32,9+1,0 %. Tuo tarpu, chloroplasty membrany vezikuliy preparatuose,
rigStiniame prisijjungimo terpés pH — 5,5 specifiSkai sujungty IAR-ASB
kompleksy formavimosi galimybé abejotina (30 pav.), aptinkamas
prisijungusios Zymeétos IAR kiekis tik 165,3 imp./min./mg baltymo ir gali buti
tik kaip priemaisa.

Taigi, organoido subkompartmenty lygmenyje atlikty specifiniy IAR-ASB
kompleksy formavimosi tyrimy rezultatai dar karta patvirtino, kad
chloroplastuose lokalizuoti du ASB. Chloroplasty IAR prisijungimo saitas,
kurio optimalus kompleksy formavimosi pH 7,5, lokalizuotas ir gali
funkcionuoti membranose. Kitas intaktiniuose organoiduose aptiktas saitas,

kurio optimalus pH 5,5 — stromoje (30 pav.).

3.5.2. IAR-ASB kompleksy susidarymo galimybiy mitochondrijy
subkompartmentuose membranose ir matrikse tyrimai
Kaip jau minéta, intaktiniy mitochondriju organoide aptiktas vienas IAR
prisijungimo saitas. AR ir ASB specifiné saveika vyksta terpés pH esant 7,0.
Tode¢l siekiant dar karta patvirtinti arba atmesti ASB funkcionavimo galimybe¢
Siame organoide ir nustatyti, kuriame mitochondrijy subkompartmente —
membrany ar matrikso gali bati lokalizuoti Sie IAR prisijungiantys baltymai,
pirmoje eiléje buvo atlikti auksino ir baltymy saveikos tyrimai abiejuose
mitochondriju subkompartmentuose prisijungimo terpés pH esant 7,0.
Rezultatai parodé, jog Siomis salygomis mitochondriju matrikso
frakcijoje lyginant su intaktinémis ir funkcionaliomis mitochondrijomis,
pastebimas labai nedidelis bendras prisijungusios IAR kiekis, tenkantis

baltymo vienetui, tik ~ 5 %. Labai mazas ir specifinis IAR prisijungimas —
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180,2+53,5 *C-IAR impulsai 1 mg baltymo, o kompleksy specifiskumas tik

~2-3 % (31 pav.). Todé¢l §i saveika negali biti vertinami kaip specifiska.
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31 pav. Mitochondrijuy subkompartmentuose
susiformuojanciy IAR-ASB kompleksy
palyginimas: A — specifinis AR prisijungimas; B —
IAR-ASB kompleksy specifiSkumas.

Mitochondrijuy = membrany
vezikuliy preparatuose AR
ir ASB saveika, palyginus su
intaktiniu organoidu taip pat
yra silpnesné, taciau bendras
prisijungtos *C-IAR kiekis
miligramui  baltymo 2-3
kartus didesnis nei matrikso
frakcijoje — 4162,0£220,0
(31 pav.). Du kartus didesnis
ir specifiSkai prisijungtos
YC-IAR kiekis, tenkantis

miligramui baltymo.

Mitochondrijuy = membrany
vezikulése susiformuojanciy
IAR-ASB kompleksuy
specifiSkumas — 9,3+1,7 %
(31 pav.).

Kadangi, mitochondriju
tiek matrikse, tiek
membranose palyginus su

intaktiniu organoidu, buvo

konstatuota silpnesn¢ IAR ir ASB saveika, todé¢l siekiant isitikinti, ar

mitochondrijy organoido suardymas neturi itakos IAR ir ASB saveikos

optimaliai pH reik§mei, vél buvo analizuota IAR-ASB kompleksy formavimosi

galimyb¢é mitochondrijy subkompartmentuose visoje pH skal¢je nuo 4,0 iki

8,0, kas pH 0,5 (32 pav.).
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32 pav. |IAR-ASB kompleksy formavimosi skirtinguose mitochondriju
subkompartmentuose priklausomybé nuo prisijungimo terpes pH.

Rezultatai gauti atlikus C-IAR ir mitochondrijy membrany vezikulése
lokalizuoty ASB saveikos galimybiy tyrimus visoje prisijungimo terpés pH
skaléje parodé, kad specifiSkai susijungiantys IAR-ASB kompleksai
formuojasi mitochondrijy membranose, terpés pH esant 7,0, t.y. tokiame pat
kaip ir intaktiniame organoide. Galimybé formuotis IAR-ASB kompleksams
esant kitam terpés pH nei viename, nei kitame mitochondriju subkompartmente
— neaptikta (32 pav).

Sie bandymai parodé, kad IAR-ASB kompleksy formavimosi galimybé
matrikso subkompartmente atmestina, nes visoje tirtoje pH skaléje aptiktas
IAR kiekis susijunggs su 1 mg matrikso baltymo yra nereikSmingas.
Specifiskai susiformuojanciy IAR-ASB kompleksy formavimosi galimybé taip
pat buvo atmesta, IAR prisijungimo eksperimentus atlikus su iSsodintais
amonio sulfatu iki 80 % koncentracijos ir apvalytais gel-filtracinéje kolonéleje
Sephadex G-25 mitochondrijy matrikso baltymais.

Kadangi, kaip jau minéta anksCiau, klausimai apie fitohormonus
satpaZzistan€ius®  ir  specifiSkai  su  jais  sgveikaujanius  baltymus
mitochondrijose visiSkai nenagrinéti, todél isitikinimui, kad Sio organoido
membranose funkcionuoja ASB, buvo taikyta kitokia mitochondriju membrany
1$skyrimo metodika, uztikrinanti membraniniy struktiiry vientisuma (Hajek, et

al., 2004). Rezultatai parodé, kad tokiu biidu gauty membrany struktiry
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baltymai aktyviau specifiSkai saveikauja su IAR: 1 mg baltymo tenka
5716,0£390,0 C-IAR impulsy per minutg, susiformuojanéiy kompleksy
specifisSkumas — 12,5+0,6 %.

Taigi, Sio eksperimentinio darbo rezultatai patvirtino ASB buvima
mitochondrijy organoide ir parodé jog, Sie ASB gali biti lokalizuoti ir

funkcionuoti mitochondrijy membrany subkompartmente.

3.6. Auksino ir baltymy saveiky chloroplasty ir mitochondrijy
subkompartmentuose charakterizavimas

Nustacius, kad chloroplasto abiejuose  subkompartmentuose ir
mitochondriju membrany vezikuliy preparatuose formuojasi specifiSkai
sujungti IAR-ASB kompleksai, detalesniam organoiduose susiformuojanciy
kompleksy charakterizavimui buvo atlikti  kompleksuy charakteristiky
patikslinimai ir jos palygintos su kity lastelés membrany struktiiry bei citozolio
preparatuose susiformuojanciy kompleksy charakteristikomis (Oostrom et al.,
1980; Merkys et al., 1988; Jones, 1994; Merkys, Darginavi¢iené, 1997;
Anisimovien¢ et al., 1998; 2000; Ohmiya et al., 1998 ir kt.).

3.6.1. Chloroplasty subkompartmentuose susiformuojanciy IAR-ASB
kompleksy charakteristikos

IAR-ASB kompleksy formavimasis chloroplasty stromoje. |AR-ASB
saveikos ypatybiy chloroplasty stromoje (prisijungimo terpés pH esant 5,5),
nustatymui buvo naudoti iSskirti stromos subkompartmento preparatai (gauti
po osmotinio Soko atskyrus membranas) ir stromos baltymy preparatai,
iSsodinti amonio sulfatu bei apvalyti gel-filtracinés chromatografijos metodu —
Sephadex G-25 kolonéléje.

Atlikti palyginamieji 1AR-ASB kompleksy, susiformuojanciy stromos
subkompartmento frakcijoje ir stromos baltymy preparatuose tyrimai,
jvertinant pagal specifiskai prisijungtos “*C-IAR kiekj baltymo vienetui ir IAR-
ASB kompleksy specifikuma (%) parodé, kad stromos baltymy iSsodinimas ir

valymas nepakenkia baltymo sugebéjimui specifiskai saveikauti su IAR. Be to,
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iSvalyti stromos baltymy preparatai specifiSkai prisijungia 20 % daugiau
zymétos IAR — 4732,9£265,9 imp./min./mg baltymo (33 pav.).
IAR kompleksu su

6000
w o iSsodintais stromos baltymais
@ 2 5000
£2 specifiskumas  net  15%
£ 8 4000 i . .
= o didesnis nei IAR ir natyvios
= E 3000
= stromos  baltymy. Jis ra
X E 2000 T Y
o g 49,2+3,1 % ir atitinka
% E 1000
0 specifiSkumui  (51,0+2,9 %)
Natyvi stroma ISvalyti stromos kompleksq’ Susiformuojanéiq
baltymai

intaktiniuose chloroplastuose
33 pav. Chloroplasty stromos ir iSvalyty
stromos baltymy gebéjimo  specifiskai
saveikauti su IAR palyginimas.

prie to paties pH

IAR-ASB kompleksy formavimasis chloroplasty membranose.

Chloroplasty membrany
£ 4000 tuli b
E vezikuliy preparatai uvo
S 3500 R
E 3000 soliubilizuojami, ty.
]

£ 52500 baltymai pervedami | tirpia
2 S 2000
@ 21500 biisena nejoniniu detergentu
5 1000 i i
g tritonu X-100 (Morrissey et
= 500
< 0 al., 1986; Nakamura, Ono,

Membrany vezikulés Soliubilizuoti 1988: Jones, 1994: Jones,

membrany baltymai
1999), nes biitent nejoniniu
34 pav. Chloroplasty membrany vezikuliy ir  deétergentu soliubilizuoti
soliubilizuoty membrany baltymy gebéjimo baltymai _ pakeidiant
specifiSkai saveikauti su IAR palyginimas.

fosfolipidus detergento
molekulémis, iSlaiko baltymams buidinga membraning struktiira (Jones, 1999;
Anisimovien¢, Merkys, 2000) ir savybes (Cadono, Cadonosa, 1969). Nuo
tritono X-100 pertekliaus baltymy-detergenty micelés apvalytos Amberlitu

XAD-4. lvertinus specifing IAR ir ASB saveika buvo nustatyta, kad
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soliubilizuoti chloroplasty membrany baltymai ne tik nepraranda sugebéjimo
atpazinti ir specifiskai saveikauti su IAR, bet ir specifiskai prisijungusios **C-
IAR impulsuy kiekis miligramui soliubilizuoty membrany baltymuy 1,5 karto
didesnis nei membrany vezikuliy preparatuose — 3727,5£257,9 ir
2485,9+167,8, atitinkamai, susiformuojanc¢iy kompleksy specifiSkumas
padidéja iki 36,4+2,1 % (34 pav.).

Todél chloroplasty stromos bei membrany ASB ir fitohormono saveikos
patikslinimui bei palyginimui su kituose augalinés lastelés kompartmentuose
funkcionuojan¢iy ASB ir fitohormono saveikos ypatumais, dar karta buvo
nustatytos pagrindinés kompleksuy charakteristikos (Kp, n, liganduy bei
transporto inhibitoriy gebéjimas konkuruoti dél TAR prijungimo viety),
naudojant biitent soliubilizuotus membrany baltymy ir iSsodintus stromos

baltymu preparatus.

10 lentelé. Chloroplasty subkompartmentuose lokalizuoty ASB ir IAR
kompleksy charakteristiky palyginimas

IAR-ASB charakteristikos
Chloroplasty Kompleksu n,
kompartmentas | pH | specifiSkumas, Kp, M mol/mg baltymo
%
Stroma 55 |49,2+3,1 4,62+0,42x10° | 1,30+0,28x10™°
Membranos 75 |36,4+2,0 1,14+0,39x10° | 3,08+0,40x10™"*

Kaip rodo 10 lentel¢je pateikti rezultatai, tiek stromos baltymuy, tiek
soliubilizuoty membrany baltymy giminingumas ligandui yra didesnis, nei
intaktiniy chloroplasty baltymy prie tokiu pat pH reik§miy (6 priedas), t.y. tam,
kad esant pusiausvyrai biity uZimta pus¢ receptoriaus, reikalinga 10 karty
mazesné IAR ligando koncentracija (Motulsky, Christopoulos, 2003). Si
savybé sutapo su auksino receptoriaus ASB1 gautomis charakteristikomis,
tiriant saveika auksino NAR ir Sio baltymo plazmolemos membrany

preparatuose (Lobler, Klambt, 1985 a) ir soliubilizuoto bei iSgryninto ASB1
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(Cross, Briggs, 1978; Ldobler, Klambt, 1985 a; Jones, 1994). Stromos ASB
giminingumas AR i8rySkéjo labiau nei membrany ASB.

IAR prisijungimo viety skaiCius prie abieju chloroplasty subkompartmenty
ASB, lyginant su intaktiniu organoidu mazéja viena eile (6 priedas ir 10
lentelé). Be to, soliubilizuoty chloroplasty membrany baltymy jis yra viena eile
mazesnis uz IAR prisijungimo viety skai€iy prie stromos ASB.

Kadangi TAR ir ASB saveikos savybés iSlieka ir po organoido
subfrakcionavimo, stromos baltymy nusodinimo bei membrany baltymuy
soliubilizacijos, tokiu biidu rezultatai nenuginéijamai rodo, kad chloroplasty
organoiduose funkciuoja du IAR prijungimo saitai — skirtinguose chloroplasto
subkompartmentuose, suformuojantys skirtingas charakteristikas turincius
IAR-ASB kompleksus.

[vertinus artimos cheminés struktiiros indolo junginiy (tokiy pat kaip ir
intaktiniuose organoiduose) gebéjima iSstumti “*C-IAR i§ kompleksuy,
susiformuojan¢iy su nusodintais stromos baltymais ir soliubilizuotais
membrany baltymais (35 pav.) pastebéta, kad nors atskiry ligandy aktyvumas
Siek tiek skyrési, eiliSkumas (tendencija) atitiko intaktiniy bei funkcionaliy
chloroplasty atvejus, esant atitinkamiems terpés pH. Ir vieny, ir kity baltymy
preparatuose aktyviausiai *C-IAR i§ prisijungimo prie baltymo viety, kaip ir
intaktiniy chloroplasty atveju, stimé “C-IAR. ISR **C-1AR i§ prisijungimo
prie iSvalyty stromos baltymu viety stimé aktyviau, nei i§ kompleksy
susiformuojanciy su intaktiniais chloroplasty baltymais, prie to paties pH, IPR
Siuo atveju konkuravo silpniau, o IPVR stimimas abiem atvejais buvo panasus.

Tuo tarpu soliubilizuotuose membrany baltymy preparatuose pastebéta, kad
2C-I1AR ir C-ISR dél *C-IAR prijungimo viety konkuravo $iek tiek silpniau,
nei intaktiniuose organoiduose, o IPVR — 1,3 karto ir IPR — 2 kartus stipriau.
FiziologiSkai neaktyvus junginys IKR, kaip ir intaktiniuose chloroplastuose,
del TAR prijungimo viety nei prie stromos, nei prie membrany ASB

nekonkuravo.

103



60

0,
% @ Stromos baltymai, pH 5,5

50 +—

O Membrany baltymai pH 7,5
40
=

30

20

10 || 4[

0 T T - T T —3
IAR IPR ISR IPVR IKR

35 pav. Panasios struktiros indolo junginiy konkuravimo dél C-1AR
prisijjungimo prie iSsodinty chloroplasty stromos baltymy ir soliubilizuoty
mebrany baltymy viety palyginimas.

[vertinus TAR transporto inhibitoriy gebéjima idstumti **C-1AR i$ IAR-ASB
kompleksy, pastebéta, kad abu junginiai konkuravo dél IAR prijungimo viety.
Soliubilizuoty chloroplasty membrany baltymy preparatuose, palyginus su

intaktiniu organoidu, aktyviau konkuravo TJBR - 18,3+1,6 %.

3.6.2. Mitochondrijy membranose susiformuojanciy IAR-ASB
kompleksy charakteristikos

Anksciau pateikti tyrimy rezultatai leido daryti prielaida, kad IAR-ASB
kompleksy formavimasis mitochondriju organoide gali biti susijgs su
membranose lokalizuotais baltymais, todél buvo pradéti mitochondrijy
membrany vezikuliy baltymy soliubilizavimo tyrimai.

Visy pirma mitochondrijy membrany baltymy soliubilizavimui buvo
naudotas integraliniy plazmolemos ir chloroplasty membrany struktiry
baltymy soliubilizavimui tinkantis nejoninis detergentas tritonas X-100
(Cadomnos, Cadononra, 1969; Serano et al., 1994; Jones, 1999 ir kt.). Geriausios
salygos, mitochondriju membrany vezikuliy baltymy, soliubilizacijai Siuo
detergentu  buvo nustatytos eksperimentiSkai, parenkant detergento
koncentracija (nuo 0,5 iki 2 %) bei tinkamiausa baltymo santyki su nejoniniu
detergentu tritonu X-100 (nuo 1:1 iki 1:5). Rezultatai parodé, kad geriausias
tritono  X-100 ir baltymo santykis specifiniy IAR-ASB kompleksy

formavimuisi yra 1:3, o detergento tritono X-100 koncentracija — 1,75 %,
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terpés pH esant 7,0. Esant Siom salygom 1 miligramas soliubilizuoty tritonu X-
100 mitochondrijuy membrany baltymy specifiskai prisijungia “*C-1AR
6254,2+361,1 1imp./min. 1 mg baltymo, o susidariusiy kompleksy
specifiSkumas 14,8+0,8 % (11 lentelé).

11 lentelé. Mitochondrijose susiformuojanéiy IAR-ASB kompleksy
palyginimas

Specifinis “*C-IAR IAR-ASB
Tyrimo objektas prisijungimas kompleksy
imp./min./mg baltymo | specifiSkumas, %
Intaktinés mitochondrijos 8346,4+43,9 41,3+3,6
Mitochondriju membrany vezikulés 5716,0+390,0 12,5+0,6
Mitochondriju membrany baltymai 6254,2+361,1 14,8+0,8
soliubilizuoti Tritonu X-100*
Mitochondriju membrany baltymai 7499,3+482,5 34,2+2,4
soliubilizuoti Digitoninu**

*Tritono X-100 koncentracija 1,75 %, detergento baltymo santykis 1:3
**Djgitonino koncentracija 1,0 % detergento baltymo santykis 1:5

Gauti duomenys parodé, kad nors soliubilizuoti tritonu X-100
mitochondriju membrany baltymai specifiskai *C-IAR prisijungé Siek tiek
daugiau nei mitochondrijuy membrany vezikulés, tac¢iau skirtumas buvo labai
nedidelis, tai leido manyti, kad Siuo detergentu nepilnai soliubilizuojasi
mitochondriju membrany struktiry baltymai arba tas baltymas, kuris
mitochondriju membranose ,,atpazista“ ir saveikauja su IAR. Todél detergentas
tritonas X-100 buvo pakeistas kitu nejoniniu detergentu — digitoninu,
naudojamu, biitent, mitochondrijy, lipoproteiny kompleksams ardyti (Niznik et
al., 1986; Eubel et al., 2003). Siuo detergentu soliubilizuoty mitochondrijy
membrany baltymy saveika su IAR vyksta intensyviau — miligramui baltymo
tenka 7499,3+482,5 specifidkai prisijungtos 1*C-IAR impulsy per minute, ypaé
zenkliai padidéja susiformavusiy kompleksy specifiskumas 34,2424 % (11
lentelé).

Sie rezultatai parodé, kad tiek specifinis prisijungimas, tiek
susiformuojamciy kompleksy specifiSkumas artimi intaktiniuose mitochondriju

organoiduose vykstanciai ASB ir IAR saveikai. Todél gautieji rezultatai

105



patvirtino prielaida, kad mitochondrijose auksing ,atpaZistantys*“ baltymai
lokalizuoti membranose. Bei, kad mitochondrijy membrany vezikuliy
soliubilizacija, nejoniniu detergentu digitoninu yra tinkama procediira
paruoSimui baltymy saveikos su IAR tyrimui. Tod¢l tolimesniuose tyrimuose
buvo naudoti Siuo detergentu soliubilizuoti mitochondrijy membrany baltymai.

Ivertinus TAR saveikavimo su digitoninu soliubilizuotais mitochondrijy
membrany baltymais charakteristikas kai terpés pH 7,0, buvo nustatyta, kad
baltymu giminingumas ligandui, kaip ir chloroplasty stromos bei membrany
atvejais, padid¢ja lyginant su intaktiniy organoidy ASB giminingumu ligandui
prie to paties pH (6 priedas), taciau ne taip zenkliai. Jis iSlieka tos pacios eilés
— 8,5+0,5x10° M. MC-IAR prisijungimo prie baltymo viety skaiGius
(5,3+0,7x10"° mol/mg baltymo) lyginant su intaktiniu (3,8+0,3x10”° mol/mg
baltymo) taip pat mazéja ne taip zenkliai kaip chloroplasty atveju. Jis yra viena
eile didesnis uz IAR prisijungimo viety skai¢iy prie stromos ASB ir net dviem
eiléem didesnis uz IAR prisijjungimo viety skai¢iy prie chloroplasto
membranose lokalizuoty ASB. Taigi, Sie duomenys rodo, kad soliubilizuoty
mitochondiju membrany baltymy giminingumas IAR yra mazesnis nei
chloroplasty stromos ir membrany ASB.

Kaip ir intaktiniuose mitochondrijy organoiduose aktyviausiai dél **C-1AR
prisijungimo viety soliubilizuoty mitochondrijy baltymy preparatuose
konkuravo pati *?C-IAR (36 pav.).

Kity ligandy aktyvumas iSsidéste taip: IAR<IPVR<ISR<IPR. Pastebéta,
kad intaktiniame organoide dél C-IAR prisijungimo viety IPR konkuravo
aktyviau nei ISR.

Neaktyvus IAR katabolitas — IKR kaip ir intaktiniuose mitochondriju
organoiduose dél IAR prijungimo viety nekonkuravo.

[vertinus TAR transporto inhibitoriy gebéjima idstumti **C-1AR i$ IAR-ASB
kompleksy su soliubilizuotais mitochondriju membrany baltymais, nustatyta,
kad abu ligandai $iuo atveju '“C-IAR i prisijungimo viety stumia labai
panasSiai kaip ir intaktiniuose mitochondriju organoiduose: NFR — 13,9+1,7 %

ir 13,2+0,9 %, 0 TIBR - 33,5+£2,0 % ir 27,4+3,7 %, atitinkamai.
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36 pav. Panaios struktiros indolo junginiy konkuravimo dél C-1AR
prisijungimo viety prie mitochondrijy membrany soliubilizuotuose baltymuose,
palyginimas.

Taigi, ASB tyrimai, atlikti intaktiniy mitochondrijy ir chloroplasty
organoidy bei ju subkompartmenty lygmenyse rodo, kad Siuose organoiduose
funkcionuoja trys saitai: du membranose (chloroplasty ir mitochondrijy) ir
vienas chloroplasty stromoje.

3.7. Organoiduose funkcionuojanciy auksing prisijungianciy
baltymy (ASB) identifikavimas

Chloroplasty stromoje ir membranose bei mitochondriju membranose
funkcionuojan¢iy ASB identifikavimui buvo taikytas natyviy baltymy
tyrimams daznai naudojamas nedenatiiruojamosios (natyvios) PAAG
elektroforezés metodas (Cadonos, Cadonona, 1969; Laemmli, 1970; Klgler et
al.,, 1997; Eubel et al.,, 2003). Saveikaujan¢iy su IAR baltymy natyvios
molekulinés masés, ivertintos, naudojant Sigma standarty rinkinj, tinkanti
baltymuy molekuliniy masiy apskai¢iavimui, nedenatiiruojamomis salygomis,

esant neutraliam pH (Gallagher, 1999).
3.7.1. ASB chloroplastuose

Specifiskai sujungti IAR-ASB kompleksai, susiformuojantys chloroplasty
stromoje.  ISvalyty  chloroplasty  stromos  baltymy  preparatuose
nedenatiiruojamosios PAAG elektroforezés metodu aptinkta 14 skirtingo

elektroforetinio paslankumo baltymy (37 pav.).
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545 kDa
272 kDa

45kDa

29 kDa e
1]

14 kDa

A B

37 pav. A — baltymy molekulinés

masés zymenys; B - iSsodinti
chloroplasty stromos baltymai
1§skirstyti nedenatliruojamosios

PAAG elektroforezés metodu.

baltymo  specifiSkai  prisijungé

3428,2+301,2

Siekiant nustatyti baltymy sugeb¢jima

specifiskai  prisijungti  **C-1AR,
nedazyti geliai buvo pjaustomi | 3
zonas, atsizvelgiant | juy santykini
paslankuma (SEP):
mazo nuo 0 iki 0,33, vidutinio — 0,33-
0,66 ir didelio — 0,66-1,0. Siuo atveju

mazo SEP zonoje buvo aptinkami — 7,

elektroforeting

vidutinio — 5, didelio — 2 baltymuy
komponentai (37 pav.)

I$ visu trijy SEP zony gelyje 50
mM  TRIS-HCI buferiu pH 5,5
iSekstrahuoty baltymy preparatuose
reikSmingas specifinis IAR
prisijungimas aptiktas tik vidutinio
SEP zonoje (38 pav.). Prie 1 mg

Y“C-IAR  imp./min.,

susiformavusiy kompleksy specifiskumas 33,0+2.5 %. Sioje zonoje buvo

lokalizuoti 5 vidutinio elektroforetinio paslankumo baltymai 32,2-66 kDa

molekulinés masés ribose.

s

Baltymy zona
N

1)

O Nespecifinis
prisijungimas

O Specifinis
prisijungimas

0 5000 10000
1C-AR imp./min./mg baltymo

38 pav. Chloroplasty stromos skirtingo
elektroforetinio paslankumo zonuy baltymy

ir YC-IAR saveika.

15000

Norint isaiskinti, kuris/kurie
i§ Siy penkiy baltymy specifiskai
saveikauja su ITAR, kituose
etapuose viduriné zona buvo
supjaustoma 1 tris dalis (kaip
parodyta 37 paveiksle), pagal
lokalizacijos

baltymy vieta,

nustatyta nudaZius keleta to

paties gelio takeliy.
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IS Siy juosteliu

, 4000

g 3500 iSekstrahuoty baltymy
D o

5. § 3000 sugebéjimo saveikauti su “C-
R

S S0 . .

& 2 2500 IAR tyrimo rezultatai (39
= E 2000

é g 1500 pav.) parodé, kad specifiniu
% glOOO IAR sujungimu pasiZymejo
5} 500 . . . ko 2
< o - pirmoji juosta, i kuria pateko

1 2 3 baltymai. Miligramui baltymo
Vidutinio SEP baltymu zonos teko 3654,8+375.6 imp./min.

39 pav. Chloroplasty stromos vidutinio specifiSkai prisijungtos '*C-
elektroforetinio paslankumo zonos baltymy ir

YC-IAR specifiné saveika. IAR, 0 susiformavusiy

kompleksy specifiSkumas -

37,6£2,9 %. Tai leidzia daryti iSvada, kad su IAR saveikaujanciy baltymy

lokalizuoty stromoje natyvi molekuliné masé gali buti apie 50-53 kDa (37
pav.).

Specifiskai sujungti IAR-ASB kompleksai, susiformuojantys chloroplasty

membranose. Soliubilizuotus chloroplasty membrany

545 kDa e

i baltymu preparatus iSskirs¢ius nedenatiiruojamosios
a

PAAG elektroforezés metodu, aptikta 11 skirtingo
132 kDa MEe—

elektroforetinio paslankumo baltymy: mazo SEP

6kDa T
zonoje buvo 4 baltymuy komponentai, vidutinio — 6,
45 kDa s didelio — 2 (40 pav).
Tam, kad nustatyti kurioje zonoje lokalizuoti su 1AR
20 KD == saveikaujantys baltymai, 1§ nedazyty geliu buvo
iSpjautos 5 juostelés pagal nudazytuose geliuose
e matomas baltymu Rf, kaip parodyta paveiksle.
A B

40 pav. A — baltymy molekulinés masés Zymenys. B —
soliubilizuoti chloroplasty membrany baltymai iSskirstyti nedenatiiruojamosios
PAAG metodu.
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“CAR specifinis
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o
o

50 mM TRIS-HCI, pH 7,5
buferiu.  Specifinis *C-1AR
prisijungimas buvo konstatuotas

tik 4-oje  juosteléje -

o 2095,6+206,2 impulsai 1 mg

o
|

1 2 3

0 m =

5 baltymo, susiformavusiy
Baltymy zonos

kompleksy specifiSkumas
34,2+2,2 % (41 pav.).

41 pav. Chloroplasty membrany baltymy ir Palyginus su  standarty

1C-IAR saveika.

lokalizacijos vietomis tokiuose

paciuose geliuose (43 pav), galima daryti iSvada, kad chloroplasty membranose

su IAR saveikaujanc¢iy baltymy natyvi molekuliné masé yra 38-42 kDa.

3.7.2. ASB mitochondrijose

Mitochondrijy membrany baltymu elektroforetiniuose geliuose aptikta 16

baltymu juosty (42 pav.). Geliai buvo pjaustomi i keturias zonas (42 pav.) ir 1§

545 kDa |
272 kDa
132 kD2
66 kDa 1
1]
2
45kDa e
3
4
29kDa === 5
14 kDa

kiekvienos ju 50mM TRIS-HCI
buferiu  pH 7,0 ekstrahuojami
baltymai.

Siuo atveju i pirma zong pateko 4,
1 antra 5-6, | treCig 4-5 ir | ketvirtg 2
baltymy  juostos. ISekstrahuoty
baltymy preparatuose reikSmingas
specifinis AR prisijungimas buvo
konstatuotas antroje ir tre¢ioje zonose

(43 pav.).

42 pav. A — baltymy molekulinés

maseés Zzymenys. B — soliubilizuoti mitochondijy membrany baltymai i$skirstyti

natyvios PAAG elektroforezés metodu.
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Prie 1 mg iS antros zonos

% 4 == iSekstrahuoty  baltymy  specifiskai
£ - ' prisijunge  2650,1£209.6  “C-1AR
S 2 . 1' imp./min., susiformavusiy kompleksuy
! : ‘ - specifiSkumas — 18,5£1,2%, o su 1

0 5000 10000 15000

*C-IAR imp./min.Jmg baltymo mg 1§ treCios zonos iSekstrahuoty
O Nespecifinis prijsiungimas O Specifinis prisijungimas baltqu Speciﬁékai sayeikavo
43 pav. 11:/Iitochond1rijq membrany 4596,04501,4 “C-IAR imp./min.,

baltymy ir “"C-IAR saveika.
susiformavusiy IAR-ASB kompleksy

specifiSkumas — 31,4+2,9 % (43 pav.).

Kadangi Siose gelio zonose buvo lokalizuota net 10 baltymy 25-132 kDa,
molekulinés masés ribose, vélesniuose tyrimuose antra-tre¢ia zonos buvo
padalijamos 1 penkias dalis (42 pav.) siekiant iSaiSkinti, kuris/kurie i§ Siy

baltymy gali specifiskai saveikauti su **C-1AR.

g 7000 Rezultatai  parode (44
%8 6000 - pav.), kad specifinis “C-1AR
§ g 5000 prisijungimas vyko tre€ioje
%g :222 juostoje,- i.l.curiac I.)ateko 2
;%é 2000 baltymai. Miligramui baltymo
<7 1000 teko 5641,6+553,6 '“C-IAR
" o .= O R , : . .
L 5 3 4 . imp./min., susiformavusiy

Baltymy zonos IAR-ASB kompleksy

44 pav. Mitochondrijy membrany baltymy ir  specifiSkumas 40,9+3,5 %.
1C-IAR specifiné saveika. Su IAR saveikaujandiy
baltymu lokalizuoty mitochondrijy membranose natyvi molekuliné masé yra
45-47 kDa (42 pav.).

Taigi, visy trijy tirtuose organoiduose lokalizuoty natyviy ASB
molekulinés masés yra nedidelés. Pupeliu hipokotiliy plazmolemoje aptikto
ASB funkcionuojancio terpés pH esant 5,5, susijusio su tistamuoju pupeliy
hipokotiliy augimu ir turin¢iu ITAR karboksilo grupés prisijungimo vieta

budinga IAR receptoriui — molekuliné masé 26 kDa, o ASB formuojanciy
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specifiSkai sujuntus IAR-ASB kompleksus, kai terpés pH 7,5, molekuliné masé
yra tarp 29-45 kDa (Anisimoviené et al., 2000; Merkys et al., 2001;
Jodinskien¢, 2005; Jodinskiené, Anisimoviené, 2006).

Trimis lygmenimis (organoidy, subkompartmenty ir baltymy) atlikty
tyrimy rezultatai leidzia daryti pagrista iSvada, kad chloroplastuose ir
mitochondrijose yra lokalizuoti ir funkcionuoja ASB. Siy ASB tiek
molekulinés mases, tiek saveikos su IAR charakteristikos (kompleksy
specifiSkumas, prijungtos IAR kiekis baltymo vienetui, Kp, n, ASB
prisotinimas IAR ir kt.) yra skirtingos tapusavyje, skiriasi ir nuo nustatyty
charakteristiky kompleksy susiformuojanciy su to paties augalo hipokotiliy
plazmolemoje ir citozolyje lokalizuotais ASB. Taip pat nuo IAR-baltymy
kompleksy charakteristiky nustatyty kvieciu koleoptiliy lastelése, atsakanciose
1 IAR poveiki tistamuoju augimu ([laprunaBuuene, 1992) ir nuo pripazinty
receptoriy — plazmolemos ASB1 (Ldbler, Klambt, 1985 a; Jones, 1994) ir
branduolio TIR1 (Dharmasiri et al., 2005 a; Kepinski, Leyser, 2005). Tai
leidzia manyti, kad Sivose organoiduose susiformuojanciy IAR-ASB reik§mé
gali biiti kitokia, taciau apie juy funkcija IAR hormoninés funkcijos realizavime
lasteléje spresti sunku, nes tyrimai iki Siol nebuvo vykdomi. Tai gali atskleisti
tolimesni  IAR-ASB  kompleksy, susiformuojanéiy chloroplastuose ir

mitochondrijose funkcijos tyrimai, tai ir yra tolimesniy tyrimy tikslas.
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4. APIBENDRINIMAS

DvideSimto amziaus pradzZioje, irodZius IAR fiziologini veikima, iSsamiis
tyrimai pradéti daugeliu auksino biologijos aspekty — nuo biosintezés ir
metabolizmo 1ki molekuliniy komponenty dalyvaujanciy, signalinalo
perdavimo eigoje iSaiSkinimo (Merkys et al., 1974; Mepkuc, CaBuuene, 1991;
Merkys, Darginavic¢iené, 1997; Anisimoviené, Merkys, 2000; Delker et al.,
2008). IAR poveikiui paaiskinti daugiau nei prie§ 40 mety, atskirai vienoje nuo
kitos, BI Augaly fiziologijos laboratorijoje (Merkys, 1966) ir JAV (Bonner,
1965) atlikty eksperimenty pagrindu buvo paskelbta idéja, kad IAR savo
fiziologing funkcija realizuoja saveikaudama su specifiniais auksing
prisijungianciais baltymais-receptoriais, o susidariusiy kompleksy poveikis
nukreiptas i genetinés informacijos modifikavima branduolyje.

Sia hipoteze patvirtino vélesni tyrimai, atlikti genetiniais ir biocheminiais
metodais BI Augaly fiziologijos ir kity Saliy analogiSko profilio laboratorijose
(Merkys et al., 1969; 1988; Jlaprunasuuene, 1992; Leyser, 2002 ir kt.). Siuo
metu tai visuotinai pripazinta teorija. ldentifikuoti ankstyvojo atsako i IAR
genai (Abel, Theologys, 1996; Guilfoyle, Hagen, 2001, 2007), parodytas RNR-
polimerazés 11 aktyvumo padidéjimas izoliuoty branduoliy sistemoje (Merkys
et al.,, 1988; JaprunaBuuene, 1992), baltymy sudéties modifikacijos
branduolyje (Abel, Theologys, 1996). Gauti jvairGs atsako i IAR mutantai
(Leyser, 2002; Woodward, Bartel, 2005). Siuo metu taip pat neabejojama, kad
auksino molekulinio veikimo mechanizmas signalo perdavimo eigoje —
kompleksiskas ir sudétingas procesas, apimantis keleta lygmeny (Merkys et al.,
2003; Lau et al., 2008; Delker et al., 2008). Auksing atpazistantys ir specifiSkai
saveikaujantys baltymai-receptoriai — ASB, jame yra laikomi pirmaisiais ir
svarbiausiais komponentais (Merkys, 1966; 2000; Venis et al., 1992; Merkys et
al., 2004; Napier, 2004; Badescu, Napier, 2006). Nustatytos dvi auksino
receptoriy funkcionavimo vietos lasteléje (Badescu, Napier, 2006). Lasteles
iSor¢je funkcionuojancio receptoriaus ASB1 ir jo homologu, apsprendziancio(-

1) greita lastelés atsaka 1 auksing tistamuoju augimu — plazmolemoje (Venis et
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al., 1992; laprunaBuuene, 1992; Merkys, Darginavi¢iene, 1997; Jones et al.,
1998; Anisimovien¢, Merkys, 2000; Jodinskien¢, 2005 ir kt.) ir vidulastelinio
tirpaus baltymo TIR1 ir jo homology AFB baltymy, apsprendZiancio(-iy)
transkripcinius atsako 1 auksing procesus, jtakojan¢ius augalo vystymasi —
branduolyje (Dharmasiri et al., 2005 a, b; Kepinski, Leyser, 2005). Keletas
ASB aptikta lelijainiy bei magnolijainiy augaly lasteliy citozolyje (Oostrom et
al., 1980; MaprunaBuueHe u ap., 1992; Merkys, Darginavi¢iené, 1997; Ohmiya
et al.; 1993; Kim et al., 1998; Mockeviéiiité, Anisimoviené, 1999 ir kt.). Kali
kuriems ju priskiriama IAR-receptoriy funkcija (Oostrom et al., 1980;
HNaprunasudene,1992; Merkys, Darginavicien¢, 1997). Be receptoriniy-1AR
kompleksy lasteléje funkcionuoja daugiau ASB, galin¢iy suformuoti su
auksinu lAR-transportinius bei IAR-fermentinius kompleksus (Venis et al.,
1992; Zazimalova, Napier, 2003; Merkys et al., 2003; Friml, 2003). Taciau,
sublasteline ASB kompartmentacija iki Siol néra gerai iStirta (Darginaviciené,
Novickien¢, 2002; Merkys et al., 2003; Woodvard, Bartel, 2005; Anisimoviené
et al., 2006). Miisy manymu, svarbus démesys sprendziant Siuos klausimus
turéty buti skiriamas chloroplastams ir mitochondrijoms, turint omenyje, kad
Siuose bakterinés kilmés lastelés organoiduose, kaip ir ju pirmtakuose
(Sergeeva et al., 2002) parodytas IAR buvimas (Fregeau, Wightman, 1983;
Sandber et al., 1990; Sitbon et al., 1993) ir sintezés galimybé (Sandberg et al.,
1982; Fregeau, Wightman, 1983; Sandberg et al., 1983). Tai ir 1émé tyrimy
krypties pasirinkima.

[AR prijungimo saity lokalizacijai ir IAR-ASB kompleksy formavimosi
galimybiy tyrimams buvo naudojamos >90 % Svarumo ir ~97 % intaktiSkumo
pupeliu hipokotiliy mitochondrijy ir >90 % Svarumo ir ~91,5 % intaktiSkumo
pupeliu lapu chloroplasty sublastelinés frakcijos. Atlikus IAR ir ASB
saveikavimo galimybiy tyrimus, pirma karta parodyta (45 pav.), kad
intaktiniuose chloroplastuose funkcionuoja dvi IAR prisijungimo vietos —
specifiné saveika vyksta terpés pH esant 5,5 ir 7,5 (Anisimoviené et al., 2004;
Merkys et al., 2004 a; Mockeviéiité et al., 2006). IAR-ASB kompleksai kai

terpés pH 7,5 formuojasi (antroji IAR prisijungimo vieta funkcionuoja) tik
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intaktiniuose ir funkcionaliuose chloroplastuose. Mitochondriju intaktiniuose ir
funkcionaliuose organoiduose aptikta viena IAR prisijungimo vieta, optimalus
pH specifiSkai sujungty IAR-ASB kompleksy formavimuisi - 7,0
(Anisimovien¢ et al., 2003; Merkys et al., 2004 b). Nors mitochondriju
organoidy intaktiSkumo ir funkcionalumo uZtikrinimas neturi jtakos kity IAR
prisijjungimo viety funkcionavimui ir optimaliam IAR-ASB kompleksy
formavimosi pH, ta¢iau turi jtakos ASB ir IAR saveikai — bendrai ir specifiskai
prijungtos **C-IAR kiekiui baltymo vienetui ir susiformuojanéiy kompleksy
specifiSkumui.

Susiformuojanciy specifiskai sujungty IAR-ASB kompleksy charakteristiky
(ASB prisotinimo IAR ligandu, ECsy, Kp, n, ligandinio specifiskumo) analiz¢,
atlikta tokiais pat metodais, kaip ir tiriant kituose lasteliy kompartmentuose
lokalizuoty ASB ir auksino saveikas (Lobler, KI&mbt, 1985 a; /laprunaBuucHe,
1992;  Anisimovien¢, Merkys, 2000) parodé, kad organoiduose
susiformuojantys 1AR-ASB kompleksai (6 priedas) yra nevienodi. Visi
organoiduose lokalizuoti ASB pasizymi dideliu specifiniu auksino
prisijjungimo  aktyvumu. Kompleksy specifiSkumas yra 51,0£2,9 %
chloroplastuose, kai optimalus terpés pH 5,5 ir 43,2+3,9 %, esant optimaliam
terpés pH 7,5 bei mitochondrijy organoiduose — 41,3+3,6 % (optimalus pH
7,0). Siy ASB giminingumas IAR ligandui yra maZesnis nei daugelio Zinomy
ASB, kuriems priskiriama receptoriaus funkcija (13 lentel¢). Organoiduose
lokalizuoti ASB turi dideli IAR prisijungimo viety skai€iy, o juy prisotinimas
IAR ligandu, artéja prie pilno tik esant aukstoms **C-IAR koncentracijoms.

De¢l TAR prisijungimo viety analogiSka struktiirg turintys indolo junginiai
konkuravo nevienoda tvarka (7, 8 priedai): intaktiniy chloroplasty preparatuose
kai terpés pH 5,5: IAR>ISR>IPR>IPVR, o kai pH 7,5: IAR>ISR>IPVR>IPR.
Intaktiniy = mitochondrijy  preparatuose, esant terpés pH  7,0:
IAR>IPVR>IPR>ISR. Kadangi dél C-IAR prijungimo viety Siuose
organoiduose konkuravo fiziologiSkai aktyvis junginiai, o neaktyvus IAR

metabolitas IKR nekonkuravo, tai rodo, kad $i saveika turi biologing reikSmg.
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45 pav. ASB sublasteliné kompartmentacija: zaliai pazyméti iki Sio darbo
identifikuoti ASB; raudonai pazyméti — Siame darbe nustatyti ASB.

* ASB1 (Venis et al., 1992; Jones, 1994; Merkys et al., 1988) ir homologai —
ASB;, (Merkys et al., 1988; laprunaBuucue, 1992; Merkys, Darginaviciené, 1997),
ASB2s (Jodinskiené, 2000; Anisimoviené, Merkys, 2000; Merkys, et al., 2004 a) ir
kt.

**  ASBgogo (Merkys et al, 1988; J[laprunaBuuene, 1992; Merkys,
Darginavi¢iené, 1997), ASBg.45 (Jodinskiené, 2000; Anisimoviené, Merkys, 2000;
Merkys, et al., 2004 a) ir kt.

*** ASB,s3 (Zettl et al., 1992) ir kt.
**** ASBs7 (Kim et al., 2001) ir kt.

Antiauksinas ir auksino i$nesimo i lastelés inhibitorius TJBR dél **C-IAR
prisijjungimo viety tiek abiejuose intaktiniy chloroplasty ASB, tiek
intaktiniame mitochondrijy organoide funkcionuojancio ASB, konkuravo

panadiai (9, 10 priedai). Kitas IAR transporto inhibitorius — NFR *C-1AR i$
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prisijungimo pric ASB viety aktyviai stimé tik intaktiniy chloroplasty
frakcijoje, kai terpés pH 7,5. Intaktiniy mitochondriju organoiduose (pH 7,0)
NFR konkuravo dvigubai silpniau, o chloroplastuose terpés pH esant 5,5
nekonkuravo visai (29 pav.).Taigi, kaip jau minéta, abiejy organoiduy, tiek i$
pupeliu hipokotiliy i$skirty intaktiniy mitochondrijy (optimalus pH 7,0), tiek 1§
ju lapuy i8skirty intaktiniy chloroplastu (optimaliis pH 5,5 ir 7,5) preparatuose
susiformuojanéiy IAR-ASB kompleksy charakteristikos skiriasi tarpusavyje.
Siy kompleksy charakteristikos labai skiriasi nuo charakteristiky IAR-
receptoriniy  kompleksy, susiformuojanciy tiek to paties augalo pupeliy
hipokotiliy plazmolemoje (Anisimoviené, Merkys, 2000; Jodinskiené 2005;
Jodinskien¢, Anisimoviene, 2006), tiek ir kukurtizy (Lobler, Klambt, 1985; a;
Jones, 1994) bei kvieciy (JdaprunaBuuene, 1992) koleoptiliy plazmolemoje, o
taip pat nuo IAR ir TIR1 saveikos (Dharmasiri et al., 2005 a; Kepinski, Leyser,
2005) vykstandios branduolyje charakteristiky. Siy ASB giminingumas IAR
yra Zenkliai didesnis, o IAR ligando prisijungimo prie baltymo viety skaicius
maZesnis. MaZesnése ““C-1AR koncentracijose vyksta ir ASB prisotinimas
ligandu.

Osmotinio Soko ir diferencinio centrifugavimo biidu atskyrus organoidy
membrany struktiras ir skystu faziy (stromos bei matrikso) subkompartmentus
nustatyta, kad TAR prisijungimo vieta chloroplastuose (optimalus kompleksy
formavimuisi terpés pH 7,5) lokalizuota membranose, susiformuojanciy
kompleksu specifiSkumas 32,9+1,0 %. ASB, suformuojantys specifinius
kompleksus su IAR, kai terpés pH 5,5 lokalizuoti stromoje, Siy kompleksy
specifiSkumas — 42,3+£2,0 %. Specifiniy IAR atpazjstan¢iy baltymy buvimo ir
funkcionavimo galimybé mitochondrijy matrikse buvo atmesta, specifiné
saveika nevyko. Siame organoide IAR-ASB kompleksy formavimasis, esant
terpés pH 7,0, vyksta mitochondriju membrany vezikuliy preparatuose.

[Ssodinti amonio sulfatu chloroplasty stromos baltymai bei soliubilizuoti,
t.y. pervesti | tirpia biisena, naudojant nejonini detergenta tritona X-100,
chloroplasty membrany struktiry baltymai iSlaiké gebéjima specifiSkai

prisijungti 1AR. IAR-ASB kompleksy su tirpiais baltymais specifiSkumas
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49,2+3,1 %, o su soliubilizuotais membrany baltymais — 36,4+2,1 % yra artimi
intaktiniuose  organoiduose  susiformuojan¢iy  IAR-ASB  kompleksu
specifiSkumui.

Soliubilizuojant mitochondriju membrany baltymus nejoniniu detergentu
tritonu X-100 paaiskéjo, kad Siuo detergentu nepilnai soliubilizuojasi baltymai
arba tas baltymas, kuris mitochondrijy membranose ,,atpazista ir saveikauja su
IAR. Tod¢l Siy baltymy soliubilizacijai buvo panaudotas kitas nejoninis
detergentas digitoninas, naudojamas biitent, mitochondriju lipoproteiny
kompleksams ardyti (Niznik et al., 1986; Eubel et al., 2003). Siuo detergentu
soliubilizuoty mitochondriju membrany baltymu saveikos su IAR tyrimai
parode, kad tiek specifinis prisijungimas miligramui baltymo (7499,3+482,5
YC-IAR imp./min.), tiek susiformuojaméiy kompleksy specifiskumas
(34,2+£2,4 %) artimi intaktiniuose mitochondriju organoiduose vykstanciai
ASB ir IAR saveikai.

Ivertinus tirpiy chloroplasty stromos baltymy bei soliubilizuoty
chloroplasty ir mitochondriju membraniniy struktiiry baltymy saveikos su IAR
charakteristikas (12 lentel¢) nustatyta, kad visy Siuo atveju tirty baltymy
giminingumas IAR ligandui yra didesnis, nei giminingumas nustatytas
intaktiniy organoidy baltymy prie tokiy pat pH reikmiu, o '*C-IAR
prisijungimo prie baltymo viety skai¢ius maZesnis. Sie rezultatai koreliuoja su
gautomis charakteristikomis tiriant NAR ir auksino receptoriaus ASB1 saveika
plazmolemos membrany preparatuose (Lobler, Klambt, 1985 a) ir
soliubilizuoto bei isgryninto ASB1 (Cross, Briggs, 1978; Lobler, Klambt, 1985
a; Jones, 1994).

Tiek iSsodinty chloroplasty stromos, tiek soliubilizuoty chloroplasty
membrany baltymuy saveikos su IAR Kp yra viena eile mazesnés, nei saveikos
su soliubilizuotais mitochondriju membrany baltymais (12 lentel¢). Tai rodo,
jog abiejy chloroplasty baltymy giminingumas IAR ligandui yra didesnis nei
soliubilizuoty mitochondrijy membrany ASB. Labai Zenkliai skiriasi **C-1AR
prisijungimo prie viety skaiCius prie Siy trijy ASB (12 lentel¢). Soliubilizuoty
mitochondrijy ASB atveju, jis yra viena eile didesnis uz IAR prisijungimo
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viety skaiciy prie iSsodinty stromos ASB ir net dviem eilém didesnis uz IAR

prisijungimo viety skai€iy prie chloroplasto membranose lokalizuoty ASB.

12 lentelé. Pupeliy lasteliy kompartmentuose aptikty IAR-ASB kompleksy
charakteristiky palyginimas

IAR-ASB charakteristikos
Lasteliy pH | Kompleksy Kp, M Prisijungimo ASB
kompartmentas specifiSkumas, viety skai¢ius | molek.
% mol/mg baltymo | masé
Chloroplasty | 5,5 | 49,243,1 4,62+0,42x10° | 1,3£0,28x10"° | 50-53
stroma
Chloroplasty | 7,5 | 36,4+2,1 1,14+0,39x10° | 3,08+0,40x10™ | 38-42
membranos
Mitochondriju | 7,0 | 34,224 8,49+0,51x10” |5,29+0,72x107 | 45-47
membranos
Plazmolema 55 | 43,6+1,7 1,65+0,54x107 | 2,07+1,24x10™° | 26
-7
7,5 | 31,20,8 5,86+0,68x10" | £ 5911 59x1010 | 29-45
Citozolis 7,8 |18 - - 67
78 |28 — — 30

Artimos cheminés struktiiros junginiy (tokiy pat kaip ir intaktiniuose
organoiduose) gebéjimo isstumti “C-IAR i§ kompleksy tiek su i$sodintais
chloroplasty stromos, tiek su soliubilizuotais membrany baltymais tyrimai
parodé, kad abiem atvejais ligandy aktyvumas ir eiliSkumas (35 pav.) atitiko
intaktiniy bei funkcionaliy chloroplasty atvejus, prie tokiy pat terpés pH,
gaunama stiimimo aktyvuma ir eiliSkuma. IAR i§ kompleksy, susiformuojanciy
su soliubilizuotais mitochondrijy membrany baltymais, skirtingai nei
intaktiniame organoide, ISR i$stimé aktyviau, nei IPR.

Lyginant auksino transporto inhibitoriy gebéjima isstumti *C-1AR i$ IAR-
ASB kompleksy su soliubilizuotais chloroplasty ir mitochondrijuy membrany
baltymais, parodyta, kad NFR iSstimimas abiem atvejais yra panaSus
(14,3£1,5 % ir 13,9£1,7 %, atitinkamai), tuo tarpu TJBR konkuravimas dél
[AR prijungimo viety esan¢iy mitochondrijy membrany ASB yra beveik du

kartus didesnis nei d¢l chloroplasty membranuy.
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Baltymus iSskirs€ius ir i§valius natyvios PAAGE metodu nustatyta, kad su
IAR saveikaujan¢iy baltymy lokalizuoty chloroplasty stromoje natyvi
molekuliné mas¢ yra 50-53 kDa ribose, chloroplasty membranose
funkcionuojan¢iy ASB — nuo 38 iki 42 kDa. Mitochondrijy membranose
aptikty specifiskai IAR atpaZistan¢iy baltymy natyvi molekuliné mase¢ — 45-47
kDa.

Taigi, darbe specifiniy ASB lokalizacija ir funkcionavimas parodytas trimis
lygmenimis: intaktiniy organoidy, ju subkompartmenty bei baltymy (nusodinty
stromos bei soliubilizuoty membrany). Tokiu biidu gauti rezultatai rodo, kad
mitochondrijuy organoiduose funkcionuoja vienas, o chloroplasty organoiduose
du IAR prijungimo saitai. Nors abu chloroplasty (tirpus ir membraninis) ir
vienas mitochondriju (membraninis) ASB natyvioje biikl¢je yra maZos
molekulinés masés baltymai, taciau ju saveikos su IAR charakteristikos
(kompleksu specifiSkumas, prijungtos IAR kiekis baltymo vienetui, Kp, ECsp,
n, ASB prisotinimas IAR ir kt) Zenkliai skiriasi tarpusavyje. Siuose
organoiduose funkcionuojanc¢iy ASB charakteristikos Zenkliai skiriasi ir nuo
kity pupeliy tistan¢iy hipokotiliy lastelése aptikty ASB — dviejy plazmolemoje
(Anisimovien¢ et al., 2000; Merkys et al., 2004 a, b; Jodinskiené, 2005;
Jodinskiené, Anisimoviené, 2006) ir dviejy citozolyje (Mepkuc u ap., 1999;
(12 lentele).

Skiriasi ir nuo visuotinai pripazinty auksino receptoriy saveikos su
auksinu charakteristiky (13 lentelé) — plazmolemoje funkcionuojancio ASBI1
(Lobler, Klambt, 1985 a; Jones, 1994) ir tirpaus branduolio baltymo — TIR1
(Dharmasiri et al., 2005 a; Kepinski, Leyser, 2005) bei nuo kvieciu koleoptiliu
lasteliy, atsakanCiy {1 IAR poveiki tistamuoju augimu kompartmentuose —
plazmolemoje, citozolyje, tonoplaste - susiformuojan¢iy IAR-baltymuy
kompleksy (Merkys et al., 1988; laprunaBuuene, 1992; Anisimoviené et al.,
1998; Darginavigiené, Novickien¢, 2002). Sie duomenys (12, 13 lentelés)

leidzia daryti prielaida, kad Siuose organuoduose susiformuojanciy IAR-ASB
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funkcijos gali biti kitokios nei IAR-receptoriniy kompleksy plazmolemoje ar

branduolyje.

13 lentelé. Ivairiy augaly lasteliy kompartmentuose aptikty IAR-ASB
kompleksy charakteristiky palyginimas

Charakteristikos Zinoma arba
kompartmentas molek. | funkcija
mase
ASBI1 kukuriizy 5,5 IAR 3,9x10° | 40 Receptorius | Lobler et al.,
plazmolema NAR 3-6x107% | (2x22) 1985 a;
Jones, 1994
TIR1 vairenio  [7,5 2,56x10° ? Receptorius | Kepinski,
branduolys 7,2 8,4x107 Leyser, 2005
Dharmasiri et
al., 2005a
ASB kvie¢iy  B,5 1,1x10‘§ 20 Receptorius | JlaprusaBuuen
plazmolema 7,2 3,0x10 80-90 |2 e, 1992
ASB kviegiy 8,0 1,7x10° 40 Receptorius | JlaprunaBuden
citozolis e, 1992
ASB kvieciy 5,5 1,2x107 ? ? Merkys et al.,
tonoplastas 8,0 1,8x107 ? ? 1988
ASB morky 5,5 2x10” Transporteris | Zbell, 1996
plazmolema
AUX1 5,0-6,0 |2,6x10° ? Transporteris | Carrier et al.,
2008
ASB ryziy 5,5 4,5x107 ? Receptorius | Zaina et al.,
plazmolema 2.0 3,8x10° ? Transporteris | 1962
Tirpais ASB- 7,0-76 |9,3x 10: 48 Fermentinis | Sakai, 1985
geltonpsms 5,0-6,0 | 9,5x10 47, 15
pupelés
ASB kukuriizy  [7,0 1,0 x10°® ? Fermentinis | Nave,
membranos Benveniste,
1984
TirpusASB 7,0 4,1x10° 19/20 | Fermentinis? | Ohmiya et al.,
19/20 1993
persiko
Tirpus Pp60 7,0 3,56x10” 60 Fermentinis | Sugaya et al.,
persiko 2000
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Chloroplasty ir mitochondrijy organoiduose susiformuojanciu specifiSkai
sujungty [AR-ASB kompleksuy charakteristikos yra labiau panaSios 1
kompleksy susiformuojanciy su tirpiais baltymais, kaip manoma, turinfiais
fermentinius aktyvumus (13 lentelé) persiky daigy apekso ASB19/20 (Ohmiya
et al., 1993) ir Pp60 (Sugaya et al., 2000), geltonyjy pupeliy ASB (Sakai,
1985). O taip pat morky (Zbell, 1996), ryziy (Zaina et al., 1989), cukiniju
(Jacobs, Hertel, 1978; Hertel et al., 1983) plazmolemoje identifikuotiems ASB
(13 lentelé), kurie buvo charakterizuoti kaip pernesikliai.

Taciau apie Siuose organoiduose funkcionuojanciy ASB reik§me remiantis
vien kompleksy charakteristikomis ar panaSumu su vienais ar Kkitais
identifikuotais ASB, kuriy funkcija Zinoma ar numanoma, spresti sunku. Kaip
Zinia, receptoriné sistema turi atitikti tam tikrus reikalavimus, kaip antai,
susijungimas turi buti auks§to giminingumo, receptoriaus prisotinimo hormonu
lygis turi atitikti fiziologiSkai aktyvia hormono koncentracija (Stoddart, Venis,
1980). Tac¢iau Ohmiya ir kt. (1993) remdamiesi tuo, kad augalo audiniai atsako
1 labai dideles auksino koncentracijas: pavyzdziui, pupeliy hipokotiliuose
auksino reguliuvojamy geny (ARG1, ARG2) transkripcijos tempas didéja
didinant auksino koncentracija ir pasiekia plato (stabilizuojasi) esant 10* M
IAR (Yamamoto et al., 1992); atsakas sojos pupeliu SAUR i 2,4-D neuzsisotina
esant 102 M (McClure, Guilfoyle, 1987), mano, kad augaliniuose audiniuose
gali egzistuoti auksino receptorius(-iai) su Zemu giminingumu auksinui. Be to,
kaip jau minéta, panaSias charakteristikas kaip ir tirtuose organoiduose turi ir
tirptis ASB su fermentiniu aktyvumu: ASB40 (Sugaya et al., 1996), ASB19/20
(Ohmiya et al., 2002), Pp60 (Sugaya et al., 2000), bei plazmolemoje
funkcionuojantys ASB - IAR-perneSikliai (Zbell, 1996; Zaina et al., 1989;
Jacobs, Hertel, 1978; Hertel et al., 1983).

Manoma, kad perneSikliams biidingas ne tik maZas giminingumas, bet ir
labai didelis prisijungimo viety skai¢ius (pvz.: >300 pmol/mg baltymo).
Taciau, neseniai nustatyta (Carrier et al., 2008), kad AUXL1 ir jo transporto

substrato IAR saveikos disociacijos konstanta Kp = 2,6x10°® M (t.y. baltymas
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mazo giminingumo IAR ligandui), bet IAR prisijungimo viety skaiius labai
mazas — 11,800+(675) fmol IAR/mg baltymo.

Tai tik patvirtina prielaida, kad ne ASB molekuliné masé¢ lemia
susiformuojanciy kompleksu charakteristikas, o aminoriigs¢iu seka IAR
prisijjungimo prie ASB vietoje (Venis et al., 1992; Anisimoviené, Merkys,
2000; Christian et al., 2006). Parodyta, kad prisijungimo saitas — /-His-Arg-
His-Ser-Cys-Glu-/ yra budingas IAR receptoriui tarpininkaujan¢iame lastelés
atsake 1 IAR padid¢jimu (tisimu) (Venis et al., 1992; Jones, 1994;
Anisimovien¢, Merkys, 2000; Woo, 2001; Napier, 2004). Kai IAR karboksilo
grupés prisijungimo klasteryje tarp dviejy aminortigsciy /-His-/ vietoje /-Arg-/
yra kitokia  aminoriigstis, susiformuojanc¢iy IAR-ASB  kompleksy
charakteristikos yra kitokios (Ohmiya et al., 1998). Kitokios charakteristikos,
ypa¢ prisijungimo saity selektyvumas, yra budingas ir daug /-Leu-/
aminoriig8¢iy sekoje turinCiame TIR1 receptoriuje, apsprendZianciame
transkripcinius atsako 1 auksing procesus, itakojan€ius augalo vystymasi
(Dharmasiri et al., 2005 b).

Siuo metu turimais rezultatais, 1AR-ASB kompleksy, susiformuojanéiy
savita geneting informacija turin¢iuose lastelés organoiduose — chloroplastuose
ir mitochondrijose, galima reik§me sunku vertinti. Ta¢iau turint omenyje tai,
kad ju pirmtakuose (bakterijose) gali biti sintetinama ir iSskiriama { aplinka
IAR, bei vykti IAR metabolizmo (katabolizmo) procesai (Merkys et al., 1974,
Sergeeva et al., 2002 ir kt.), o taip pat tai, kad Sie organoidai iSlaiké savybg
sintetinti  (Fregeu, Wightman, 1983), o chloroplastas katabolizuoti ir
transportuoti IAR (Sandberg et al., 1982, 1983; 1990; Brown et al., 1986;
Sitbon et al., 1993; Anisimoviené et al., 2007), miisy manymu, galima daryti
prielaida, kad chloroplasto vaidmuo IAR hormoninés funkcijos realizavimui
gali biti sietinas su fiziologiSkai aktyvios TAR formos palaikymu lasteléje.
Daryti kokias nors priclaidas apie galima mitochondrijos vaidmenj IAR
hormoninés sistemos veikloje kol kas negalime, nes kaip jau minéta
fitohormony tyrimuose Siam organoidui iki Siol buvo skiriama per mazai

démesio, tod¢l dar laukia ilgas tyrimy kelias.
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Tam, kad buty atskleista IAR-ASB kompleksy, susiformuojanciy
chloroplastuose ir mitochondrijose, reik§mé ir galimos funkcijos — organoido

ir/ar lastelés atzvilgiu reikalingi tolimesni tyrimai.
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ISVADOS

. Pirma karta organoidy, subkompartmenty ir baltymy lygmenimis parodyta,
kad pupeliy lapy chloroplastuose ir hipokotiliy lasteliy mitochondrijose yra
lokalizuoti ir gali funkcionuoti auksing prisijungiantys baltymai.

. Organoidy intaktiSkumo ir funkcionalumo uztikrinimas turi reikSmés IAR-
ASB saveikos ypatybéms: skirtingu ASB funkcionavimui, |AR-ASB
kompleksy formavimuisi.

Du skirtingi specifiSkai sujungti IAR-ASB kompleksai — optimaliis terpés pH
5,51r 7,5, formuojasi intaktiniuose chloroplastuose ir vienas — optimalus terpés
pH 7,0 intaktinése mitochondrijose.

. Siuose organoiduose lokalizuoti ASB pasizymi dideliu auksino prisijungimo
aktyvumu, nors yra gana mazo giminingumo IAR ligandui ir turintys dideli
prisijungimo viety skai¢iu. Siu ASB prisotinimas ligandu artéja prie pilno
esant auk3toms **C-1AR koncentracijoms.

Chloroplastuose ir mitochondrijose vykstanti IAR ir ASB saveika turi
biologine reik§me: dél C-IAR prijungimo viety prie §iy ASB konkuruoja
fiziologiskai aktyviis junginiai, o neaktyvus IAR metabolitas IKR -
nekonkuruoja.

Intaktiniame chloroplaste funkcionuoja du skirtingi ASB. Vienas ju
(molekuliné masé 50-53 kDa, kompleksy formavimosi optimalus pH 5,5)
lokalizuotas stromoje. Kitas (molekuliné mas¢ 38-42 kDa, kompleksy
formavimosi optimalus pH 7,5) — lokalizuotas membranose.

Mitochondrijose funkcionuojantis 45-47 kDa molekulinés masés auksing
prisijungiantis baltymas lokalizuotas membranose.

Chloroplastuose ir mitochondrijose susiformuojantys |AR-ASB kompleksai pagal
pagrindines charakteristikas (prijungtos IAR kieki baltymo vienetui, kompleksy
specifiskuma, Kp, ECso, n, ASB prisotinima IAR, ligandini specifiSkuma) skiriasi
tarpusavyje. Jie taip pat skiriasi nuo IAR-ASB kompleksy, susiformuojanciy
pupeliy hipokotiliy ar kvieCiu koleoptiliy lasteliy, atsakanciy 1 IAR poveiki
tistamuoju augimu plazmolemoje bei IAR kompleksy susiformuojanc¢iy su ASBI

ir TIRL.
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PADEKA

Nuosirdziai dékoju ilgameciam Augaly fiziologijos laboratorijos vadovui,
mano buvusio doktorantiiros komiteto vadovui akademikui prof. Alfonsui Merkiui
uz vertingas idéjas ir konsultacijas. Ypa¢ dékoju Augaly fiziologijos laboratorijos
vadovei ir disertacijos mokslinei konsultantei habil. dr. Nijolei Anisimovienei uz
pagalba atliekant eksperimentus, nejkainuojamus patarimus, kritines pastabas ir
diskusijas rasant straipsnius ir disertacija, nuolatinius padrasinimus, begaling
kantrybg ir démesinguma.

Dékoju visam Augaly fiziologijos laboratorijos ir Gravitacinés fiziologijos
sektoriaus kolektyvui uz geranoriska pagalbg ir patarimus, o taip pat Genetikos ir
Lasteliy inzinerijos laboratorijoms uz rankrasc¢io perzitirg ir pastabas. Esu dékinga
ekspertéms habil. dr. J. Darginavicienei ir dr. S. Dapkiinienei uz kritines pastabas
ir patarimus.

Esu ypatingai dékinga savo nuostabiai Seimai ir artimiausiems draugams uz
meile, kantrybe, supratima, palaikyma, visokeriopa pagalba ir galimybeg parengti
S1 darba.

Dékoju Valstybiniam mokslo ir studijy fondui uz finansing parama.

151



PRIEDAI
1 priedas

Indolil-3-acto ragstis
@j’ﬂ Hy—COOH
TIAR
N

Apikalinis dominavimas
Tropizmai Indy audiniy
indukeija

Lapy didéjimas Stieh o tjsim as

Kambio

Epinastija aktyvamas

ﬁuniniq saknn S alutiniy fakny
formavimasis formavimasis
L asteliy

dalijim asis

Indolil-3-acto riigsties regulivojami fiziologiniai procesai (i$ ,,Auxin 2004

konferenciju medziagos).
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2 priedas

Pjuviai jvairaus vystymosi stadiju persiky lapy, paveikti anti-lAR-N-antiktiniais:
a) L1 lapy parenchimos lastelése aukso dalelés pasiskirs€iusios tarp citoplazmos,
branduolio ir Iastelés sienelés; b) ir ¢) L2 lapy parenchimos lastelése reikSmingas kiekis
aukso daleliy pastebimas chloroplastuose; d) L3 lapy lastelése aukso daleliy kiekis
chloroplastuose yra mazesnis, nei L2 stadijoje, taciau jis didesnis nei citoplazmoje

(Ohmiya, Hayashi, 1992).
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3 priedas. Optimalaus pH IAR-ASB kompleksy formavimuisi nustatymas
chloroplasty ir mitochondriju sublastelinése frakcijose

Bendras "*C-IAR | Specifinis "C-IAR | 1AR-ASB
Terpés prisijungimas prisijungimas kompleksy
Organoidas | pH imp./min./mg imp./min./mg specifiSkumas,
baltymo; M+SK baltymo; M+SK %; M+SK
Chloroplastai 5,0 3772,5£124,6 0 0
55 4247,3+115,2 1783,3+78,2 41,9+1,8
6,0 3763,5+34,8 419,3+45,3 11,140,1
6,5 3759,1+115,1 0 0
Mitochondrijos | 6,5 12352,76+599,4 0 0
7,0 14763,3+796, 3 3212,7+£196,4 21,8+1,3
7,5 14221,3+£729,3 853,3+98,7 59422
8,0 10060,89+642,4 507,0+46,4 5,0+0,1
8,5 7546,7+165,5 0 0

4 priedas. Optimalaus pH 1AR-ASB kompleksy formavimuisi nustatymas pupeliy
lapy intaktiSkuose ir funkcionaliuose chloroplastuose

Bendras **C-IAR Specifinis **C-IAR IAR-ASB
Prijungimo prisijungimas, prisijungimas kompleksy
terpés pH imp./min./mg baltymo; imp./min./mg baltymo; specifiSkumas,
M+SK MxSK %); M+SK
4,0 6620,4+152,3 0 0
4,5 6850,2+137,2 0 0
5,0 8920,3+254,3 1112,3+92 4 12,5+1,0
55 10297,3+315,2 5254,2+168,3 51,0£2,9
6,0 8106,4+234,5 1612,7+109,3 19,9+1,3
6,5 6746,6+201,4 304,3+121,7 4,5+1,8
7,0 6909,7+198,3 0 0
7,5 7766,2+238,3 3358,0+302,6 43,2+3,9
8,0 6429,9+148,6 989,5+120,2 15,4419
8,5 5815,7+123,8 0 0
9,0 4112,9+103,5 0 0
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5 priedas, Optimalaus pH IAR-ASB kompleksy formavimuisi nustatymas
pupeliy hipokotiliy lasteliy intaktiSkose ir funkcionaliose mitochondrijose

Bendras 1*C-IAR Specifinis "*C-IAR IAR-ASB
Prijungimo prisijungimas, prisijungimas kompleksy
terpés pH imp./min./mg baltymo; | imp./min./mg baltymo; | specifiSkumas,
MxSK MxSK %; M+SK
4,0 13292,7+£769,3 0 0
4,5 14321,3+£832,5 0 0
5,0 14660,9+869,5 0 0
55 15500,3+866,4 0 0
6,0 15460,6+902,1 0 0
6,5 18620,7+£1150,7 1660,4+105,4 8,945,2
7,0 20196,6+1956,3 8346,4+435,9 41,3+3,6
7,5 22460,5+2051,9 3324,7+£262,1 14,842 2
8,0 19540,4+1596,9 2658,7+£166,5 13,640,1
8,5 19541,9+1421,7 0 0
9,0 17242,5+969,4 0 0
6 priedas. Intaktiniy chloroplasty ir mitochondrijy organoiduose
susiformuojanéiy IAR-ASB kompleksy charakteristiky palyginimas
IAR-ASB charakteristikos
Prisijungimo viety skaicius — n, ASB
Organoidas Kb, prisotinimas,
M mol/g zalios mol/mg baltymo M
mases
Chloroplastai | 1,14+0,51x10> | 16,30+1,59x10” | 2,00+0,63x10° | 8,5-9x10°
pH 5,5
oH 7.5 1,7240,59x10° | 3,47+0,02x10° | 4,40£0,20x10™ | 8-9x107
Mitochondrijos | 1,90+0,51x10” | 11,48+1,01x10” | 3,85+0,34x10° | 4-5x10™
pH7,0
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7 priedas. Artimy cheminés struktiiros indolo junginiy sugebéjimas isstumti IAR
1§ prisijjungimo prie baltymo viety intaktiniy chloroplasty frakcijoje

Specifinis "*C-IAR Specifinis "*C-IAR
Ligandai Terpés prisijungimas prisijungimas, %
pH imp./min./mg baltymo; M+SK
M=SK
IAR 55 4762,7+£296,1 48,1+4,6
7,5 3052,9+226,3 40,5£3,9
IPR 55 1783,5+121,4 18,0+2, 6
7,5 510,7+41,9 6,8+1,4
ISR 55 2017,1+182,7 20,423
7,5 2424,7+167,4 32,2+£3,4
IPVR 55 1790,4+57,1 16,5+1,8
7,5 869,6+15,3 10,6+0,6
IKR 55 0 0
7,5 561,9+46,3 7,5+2,1

8 priedas. Artimy cheminés struktiiros indolo junginiy sugebéjimas isstumti “*C-1AR
1§ prisijungimo prie baltymo viety intaktiniy mitochondrijy frakcijoje

Specifinis “*C-IAR

Specifinis “*C-IAR

Ligandai prisijungimas prisijungimas, %
imp./min./mg baltymo M+SK
M=SK

IAR 7626,2+352,0 38,3+4,2
IPVR 3587,9+262,5 18,1+1,6
IPR 1437,1+102,9 13,2+1,2
ISR 1229,6+73,4 12,0+0,7
IKR 0 0
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9 priedas. IAR transporto inhibitoriy poveikio jvertinimas intaktiniy chloroplasty

frakcijoje
IAR Terpés pH | Specifinis **C-1AR prisijungimas |  Specifinis *C-1AR
transporto imp./min./mg baltymo; prisijungimas, %;
inhibitorius M+SK M+SK
IAR 5,5 4762,7+£296,1 48,1+4,6
kontrolé 7,5 3052,9+226,3 40,539
TJBR 55 2883,2+243,1 29,1£2,5
7,5 1621,8+133,7 21,5+£1,8
NFR 55 173,0+£12,7 1,840,1
7,5 1884,6+171,2 25,0£2,3
10 priedas. IAR transporto inhibitoriy poveikio jvertinimas intaktiniy

mitochondrijy frakcijoje (terpés pH 7,0)

IAR transporto Specifinis "*C-I1AR prisijungimas Specifinis "*C-IAR
inhibitorius imp./min./mg baltymo M+SK prisijungimas, %;
M+SK
IAR kontrolé 7626,2+352,0 38,3+4,2
TJIBR 4277,5+389,7 27,437
NFR 2631,1+194,1 13,2+1,6
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