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Streszczenie

Peroksysomy sa organellami pozbawionymi wlasnego DNA i aparatu syntezy biatek. Import
biatek do peroksysomoéw zalezny jest od sygnaléw skierowujgcych, zakodowanych w ich
sekwencji aminokwasowej. Istnieja dwa dobrze poznane sygnaly skierowujgce biatka do
wngtrza peroksysomow, PTS1 rozpoznawany przez biatko receptorowe PexS5p za
posrednictwem domeny tetratrikopeptydowej (TPR) i PTS2, rozpoznawany za pomoca
domeny WD-40 receptora Pex7p. Do peroksysomdw transportowane sa takze biatka, ktére w
Saccharomyces cerevisiae albo nie posiadaja zadnego z wymienionych wyzej sygnaléw,
(najbardziej znanym jest oksydaza acylo-CoA, AOx, kodowana przez gen POXI) albo
posiadajg sygnat PTS]1, ale nie jest on konieczny do importu (acetylotransferaza karnitynowa,
Cat2p, kodowana przez gen CAT2). Oba te biatka oddzialujg z N-koncowym rejonem
receptora Pex5p, nieobejmujagcym domeny TPR rozpoznajgcej sygnat PTS1 i oddzialywanie
to jest kluczowe dla importu AOx i Cat2p. Znane sg podstawienia reszt aminokwasowych w
N-koncowej czgsci Pex5p, ktére niszczg oddziatywania zar6wno z AOx jak i Cat2p. W
niniejszej pracy doktorskiej zidentyfikowano reszty aminokwasowe w AOx, ktére wazne sa
dla oddzialywania tego biatka z N-koficowym rejonem receptora Pex5p i pokazano, ze
niektére z nich sg réwniez wazne dla importu AOx do peroksysoméw in vivo.
Umiejscowienie przestrzenne tych reszt aminokwasowych w czgsteczce AOx, wykonane przy
zastosowaniu modelowania struktury trzeciorzgdowej tego biatka, pozwolito na wysuniecie
hipotezy, ze hipotetyczny sygnat PTS3, na ktory skladaja sie wytypowane reszty
aminokwasowe ma charakter rozproszony. W niniejszej pracy udowodniono ponadto, ze
Fox2p, wielofunkcyjny enzym szlaku f-oksydacji kwaséw tluszczowych, jest kolejnym
biatkiem S. cerevisiae, poza AOx i Cat2p, ktore oddziatuje z N-korficowym rejonem receptora
Pex5p. Fox2p posiada sygnat PTS1, jednak, podobnie jak w przypadku Cat2p moze
oddziatywa¢ z receptorem Pex5Sp niezaleznie od tego sygnatu i rozpoznajacej go domeny

TPR. Wykazano réwniez, ze do importu Fox2p do peroksysoméw in vivo sygnat PTSI nie



jest bezwzglednie konieczny, a zatem prawdopodobnie Fox2p jest jeszcze jednym biatkiem S.
cerevisiae, ktore posiada dodatkowy nieznany jeszcze, wewnetrzny sygnat PTS3, kierujacy
ten enzym do peroksysoméw. Ustalenia te stanowia podstawe do rozszerzenia
obowigzujacego modelu importu biatek do wnetrza peroksysoméw w drozdzach S. cerevisiae.
Sa rowniez punktem wyjscia do studiow nad importem biatek peroksysomalnych
nieposiadajgcych ani PTS1 ani PTS2, w innych organizmach.

Summary

Peroxisomes are organelles that contain neither their own DNA nor protein synthesis
apparatus. Import of proteins to peroxisomes depends on targeting signals, encoded within
their amino acid sequences. There are two well characterized signals, targeting proteins into
peroximal lumen. PTS1 is recognized by PexS5p receptor via its tetratricopeptide (TPR)
domain and PTS2 is recognized by Pex7p receptor by its WD-40 domain. Nevertheless, some
of the proteins transported to peroxisomes do not contain any of these signals. Well known
example of such proteins is Saccharomyces cerevisiae acyl-CoA oxidase, AOx, encoded by
POXI. What is more, some proteins possess PTS1, but do not need it to be imported to
peroxisomes, such as carnitine acetyltransferase, Cat2p, encoded by CAT2. Both proteins
interact with N-terminal region of Pex5p receptor, outside of its TPR region recognizing
PTS1 and this interaction is crucial for their import. Within N-terminal region of Pex5p,
specific amino acid substitutions are known to abolish the interaction with both AOx and
Cat2p. In this doctoral thesis, AOx amino acids crucial for interaction with N-terminal region
of PexSp were characterized, and it was proved that some of them are important for transport
of AOx to peroxisomes in vivo as well. Spatial localization of these amino acid residues
within AOx polypeptide done by modelling the tertiary structure of this protein, enabled to
hypothesise that PTS3 signal, consisting of these amino acids, has a distributed, rather than
linear, nature. It was also shown that the multifunctional enzyme of fatty acid p-oxidation
pathway, Fox2p, is another S. cerevisiae protein, which, besides AOx and Cat2p, interacts
with N-terminal region of PexSp. Even though Fox2p contains PTS1, its interaction with
Pex5p, similarly to Cat2p, occurs independently of this signal and of the TPR domain within
Pex5p that recognizes it. It was also proved that Fox2p is transported to peroxisomes in vivo
without the functional PTS1 signal. Therefore Fox2p is probably yet another S. cerevisiae
protein that contains an additional, internal PTS3 signal targeting this enzyme to peroxisomes.
These findings are the basis for extending the current model of protein import to the
peroxisomal matrix in yeast S. cerevisiae. They are also the starting point for studies on the

import of peroxisomal proteins in other organisms that do not have either PTS1 or PTS2.
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