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WYKAZ SKRÓTÓW 

A      adenina 

aa      aminokwas (y) 

AD      domena aktywująca czynnika transkrypcyjnego Gal4 

AGO      ARGONAUT 

APS      nadsiarczan amonu 

ARS2      ARSENIC RESISTANCE PROTEIN 2 

ATP      adenozyno-5′-trifosforan 

BD   domena wiążąca DNA czynnika transkrypcyjnego 

Gal4 

BiFC   BIMOLECULAR FLUORESCENCE 

COMPLEMENTATION 

CBP      białko wiążące czapeczkę 

CBC      kompleks wiążący czapeczkę 

Cer      białko fluorescencyjne Cerulean 

COP1      CONSTANS PHOTOMORPHOGENIC 1 

CPL1      C-TERMIANL DOMAIN PHOSPHATASE-LIKE1 

CTD      C-terminalna domena RNA polimerazy II 

DDL      DAWDLE 

DCL1      DICER-LIKE 1 (endorybonukleaza typu III) 

DGCR8     DiGeorge SYNDROME CRITICAL REGION 8 

DRB     białko wiążące dwuniciowy RNA 

dsRBD  domena wiążąca dwuniciowy RNA 

DTT      ditiotreitol 

EDTA     ETHYLENEDIAMINETETRAACETIC ACID 

EGTA      ETHYLENE GLYCOL TETRAACETIC ACID 

EYFP      ENHANCED YELLOW FLUORESCENT PROTEIN 

FRET - FLIM  FÖRSTER RESONANCE ENERGY TRANSFER by 

FLUORESCENCE LIFETIME IMAGING 

gDNA      genomowy DNA 

GFP      GREEN FLUORESCENT PROTEIN 

GRP7      GLYCINE-RICH RNA-BINDING PROTEIN 7 

H      histydyna 

HEN1      HUA ENHANCER 1 (metyltransferaza) 
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HESO1     HEN1 SUPPRESOR1 

HST      HASTY (eksportyna) 

HYL1      HYPONASTIC LEAVES 1 

L      leucyna 

MBP      białko wiążące maltose 

MIR      gen kodujący miRNA 

miRNA     cząsteczka mikroRNA 

MOS2      MODIFIER OF SNC2 

PRL1      PLEIOTROPIC REGULATORY LOCUS1 

PRP      pre-mRNA PROCESSING PROTEIN 

RACK1     RECEPTOR FOR ACTIVATED C KINASE 

RBM7     RNA-BINDING PROTEIN 7 

RNA Pol II     DNA-zależna polimeraza RNA II 

RISC  kompleks efektorowy RNAi (RNA-induced silencing 

complex) 

RRM      domena wiążąca RNA 

SDS      dodecylosiarczan sodu 

SE      SERRATE 

SIC      SICKLE 

siRNA cząsteczka krótkiego interferującego RNA  

snRNA     cząsteczka krótkiego jądrowego RNA 

snRNP  kompleks rybonukleoproteinowy (SMALL 

NUCLEAR RIBONUCLEOPROTEIN PARTICLE) 

SR      białko bogate w serynę i argininę 

STA1      STABILIZED 1 

T      tryptofan 

tRFP      tag RED FLUORESCENT PROTEIN 

ta-siRNA     TRANS-ACTING SMALL INTERFERING RNA 

TEMED     N,N,N',N'-TETRAMETHYLETHYLENEDIAMINE 

TGH     TOUGH 

TRBP      TAR RNA-BINDING PROTEIN 

UTR      region RNA niepodlegający translacji 
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STRESZCZENIE 
 

Wstęp: Procesy odpowiedzialne za regulację ekspresji genów warunkują życie i są 

szczególnie istotne w zmieniających się warunkach środowiska. Kluczowym elementem 

tej sieci regulacyjnej są mikroRNA (miRNA). Te krótkie jednoniciowe fragmenty RNA 

regulują poziom białek poprzez cięcie docelowych mRNA bądź hamowanie ich translacji. 

Biogeneza miRNA u roślin jest bardzo skomplikowanym i wciąż nie do końca poznanym 

procesem, zachodzącym na terenie jądra komórkowego. Geny miRNA u roślin tworzą 

najczęściej niezależne jednostki transkrypcyjne i są przepisywane na długie niekodujące 

transkrypty, które zawierają miRNA zarówno w intronach, jak i egzonach takich 

prekursorów (pri-miRNA). Dotychczasowe doniesienia literaturowe wskazują na 

niezwykle istotną zależność wydajności biogenezy miRNA od wycinania intronów 

znajdujących się w ich prekursorach. Nie scharakteryzowano jednak do tej pory elementów 

komórkowych odpowiedzialnych za tą regulację. 

Cel pracy: Celem pracy była identyfikacja białek odpowiedzialnych za powiązanie 

maszynerii biogenezy miRNA i splicingowej oraz charakterystyka tych oddziaływań. 

Wyniki: Wykazano bezpośrednie oddziaływanie między SERRATE (SE), jednym  

z głównych białek maszynerii biogenezy miRNA, i obydwiema podjednostkami jądrowego 

kompleksu wiążącego czapeczkę (AtCBC, ang. cap binding complex). Zaobserwowano 

tworzenie się potrójnego kompleksu składającego się z SE, AtCBP80 i AtCBP20 oraz 

stabilizację oddziaływań między jego komponentami w porównaniu z indywidualnymi 

oddziaływaniami SE-AtCBP20 i SE-AtCBP80. Ustrukturyzowany centralny rdzeń SE 

okazał się być wystarczającym fragmentem białka do budowania kompleksu z AtCBP20  

i 80. Kompleks ten stanowi podstawę molekularnego mechanizmu odpowiedzialnego za 

rolę SE i AtCBC w regulacji splicingu pre-mRNA i biogenezy miRNA. 

Zidentyfikowano również bezpośrednie oddziaływania między SE i czterema 

pomocniczymi białkami kompleksu snRNP U1, tj. AtPRP39b, AtPRP40a, AtPRP40b  

i AtLUC7rl. W oddziaływania te zaangażowane są nieustrukturyzowane końce SE, które 

okazały się być wystarczającą częścią białka do związania trzech (AtPRP40a, AtPRP40b  

i AtLUC7rl) z czterech białek pomocniczych snRNP U1. Związanie AtPRP39b wymaga 

prawdopodobnie obecności innych fragmentów SE. W linii A. thaliana se-2, w której 

obecna wersja SE pozbawiona jest zdolności do kontaktu z białkami snRNP U1, 



9 
 

odnotowano zmiany splicingu i wydajności biogenezy miR1888a w stosunku do roślin  

z aktywnym połączeniem SE-snRNP U1. Ponadto, wykazana nieobecność SE  

i pomocniczych białek snRNP U1 w ciałach Cajala potwierdza brak bezpośredniego 

powiązania między tymi strukturami i dojrzewaniem prekursorów miRNA, zależnym od 

wspomnianych białek.  

Wyniki niniejszej pracy pozwoliły zaproponować model przyłączania się białek 

zaangażowanych w biogenezę miRNA do ich pierwotnego prekursorów, w którym SE 

pełni rolę platformy łączącej elementy mikroprocesora, spliceosomu i kompleksu 

wiążącego czapeczkę. 
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ABSTRACT 

 

Introduction: The mechanisms responsible for the gene expression regulation determine 

survival in a changing environment. microRNAs (miRNAs) are key components of this 

regulatory network. These single-stranded RNAs regulate the protein levels by cleavage of 

mRNA or translation inhibition. Plant microRNA biogenesis is a very complex, and still 

not fully understood process, that occurs in the cell nucleus. In plants, miRNAs are 

encoded mostly by independent transcription units, that are transcribed to long noncoding 

primary precursors (pri-miRNAs). These pri-miRNAs may contain miRNA sequences in 

introns or exons. Until now, an interplay between miRNA biogenesis and splicing of 

introns located in miRNA precursors has been reported. However, the key players of this 

crosstalk were unknown. 

The aim: The main goal of the study was to identify the proteins responsible for the 

connection between the microprocessor and spliceosome and to characterize the detected 

interactions. 

Results: The results presented in this study show that SE, a key component of the plant 

microprocessor, interacts directly with both subunits of AtCBC (the nuclear cap-binding 

complex that consists of two subunits, AtCBP20 and AtCBP80). The strongest interaction 

was observed when AtCBP20 and AtCBP80 interact with AtSE in a complex. Moreover, 

both CBC subunits bind to the full length SE protein as well as to the SE core (structured 

part of the protein). The identified AtCBC/SE complex serves as a molecular factor 

responsible for the regulation of pre-mRNA splicing and miRNA biogenesis. 

In addition, during the study, direct interactions between SE and four U1 snRNP auxiliary 

proteins (AtPRP39b, AtPRP40a, AtPRP40b, AtLUC7rl) were detected. Two unstructured 

regions from the N- and C- termini of SERRATE are responsible for these interactions. 

The SE ustructured tails are sufficient for the binding of AtPRP40a, AtPRP40b and 

AtLUC7rl, while AtPRP39b requires probably the presence of the core part of SE and/or 

other U1 snRNP components to enable the binding of this protein. In the se-2 Arabidopsis 

plants, where there is no communication between SE and its U1 snRNP partners, pri-

miR1888a splicing defect and microprocessing changes were observed, as compared to the 

plants with active SE/U1 snRNP connection. Furthermore, the lack of SE and its U1 

snRNP partners in Cajal bodies confirms that there is no direct connenction between these 

nuclear structures and pri-miRNA maturation. 
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The results of the study allowed to propose a model of binding of proteins involved in 

miRNA biogenesis to pri-miRNA. In this model SE is a platform for communication 

between the plant microprocessor, spliceosome and cap binding complex.  
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1. WSTĘP 

 

1.1. BIOGENEZA ROŚLINNYCH miRNA 

MikroRNA (miRNA) to krótkie cząsteczki kwasu rybonukleinowego o długości 

21-24 nukleotydów, które zaliczane są do podstawowych elementów mechanizmu 

regulacji ekspresji genów w komórkach eukariotycznych. Tworzą one drugą co do 

wielkości grupę krótkich niekodujących RNA (sRNA, ang. small RNA).  

W przeciwieństwie do krótkich interferujących RNA (siRNA, ang. small interfering RNA), 

reprezentujących największą klasę sRNA, miRNA regulują aktywność genów na etapie 

post-transkrypcyjnym. Pierwszą cząsteczkę miRNA odkryto u nicienia Caenorhabditis 

elegans w 1993 roku (Lee i in., 1993). Wykazano, że ekspresja lin-4, zaangażowanego  

w regulację rozwoju tego organizmu, prowadzi do powstania dwóch transkryptów  

o długości około 22 i 61 nukleotydów. Obydwie te cząsteczki zawierają sekwencję 

komplementarną do regionu nieulegającego translacji (UTR, ang. untraslated region), 

zlokalizowanego na 3’ końcu mRNA LIN-14 i przez przyłączenie się do niego hamują 

powstawanie białka. W 2000 roku zidentyfikowano kolejny gen kodujący miRNA  

u C. elegans, tj. let-7 (Reinhart i in., 2000), którego produkt odkryto również u ludzi  

i Drosophila (Lee i Ambros, 2001). Doniesienia te sugerowały, że cząsteczki miRNA 

mogą być powszechnymi regulatorami ekspresji u wszystkich organizmów 

eukariotycznych. Pierwszy dowód istnienia miRNA u Arabidopsis thaliana przedstawiono 

w 2002 roku, w pracy opisującej 16 cząsteczek o poziomie zmieniającym się w trakcie 

rozwoju tej rośliny (Reinhart i in., 2002). Wynikiem kolejnych intensywnych lat badań nad 

miRNA jest obecnie znajomość ponad 400 takich cząsteczek u A. thaliana i ponad 1000  

u ludzi, oraz przeświadczenie o ich fundamentalnej roli w rozwoju i funkcjonowaniu 

organizmów. W komórkach zwierzęcych uczestniczą w regulacji cyklu komórkowego, 

różnicowania komórek, apoptozy oraz wielu procesów fizjologicznych takich jak 

hematopoeza, rozwój mięśni szkieletowych i serca, metabolizm cholesterolu, sekrecja 

insuliny i odpowiedź immunologiczna (Brennecke i in., 2003, Cuellar i McMnus, 2005, 

Poy i in., 2004, Chen i in., 2004, Wilfred i in., 2007, Harfe i in., 2005). U roślin wykazano 

ich wpływ na różnicowanie się tkanek i powstawanie organów, kontrolę przejścia rośliny  

z fazy rozwoju wegetatywnego w generatywny, regulację metabolizmu, przekazywanie 

sygnałów i odpowiedź na różnorodne czynniki stresowe np. niedobór soli mineralnych, 

suszę, zasolenie i atak patogenów (Mallory i in., 2004a, Aukerman i Sakai, 2003, Chen, 
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2004, Sunkar i Zhu, 2004, Chiou, 2006, Navarro i in., 2006, Barciszewska-Pacak i in., 

2015). Tak istotna funkcja miRNA w komórkach wymaga ścisłej regulacji procesu ich 

powstawania.  

 

1.1.1. Struktura i transkrypcja roślinnych genów miRNA (MIR) 

 Dotychczasowe badania pozwoliły na poznanie struktury 82 genów kodujących 

miRNA u A. thaliana (Xie i in., 2005a, Szarzyńska i in., 2009, Kozomara i Griffiths-Jones, 

2013, Zieleziński i in., 2015, Barciszewska-Pacak i in., 2016). Ich długość waha się  

w zakresie od 319 par zasad (pz) (MIR165a) do 4975 pz (MIR472) (Zieleziński i in., 2015). 

Wśród nich większość stanowi niezależne jednostki transkrypcyjne (67%,  

55 przypadków), pozostałe to geny kodujące białka lub inne niekodujące RNA, 

zawierające miRNA w swoich intronach lub egzonach (Ryc. 1).  

 

 

Ryc. 1 Schemat przedstawiający struktury klas genów kodujących miRNA u Arabidopsis 
thaliana 
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Wszystkie dotychczas poznane geny miRNA u roślin transkrybowane są przez 

DNA-zależną polimerazę RNA II (RNA Pol II) (Xie i in., 2005a). Podobnie do genów 

kodujących białka, zawierają więc one w swoich promotorach 8-nukleotydowy element 

regulatorowy TATA-box, znajdujący się w niedużej odległości od miejsca inicjacji 

transkrypcji. Ponadto, w regionach promotorowych wielu genów kodujących miRNA 

zidentyfikowano elementy odpowiedzi na stresy biotyczne i abiotyczne (Kruszka i in., 

2012, Barciszewska-Pacak i in., 2015). Kolejne doniesienia literaturowe wskazują również 

na obecność więcej niż jednego miejsca inicjacji transkrypcji. Ciekawym tego przykładem 

jest MIR170, w którym zidentyfikowano pięć takich elementów (Zieleziński i in., 2015). 

Aktywność genów miRNA regulują również białka kompleksu, odpowiedzialnego  

za elongację transkrypcji. Wyciszenie genów kodujących elementy tej maszynerii 

powoduje zmniejszenie ilości RNA Pol II zasocjowanej z chromatyną w rejonie MIR, 

przez co również obniżenie poziomu pri-miRNA (Fang i in., 2015). Kolejnym białkiem 

modulującym transkrypcję MIR jest CDC5 (CELL DIVISION CYCLE 5), które wiąże się 

do sekwencji promotorów genów miRNA i występuje w kompleksie z RNA Pol II (Zhang 

i in., 2013). Białka NOT2a i b (NEGATIVE ON TATA LESS 2), CDF2 (Cyclin DOF 2) 

oraz HOS1 (HIGH EXPRESSION OF OSMOTICALLY RESPONSIVE GENES 1) 

również biorą udział w regulacji transkrypcji MIR, jednakże nie wyjaśniono dotychczas ich 

dokładnej roli w tym procesie (Wang i in., 2013, Sun i in., 2015, Wang i in., 2015). 

Wszystkie wspomniane elementy zaangażowane w modulację aktywności MIR pozwalają 

więc na obszerną regulację biogenezy miRNA już na pierwszym etapie ich powstawania.  

W wyniku transkrypcji MIR powstają długie niekodujące transkrypty,  

tzw. pierwotne prekursory (pri-miRNA), które podobnie do innych produktów RNA Pol II 

są stabilizowane przez dodanie do ich końców 5’ struktury czapeczki (ang. cap), tj.  

7-metyloguanozyny, a do końca 3’ kilkuset nukleotydów adeninowych tzw. ogona poliA 

(Xie i in., 2005a). Elementem wyróżniającym pri-miRNA od mRNA jest 

charakterystyczna struktura typu spinki do włosów, składająca się z pętli i dwuniciowego 

odcinka, w którym często występują niesparowania. Cząsteczka miRNA może znajdować 

się zarówno w egzonach, jak i intronach takich transkryptów. Dotychczas wiadomo, że  

u A. thaliana około 67% prekursorów powstających z niezależnych jednostek 

transkrypcyjnych zawiera przynajmniej jeden intron (Xie i in., 2005a, Szarzyńska i in., 

2009, Kozomara i Griffiths-Jones, 2013, Zieleziński i in., 2015). Wykazano też obecność 

tzw. policistronowych MIR, kodujących więcej niż jedną cząsteczkę miRNA,  
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tj. miR400-miR5654, miR842-miR846, miR771-miR851 i miR5026-miR850-miR863a 

(Jia i Rock, 2006, Merchan i in., 2009, Yang i in., 2011, Meng i in., 2012, Zieleziński i in., 

2015). W przeciwieństwie do A. thaliana, policistronowych MIR nie zidentyfikowano 

dotychczas u przedstawiciela najstarszych roślin lądowych, tj. Pellia endiviifolia. Powstały 

one prawdopodobnie w trakcie ewolucji, gdyż u mchu Physcomitrella patens pierwotne 

prekursory miRNA zawierające więcej niż jedną strukturę spinki do włosów stanowią już 

koło 25% całej puli zidentyfikowanych w tym gatunku pri-miRNA (Alaba i in., 2015). Tak 

skomplikowana struktura genów kodujących miRNA i ich pierwotnych transkryptów 

pozwala na szeroką regulację ich biogenezy na etapie post-transkrypcyjnym, m.in. dzięki 

zaangażowaniu alternatywnych zdarzeń wycinania intronów i poliadenylacji. Wymaga to 

jednak jednocześnie aktywności obszernej i zróżnicowanej maszynerii, odpowiedzialnej za 

dojrzewanie tych transkryptów.  

1.1.2. Dojrzewanie pierwotnych prekursorów miRNA 

 Głównymi elementami maszynerii biogenezy miRNA, zwanej mikroprocesorem, są 

endorybonukleaza typu III – DCL1 (DICER-LIKE 1), SE (SERRATE) i HYL1 

(HYPONASTIC LEAVES 1). Proces dojrzewania pri-miRNA u roślin odbywa się 

całkowicie na terenie jądra komórkowego (Park i in., 2005) (Ryc. 2). Jest to cecha różniąca 

ten proces od biogenezy miRNA u zwierząt, gdzie dojrzewanie prekursorów miRNA 

podzielone jest na etap zachodzący w jądrze komórkowym i kolejny, odbywający się  

w cytoplazmie (Lee i in., 2002) (Tabela 1). U A. thaliana zidentyfikowano nawet 

specyficzne struktury na terenie nukleoplazmy, tzw. ciała D (ang. dicing bodies), które jak 

dotychczas uważane są za miejsce dojrzewania pierwotnych prekursorów miRNA (Song  

i in., 2007). W pierwszym etapie tego procesu pri-miRNA docinane są dzięki aktywności 

DCL1 do krótszych dwuniciowych form o strukturze spinki do włosów (pre-miRNA) 

(Kurihara i Watanabe, 2004). W kolejnym etapie z pre-miRNA uwalniany jest dupleks 

prawie całkowicie komplementarnych do siebie cząsteczek miRNA/miRNA*. Cięcie 

prekursorów może odbywać się na dwa różne sposoby. W pierwszym, aktywność DCL1 

obserwowana jest najpierw u podstawy spinki do włosów (Kurihara i Watanabe, 2004), 

natomiast w drugim, pierwsze cięcie odbywa się w regionie pętli znajdującej się  

na szczycie spinki (Bologna i in., 2009). Efektywność i precyzję przecinania prekursorów 

miRNA zapewniają białka SE i HYL1, z którymi DCL1 bezpośrednio oddziałuje (Dong  

i in., 2008, Hiraguri i in., 2005, Kurihara i in., 2006, Fang i Spector, 2007).  
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Ryc. 2 Uproszczony schemat biogenezy i funkcjonowania miRNA w komórce roślinnej 

RNA Pol II – DNA-zależna polimeraza RNA II; DCL1 – DICER-LIKE 1 
(endorybonukleaza typu III); HYL1 – HYPONASTIC LEAVES 1; SE – SERRATE; CBC – 
kompleks wiążący czapeczkę; HEN1 – HUA ENHANCER 1 (metyltransferaza); HASTY – 
eksportyna; AGO1 – ARGONAUTE 1 
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Tabela 1 Elementy różnicujące biogenezę i funkcjonowanie miRNA w komórkach 

roślinnych i zwierzęcych 

DCL1 – DICER-LIKE 1 (endorybonukleaza typu III); HYL1 – HYPONASTIC LEAVES 1; 
SE – SERRATE; DGCR8 - DiGeorge SYNDROME CRITICAL REGION 8, TRBP - TAR 
RNA-BINDING PROTEIN 

Element 
różnicujący Komórki roślinne Komórki zwierzęce Literatura 

Enzym 
odpowiedzialny za 

transkrypcję genów 
miRNA 

DNA-zależna 
RNA polimeraza II 

DNA-zależna RNA 
polimeraza II i III 

Xie i in., 2005; 
Lee i in., 2004 
Borchert i in., 

2006 

Lokalizacja 
biogenezy miRNA 

jądro komórkowe 
I etap - jądro 
komórkowe 

II etap – cytoplazma 

Park i in., 2005; 
Lee i in., 2002 

M
ik

ro
pr

oc
es

or
 

Główne białko DCL1 
I etap – Drosha 
II etap – Dicer 

Park i in., 2002 
Kurihara i 

Watanabe, 2004; 
Ketting i in., 2004 

Knight i Bass, 
2001 

Lee i in., 2003 

Białka 
pomocnicze SE, HYL1 

I etap – DGCR8 
II etap – TRBP 

Dong i in., 2008; 
Han i in., 2004 

Haase i in., 2005 

Długość 
pre-miRNA 

70 - kilkaset 
nukleotydów 

55-70 nukleotydów 

Xie i in., 2005a, 
Szarzyńska i in., 
2009, Kozomara  
i Griffiths-Jones, 
2013, Zieleziński  

i in., 2015 

Metylacja 3’ 
końców miRNA 

tak nie Yu i in., 2005, 
Li i in., 2005 

Komplementarność 
miRNA::docelowy 

mRNA 
pełna niepełna 

Mallory i in., 
2004b; 

Lai, 2002, 
Lewis i in., 2003 

Główny mechanizm 
regulacji ekspresji 

genów przy pomocy 
miRNA 

cięcie i degradacja 
docelowych 

mRNA 

inhibicja translacji 
docelowych mRNA 

Mallory i in., 
2004b; 

Huntzinger  
i Izaurralde, 2011 
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W dojrzewaniu pri-miRNA i pre-miRNA mogą uczestniczyć również inne białka  

z rodzinny DCL (DCL3, DCL2, DCL4), jednakże najczęściej za ten proces 

odpowiedzialne jest DCL1 (Vazquez i in., 2008). O istotnej roli tej endonukleazy  

w komórce roślinnej świadczy fakt, że całkowite uszkodzenie DCL1 ma charakter letalny 

(Schauer i in., 2002). Dostępność linii, w których uszkodzone są poszczególne domeny 

DCL1 pozwoliły na poznanie ich funkcji. W liniach dcl1-7 (zamiana jednego aminokwasu 

w domenie helikazy) i dcl1-9 (insercja T-DNA w sekwencji kodującej drugą domenę 

wiążącą dwuniciowy RNA) dochodzi do częściowego zatrzymania cięcia prekursorów 

miRNA, obserwowanego jako podwyższony poziom pri-miRNA i obniżony poziom 

dojrzałych cząsteczek (Park i in., 2002, Kurihara i Watanabe, 2004, Kurihara i in., 2006). 

Pomimo porównywalnego efektu tych mutacji, opisywane warianty białka DCL1 różnią 

się zdolnością do oddziaływania z HYL1. W linii dcl1-7, DCL1 występuje ciągle  

w bezpośrednim kontakcie z HYL1, w roślinach dcl1-9 ta interakcja jest natomiast 

utracona. Ponadto, DCL1 w drugim z wymienionych mutantów zmienia lokalizację z ciał 

D, widocznych w roślinach typu dzikiego, na jednolity sygnał nukleoplazmatyczny (Fang  

i Spector, 2007, Fujioka i in., 2007). Mutacja w regionie kodującym domenę RNazy III, 

zidentyfikowana w linii dcl1-13, kompensuje brak białka HYL1 i przywraca normalny 

poziom pri-miRNA w liniach z unieczynnionym HYL1 (Tagami i in., 2009).  

Białkiem, którego aktywność w trakcie rozwoju roślin jest również bezwzględnie 

potrzebna jest SE. Mutacja całkowicie unieczynniająca kodujący go gen, podobnie jak  

w przypadku DCL1, ma charakter letalny (Prigge i Wagner, 2001). SE w swojej strukturze 

zawiera wysoko ustrukturyzowany rdzeń, znajdujący się w centrum białka (Machida i in., 

2011). Fragment ten przyjmuje kształt „kroczącego człowieka” (ang. walking man 

topology), składa się z trzech domen - aminowej, środkowej i palca cynkowego typu C2H2 

- i jest niezbędny do oddziaływań z DCL1 i HYL1. Na obydwóch końcach SE znajdują się 

dodatkowo nieustrukturyzowane regiony, które w sumie stanowią połowę wielkości całego 

białka. Jeden z nich, tj. fragment aminowy, zawierający rejon bogaty w argininy i proliny 

jest odpowiedzialny za wiązanie pri-miRNA (Iwata i in., 2013). Podobnie jak w przypadku 

DCL1, scharakteryzowano również słabe mutanty SE, tj. se-1, se-2 i se-3. W przypadku 

dwóch pierwszych linii, mutacje znajdują się w sekwencji kodującej karboksylowy 

nieustrukturyzowany fragment SE, podczas gdy w se-3 insercja T-DNA zlokalizowana jest 

w regionie odpowiadającym końcowi aminowemu. We wszystkich tych liniach 

zaobserwowano podwyższony poziom wielu pri-miRNA i obniżony poziom dojrzałych 
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cząsteczek, jak również fenotyp o plejotropowym charakterze (Prigge i Wagner, 2001, 

Grigg i in., 2005, Zieleziński i in., 2015). Dokładna tego przyczyna w mutantach se-1  

i se-2, tak więc i funkcja końca karboksylowego SE, nie była jeszcze jednak znana. 

HYL1, należące do rodziny białek DRB (ang. double stranded RNA-binding 

protein), zawiera dwie domeny wiążące dwuniciowy RNA (dsRBD) (Hiraguri i in., 2005). 

Pierwsza z nich jest odpowiedzialna za wiązanie RNA, druga natomiast za oddziaływanie 

z dsRBD2 DCL1 i SE oraz za homodimeryzację białka, wymaganą w trakcie biogenezy 

miRNA (Hiraguri i in., 2005, Yang i in., 2010). Obydwie domeny dsRBD HYL1 są 

wystarczające dla właściwego przebiegu dojrzewania pri-miRNA (Wu i in., 2007). 

Nieznana jest do tej pory funkcja pozostałej części tego białka, tj. długiego, częściowo 

nieustrukturyzowanego fragmentu, zawierającego sześć 28-aminokwasowych powtórzeń 

na swoim końcu karboksylowym. W przeciwieństwie do mutacji unieczynniającej 

całkowicie SE i DCL1, uszkodzenie genu kodującego HYL1 nie ma charakteru letalnego 

(Lu i Fedoroff, 2000). W linii hyl1-2 zaobserwowano podwyższony poziom większości 

pri-miRNA i mniejszą ilość miRNA (Szarzyńska i in., 2009). 

Poza aktywnością kompleksu DCL1-SE-HYL1, w dojrzewaniu pri-miRNA 

uczestniczą również inne białka (Ryc. 2 i 3). Pierwszym elementem oddziałującym  

z nowopowstałym transkryptem jest kompleks wiążący czapeczkę (AtCBC, ang. cap 

binding complex), składający się z dwóch podjednostek, tj. AtCBP20 i AtCBP80 

(Kmieciak i in., 2002). U A. thaliana wykazano, że białka te oddziałują ze sobą 

bezpośrednio oraz, że białko AtCBP20 odgrywa zasadniczą rolę w transporcie AtCBC do 

jądra komórkowego (Kierzkowski i in., 2009). Funkcje CBC w organizmach roślinnych 

nie są jeszcze tak dobrze poznane, jak u zwierząt, gdzie kompleks ten uczestniczy  

w dojrzewaniu mRNA, głównie poprzez stabilizowanie oddziaływań między miejscem 

donorowym pierwszego intronu a snRNP U1 (Lewis i in., 1996). Co więcej, CBC pełni 

również rolę w formowaniu końca 3’ mRNA, stabilizując kompleks białkowy 

odpowiedzialny za cięcie pre-mRNA w miejscu poliadenylacji (Flaherty i in., 1997). 

Wykazano jego funkcję również w transporcie mRNA i snRNA z jądra do cytoplazmy 

(Izaurralde i in., 1995). U roślin potwierdzono jak dotychczas rolę CBC w splicingu pre-

mRNA, w który zaangażowane jest również SE (Laubinger i in., 2008, Raczyńska i in., 

2010, 2014). Podwójny mutant zerowy genów kodujących podjednostki AtCBC wykazuje 

podobieństwa do se-1 zarówno pod względem fenotypu, jak i zaburzeń biogenezy miRNA 

(Laubinger i in., 2008, Zieleziński i in., 2015). 
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W trakcie biogenezy miRNA aktywność DCL1 jest regulowana dodatkowo przez 

białko PRL1 (PLEIOTROPIC REGULATORY LOCUS1) oraz TGH (TOUGH) (Zhang  

i in., 2014, Ren i in., 2012a) (Ryc. 3). Drugie z wymienionych białek wpływa również na 

ilość pri-miRNA zasocjowanych z HYL1. Prawidłowe funkcjonowanie HYL1  

w dojrzewaniu prekursorów miRNA zależy z kolei od statusu jego fosforylacji, który 

reguluje białko CPL1 (C-TERMIANL DOMAIN PHOSPHATASE-LIKE1) (Manavella  

i in., 2012). Wykazano, że dzięki oddziaływaniom CPL1 z SE i HYL1, utrzymywana jest 

defosforylacja ostatniego z wymienionych białek, wymagana dla prawidłowego przebiegu 

procesu biogenezy miRNA (Jeong i in., 2013). Aktywność HYL1 regulowana jest również 

przez inne elementy komórkowe. MOS2 (MODIFIER OF SNC2) to białko wiążące RNA, 

którego obecność wymagana jest dla prawidłowej lokalizacji HYL1 w ciałach D (Wu i in., 

2013). Kolejne białko, nazywane dotychczas proteazą X, odcina aminowy fragment HYL1, 

prowadząc w ten sposób do degradacji HYL1 (Cho i in., 2014). COP1 (CONSTANS 

PHOTOMORPHOGENIC 1) zapobiega natomiast temu procesowi podczas ekspozycji 

roślin na światło, kiedy specjalnie w tym celu przenoszone jest do cytoplazmy.  

W przypadku białek SIC (SICKLE) i RACK1 (RECEPTOR FOR ACTIVATED C 

KINASE), nie poznano dokładnego mechanizmu ich zaangażowania w biogenezę miRNA. 

Pierwsze z nich znajduje się w miejscu występowania HYL1, przez co sugeruje się, że 

może stymulować jego funkcjonowanie (Zhan i in., 2012). W mutancie rack-1 

zaobserwowano natomiast obniżony poziom większości miRNA w porównaniu do roślin 

typu dzikiego, co może być efektem zaburzenia bezpośredniego oddziaływania między 

RACK1 i SE (Speth i in., 2013). 

Wynikiem aktywności wszystkich wspomnianych wyżej białek jest uwolnienie  

z pierwotnego prekursora dupleksu miRNA/miRNA* tj., dwuniciowego RNA o długości 

21-24 nukleotydów, który w celu uniknięcia degradacji ulega następnie specyficznej dla 

roślin metylacji (Yu i in., 2005, Li i in., 2005). Białkiem odpowiedzialnym za ten proces 

jest HEN1 (HUA1 ENHANCER1), które rozpoznaje dwa niesparowane nukleotydy na 3’ 

końcach obydwóch nici i w obecności jonów magnezu katalizuje proces 2’-O-metylacji 

(Boutet i in., 2003, Yang i in., 2006, Huang i in., 2009). Prowadzi to do inhibicji urylydacji 

3’ końców RNA, prowadzonej przez białko HESO1 (HEN1 SUPPRESOR1) (Ren i in., 

2012b). Dupleksy miRNA/miRNA* po metylacji są następnie transportowane do 

cytoplazmy dzięki aktywności eksportyny HST (HASTY) (Bollman i in., 2003).    
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Ryc. 3 Schemat biogenezy miRNA u roślin z zaznaczeniem białek pomocniczych, 
zaangażowanych w ten proces 

DCL1 – DICER-LIKE 1 (endorybonukleaza typu III); HYL1 – HYPONASTIC LEAVES 1; 
SE – SERRATE; CBC – kompleks wiążący czapeczkę; HEN1 – HUA ENHANCER 1 
(metyltransferaza); NOT2 – NEGATIVE ON TATA LESS 2; CDC5 – CELL DIVISION 
CYCLE; CDF2 – CYCLING DOF TRANSCRIPTION FACTOR 2; ELP – ELONGATOR 
PROTEIN; HOS – HIGH EXPRESSION OF OSMOTICALLY RESPONSIVE GENES; 
CPL1 – C-TERMINAL DOMAIN PHOSPHATASE LIKE 1; COP1 – CONSTITUTIVE 
PHOTOMORPHOGENIC 1; MOS2 – MODIFIER OF SNC1-2; PRL1 – PLEIOTROPIC 
REGULATORY LOCUS 1; RACK1 – RECEPTOR FOR ACTIVATED C KINASE 1; STA1 
– STABILIZED1; RS – ARGININE/SERINE-RICH SPLICING FACTOR; GRP7 – 
GLYCINE-RICH RNA-BINDING PROTEIN; HESO1 – HEN1 SUPPRESSOR 1; DDL1 – 
DAWDLE 
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1.2. FUNKCJONOWANIE miRNA W CYTOPLAZMIE 

 W cytoplazmie jedna z cząsteczek dupleksu miRNA/miRNA* jest włączana  

w kompleks efektorowy RISC (ang. RNA-induced silencing complex). Głównym jego 

elementem jest białko AGO (ARGONAUTE), które posiada aktywność katalityczną 

wymaganą po rozpoznaniu i związaniu docelowego mRNA. Pomimo obecności  

u A. thaliana 10 białek AGO, AGO1 jest głównym elementem odpowiedzialnym za 

regulację ekspresji genów przy udziale miRNA (Baumberger i Baulcombe, 2005). Rola 

tego białka w organizmach roślinnych jest tak istotna, że mutacja unieczynniająca 

całkowicie AGO1 prowadzi do ich zamierania na etapie siewki (Bohmert i in. 1998). 

Dokładny mechanizm przyłączania jednej z nici dupleksu miRNA/miRNA* do AGO1 nie 

jest jeszcze poznany. Dotychczasowe doniesienia wskazują na rolę białka szoku cieplnego 

HSP90 (HEAT SHOCK PROTEIN) w tym procesie (Iki i in., 2010). W 2010 roku 

zaproponowano model, w którym do AGO1 wiąże się dimer HSP90. Następnie do białka 

szoku cieplnego przyłączane jest ATP, którego hydroliza prowadzi do zmiany konformacji 

HSP90 i AGO1, co daje drugiemu z tych białek możliwość związania dwuniciowego 

RNA. W przeciwieństwie do dupleksu siRNA, w przypadku miRNA/miRNA* nie jest 

wymagana aktywność katalityczna AGO1 w celu uwolnienia jednej z nici. Wybór nici 

odbywa się na podstawie różnicy w termostabilności ich końców 5’ – nić o niższej 

termostabilności jest zatrzymywana w kompleksie RISC, jako nić wiodąca (Eamens i in., 

2009). Wykazano jednocześnie, że brak białka HYL1 w komórce powoduje zaburzenia 

tego procesu.  

 Po uwolnieniu jednej nici z miRNA/miRNA*, kompleks RISC rozpoznaje 

docelowy mRNA dzięki komplementarności zasad między miRNA i mRNA oraz reguluje 

jego poziom na drodze jednego z dwóch mechanizmów. Pierwszy z nich to 

endonukleolityczne cięcie transkryptu, katalizowane przez AGO1 (Parker i in., 2004). 

Proces ten zachodzi częściej u roślin niż u zwierząt ze względu na wysoką 

komplementarność między miRNA i mRNA, występującą w pierwszej grupie organizmów 

(Mallory i in., 2004b). W wyniku tej aktywności AGO1 transkrypt zostaje zdegradowany. 

Aktywność niektórych miRNA prowadzi do powstania innej klasy krótkich RNA tzw. ta-

siRNA (ang. trans-acting interfering RNA) (Allen i in., 2005, Gasciolli i in., 2005). 

Cząsteczki te generowane są ze specyficznych dla nich transkryptów RNA Pol II, tj. TAS 

RNA, do których po cięciu katalizowanym przez AGO4 zasocjowanym z miRNA, 

dosyntetyzowana jest druga nić, dzięki aktywności RNA-zależnej polimerazy RNA 
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(RDR6). Taki dwuniciowy substrat jest następnie trawiony przez DCL4  

do 21-nukleotydowych krótkich RNA (Vazquez i in., 2004, Xie i in., 2005b).  

Drugi sposób regulacji powstawania białek przez miRNA polega na hamowaniu 

translacji mRNA. Pierwsze doniesienie na ten temat u Arabidopsis dotyczyło linii ze 

zwiększoną zawartością miR172a, w której zaobserwowano zmniejszoną ilość białka 

APETALA2 bez wpływu na poziom jego mRNA (Aukerman i Sakai, 2003). Wiadomo 

jednak, że wspomniane miRNA może również prowadzić do cięcia transkryptu 

pochodzącego z AP2, gdyż zidentyfikowano produkty tej reakcji (Kasschau i in., 2003). 

Dokładny mechanizm hamowania translacji przy udziale miRNA nie jest jeszcze poznany. 

Ostatnie doniesienia sugerują, że proces ten odbywa się przy udziale siateczki 

endoplazmatycznej (ER), a dokładnie zasocjowanego z nią białka AMP1 (ALTERED 

MERISTEM PROGRAM1) (Li i in., 2013). W polisomach związanych z ER 

udokumentowano zależną od AMP1 obecność AGO1 oraz występowanie docelowych 

mRNA. Ponadto, wykazano również, że o sposobie regulacji ekspresji genów przez 

miRNA decyduje partner DCL1, tj. HYL1 lub DRB2. Obecność HYL1 prowadzi do cięcia 

transkryptu, natomiast DRB2 do hamowania translacji (Reis i in., 2015). 

1.3. ZWIĄZEK BIOGENEZY miRNA Z INNYMI PROCESAMI 

METABOLIZMU RNA 

Przedstawiona powyżej złożoność struktury MIR oraz procesu biogenezy miRNA 

wymaga, ale również umożliwia zaangażowanie innych maszynerii metabolizmu RNA  

w regulację poziomu tych krótkich RNA w komórce. W trakcie ostatnich lat badań 

pojawiały się informacje o powiązaniu biogenezy miRNA ze splicingiem. Pierwsza z nich 

to identyfikacja intronów w niezależnych jednostkach transkrypcyjnych kodujących 

miRNA, a także obecność tych krótkich RNA w intronach genów kodujących białka i inne 

RNA (Rajagopolan i in., 2006, Szarzyńska i in., 2008, Zieleziński i in., 2015). Szczególnie 

w tym drugim przypadku powinna występować zależność między biogenezą miRNA  

i procesem wycinania intronów, jednakże wykazano, że splicing odgrywa również istotną 

rolę w dojrzewaniu prekursorów zawierających strukturę spinki do włosów w swoich 

egzonach (egzonowe miRNA) (Bielewicz i in., 2013, Schwab i in., 2013).  

W celu oceny roli splicingu intronów w prekursorach egzonowych miRNA, rośliny 

A. thaliana z nieaktywnym MIR163 transformowano konstruktami, w których w genie 

kodującym miR163 usunięto intron lub zmutowano jego miejsce donorowe, 
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uniemożliwiając w ten sposób późniejsze wycięcie intronu w roślinach (Bielewicz i in., 

2013). W obydwóch przypadkach zaobserwowano obniżony poziom dojrzałej cząsteczki 

miR163 w porównaniu z roślinami transformowanymi konstruktem kodującym natywny 

wariant MIR163. Podobne rezultaty uzyskano w przypadku eksperymentów dotyczących 

powstawania miR161 i miR172b (Bielewicz i in., 2013, Schwab i in., 2013). Wyniki te 

wskazały więc na stymulującą rolę miejsca donorowego w biogenezie miRNA, 

pochodzących z transkryptów zawierających intron za strukturą spinki do włosów (Ryc. 4) 

(Szweykowska-Kulińska i in., 2013). 

 

Ryc. 4 Schemat przedstawiający proponowaną rolę kompleksu snRNP U1 w biogenezie 
miRNA (stymulacja) i w ochronie transkryptów przed przedwczesną poliadenylacją 

CBC – kompleks wiążący czapeczkę; SE – SERRATE; DCL-1 – DICER LIKE1; SR – białka 
bogate w argininę i serynę (ang. RS-rich); 5’ss – miejsce donorowe; 3’ss – miejsce 
akceptorowe; białymi prostokątami zaznaczono sygnał cięcia i poliadenylacji 
(Szweykowska-Kulińska i in., 2013, zmodyfikowane) 

 

W trakcie analiz dojrzewania pri-miR163 zaobserwowano aktywację 

alternatywnego miejsca poliadenylacji, znajdującego się w intronie z unieczynnionym 

miejscem donorowym (Bielewicz i in., 2013). Prowadziło to do powstania krótszego 

bezintronowego prekursora, którego wydajność dojrzewania była za niska, żeby 

wytworzyć odpowiednią ilość miR163. Wyniki te sugerują zaangażowanie kolejnej 

maszynerii RNA, tj. poliadenylacyjnej, w regulację biogenezy miRNA. Wykazano jednak, 

że w wyborze miejsc poliA w pre-mRNA dużą rolę odgrywa spliceosom, w tym 

szczególnie kompleks snRNP U1, który oddziałuje specyficznie z miejscem donorowym  

i chroni transkrypt przed przedwczesnym cięciem i poliadenylacją (Kaida i in., 2010). 

Zasugerowano więc, że podobną rolę będzie pełnił ten kompleks w trakcie biogenezy 

miRNA (Ryc. 4) (Szweykowska-Kulińska i in., 2013). 
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Kolejny przykład niezbędnej roli splicingu w trakcie biogenezy miRNA pochodzi  

z badań nad rodziną miR444 u roślin jednoliściennych. Cząsteczki miRNA i miRNA* 

rozdzielone są w ryżu, Brachypodium, kukurydzy, trzcinie cukrowej i pszenicy intronem, 

którego wycięcie jest wymagane dla powstania prawidłowego substratu dla maszynerii 

biogenezy miRNA (Lu i in., 2008, Sunkar i Jagadeeswaran, 2008). Wycięcie intronu jest 

też niezbędne w trakcie powstawania miR400, znajdującego się u A. thaliana w intronie 

genu kodującego białko o nieznanej do tej pory funkcji (Yan i in., 2012). W wyniku stresu 

temperaturowego (37 ⁰C) zaobserwowano wzmożone wycinanie intronu, co korelowało  

z podniesieniem poziomu dojrzałej cząsteczki. Stymulującą rolę ciepła w wycinaniu 

intronów, w których znajdują się cząsteczki miR160a i miR5175a zaobserwowano również 

w jęczmieniu (Kruszka i in., 2014). Ze zwiększoną aktywnością spliceosomu związana 

była efektywniejsza biogeneza tych miRNA. Przeciwną relację zaobserwowano natomiast 

analizując dojrzewanie pri-miR162a (Barciszewska-Pacak i in., 2016). W wyniku 

traktowania roślin A. thaliana suszą i stresem solnym zahamowano wycinanie intronu 

zawierającego miR162a, czemu towarzyszył wzrost poziomu dojrzałej cząsteczki  

w porównaniu z roślinami kontrolnymi.  

W komórkach ludzkich zaobserwowano, że częściowe wyciszenie genu kodującego 

ludzki homolog AtU1-70K, jeden z głównych elementów snRNP U1, powoduje obniżenie 

poziomu intronowej cząsteczki miR211 (Janas i in., 2011). W kompleksie z maszynerią 

splicingową odnotowano natomiast obecność prekursorów innych cząsteczek, tj. miR106b, 

miR93 i miR25 (Agranat-Tamir i in., 2014). Wykazano również, że zahamowanie 

splicingu intronu, w którym te prekursory się znajdują, powoduje podniesienie poziomu 

dojrzałych cząsteczek. Ponadto, częściowe wyciszenie ekspresji genu kodującego Drosha, 

głównego enzymu odpowiedzialnego za dojrzewanie pri-miRNA w jądrze komórek 

ludzkich, związane było ze zwiększoną wydajnością wycinania wspomnianego intronu. 

Opisane powyżej przypadki wskazują na ścisłe powiązanie procesu wycinania 

intronów i biogenezy miRNA. Nie wiadomo jednak było, które białka odpowiedzialne są 

za tą regulację. W proces ten mogłyby być zaangażowane SE i CBC, ze względu na 

opisaną ich podwójną funkcję w dojrzewaniu RNA (Laubinger i in., 2008, Raczyńska i in., 

2010, 2014). Jak już wyżej wspomniano, białka te biorą udział w biogenezie miRNA, jak 

również w wycinaniu intronów i alternatywnym składaniu transkryptów. U A. thaliana 

zidentyfikowano też inne białka, oddziałujące z elementami maszynerii biogenezy miRNA 

i/lub zaangażowane w wycinanie intronów z pri-miRNA. Do białek tych należy STA1 
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(STABILIZED 1), GRP7 (GLYCINE-RICH RNA-BINDING PROTEIN), PRL1 

(oddziałujące z DCL1, SE i HYL1), HOS5 (oddziałujące z SE, HYL1 i CPL1) oraz dwa 

białka należące do rodziny białek bogatych w reszty seryny i argininy (SR), tj. RS41  

i RS41 (Chaabane i in., 2012, Koster i in., 2014, Zhang i in., 2014). Dokładny mechanizm 

aktywności tych białek, jak również bezpośredniego powiązania maszynerii biogenezy 

miRNA i spliceosomu nie jest jednak znany.  

1.4. SPLICING U ROŚLIN 

Ze względu na to, że większość genów organizmów eukariotycznych zbudowana 

jest z sekwencji niekodujących (intronów) oraz kodujących (egzonów), splicing jest 

jednym z podstawowych etapów ekspresji genów. Zidentyfikowano dwa typy intronów: 

U2 i U12. Pierwszy z nich charakteryzuje się obecnością dinukleotydu GU na 5’ końcu 

intronu (miejsce donorowe; splicingowe 5’) i AG w miejscu akceptorowym (splicingowym 

3’) (Brown i in., 1996). Dodatkowo między 20. a 50. nukleotydem powyżej miejsca 

akceptorowego intronu znajduje się tzw. miejsce rozgałęzienia (ang. branch point)  

z charakterystycznym dla niego nukleotydem adeninowym. Odległość między miejscem 

rozgałęzienia i akceptorowym jest mniejsza w przypadku intronów typu U12 (Tarn i Steitz, 

1997). Nie zawierają one również charakterystycznego dla intronów U2 traktu 

polipirymidynowego, a w miejscach splicingowych pierwotnie zidentyfikowano 

dinukleotyd AU (miejsce donorowe) i AC (miejsce akceptorowe) (Kolossova i Padgett, 

1997). Później wykazano jednak, że częściej w tych regionach występuje para GT-AG 

(Lewandowska i in., 2004).  

Splicing jest to proces chemiczny składający się z dwóch reakcji transestryfikacji 

(Ryc. 5). Rozpoczyna się on atakiem grupy hydroksylowej 2’ nukleotydu adeninowego  

z miejsca rozgałęzienia na pierwszy nukleotyd intronu od strony 5’ (miejsca donorowego)  

i rozcięciem wiązania fosfodiestrowego. Jednocześnie powstaje nowe wiązanie 5’-2’ 

fosfodiestrowe, które prowadzi do generacji charakterystycznego produktu o kształcie 

lassa (ang. lariat intermediate) i uwolnienia egzonu od strony 5’ transkryptu. W drugim 

etapie grupa hydroksylowa uwolnionego egzonu atakuje i rozcina wiązanie fosfodiestrowe, 

znajdujące się na 3’ końcu intronu (miejsce akceptorowe). W ten sposób usunięty zostaje 

intron a kolejna reakcja transestryfikacji prowadzi do połączenia dwóch egzonów ze sobą. 

Ze względu na to, że liczba wiązań fosfodiestrowych pozostaje taka sama, reakcje 

splicingu nie wymagają dostępności dodatkowych źródeł energii w postaci ATP lub GTP 
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(Berget i in., 1977, Padgett i in., 1986). Wymagane są one jedknaże do złożenia maszynerii 

zaangażowanej w wycinanie intronów. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ryc. 5 Schemat reakcji splicingu pre-mRNA 

Przerywanymi strzałkami przedstawiono dwie reakcje transestryfikacji; GU, AG – miejsce 
donorowe i akceptorowe; A – nukleotyd adeninowy znajdujący się w miejscu 
rozgałęzienia; P – wiązanie fosfodiestrowe. 

 

Za proces splicingu odpowiedzialny jest duży kompleks rybonukleoproteinowy 

(RNP) – spliceosom. Ze względu na substrat i skład wyróżnia się dwa typy spliceosomów, 

tj. konstytutywny, wycinający introny U2, i niekanoniczny, związany z intronami U12. 

Obydwie maszynerie składają się z pięciu krótkich jądrowych RNA, bogatych w reszty 

urydynowe (snRNA U, ang. U-rich small nuclear RNA) oraz ponad setki białek. 

Spliceosom konstytutywny zawiera 5 typów snRNA U, tj. U1, U2, U4, U5 i U6. Cztery  

z nich powstają na drodze transkrypcji dzięki polimerazie RNA II, natomiast snRNA U6 

wymaga aktywności polimerazy RNA III (Waibel i Filipowicz, 1990). W spliceosomie 

niekanonicznym w zamian za snRNA U1, U2, U4 i U6, występują cząsteczki U11, U12, 

U4atac i U6atac (Tarn i Steitz, 1997). Cząsteczki snRNA w połączeniu z białkami 

specyficznymi, Sm i Lsm tworzą większe struktury wchodzące w skład trzonu 

spliceosomu, tj. kompleksów rybonukleoproteinowych - snRNP (ang. small nuclear 

rybonucleoproteins).  

Badania prowadzące do wyselekcjonowania genów kodujących elementy 

spliceosomu kanonicznego u A. thaliana doprowadziły do identyfikacji 74 genów 
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kodujących snRNA U i ponad 395 genów kodujących białka (Wang i Brendel, 2004). 

Ponadto, zidentyfikowano 15 białek Sm, z których siedem znajduje się w kompleksie 

snRNP U1, U2, U4 i U5, a kolejne siedem (Lsm, Lsm-like) buduje snRNP U6 (Will  

i Lührmann, 2001). Pozostałe jedno białko, Lsm1, nie ma zdolności do wiązania snRNA. 

Funkcją białek Sm jest tworzenie platformy do oddziaływań z białkami specyficznymi dla 

każdego kompleksu snRNP. 

Mechanizm tworzenia się konstytutywnego spliceosomu u roślin nie jest jeszcze 

scharakteryzowany. U zwierząt proces ten zaczyna się od związania snRNP U1 z miejscem 

donorowym i snRNP U2 z miejscem rozgałęzienia (Reed 1996) (Ryc. 6). Proces 

rozpoznania tych elementów wymaga komplementarności sekwencji pre-mRNA  

z odpowiednią cząsteczką snRNA U (Kandel-Lewis i Seraphin, 1993). Zazwyczaj snRNP 

U1 oddziałuje z transkryptem jako pierwszy, jednakże u drożdży dowiedziono,  

że kolejność przyłączania snRNP U1 i U2 może być odwrócona (Shcherbakova i in., 

2013). W wyniku związania obydwóch wspomnianych rybonukleoprotein powstaje tzw. 

kompleks A, do którego utworzenia wymagana jest dodatkowo hydroliza ATP (Barabino  

i in., 1990). Energia potrzebna jest również w kolejnym etapie, w trakcie wiązania 

potrójnego kompleksu tri-U5/U4/U6 snRNP, które prowadzi do powstania kompleksu B. 

Następnie snRNP U1 oddysocjowuje od miejsca donorowego, uwalniając w ten sposób 

region wiązania dla snRNP U6, do którego dochodzi po uwolnieniu snRNP U4 (kompleks 

B’). Odłączenie tej ostatniej rybonukleoproteiny jest wymagane ze względu na to,  

że snRNA U4 i U6 oddziałują ze sobą w momencie rekrutacji do spliceosomu (Teigelkamp 

i in., 1994, Roy i in., 1995). Uwolnienie snRNP U4 umożliwia zbudowanie kompleksu 

między U6 i U2, który uważany jest za centrum katalityczne spliceosomu. snRNP U4 pełni 

więc w komórce rolę inhibitora, blokując aktywność U6 dopóki nie dojdzie  

do prawidłowej orientacji miejsc splicingowych względem siebie (Wassarman i Steitz, 

1993). W wyniku oddziaływania między snRNP U6 i U2 zachodzi reakcji transestryfikacji, 

prowadząca do powstania produktu pośredniego o strukturze lassa (kompleks C).  

Ze strukturą tą związane pozostają kompleksy U2, U5 i U6, miejsce akceptorowe zostaje 

rozcięte, a egzony ulegają ligacji. Intron następnie jest uwalniany z maszynerii 

splicingowej i degradowany, a wszystkie kompleksy snRNP mogą być ponownie 

wykorzystane (Rogers i Wall, 1980).  

Ze względu na doniesienia wykazujące istotną rolę miejsca donorowego intronu  

w biogenezie miRNA, kompleks snRNP U1 wydaje się być szczególnie interesującym 



29 
 

elementem maszynerii splicingowej w kontekście produkcji tych krótkich niekodujących 

RNA. 

Ryc. 6 Schemat budowania konstytuwnego spliceosomu w trakcie reakcji splicingu  
pre-mRNA 

Linią zaznaczono intron, znajdujący się między dwoma egzonami (prostokąty egzon 1 i 2), 
który uwalniany jest po reakcji splicingu w postaci lariatu; U1-U6 reprezentują kompleksy 
snRNP U1-U6.  
 

1.5. CHARAKTERYSTYKA KOMPLEKSU snRNP U1 

Białka snRNP U1 u A. thaliana zostały wyselekcjonowane na postawie 

podobieństwa sekwencji oraz budowy domenowej z białkami w komórkach ludzkich  

i drożdżowych (Lorkovic i in., 2000, Wang i Brendel, 2004). Kompleks ten składa się  

z dziesięciu białek specyficznych, tj. AtU1A, AtU1C, AtU1-70K (nazywanych białkami 

rdzeniowymi), oraz AtPRP39a i b, AtPRP40a i b, AtLUC7a i b oraz AtLUC7rl (białka 

pomocnicze). Jak już wspomniano wcześniej, tak jak w każdym innym kompleksie snRNP, 

w U1 występuje również siedem uniwersalnych białek Sm. Podstawowym elementem tej 
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rybonukleoproteiny jest również niekodujący RNA, tj. snRNA U1. U A. thaliana 

zidentyfikowano 14 genów kodujących tą cząsteczkę (Wang i Brendel, 2004). Wykazano, 

że w jej ludzkim odpowiedniku występują cztery charakterystyczne struktury spinki  

do włosów. Spinka do włosów nr I oddziałuje z białkiem U1-70K, spinka do włosów nr II 

z białkiem U1A, a spinki do włosów nr III i IV łączą się z heteroheptametrycznym 

pierścieniem, który budują białka SmB/B’, SmD1/2/3, SmE, SmF, i SmG (Jovine i in., 

1996). Zasady numer 3-10 snRNA wiążą się natomiast z miejscem donorowym  

pre-mRNA. Za stabilizację oddziaływania między tymi dwiema cząsteczkami RNA  

i utrzymanie całego kompleksu w aktywnej konformacji odpowiedzialne są białka U1A, 

U1C i U1-70K (Liao i in., 1992). 

 Białko U1A pełni swoją funkcję dzięki obecności dwóch ewolucyjnie 

zakonserwowanych motywów rozpoznających RNA (RRM, ang. RNA recognition motif) 

(Scherly i in., 1989, Will i in., 1993). Analizy mające na celu określenie lokalizacji U1A  

w komórce roślinnej wykazały jego obecność w jądrze komórkowym jak również  

w cytoplazmie (Lorkovic i in., 2008a) (Ryc. 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ryc. 7 Lokalizacja białek podstawowych kompleksu snRNP U1  
w transfekowanych protoplastach Arabidopsis thaliana 

Lokalizację (A) AtU1-70K, (B) AtU1A i (C) AtU1C zaprezentowano na zdjęciach, 
przedstawiających komórki z różnymi rodzajami sygnałów jakie uzyskano (lewy panel)  
i w wartościach liczbowych, przedstawiających procentowy udział sygnału homogennego  
i w postaci skupisk (prawy panel); strzałki i gwiazdki wskazują jąderko; groty strzałek 
wskazują ciała Cajala, skala równa się 8 µm (Lorkovic i in., 2008a, zmodyfikowane). 
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Ponadto, białko to w jądrze występuje również w tzw. ciałach Cajala, tj. sferycznych, 

dynamicznych strukturach bogatych w białka splicingowe i pre-mRNA (Carmo-Fonseca  

i in., 1991) (Ryc. 7). Struktury te zawierają również wiele komponentów jąderkowych,  

w tym fibrylarynę i snoRNP U3 (Raska i in., 1990, Jimenez-Garcia i in., 1994). Dokładna 

funkcja ciał Cajala nie jest scharakteryzowana, sugeruje się jednak ich rolę w składaniu lub 

recyklingu elementów splicingowych, dojrzewaniu 3’ końców histonowych mRNA oraz 

procesowaniu lub transporcie snRNA U3 (Shaw i in., 1993, Gall i in., 1995, Lamond  

i Earnshaw, 1998). Z tego powodu ciała Cajala często występują na peryferiach jąderka,  

w którym również obserwowano AtU1A (Lorkovic i in., 2008a) (Ryc. 7).  

Kolejne białko snRNP U1 u A. thaliana, tj. AtU1C, charakteryzuje się podobnym 

sygnałem do AtU1A (Lorkovic i in., 2008a) (Ryc. 7). Obecne jest ono w jądrze oraz  

w cytoplazmie. U1C, jako jedyne z białek rdzeniowych snRNP U1 nie ma zdolności do 

samodzielnego wiązania RNA (Nelissen i in., 1991). W tym celu białko to potrzebuje 

obecności innych elementów kompleksu, w oddziaływanie z którymi uwikłany jest jego 

motyw palca cynkowego (Nelissen i in., 1991). Wspomniany wyżej dodatkowy sygnał 

cytoplazmatyczny, jakim charakteryzuje się AtU1A jak i również AtU1C, może sugerować 

dodatkową rolę tych białek w komórce, poza uczestnictwem w splicingu. W przypadku 

ludzkiego U1A wykazano, że może ono regulować poziom własnego mRNA poprzez 

przyłączanie się do końca 3’ UTR i inhibicję aktywności polimerazy poliA (PAP) (Boelens 

i in., 1993). W procesie tym wymagana jest homodimeryzacja białka zanim zwiąże ono 

specyficzną sekwencję mRNA nazywaną PIE (ang. polyadenylation inhibition element) 

(van Gelder i in., 1993, Gunnewiek i in., 2000). W przeciwieństwie do ludzkiego białka 

U1A, roślinny jego odpowiednik nie bierze udziału w regulacji własnego poziomu, ale ma 

zdolność wiązania ludzkiego mRNA U1A w regionie 5’UTR (Simpson i in., 1995).  

Nie wiadomo więc nadal, z jaką funkcją może się wiązać obecność AtU1A i AtU1C  

w cytoplazmie komórek roślinnych. 

 Białko AtU1-70K jest najlepiej poznanym białkiem kompleksu snRNP U1  

u A. thaliana. Na jego zakonserwowanym aminowym końcu znajdują się domeny wiążące 

RNA (RRM) oraz rejon bogaty w glicynę. Rolę tego regionu odkryto w trakcie 

eksperymentów prowadzonych w komórkach drożdżowych na homologu roślinnego  

U1-70K, tj. SNP1. W wyniku uszkodzenia jego genu w rejonie kodującym koniec 

aminowy białka, zaobserwowano zaburzenia splicingu i podziałów komórek (Hilleren i in., 

1995). Na karboksylowym końcu AtU1-70K znajdują się natomiast motywy bogate  
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w argininę i serynę (ang. RS-rich), odpowiedzialne za oddziaływania z białkami 

splicingowymi AtSR, tj. SR33, SR45, SRZ21, SRZ22 (Golovkin i Reddy, 1998, 1999). 

Aktywność AtU1-70K regulowana jest przez dwa procesy – alternatywny splicing  

i fosforylacja. Wykazano, że z genu kodującego to białko powstają dwa transkrypty - 

długi, zawierający intron o długości 910 nukleotydów i krótki, który jest jego pozbawiony 

(Golovkin i Reddy, 1996). Funkcjonalne białko, wiążące się specyficznie z snRNA U1, 

powstaje z krótszej izoformy splicingowej, stąd zachowanie intronu prowadzi  

do eliminacji aktywności U1-70K w komórce roślinnej. Drugim kluczowym 

mechanizmem regulacji tego białka jest fosforylacja w regionie RS, która w przypadku 

dodania trzech reszt fosforanowych prowadzi do inaktywacji AtU1-70K i splicingu (Tazi  

i in., 1993). Co ciekawe, badania nad lokalizacją komórkową U1-70K u Arabidopsis 

wykazały, że w przeciwieństwie do AtU1A i AtU1C, białko to znajduje się tylko w jądrze 

komórkowym (Lorkovic i in., 2008a) (Ryc. 7). Ponadto, w większości komórek, 

transfekowanych plazmidem kodującym AtU1-70K zaobserwowano tworzenie struktur, 

zawierających również białka SR (Lorkovic i in., 2008a, 2008b) (Ryc. 7 i 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Ryc. 8 Wzajemna lokalizacja białek AtU1-70K i AtSRp34 w transfekowanych 
protoplastach Arabidopsis thaliana 

Dolny panel przedstawia rozkład sygnałów obydwóch białek w sekcjach zaznaczonych 
liniami (1 i 2); Prawy panel przedstawia nałożenia obydwóch sygnałów; strzałką 
zaznaczono jąderko; skala równa się 7 µm (Lorkovic i in., 2008b, zmodyfikowane). 
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 W kompleksie snRNP U1 oprócz AtU1A, AtU1C i AtU1-70K występują również 

białka pomocnicze, tj. AtPRP39a i b, AtPRP40a i b oraz AtLUC7a, b i rl (Wang i Brendel, 

2004). Jednym z najlepiej scharakteryzowanych białek z tej grupy jest AtPRP39a, które 

zawiera dwie domeny zakonserwowanych 34-aminokwasowych powtórzeń TPR (ang. 

tetratricopeptide repeat), 7 domen HAT (ang. Half-A-TPR) oraz bogatą w prolinę i alaninę 

domenę C-końcową o nieznanej dotąd funkcji (Wang i in., 2007). Sekwencja 

aminokwasowa domen TPR oraz ich struktura wykazuje znaczne podobieństwo (ponad 

55% w przypadku sekwencji) z drożdżowym homologiem tego białka, tj. PRP39p, którego 

funkcją w dojrzewaniu pre-mRNA jest stabilizacja oddziaływania snRNP U1 z pre-mRNA 

(Lockhart i Rymond, 1994). Uszkodzenie PRP39A u A. thaliana skutkuje natomiast 

późniejszym kwitnieniem, mierzonym jako ilość dni wzrostu i całkowitej liczby liści  

w momencie kwitnienia (Wang i in., 2007). Mechanizm molekularny leżący u podstaw 

tych zmian rozwojowych nie został jednakże dotychczas poznany. Jeszcze mniej 

scharakteryzowane jest białko AtPRP39b, o którym wiadomo jedynie, że zawiera cztery 

domeny HAT i wykazuje identyczność sekwencji z AtPRP39a na poziomie 37%. 

 Kolejnymi elementami pomocniczymi kompleksu snRNP U1 są białka AtPRP40.  

U Arabidopsis obecne są trzy geny kodujące członków tej rodziny, tj. AtPRP40A, 

AtPRP40B i AtPRP40C. Na podstawie podobieństwa z ludzkimi i drożdżowymi 

komponentami snRNP U1, produkty tylko dwóch pierwszych wymienionych genów 

zaliczane są do tego kompleksu u roślin (Wang i Brendel, 2004). Charakteryzuje  

je obecność dwóch domen WW, w których występują zakonserwowane reszty 

tryptofanowe, odpowiedzialne za wiązanie białek z motywami bogatymi w proliny i/lub 

elementami zawierającymi fosforylowane seryny i treoniny (Sudol i in., 1995, Chen  

i Sudol, 1995, Macias i in., 2002). Motywom WW często towarzyszą domeny bogate  

w fenyloalaninę, tj. FF (Bedford i Leder, 1999). W białkach PRP40 znajdują się cztery 

takie elementy, które wraz z domenami WW zarówno u roślin, drożdży oraz w komórkach 

ludzkich są odpowiedzialne za oddziaływanie z C-terminalną domeną (CTD) największej 

podjednostki RNA Pol II (Morris i Greenleaf, 2000, Allen i in., 2002, Kang i in., 2009). 

Ponadto, w komórkach ludzkich i/lub drożdżowych wykazano wiązanie białek PRP40  

z innymi elementami spliceosomu, tj. elementami snRNP U1 (Snu71, LUC7p), U2 

(U2AF65), U5 (Prp8p) oraz białkami wiążącymi się do miejsc rozgałęzienia (Msl5p, BBP, 

SF1) (Abovich i Rosbash, 1997, Ester i Uetz, 2008, Becerra i in., 2015). Zidentyfikowano 

również oddziaływania między ludzkimi i/lub drożdżowymi PRP40 i elementami innych 
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maszynerii zaangażowanych w metabolizm RNA, tj. poliadenylacyjnej (CPSF6), 

kompleksu jądrowego kierującego mRNA do degradacji przez egzosom (ZCCHC8) oraz 

łączącego egzony (RNPS1) (Colland i in., 2004, Sakashita i in., 2004, Ingham i in., 2005). 

Rola wymienionych oddziaływań nie jest w większości przypadków jednak poznana. 

Dotychczas wykazano, że oddziaływania między ludzkim PRPF40B i SF1 oraz U2AF65 

bierze udział w regulacji alternatywnego splicingu transkryptów genów związanych  

z apoptozą (Becerra i in., 2015). Ponadto, sugerowano, że dzięki oddziaływaniu z CTD 

RNA Pol II, drożdżowy homolog, tj. PRP40p, jest odpowiedzialny za rekrutację 

spliceosomu do polimerazy i ko-transkrypcyjny splicing (Goldstrohm i in., 2001). Kolejne 

doniesienia jednakże zaprzeczają, żeby w tym procesie brały udział domeny WW PRP40p, 

gdyż po ich usunięciu z białka nie zaobserwowano żadnych zmian w splicingu oraz 

rekrutacji snRNP U1 i U2 do pre-mRNA (Gornemann i in., 2011). Ze względu na 

trudności w rekrutacji elementów snRNP U5, domeny te miałyby być w zamian 

zaangażowane w późniejsze etapy budowania spliceosomu. Poza wspomnianą zdolnością 

do oddziaływania z CTD RNA pol II, funkcja roślinnych białek PRP40 nie jest jeszcze 

scharakteryzowana.  

 Białka LUC7 są ostatnią grupą elementów pomocniczych snRNP U1. U A. thaliana 

zidentyfikowano trzy białka z tej rodziny: AtLUC7a, AtLUC7b oraz AtLUC7rl. Podobnie 

do białek PRP, ich funkcja u roślin nie jest poznana. Drożdżowy homolog, LUC7p, 

zidentyfikowano dzięki mutacji jego genu, powodującej letalność komórek z dodatkowym 

brakiem CBC (Fortes i in., 1999). Zarówno ludzki, jak i drożdżowy homolog białek 

AtLUC7 zawiera w obrębie końca karboksylowego powtórzenia sekwencji 

aminokwasowych arginina-seryna (RS) i arginina-glutamina (RE). Fragment ten 

zaangażowany jest w oddziaływania z pierwszymi motywami FF białka drożdżowego 

PRP40 (Ester i Uetz, 2008). Ponadto, w białkach AtLUC7 obecne są dwa motywy palca 

cynkowego, z których pierwszy należy do typu C3H (cysteina 3, histydyna), drugi 

natomiast do C2H2. 

 Przedstawiony powyżej opis snRNP U1 wskazuje na niewielką wiedzę o tym 

kompleksie u A. thaliana. Ponadto, ciągle niedostępne są informacje dotyczące 

bezpośrednich oddziaływań między maszynerią biogenezy miRNA i splicingową, 

odpowiedzialnych za regulację dojrzewania pri-miRNA zarówno w komórkach roślinnych 

jak i zwierzęcych. Ze względu na istotę tej regulacji niezbędne jest pogłębienie wiedzy  

w tym zakresie.  
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2. CEL PRACY 

 Dotychczasowe doniesienia literaturowe wskazują na funkcjonalne powiązanie 

biogenezy miRNA i wycinania intronów znajdujących się w ich prekursorach. Pomimo 

istotnej roli tej regulacji w funkcjonowaniu organizmów roślinnych nie zidentyfikowano 

dotychczas białek bezpośrednio w nią zaangażowanych. Celem niniejszej rozprawy 

doktorskiej było więc odkrycie i zrozumienie interakcji pomiędzy maszynerią biogenezy 

miRNA i spliceosomem. Postawiono hipotezę, że SERRATE, roślinne białko 

zaangażowane w biogenezę miRNA oraz splicing pre-mRNA, pełni kluczową rolę  

w molekularnej komunikacji między DCL1, tj. endorybonukleazą, wycinającą miRNA  

z ich prekursorów, i maszynerią odpowiedzialną za usuwanie intronów. Ze względu na 

kluczową rolę miejsca donorowego intronu w dojrzewaniu pri-miRNA, potencjalnych 

partnerów SE szukano wśród kompleksu bezpośrednio oddziałującego z tym regionem 

RNA, tj. wśród snRNP U1. Celem niniejszej rozprawy było także zrozumienie 

mechanizmu odpowiedzialnego za podwójną rolę SE i kompleksu wiążącego czapeczkę 

(CBC, ang. cap binding complex) w metabolizmie RNA, tj. biogenezie miRNA  

i wycinaniu intronów z pierwotnych transkryptów. 

Prace badawcze podzielono więc na następujące zadania: 

1. Charakterystyka oddziaływania SERRATE z roślinnym kompleksem wiążącym 

czapeczkę (AtCBC) 

2. Identyfikacja białka/białek snRNP U1, które oddziałują z SERRATE 

3. Charakterystyka oddziaływań SERRATE/snRNP U1 

4. Analiza roli oddziaływań SERRATE/snRNP U1 w biogenezie miRNA 
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3. MATERIAŁY 

 

3.1. Materiał roślinny 

W trakcie eksperymentów wykorzystywano następujące linie roślin Arabidopsis thaliana 

ekotyp Columbia-0: 

 Rośliny typu dzikiego (wt) 

 Rośliny ze zmutowanym genem kodującym SERRATE (At2g27100): 

se-1 – wskutek delecji 7 nukleotydów w roślinach tych powstaje przedwczesny kodon 

stop (Prigge i Wagner, 2001). Białko jest więc krótsze o 20 aminokwasów od końca 

karboksylowego, czego skutkiem jest fenotyp o plejotropowym charakterze. Wykazano 

zaburzenia w trakcie embriogenezy, przyspieszone przejście z fazy wegetatywnej do 

generatywnej, ząbkowanie liści, nieprawidłową filotaksję przy kwiatostanie  

i nadwrażliwość na kwas abscysynowy (Prigge i Wagner, 2001, Yang i in., 2006).  

se-2 – linia z insercją T-DNA, której przybliżona lokalizacja to dziesiąty egzon genu. 

W trakcie eksperymentów niniejszej pracy zidentyfikowano dokładne miejsce T-DNA, 

którego obecność również wywołuje plejotropowe zmiany fenotypowe o charakterze 

poważniejszym w porównaniu z se-1 (Grigg i in., 2005). 

 Rośliny z nadekspresją transgenu, kodującego białko fuzyjne mRFP-Koilina 

(At1g13030) (Collier i in., 2005). Białko to wykorzystywano, jako marker ciał 

Cajala. 
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3.2. Oligonukleotydy 

NAZWA SEKWENCJA CEL 

Dwuhybrydowy system drożdżowy 

F_pGADT7 AD GATGTTTAATACCACTACAATGG
ATGAT 

Kolonijna PCR 
R_pGADT7 AD GTGCACGATGCACAGTTGA 
F_pGBKT7 TCATCGGAAGAGAGTAGTAACAA

AGG 
R_pGBKT7 ATAAGAAATTCGCCCGGAATTAG 
F_SE_FL_NdeI GGGAATTCCATATGATGGCCGATG

TTAATCTTCCTC 

Amplifikacja sekwencji 
kodującej SERRATE 
(At2g27100) (pełnej 
długości i skróconej 

wersji białka) 

F_SEΔN_NdeI GGGAATTCCATATGGGATTGATGT
CATACAAACAATTTATC 

R_SE_FL_EcoRI CCGGAATTCTTATTACTACAAGCTC
CTGTAATCAATAACG 

R_SEΔC_EcoRI CCGGAATTCTTATTAATAGTTCTGA
AAATACAGTTCTTCCCG 

F_SE_FL_EcoRI CCGGAATTCATGGCCGATGTTAAT
CTTCCTC 

F_SEΔN_EcoRI CCGGAATTCGGATTGATGTCATAC
AAACAATTTATC 

R_SEΔC_BamHI CGCGGATCCTTATTAATAGTTCTG
AAAATACAGTTCTTCCCG 

R_SE_FL_BamH
I 

CGCGGATCCTTATTACTACAAGCT
CCTGTAATCAATAACG 

F_U1A_NdeI GGAATTCCATATGATGGAGATGCA
AGAGGCTAATC Amplifikacja sekwencji 

kodującej AtU1A 
(At2g47580) R_U1A_EcoRI CCGGAATTCTTATTACTATTTCTTG

GCATACGTGATGAG 
F_U1C_EcoRI CCGGAATTCATGCCGAGGTATTAC

TGTGATTATTG Amplifikacja sekwencji 
kodującej AtU1C 

(At4g03120) R_U1C_BamHI CGCGGATCCTTATTACTACTCATTG
CTTTCAGGAGATTCA 

F_U1-70K_NdeI GGAATTCCATATGATGGGAGACTC
CGGCGATC Amplifikacja sekwencji 

kodującej AtU1-70K 
(At3g50670) 

R_U1-70K_NdeI GGAATTCCATATGTTATTATCAACG
AACATACTCTCGCGATT 

R_U1-70K_PstI AAAACTGCAGTTATTATCAACGAAC
ATACTCTCGCGATT 

F_PRP39a_EcoR
I 

CCGGAATTCATGGGTGACAGCGA
GGCCA Amplifikacja sekwencji 

kodującej AtPRP39a 
(At1g04080) R_PRP39a_Bam

HI 
CGCGGATCCTTATTATCAGTAGTA
CGTGTTGTAGTACGCTTGAGG 

F_PRP39b_EcoR
I 

CCGGAATTCATGGTGACGACGGA
GGTTAG Amplifikacja sekwencji 

kodującej AtPRP39b 
(At5g46400) R_PRP39b_Bam

HI 
CGCGGATCCTTATTATCATATAGA
ACTGATGGAAGTGTCAGA 
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F_PRP40a_NdeI GGAATTCCATATGGCGAATAATCC
TCCG Amplifikacja sekwencji 

kodującej AtPRP40a 
(At1g44910) R_PRP40a_EcoR

I 
CCGGAATTCTTATTACTCCCCAAC
TTCTCCATCCT 

F_PRP40b_NdeI GGAATTCCATATGGCTAATAACCA
TCAATATCCTG Amplifikacja sekwencji 

kodującej AtPRP40b 
(At3g19670) R_PRP40b_EcoR

I 
CCGGAATTCTTATTAATACCGACC
ACATTCTCCATC 

F_LUC7a_EcoRI CATGCCATGGACGCTATAAGGAA
GCAG 

Amplifikacja sekwencji 
kodującej AtLUC7a 

(At3g03340) 

R_LUC7a_XhoI CCCCTCGAGTTATTACTAGTAGCG
GTTGTGACGCCTGT 

F_LUC7a_NcoI CATGCCATGGACGCTATAAGGAA
GCAG 

R_LUC7a_EcoRI CCGGAATTCTTATTACTAGTAGCG
GTTGTGACGCCTGT 

F_LUC7b_EcoRI CCGAATTCATGGACGCTATGAGG
AAGCA Amplifikacja sekwencji 

kodującej AtLUC7b 
(At5g17440) R_LUC7b_Bam

HI 
CGCGGATCCTTATTAGTAGCGGTC
ATGGCGTCTG 

F_LUC7rl_NdeI GGAATTCCATATGGATGCTCAGCG
AGCTCT Amplifikacja sekwencji 

kodującej AtLUC7rl 
(At5g51410) R_LUC7rl_Bam

HI 
CGCGGATCCTTACTAGTATTGGCG
AATGGGGCTTC 

Nadekspresja białek 

F_pMAL GACGCGCAGACTAATTCGAG 
Kolonijna PCR R_pMAL CTGCCATTCGCCATTCAG 

F_SE_XhoI TCCGCTCGAGATGGCCGATGTTA
ATCTTCCTC 

Amplifikacja sekwencji 
kodującej SERRATE 

(pełnej długości i 
skróconej wersji białka) 

R_SE_SalI ACGCGTCGACTTATTACTACAAGC
TCCTGTAATCAATAACG 

F_SE_Core_Xho
I 

TCCGCTCGAGGGATTGATGTCATA
CAAACAATTTATC 

R_SE_Core_SalI ACGCGTCGACTTATTAATAGTTCTG
AAAATACAGTTCTTCCCG 

Analizy mikroskopowe 

F_SE_FL_cacc CACCATGGCCGATGTTAATCTTCC
TC 

Amplifikacja sekwencji 
kodującej SERRATE 

(pełnej długości i 
skróconej wersji białka) 

R_SE_FL CTACAAGCTCCTGTAATCAATAA
CG 

R_SE_FL-STOP CAAGCTCCTGTAATCAATAACG 
F_SEΔN_NotI ATAAGAATGCGGCCGCCGGATTGA

TGTCATACAAACAATTTATC 
R_SE_FL_AscI TTGGCGCGCCGTTACTACAAGCTC

CTGTAATCAATAACG 
F_SE_FL_NotI ATAAGAATGCGGCCGCCATGGCCG

ATGTTAATCTTCCTCCG 
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R_SEΔC_AscI TTGGCGCGCCGTTAATAGTTCTGA
AAATACAGTTCTTCCCG 

F_SE_544_NotI ATAAGAATGCGGCCGCCATGAATG
ATCCTAATGCTCCAG 

F_SE_FL_XhoI TCCGCTCGAGATGGCCGATGTTA
ATCTTCCTCCG 

R_SE_194_XhoI TCCGCTCGAGGATCCCTTTGAGGA
TTTCCACT 

R_SE_2103se1_A
scI 

TTGGCGCGCCTTAGCTGCGCAGCC
GTCTAGGAT 

F_SE_2041se2_m
utSTOP 

ACCCAACCCTCCTTTTGAAGGTA
GCGGGAGATTATTACCTGCCCCT
TTTCTG 

R_SE_2041se2_
mutSTOP 

CAGAAAAGGGGCAGGTAATAAT
CTCCCGCTACCTTCAAAAGGAGG
GTTGGGT 

F_PRP39a_cacc CACCATGGGTGACAGCGAGGCCA Amplifikacja sekwencji 
kodującej AtPRP39a R_PRP39a GTAGTACGTGTTGTAGTACGCTT

GAGG 
F_PRP39b_cacc CACCATGGTGACGACGGAGGTTA

G Amplifikacja sekwencji 
kodującej AtPRP39b R_PRP39b TATAGAACTGATGGAAGTGTCAG

A 
F_PRP40a_cacc CACCATGGCGAATAATCCTCCG Amplifikacja sekwencji 

kodującej AtPRP40a R_PRP40a CTCCCCAACTTCTCCATC 
F_PRP40b_cacc CACCATGGCTAATAACCATCAAT

ATCCTG Amplifikacja sekwencji 
kodującej AtPRP40b R_PRP40b ATACCGACCACATTCTCC 

F_LUC7rl_NotI ATAAGAATGCGGCCGCCATGGATG
CTCAGCGAGCTCTG Amplifikacja sekwencji 

kodującej AtLUC7rl R_LUC7rl_AscI TTGGCGCGCCGGTATTGGCGAAT
GGGGCTTC 

F_CBP20_NotI ATAAGAATGCGGCCGCCATGGCTT
CTTTGTTCAAGGAG Amplifikacja sekwencji 

kodującej AtCBP20 
(At5g44200) R_CBP20_AscI TTGGCGCGCCGTTAATGTAATGG

GAATTGAAGTGC  
F_U1A_NotI ATAAGAATGCGGCCGCCATGGAGA

TGCAAGAGGCTAATC Amplifikacja sekwencji 
kodującej AU1A R_U1A_AscI TTGGCGCGCCGTTTCTTGGCATAC

GTGATGAG 
F_UBQ10 CGATTTTCTGGGTTTGATCG 

Kolonijna PCR 

F_tRFP ATGGTGTCTAAGGGCGAAGA 
R_tRFP TTTGTGCCCCAGTTTGCTA 
R_tRFP_seq GTGCCCTCCATGTACAGCTT 
R_35Sterm GCTCAACACATGAGCGAAAC 
F_pENTR GTTTTCCCAGTCACGACGTT 
R_pENTR ACGACTCACTATAGGGGATATCA

G 
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F_GFP GCATCGACTTCAAGGAGGAC 
R_GFP GTCCTCCTTGAAGTCGATGC 

PCR w czasie rzeczywistym 

F_SE_rt GCTATGGACCACCCGATAGA 
Poziom mRNA SE R_SE_rt ACCATGAGGCCTTTCATCAC 

   
F_pri-miR159b TGCTTGGATCTCTAATGCTGTTCA Poziom pri-miR159b 

(At1g18075) R_pri-miR159b TCACCCTGCTAAACCCTCCA 
F_pri-miR164c GTGCGAACACAAATGAAATCGAT Poziom pri-miR164c 

(At5g27807) R_pri-miR164c ATTCTGTTCTATCCATTGACGATT
GC 

F_pri-miR1888a TCATTATTGGTGGTATCATTATTG
G Poziom pri-miR1888a 

(At5g21100) R_pri-miR1888a TGGCTCTGAAACAATCTAAGACC 
F_1888a_FS CGGCATACGTCAGAAAGGG Poziom izoformy pri-

miR1888a bez intronu R_1888a_FS TCGACAATGAACTTGTAAGTGAA
AG 

F_1888a_IR GGAGACACGGTCATTATCCAC Poziom izoformy  
pri-miR1888a  

z pozostawionym 
intronem 

R_1888a_IR AATTTAGAGTTTATTGAATAACC
TGACGTA 

F_GAPDH3 TTGGTGACAACAGGTCAAGCA Poziom mRNA GAPDH 
(At1g13440) R_GAPDH3 AAACTTGTCGCTCAATGCAATC 

s_snRNAU6 TCATCCTTGCGCAGGGGCCA Sonda TaqMan do 
detekcji snRNA U6 

   
SAIL_QRB3 CGCCATGGCATATGCTAGCATGC

ATAATTC Lokalizacja insercji se-2 
F_SE_eg10 CACGAAGCTGTTTCATGCTG 
 

3.3. Wektory 

Przejściowa transfekcja protoplastów A. thaliana: 

 pENTR/D-TOPO (ThermoFisher Scientific) 

 Grupa wektorów pSU z promotorem UBQ10, z białkiem fluorescencyjnym GFP 

lub tagRFP na aminowym (pSU3) lub karboksylowym (pSU5) końcu badanego 

białka: pSU3-GFP, pSU5-GFP, pSU3-tRFP, pSU5-tRFP – uprzejmie użyczone 

przez dr Michała Michalaka (Zakład Biologii Molekularnej i Komórkowej UAM) 
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 Grupa wektorów pSU z promotorem UBQ10, z fragmentami białka 

fluorescencyjnego nCerulean (aminowym - N lub karboksylowym - C) na 

aminowym (pSU3) lub karboksylowym (pSU5) końcu badanego białka: pSU3-

NnCer, pSU5-CnCer – uprzejmie użyczone przez dr Michała Michalaka (Zakład 

Biologii Molekularnej i Komórkowej UAM) 

 

 

 

 

 Grupa wektorów pSAT1, 1A, 4, 4A (Tzfira i in., 2005) z wklonowaną już 

sekwencją kodującą SERRATE (SE), AtCBP20 i AtCBP80 (uprzednio 

przygotowane w Zakładzie Ekspresji Genów): 

pSAT1:nEYFP-SE, pSAT1A:SE-nEYFP 

pSAT4:cEYFP-SE, pSAT4A:SE-cEYFP 

pSAT1:nEYFP-AtCBP20, pSAT1A:AtCBP20-nEYFP 

pSAT4:cEYFP-AtCBP20, pSAT4A:AtCBP20-cEYFP 

pSAT1A:AtCBP80-nEYFP 

 

Dwuhybrydowy system drożdżowy: 

 pGADT7 AD i pGBKT7 (Clontech) 
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Nadekspresja białek w Escherichia coli 

 pMALc4e zmodyfikowany poprzez dodanie metki 6xHis i miejsca cięcia przez 

proteazę TEV - uprzejmie użyczony przez dr Marca-Davida Ruepp’a (Instytut 

Biologii Komórki, Uniwersytet w Bern, Szwajcaria) 
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3.4. Odczynniki i roztwory 

ACE        Procter & Gamble 

adenina      Sigma Aldrich 

agaroza      Prona 

akrylamid      Sigma Aldrich 

albumina wołowa (BSA)     Sigma Aldrich 

aminokwasy       Sigma Aldrich 

Amistar       Syngenta 

antybiotyki       Bioshop 

azotan potasu       Sigma Aldrich 

azotan wapnia      Sigma Aldrich 

baktotrypton       Difco Laboratories 

Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate BioRad 

błękit bromofenolowy     Sigma Aldrich 

bromek etydyny      Bio-Rad 

β-merkaptoetanol      Sigma Aldrich 

chlorek kobaltu      Sigma Aldrich 

chlorek manganu      Merck 

chlorek wapnia      Sigma Aldrich 

chloroform       Chempur 

COOMASSIE® Brilliant Blue G-250   Serva 

dietylopirowęglan (DEPC)     Promega 

diwodorofosforan potasu     Amersham 

dodecylosiarczan sodu (SDS)    USB 

EDTA        Sigma Aldrich 

EGTA        Sigma Aldrich 

etanol 96%      POCH Gliwice 

ekstrakt drożdżowy      Difco Laboratories 

fenol        POCH Gliwice 

glicerol       Sigma Aldrich 

glicyna       Sigma Aldrich 
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glukoza       Sigma Aldrich 

izopropanol       Chempur 

izopropylo-β-D-tiogalaktopiranozyd (IPTG)  Boehringer Mainheim 

kwas borowy       Sigma Aldrich 

kwas solny       POCH Gliwice 

ksylencjanol       Sigma Aldrich 

mocznik       Sigma Aldrich 

nadsiarczan amonu (APS)     Sigma Aldrich 

octan litu       Sigma Aldrich 

octan sodu       Sigma Aldrich 

Orange G       Sigma Aldrich 

PEG 3350       Sigma Aldrich 

PEG 4000      Sigma Aldrich 

sacharoza       Sigma Aldrich 

siarczan cynku      Sigma Aldrich 

siarczan magnezu      Sigma Aldrich 

siarczan miedzi      Sigma Aldrich 

siarczan żelaza      Sigma Aldrich 

Tris        Sigma Aldrich 

Triton X-100      USB 

 

Enzymy 

DNaza Turbo (2U/ μl)     Ambion 

Odwrotna transkryptaza Super Script III (20U/μl)  Invitrogen 

MultiScribe™ Reverse Transcriptase   ThermoFisher Scientific 

Gateway LR Clonase II     Enzyme Mix ThermoFisher Scientific 

RNaza A (10mg/ml)      Sigma Aldrich 

DreamTaq polimeraza DNA (5U/μl)   ThermoFisher Scientic 

Pfu polimeraza DNA (2,5U/ μl)    ThermoFisher Scientic 

T4 DNA ligaza (5U/μl)     Promega 
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Enzymy restrykcyjne (10U/μl)    ThermoFisher Scientic 

Enzymy restrykcyjne Fast Digest    ThermoFisher Scientic 

SYBR® Green PCR Master Mix    ThermoFisher Scientic 

Inhibitor rybonukleaz RNasin®    Promega 

Inhibitor proteaz Complete Mini EDTA-free  Roche 

 

Markery molekularne 

Gene Ruler™ 1kb Plus    ThermoFisher Scientic 

Gene Ruler™  100bp Plus     ThermoFisher Scientic 

PageRuler™ Plus Prestained     ThermoFisher Scientic 

PageRuler™ Prestained     ThermoFisher Scientic 

 

Zestawy odczynników 

GenElute Plasmid Miniprep Kit    Sigma Aldrich  

GelElute Gel Extraction Kit     Sigma Aldrich 

GenElute PCR Clean-Up Kit    Sigma Aldrich 

GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup  ThermoFisher Scientic 

GeneJET Plasmid Miniprep     ThermoFisher Scientic 

GeneJET Plasmid Maxiprep     ThermoFisher Scientic 

Direct-zol RNA Mini Prep Kit    Zymo Research 

TnT® T7 Coupled Wheat Germ Extract System  Promega 

QuikChange® II Site-Directed Mutagenesis Kit  Agilent Technologies 

TaqMan® MicroRNA & Non-coding RNA Assay  ThermoFisher Scientific 

Trizol® Reagent      Invitrogen 

 

Przeciwciała 

królicze anty-SERRATE     Agrisera, AS09 532 

mysie anty-aktyna      β-actin, MP Biomedicals, 08691001 

anty-królicze koniugowane z HRP   Agrisera, AS09 602 

anty-mysie koniugowane z HRP   Santa Cruz Biotechnology, sc-2005 
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3.5. Podstawowe materiały do hodowli bakterii 

 

Pożywka LB 

1 % baktotrypton  

0,5 % ekstrakt drożdżowy 

1 % NaCl 

W celu przygotowania pożywki stałej, mieszaninę suplementowano agarem o stężeniu 

końcowym 1,5% i antybiotykiem po ostudzeniu pożywki do 50 °C 

 

Antybiotyki 

Antybiotyk Stężenie początkowe Stężenie końcowe 

Ampicylina 50 mg/ml 50 µg/ ml 

Kanamycyna 50 mg/ml 50 µg/ ml 

Chloramfenikol 34 mg/ml 34 µg/ ml 

 

3.6. Materiały do hodowli roślin 
 

Roztwór do zasilania roślin (1000ml) 

roztwór KNO3 5,0 ml 

R III 2,5 ml 

roztwór KH2PO4 2,5 ml 

roztwór MgSO4 2,0 ml 

roztwór Ca(NO3)2 2,0 ml 

roztwór mikroelementów 1,0 ml 

 

roztwór KNO3 (100 ml) 

10 % (w/v) KNO3 

sterylizowano przez autoklawowanie (121˚C, 1 atm., 20 minut) 

 

roztwór KH2PO4 (100 ml) 

17,42 % (w/v) KH2PO4 

pH 5,6 ustalono przy użyciu KOH 

sterylizowano przez autoklawowanie (121˚C, 1 atm., 20 minut) 
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roztwór MgSO4 (100 ml) 

24,65 % (w/v) MgSO4 

przefiltrowano (filtr o średnicy porów 0,22μm, Millipore) 

 

roztwór Ca(NO3)2 (100 ml) 

23 % (w/v) Ca(NO3)2 

przefiltrowano (filtr o średnicy porów 0,22μm, Millipore) 

 

R III 

0,75 % (w/v) Na2EDTA·2H2O dokładnie rozpuszczono 

0,56 % (w/v) FeSO4·7H2O rozpuszczono i zagotowano (nie autoklawowano) 

 

roztwór mikroelementów 

70 mM H3BO3 (433 mg/100 ml) 

14 mM MnCl2 (278 mg/100 ml) 

0,5 mM CuSO4 (8 mg/100ml) 

1 mM ZnSO4 (16,2 mg/100 ml) 

0,2 mM NaMoO4 (3,7 mg/100ml) 

10 mM NaCl (58,4 mg/100 ml) 

0,01 mM CoCl2 (0,1 mg/100ml) 

przefiltrowano (filtr o średnicy porów 0,22μm, Millipore) 

 

3.7. Materiały do analiz białkowych 
 

Nadekspresja białek 

Szczep Escherichia coli BL21-Codon Plus(DE3)-RIL (Agilent Technologies) – komórki 

tego szczepu zawierają dodatkowe kopie genów argU, ileY i leuW tRNA. Umożliwiają 

produkcję białek z wykorzystaniem plazmidów z promotorem T7 

 

Bufor do sonikacji i wiązania 

20 mM Tris–HCl, pH 7,4  

0.2 mM NaCl 

1 mM EDTA 
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0,5% Triton X-100 

Inhibitory proteaz (Complete Mini EDTA-free protease inhibitors, Roche) 

 

Bufor fosforanowy 

28 mM NaH2PO4,  

72 mM Na2HPO4,  

250 mM KCl 

0.5% Triton X-100 

Inhibitory proteaz (Complete Mini EDTA-free protease inhibitors, Roche) 

 

Elektroforeza białkowa 

 

30% roztwór akrylamid:bisakrylamid (100ml) (30%AA) 

Akrylamid 30g 

Bisakrylamid 0,8g 

Woda dejonizowana MiliQ 100ml 

 

5% żel poliakrylamidowy zagęszczający  

30% AA 850μl  

1M Tris pH 6,8 626μl  

Woda dejonizowana MiliQ 3,496ml 

20% SDS 25μl 

10% APS 25 μl 

TEMED 5μl 

 

14% żel poliakrylamidowy rozdzielający 

30% AA 4,667ml  

1M Tris pH 8,6 3,68ml  

Woda dejonizowana MiliQ 1,565ml 

20% SDS 50μl 

10% APS 30μl 

TEMED 5μl 
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Obciążacz do białek 6xSSB 

0,375M Tris-HCl 

60% glicerol 

12% SDS 

0,6M β-merkaptoetanol 

0,06% błękit bromofenolowy 

 

Obciążacz do białek 2xSSB 

0,06M Tris-HCl 

5% glicerol 

2% SDS 

4% β-merkaptoetanol 

0,0025% błękit bromofenolowy 

 

Bufor Laemmli, 10x 

250mM Tris-HCl pH 8,3 

1,92M glicyna 

1% SDS 

 

Roztwory do odwadniania żeli poliakrylamidowych 

 

Roztwór I 

50% metanol 

10% kwas lodowy octowy 

 

Roztwór II 

7% kwas octowy 

7% metanol 

1% glicerol 

 

Roztwór do wybarwiania białek w żelu poliakrylamidowym 

COOMASSIE® Brilliant Blue G-250 80 mg 

Woda dejonizowania MiliQ 1L 

Po rozpuszczeniu dodawano 3 ml kwasu solnego i mieszano przez 1 godzinę 



50 
 

Bufor do ekstrakcji białek z materiału roślinnego 

100 mM Tris-HCl pH 7,5 

10% glicerol 

5 mM EDTA 

5 mM EGTA 

150 mM NaCl 

0,75% TritonX-100 

0,05% SDS 

1 mM DTT 

Inhibitory proteaz (Complete Mini EDTA-free protease inhibitors, Roche) 

 

Bufor do transferu, 5x 

125 mM Tris pH 8,3 

0,96 M Glicyna 

0,5% SDS 

 

Bufor TBST 

5mM Tris pH 7,6 

0,7% NaCl 

0,01% Tween-20 

 

3.8. Izolacja i transfekcja protoplastów A. thaliana 

 

Roztwór enzymów trawiących 

1,2% (w/v) Cellulaza Onozuka R10 Trichoderma viride (Serva; 1 U/mg)  

0,4% (w/v) Macerozym R-10 z Rhizopus sp. (Serva) 

0,4 M mannitol 

20 mM KCl 

20 mM MES pH 5,7 

Po rozpuszczeniu składników roztwór filtrowano z wykorzystaniem filtra strzykawkowego 

o średnicy porów 0,22 µm. 
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Roztwór PEG 

40% PEG 4000 

0,2 M mannitol 

0,1 M CaCl2 

Po rozpuszczeniu składników roztwór filtrowano z wykorzystaniem filtra strzykawkowego 

o średnicy porów 0,45 µm. 

 

W5 

154 mM NaCl 

125 mM CaCl2 

5 mM KCl 

2 mM MES pH=5.7 

Po rozpuszczeniu składników roztwór filtrowano z wykorzystaniem filtra strzykawkowego 

o średnicy porów 0,22 µm. 

 

MMg 

0,4 M mannitol 

15 mM MgCl2 

4 mM MES 

Po rozpuszczeniu składników roztwór filtrowano z wykorzystaniem filtra strzykawkowego 

o średnicy porów 0,22 µm. 

 

W1 

0,5 M mannitol 

20 mM KCl 

4 mM MES 

Po rozpuszczeniu składników roztwór filtrowano z wykorzystaniem filtra strzykawkowego 

o średnicy porów 0,22 µm. 

 

3.9. Materiały do analiz z wykorzystaniem drożdży 

W pracy wykorzystywano komórki Saccharomyces cerevisiae, szczep Matchmaker Gold 

(Clontech). 
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Hodowla drożdży 

 

Pożywka YPDA (1L) 

Pepton 20g 

Ekstrakt drożdżowy 10g 

Adenina 30mg 

40% sterylny roztwór glukozy 50ml (stężenie końcowe 2%; dodawany po autoklawowaniu 

pozostałych składników) 

Woda dejonizowana MiliQ  

Dla pożywki stałej: dodatkowo agar 20g 

 

Pożywka syntetyczna (SD) (800ml) 

Yeast nitrogen base without aminoacids (Sigma Aldrich) 5,36g 

DROP-OUT 10x 80ml 

40% sterylny roztwór glukozy 40ml (stężenie końcowe 2%; dodawany po autoklawowaniu 

pozostałych składników) 

Woda dejonizowana MiliQ 

Dla pożywki stałej: dodatkowo agar 16g 

 

DROP-OUT, 10x (1L) 

L-Adenina 200mg 

L-Arginina HCl 200mg 

L-Histydyna HCl monohydrat 200mg 

L-Izoleucyna 1000mg 

L-Lizyna HCl 300mg 

L-Metionina 200mg 

L-Fenyloalanina 500 mg 

L-Treonina 2000mg 

L-Tyrozyna 300mg 

L-Uracyl 200mg 

L-Walina 1500mg 

Woda dejonizowana MiliQ 
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Pożywki selekcyjne 

DDO (SD-Leu-Trp) - brak L-leucyny i L-tryptofanu - wstępna selekcja na obecność 

plazmidów 

QDO (SD-Leu-Trp-His-Ade) - brak L-leucyny, L-tryptofanu, L-histydyny, L-adeniny - 

selekcja na istnienie oddziaływań między białkami 

QDO/X/A (SD-Leu-Trp-His-Ade + X-αGal + Aureobazydyna A) - brak L-leucyny,  

L-tryptofanu, L-histydyny, L-adeniny i obecność w pożywce X-αGal i Aureobazydyny  

A - selekcja na istnienie oddziaływań między białkami 

 

Aureobazydyna A – roztwór wyjściowy 

Przygotowanie: do uzyskania roztworu wyjściowego o stężeniu 500 μg/ml 

rozpuszczono 1 mg Aureobazydyny A (Clontech) 2 ml etanolu 96%. Powstały 

roztwór przechowywano w 4°C. 

W celu przygotowania 500 ml pożywki stałej SD dodawano 125μl roztworu 

wyjściowego Aureobazydyny A. 

X-αGal – roztwór wyjściowy 

Przygotowanie : rozpuszczono X-αGal (Clontech) do stężenia końcowego 20mg/ml 

w rozpuszczalniku DMF (dimetylformamid, Fluka). Roztwór przechowywano  

w temperaturze -20°C. 

W celu przygotowania 500 ml pożywki stałej SD dodawano 1ml roztworu 

wyjściowego X-αGal do uzyskania stężenia 40 ng/ml. 

 

Transformacja komórek drożdżowych 

 

TE 10x 

100mM Tris-HCl pH 7,5 

10mM EDTA pH 8,0 

 

Roztwór TE/LiAc (10ml) 

TE 10x 1,1ml 

1M LiAC 1,1ml  

Woda dejonizowana MiliQ 7,8ml  
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Roztwór PEG/LiAc 

TE 10x 1ml 

1M LiAC 1ml  

PEG 50% 3350 8ml  

 

Carrier DNA (10µg/µl) 

DNA, sól sodowa z spermy łososia (Amersham) 100mg 

Woda dejonizowana MiliQ 10ml 
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4. METODY 

 

4.1. Hodowla roślin 

Rośliny A. thaliana hodowano po 3-dniowym procesie stratyfikacji nasion w 4°C w 

doniczkach torfowych 'Jiffy-7 42 mm' w komorze hodowlanej (Conviron) z następującymi 

stałymi warunkami wzrostu: 22°C, 70% wilgotności, naświetlenie 150-200 µE/m²s (16 

godzin światła/8 godzin ciemności). Po dwóch tygodniach, raz na tydzień rośliny 

podlewano dodatkowo roztworem zasilającym. 

4.2. Eksperymenty z wykorzystaniem kwasów nukleinowych 

Izolacja RNA i przygotowanie cDNA 

Całkowite RNA izolowano stosując zestaw odczynników Direct-zol RNA Mini 

Prep Kit (Zymo Research), a następnie traktowano DNazą (ThermoFisher Scientific) 

zgodnie z zaleceniami producenta w celu usunięcia zanieczyszczeń genomowym DNA.  

3 µg tak przygotowanego preparatu RNA po potwierdzeniu czystości i integralności w żelu 

agarozowym przepisywano na cDNA prowadząc reakcję odwrotnej transkrypcji. 

Stosowano w tym celu enzym SuperScript III Reverse Transcriptase (ThermoFisher 

Scientific) i starter oligo(dT)18 (ThermoFisher Scientific) zgodnie z zaleceniami 

producenta enzymu. 

W celu przygotowania matrycy cDNA specyficznej dla miRNA, prowadzono 

reakcję z wykorzystaniem 10 ng całkowitego RNA przygotowanego jak powyżej  

i odwrotnej transkryptazy MultiScribe™ Reverse Transcriptase (ThermoFisher Scientific) 

zgodnie z zaleceniami producenta enzymu. Analogicznie przygotowano matrycę  

z wykorzystaniem specyficznego startera dla cząsteczki snRNA U6, którą później 

wykorzystywano jako referencję. 

Przygotowanie konstruktów wykorzystywanych w pracy 

Sekwencje kodujące analizowanych w pracy białek amplifikowano przy 

zastosowaniu polimerazy Pfu (ThermoFisher Scientific). Wykorzystywano w tym celu 

matrycę cDNA przygotowaną z RNA wyizolowanego z 3-tygodniowych roślin i startery 

specyficzne dla danej sekwencji. Startery te zawierały dodatkowo nukleotydy będące 

miejscem rozpoznawanym przez konkretny enzym restrykcyjny. W trakcie wyboru 

temperatury przyłączenia starterów i programu amplifikacji stosowano się do zaleceń 
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producenta enzymu. Listę wszystkich oligonukleotydów stosowanych w pracy 

zamieszczono w tabeli w rozdziale Materiały.  

Po amplifikacji sekwencji kodującej produkt oczyszczano z wykorzystaniem 

zestawu odczynników GenElute PCR Clean Up (Sigma Aldrich) lub GeneJET PCR 

Purification Kit (ThermoFisher Scientific), poddawano trawieniu restrykcyjnemu, 

rozdzielano w 1% żelu agarozowym i przy pomocy zestawu odczynników (GeneJET Gel 

Extraction and DNA Cleanup lub GelElute Gel Extraction Kit) oczyszczano produkt 

znajdujący się na odpowiedniej wysokości. Tak przygotowany fragment DNA ligowano z 

wektorem przygotowanym przez trawienie tymi samymi enzymami restrykcyjnymi  

i defosforylację końców. Ligację prowadzono przez trzy godziny w temperaturze 

pokojowej stosując ligazę T4 DNA (ThermoFisher Scientific). Następnie chemicznie 

kompetentne komórki E. coli szczep DH5α transformowano mieszaniną ligacyjną  

i posiewano na stałą pożywkę LB z dodatkiem odpowiedniego antybiotyku.  

Konstrukty do analiz mikroskopowych przygotowano z wykorzystaniem systemu 

Gateway® (ThermoFisher Scientific). W pierwszej kolejności namnożone sekwencje 

kodujące badanych białek ligowano z wektorem pENTR/D-TOPO, wykorzystując miejsca 

restrykcyjne NotI i AscI lub 5-minutową reakcję topoizomerazy I, zgodnie z zaleceniami 

producenta systemu. Następnie stosowano enzym Gateway LR Clonase II Enzyme Mix 

(ThermoFisher Scientific) w celu przeniesienia wstawek do wektorów docelowych, 

którymi transfekowano protoplasty A. thaliana. Stosowano następujące warunki reakcji: 

150 ng plazmidu pENTR, 150 ng plazmidu docelowego, 1 µl enzymu i TE, pH 8.0 do 

objętości 5 µl. Reakcję prowadzono w 30 ⁰C przez 1 godzinę, po czym transformowano 

nią komórki E. coli - szczep DH5α. 

W celu przygotowania konstruktów odpowiadających wersji białka SE w mutancie 

se-1 i se-2 w plazmidach z sekwencją kodującą pełnej długości białko wprowadzono 

kodon stop po 2043 (se-2) lub po 2103 (se-1) nukleotydzie. Stosowano zestaw 

odczynników do mutagenezy QuikChange® II Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent 

Technologies). Reakcje prowadzono zgodnie z zaleceniami producenta. 

W kolejnym etapie prowadzono kolonijną reakcję PCR z zastosowaniem 

polimerazy Dream Taq (ThermoFisher Scientific) i starterów przyłączających się  

do okalających miejsce insercji sekwencji wektora. Amplifikację prowadzono stosując się 
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w trakcie wyboru temperatury przyłączenia starterów i programu amplifikacji do zaleceń 

producenta. 

Po rozdzieleniu produktów kolonijnej reakcji PCR w żelu agarozowym wybierano 

kolonie zawierające wstawkę o odpowiedniej długości i orientacji, prowadzono ich 

całonocną hodowlę w 37°C i izolowano plazmid. Tak uzyskane konstrukty następnie 

sekwencjonowano w celu wykluczenia mutacji. 

Transformacja bakterii Escherichia coli DH5α i BL21-Codon Plus(DE3)RIL 

Komórki bakterii Escherichia coli po wprowadzeniu w stan kompetencji były 

przechowywane w zamrażarce, w temperaturze -80 °C w 1,5 ml probówkach (Eppendorf). 

Przed przystąpieniem do transformacji, komórki rozmrażano w lodzie przez 20 minut. 

Następnie do rozmrożonych komórek dodawano 10 μl mieszaniny ligacyjnej lub 5 μl 

reakcji LR Clonase, mieszano i inkubowano w lodzie przez 30 minut. Po 30 minutach 

inkubacji mieszaninę poddawano stresowi termicznemu w temperaturze 42 °C przez  

1 minutę i ponownie umieszczano w lodzie na 2 minuty. Następnie dodawano 300 μl 

płynnej pożywki LB, hodowano przez 1,5 godziny w 37 °C na termobloku z wytrząsaniem 

350rpm i posiewano na płytki ze stałą pożywką LB z dodatkiem odpowiedniego 

antybiotyku. Płytki następnie umieszczano w cieplarce 37 °C na 16 godzin. 

 

Hodowla transformowanych komórek Escherichia coli DH5α niosących insert w płynnej 

pożywce LB 

Po wyselekcjonowaniu odpowiednich kolonii bakterii Escherichia coli 

zaszczepiano nimi 5 ml płynnej pożywki LB z dodatkiem odpowiedniego antybiotyku  

i hodowano z wytrząsaniem 200 rpm przez 16 godzin. Po tym czasie przystępowano do 

izolacji plazmidów, którą prowadzono zgodnie z protokołem producenta zestawu 

odczynników GenElute™HP plazmid Miniprep Kit (ThermoFisher Scientific). 

 

PCR w czasie rzeczywistym 

Reakcje z wykorzystaniem matrycy uzyskanej przy zastosowaniu oligo(dT)18 

 Reakcje prowadzono z wykorzystaniem odczynnika Power SYBR® Green PCR 

Master Mix (ThermoFisher Scientific) i aparatu 7900HT Fast Real-Time PCR System lub 

QuantStudio™ 7 Flex Real-Time PCR System (ThermoFisher Scientific). Mieszanina 
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reakcyjna (10 μl) składała się z: 5 μl odczynnika 2X Power SYBR Green PCR MasterMix, 

1 μl matrycy cDNA oraz pary specyficznych starterów (200 nM każdy).  

Stosowano następujący profil termiczny: 

Etap Temperatura Czas Ilość cykli 

Denaturacja wstępna 95 °C 10 min 1 

Denaturacja 95 °C 15 s 

40 
Przyłączanie 

starterów i 

amplifikacja 

60 °C 1 min 

Krzywa topnienia 
95 °C 15s 1 

60 °C - 95 °C 30 min 1 

 

Wydajność amplifikacji starterów wyliczano na podstawie wyników uzyskanych  

z serii 10-krotnych rozcieńczeń matrycy. Wyznaczano w tym celu krzywą regresji na 

podstawie uzyskanych punktów pomiarowych i współczynnik nachylenia prostej, który 

następnie podstawiano do wzoru: 

E = ((10–1/współczynnik nachylenia )-1)*100, gdzie E to wydajność amplifikacji starterów. 

Wykorzystywano startery o wydajności min. 95%, a w przypadku porównywania 

produktów, które uzyskiwano przy pomocy dwóch różnych par starterów, różnica 

wydajności między tymi dwoma parami nie przekraczała 2%. Ponadto, na podstawie 

krzywej dysocjacji odrzucano wyniki analiz, w których dochodziło do amplifikacji więcej 

niż jednego produktu w jednej reakcji. 

Poziom ekspresji wyliczano stosując metodę 2-ΔCt, natomiast względny poziom 

ekspresji przy zastosowaniu metody 2-ΔΔCt. W celu normalizacji danych wykorzystywano 

poziom mRNA GAPDH (At1g13440), który oznaczano jednocześnie z badanymi 

transkryptami. W celu analizy istotności różnic między próbami kontrolnymi i badanymi, 

stosowano Test t-Studenta oprogramowania Microsoft Excel (* p<0,05, ** p<0,01, *** 

p<0,001). Analizy te prowadzono z wykorzystaniem wartości poziomu ekspresji genów, 

uzyskanych metodą 2-ΔCt. 

Wydajność splicingu analizowano wyliczając poziom każdej izoformy splicingowej 

w próbie badanej względem próby kontrolnej, a następnie określając stosunek 
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porównywanych izoform, przyjmując ich sumę za 100%. Każdą analizę wykonano  

w trzech powtórzeniach biologicznych z wykorzystaniem oprogramowania SDS 2.4 lub 

QuantStudio™ Real-Time PCR. Odchylenie standardowe, wyliczone w programie 

Microsoft Excel przedstawiono na wykresach w postaci słupków błędów. 

W celu przeprowadzenia analizy statystycznej różnic wydajności splicingu między 

badanymi próbami wykorzystano test t-Studenta oprogramowania Microsoft Excel 

(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). Analiz statystycznych i obliczeń odchylenia 

standardowego nie wykonywano w przypadku danych przedstawiających względny 

poziom ekspresji, ze względu na nieodpowiedni dla takich analiz zbiór pomiarów w próbie 

kontrolnej (1,1,1). 

Reakcje służące detekcji miRNA 

Reakcje prowadzono z wykorzystaniem zestawu odczynników do detekcji krótkich 

RNA (TaqMan® MicroRNA & Non-coding RNA Assay (ThermoFisher Scientific)  

i aparatu 7900HT Fast Real-Time PCR System lub QuantStudio™ 7 Flex Real-Time PCR 

System (ThermoFisher Scientific), zgodnie z protokołem producenta zestawu. Stosowano 

następujący profil termiczny: 

Etap Temperatura Czas Ilość cykli 

Aktywacja UNG 

(glikozylazy N-

uracylu) 

50 °C 2 min 1 

Denaturacja wstępna 95 °C 10 min 1 

Denaturacja 95 °C 15 s 

45 Przyłączanie sondy i 

amplifikacja 
60 °C 1 min 

 

Względny poziom ekspresji wyliczano stosując metodę 2-ΔΔCt. W celu normalizacji 

danych wykorzystywano poziom snRNA U6, który oznaczano jednocześnie z badanymi 

miRNA. 

 

 

 



60 
 

4.3. Eksperymenty z wykorzystaniem białek 

 

Nadekspresja białek w Escherichia coli BL21-Codon Plus(DE3)RIL 

1. 5 ml płynnej pożywki LB z dodatkiem ampicyliny (50 µg/µl) i chloramfenikolu (34 

µg/µl) zaszczepiano jedną kolonią komórek i inkubowano w 37 °C z wytrząsaniem 

przez całą noc (kultura wstępna). 

2. Po całonocnej hodowli kulturę wstępną rozcieńczano w świeżej płynnej pożywce 

LB z dodatkiem ampicyliny (50 µg/µl) i chloramfenikolu (34 µg/µl) w stosunku 

1:1000 i prowadzono hodowlę do uzyskania zawiesiny o OD600=0,5-0,6. 

3. W celu indukcji nadekspresji dodawano 1 M IPTG do uzyskania ostatecznego 

stężenia 0,4 mM i prowadzono hodowlę w warunkach testowych na małą skalę (50 

ml) lub ostatecznie w optymalnych dla każdego białka (1 L) (tabela 2). 

4. Po odpowiednim czasie hodowlę wirowano przez 10 min w 4°C z prędkością 

6000g, odrzucano supernatant i przystępowano bezpośrednio do sonikacji komórek 

lub zamrażano osad w -20 °C. 

 

Tabela 2 Optymalne warunki nadekspresji białek SERRATE i GFP w fuzji białkiem 

wiążącym maltozę (MBP) w E.coli 

Białko 

Temperatura 

prowadzenia 

nadekspresji 

Czas prowadzenia 

nadekspresji 

MBP-SERRATE 

(1-720 aa) 
20°C 16 godzin 

MBP-SERRATE 

(194-543 aa) 
37°C 2 godziny 

MBP-GFP 37°C 2 godziny 

 

5. Komórki zawieszano w buforze do sonikacji i wiązania, sonikowano (15 cykli: 30 s 

ON i 30 s OFF), a następnie wirowano przez 15 min w 4°C z prędkością 14000g 

lub 30 min w 4°C z prędkością 5000g (dla objętości powyżej 2ml). Klarowny 

supernatant (frakcja rozpuszczalna) oraz uzyskano osad zawieszony następnie  

w wyjściowej objętości ekstraktu bakteryjnego (frakcja nierozpuszczalna) 
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wykorzystywano bezpośrednio w dalszych etapach badań lub przechowywano  

w -20 °C do miesiąca, po uprzednim zamrożeniu w ciekłym azocie. 

 

Translacja in vitro 

Translację prowadzono z wykorzystaniem zestawu odczynników TnT® T7 

Coupled Wheat Germ Extract System (Promega) i radioaktywnie znakowanej metioniny 

[35S] (HARTMANN ANALYTIC) zgodnie z zaleceniami producenta zestawu. Po 90 

minutach dodawano do reakcji 1µl roztworu RNazy A (20mg/ml) w celu degradacji 

niewykorzystanych wyznakowanych tRNA i inkubowano przez kolejne 30 min w 30°C. 

Próby następnie bezpośrednio wykorzystywano lub przechowywano w -20°C do tygodnia, 

po uprzednim zamrożeniu w ciekłym azocie. 

 

Pull down 

Frakcję rozpuszczalną ekstraktów bakteryjnych zawierających rekombinowane 

białko wiązano do złoża amylozowego (New Englad BioLabs) w 4 °C przez całą noc na 

rotatorze (2rpm), po czym złoże przemywano trzy razy buforem do sonikacji i wiązania 

(10 min każde płukanie, 8rpm, wirowanie 1000g). Następnie do takich prób dodawano 20 

µl reakcji translacji in vitro, 300 µl buforu fosforanowego i inkubowano w 4°C przez  

2 godziny na rotatorze (2rpm). Po wiązaniu złoże płukano cztery razy buforem 

fosforanowym i kompleksy białkowe wymywano poprzez dodatek 100 µl 10mM maltozy, 

inkubację w 4 °C przez 20 min i odwirowanie przez 1 min przy maksymalnych obrotach. 

Białka następnie rozdzielano w 14% żelu poliakrylamidowym, który poddawano 

odwadnianiu (60 min w roztworze I i 5 min w roztworze II), suszeniu i ekspozycji. 

Detekcję prowadzono z wykorzystaniem czytnika FLA-5000 (FUJIFILM). 

 

Elektroforeza białek  

Elektroforezę prowadzono w 14% poliakrylamidowym żelu rozdzielającym 

(30:0,8) po uprzednim zatężeniu prób w 5% żelu zagęszczającym (30:0,8). Rozdział przy 

natężeniu 25mA (na jeden żel) w buforze Laemmli kończono w momencie wyjścia 

barwnika z żelu lub w momencie odpowiednim dla rozdzielenia badanych w danym 

momencie białek. 
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Ekstrakcja białek z materiału roślinnego 

1. Do 100-200mg tkanki roślinnej dodawano 200-300μl buforu ekstrakcyjnego  

2. Próbki wytrząsano w termocyklerze przez 60 min w temp 4 ⁰C przy 1000-1100 rpm 

3. Próbki wirowano przez 15-20 min w temperaturze 4 ⁰C przy 20000g.  

4. Ponownie wirowano i zbierano supernatant (próby wirowano do uzyskania 

czystego supernatantu). 

5. W uzyskanych ekstraktach mierzono stężenie białek wykorzystując krzywą BSA  

i odczynnik Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate, który rozcieńczano 

wodą w stosunku 1:4. Do pomiarów przygotowano następujące próby: 

a. Próby badane: 20 µl ekstraktu roślinnego + 980 µl rozcieńczonego odczynnika 

b. Próby do krzywej wzorcowej: 20 µl roztworu wzorcowego (0,2; 0,4; 0,6; 1,0; 

2,0 mg/ml) + 980 µl rozcieńczonego odczynnika 

Tak przygotowane próby następnie inkubowano przez 20 min w temperaturze 

pokojowej i mierzono absorbancję przy długości fali 595 nm. Następnie sporządzano 

krzywawą standardową i wyliczono stężenia za pomocą równania prostej. 

6. Próby zamrażano za pomocą ciekłego azotu i przechowywano w -80 ⁰C. 

Transfer białek na membranę 

1. Po wyjęciu żelu z szybek oddzielano żel zagęszczający i korek. 

2. Membranę aktywowano w metanolu przez 15 sekund, po czym inkubowano po  

2 min w wodzie dejonizowanej i buforze do transferu.  

3. Na trzy warstwy bibuły Whatman nakładano zaktywowaną membranę, 

przykrywano trzema kolejnymi warstwami bibuły i rolowano w celu usunięcia 

pęcherzyków powietrza 

4. Transfer prowadzono przy napięciu 15V przez 60min.  

Western blot 

1. Po zakończeniu procesu transferu, membranę blokowano 5% mlekiem 

odtłuszczonym rozpuszczonym w TBST przez godzinę w temperaturze pokojowej. 

2. Po blokowaniu, membranę inkubowano przez godzinę w temperaturze pokojowej 

w roztworze przeciwciała I-rzędowego (1:2000 anty-SE i 1:20000 anty-aktyna), 

sporządzonego w 2% roztworze mleka odtłuszczonego. 
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3. Membranę następnie czterokrotnie płukano buforem TBST (po 10 min) i 

inkubowano przez godzinę w temperaturze pokojowej w roztworze przeciwciała II-

rzędowego (1:10000), koniugowanego z peroksydazą chrzanową. 

4. Po inkubacji membranę czterokrotnie płukano buforem TBST i nakładano na 5 min 

substrat Amersham ECL Western Blotting Detection Reagents (400 µl odczynnik 

A + 400 µl odczynnik B, uprzednio zmieszane) 

5. Detekcję prowadzono przy zastosowaniu urządzenia G-Box i oprogramowania 

Gene-Sys. 

4.4. Izolacja i transfekcja protoplastów A. thaliana 

Stosowano protokół oparty na procedurach opublikowanych przez Wu i in., 2009, Bucherl 

i in., 2010, z modyfikacjami. 

Wszystkie czynności wykonywano w temperaturze pokojowej. 

1. Liście 3-tygodniowych roślin A. thaliana po uprzednim usunięciu dolnej epidermy  

z wykorzystaniem taśmy klejącej (Wu i in., 2009) inkubowano przez 30 min  

w roztworze enzymów trawiących w szalce Petriego na platformie z wytrząsaniem 

horyzontalnym (55rpm).  

2. Po tym czasie liście usuwano a uzyskaną mieszaninę komórkową inkubowano przez 

kolejne 15 min w celu dotrawienia uwolnionych protoplastów. 

3. Mieszaninę protoplastów następnie wirowano przez 3 min w probówce typu falkon  

o pojemności 50 ml z prędkością 200g. 

4. Zwirowane protoplasty płukano następnie trzykrotnie w roztworze W5 stosując 

parametry wirowania z pkt. 3 

5. Po ostatnim wirowaniu protoplasty zawieszano w 1 ml roztworu MMg i następnie 

dodawano w porcjach po 100 µl do plazmidów (5 µg) przygotowanych uprzednio  

w 2 ml probówkach. 

6. Do mieszaniny protoplastów i DNA dodawano 100 µl roztworu PEG i delikatnie 

mieszano. Po 5 minutach w celu zatrzymania reakcji transfekcji dodawano 450 µl 

roztworu W5 i wirowano przez 3 min z prędkością 300g. Po odebraniu supernatantu 

protoplasty zawieszano w 300 µl roztworu W1 i inkubowano w ciemności przez 7 lub 

16 godzin przed analizami mikroskopowymi. 
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4.5. Mikroskopia konfokalna 

Analizy lokalizacji komórkowej białek i odtwarzania struktury EYFP oraz 

nCerulean prowadzono przy zastosowaniu skaningowego mikroskopu konfokalnego 

(Nikon A1Rsi) wyposażonego w obiektyw 40x/1,25 o imersji wodnej. W celu wzbudzenia 

fluorescencji stosowano laser argonowy o długości fali 488 nm (EGFP), 514 nm (YFP) 

oraz lasery diodowe o długości fali 440 nm (nCerulean) i 561 nm (tagRFP). Emisję 

fluorescencji rejestrowano w następującym zakresie spektralnym: 482/35 (nCerulean), 

525/50 nm (EGFP) 540/30 (EYFP) i 595/50 (tagRFP). Obrazy następnie analizowano  

w programie Fiji (Schindelin i in., 2012). 

W celu oceny wzajemnej lokalizacji białek prowadzono analizę z wykorzystaniem 

współczynników Pearson’a i Mandersa. 

Współczynnik Pearson’a – przyjmuje wartości od -1 do +1, gdzie 0 to brak korelacji  

a 1 – pełna korelacja  

Współczynniki nakładania Manders’a - przyjmują wartości od 0 do 1, gdzie 0 to brak 

nakładania a 1 – pełna ko-lokalizacja; M1 definiuje stosunek ilości pikseli pierwszego 

kanału, dla których intensywność w miejscach sygnału z drugiego kanału jest powyżej  

0 do sumy wszystkich pikseli pierwszego kanału; M2 definiuje to samo dla pikseli  

z drugiego analizowanego kanału (Manders i in., 1992). 

Analizę prowadzono z wykorzystaniem funkcji Coloc2 w programie Fiji (Schindelin i in., 

2012). 

4.6. Analizy FRET-FLIM 

Analizy prowadzono z wykorzystaniem dwóch systemów zlokalizowanych w: 

1. IBMiB UAM Poznań 

PicoHarp300-Dual Channel SPAD (PicoQuant) w połączeniu ze skaningowym 

mikroskopem konfokalnym Nikon A1Rsi. Pulsy światła generowane były przez laser 

Picosecond Pulsed Diode Laser LDH-D-C-485 (PicoQuant) o następujących 

parametrach: 100 ps, 40 MHz. Obiektyw wodny 60×/1.20. 

2. Centrum Mikrospektroskopowym, Wageningen University, Holandia (WUR) 

Skaningowy mikroskop kofokalny Leica TCS SP5 X lub TCS SP8 połączony  

z wewnętrznym hybrydowym detektorem Hybrid (HyD) detector (Becker &Hickl). 
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Pulsy światła generowane były przez szerokopasmowy laser biały (WLL; 488 nm),  

o następujących parametrach: 100 ps, 40 MHz. Obiektyw wodny 63×/1.20. 

Rejestrowano obrazy o rozdzielczości 128x128 pikseli ze średnią wartością parametru 

„count rate” równą 104/s przez ok. 60s. Uzyskanym danym w każdym pikselu uzyskanego 

obrazu była przypisywana krzywa spadku fluorescencji (fluorescence decay curve),  

do której następnie dopasowywano funkcję 2-składnikowego modelu i wyliczano czas 

trwania fluorescencji (lifetime) cząstek znajdujących się na terenie jądra komórkowego. 

Stosowano w tym celu oprogramowanie SymPhoTime 64 (PicoQuant) (UAM) lub 

SPCImage 3.10 (Becker &Hickl) (WUR).  

Porównywano wyniki uzyskane dla komórek z białkami powstającymi w fuzji z donorem 

fluorescencji (GFP) i komórek transfekowanych dodatkowo plazmidami kodującymi 

białka z dołączonym akceptorem fluorescencji (tagRFP, tRFP). Analizy wykonywano na 

przynajmniej 10 protoplastach dla każdego badanego oddziaływania. Wyniki te pochodziły 

z przynajmniej dwóch powtórzeń biologicznych. W celu oceny istotności różnic między 

komórkami, w których dochodziło do ekspresji białka donorowego i komórkami  

z obecnością białka donorowego i akceptorowego stosowano Test t-Studenta 

oprogramowania Microsoft Excel (*p<0,001). 

4.7. Kombinacja technik mikroskopowych BiFC i FRET-FLIM 

 W celu analizy spektrum emisji białka fluorescencyjnego, odtworzonego  

w transfekowanych protoplastach, wzbudzano go laserem o długości fali 440 nm 

(Picosecond Pulsed Diode Laser LDH-D-C-440 (PicoQuant)) i obserwowano emisję  

w zakresie 450-640 nm) co 7 nm. Długość trwania fluorescencji takiego białka 

donorowego mierzono w przypadku obecności i braku białka akceptorowego (tagRFP, 

tRFP) powstającego w fuzji z AtU1A lub ustrukturyzowanym fragmentem SE w ten sam 

sposób co pomiary FRET-FLIM opisane powyżej. Analizy te prowadzono w Centrum 

Mikrospektroskopowym, Wageningen University, Holandia (WUR). 

4.8. Dwubydrydowy system drożdżowy 

Procedurę prowadzono zgodnie z zaleceniami producenta zestawu Matchmaker Gold 

(Clontech), z modyfikacjami: 

1. 50 ml płynnej pożywki YPDA zaszczepiano jedną kolonią drożdży Saccharomyces 

cerevisiae szczepu Matchmaker Gold i prowadzono hodowlę w 28 °C przez 16h  

z wytrząsaniem 180-250rpm. 
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2. Po całonocnej hodowli kulturę wstępną rozcieńczano w 100 ml świeżej płynnej 

pożywki YPDA do uzyskania OD600=0,2 i prowadzono hodowlę w 28 °C  

z wytrząsaniem 180-250rpm do uzyskania OD600=0,6. 

3. Po osiągnięciu odpowiedniej gęstości hodowlę wirowano przez 5 min przy obrotach 

700g w temperaturze pokojowej. 

4. Osady komórek następnie zawieszono w 30ml wody dejonizowanej MiliQ, ponownie 

wirowano, po czym zawieszano w 1,5ml buforu TE/LiAC. Po zwirowaniu przez 15 s  

z szybkością 14000rpm osad ponownie zawieszono w 600μl buforu TE/LiAC. 

Objętość użytego buforu była uzależniona od wartości OD600. Np. przy OD600=0,6 

stosowano objętość 0,6ml. Tak przygotowane komórki kompetentne poddawano 

następnie procesowi transformacji jednocześnie dwoma plazmidami: jednym 

kodującym białko w fuzji z domeną aktywującą czynnika transkrypcyjnego Gal4 i 

drugim kodującym białko w fuzji z domeną wiążącą DNA czynnika transkrypcyjnego 

Gal4. 

5. Do plazmidów (700ng każdy) przygotowanych w schłodzonych 1,5 ml probówkach 

dodawano na lodzie 5 µl zdenaturowanego uprzednio w 95 °C przez 5 min Carrier 

DNA (10µg/µl), 50μl kompetentnych komórek, 500μl buforu PEG/LiAC, dokładnie 

mieszano i inkubowano w 30 °C z wytrząsaniem 1000rpm przez 30 min. 

6. Do próbek następnie dodawano 20μl DMSO i inkubowano w 42°C przez 20 min co  

5 min mieszając próby. 

7. Próby następnie wirowano przez 15 s z prędkością 14000rpm, odrzucano supernatant  

i osad zawieszono w 400μl buforu 1xstężonego TE.  

8. 250μl zawiesiny transformowanych komórek drożdżowych wysiewano następnie na 

szalki ze stałą pożywką DDO (SD-Leu-Trp) i hodowano przez 4 dni w 28 °C. 

9. Uzyskane kolonie drożdżowe przeszczepiano na szalki z pożywką stałą DDO, QDO 

(SD-Leu-Trp-Ade-His), QDO/X/A (SD-Leu-Trp-Ade-His + AurA + X-αGal), 

hodowano przez 3 dni w 28 °C a następnie rejestrowano wynik aparatem 

fotograficznym.  
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5. WYNIKI 
5.1. Charakterystyka oddziaływania SERRATE z roślinnym kompleksem 

wiążącym czapeczkę (AtCBC) 
 

 Wstępne wyniki uzyskane w Zakładzie Ekspresji Genów wskazywały na istnienie 

bezpośredniego oddziaływania między SERRATE (SE) i jedną z podjednostek kompleksu 

wiążącego czapeczkę Arabidopsis thaliana (AtCBC, ang. cap binding complex),  

tj. AtCBP80. Nie było jednak wiadomo, czy AtCBP80 ma zdolność do wiązania się z SE  

i AtCBP20 (drugą podjednostką kompleksu wiążącego się z m7G) jednocześnie, czy może 

interakcje te zachodzą niezależnie od siebie i AtCBP80 w danym momencie wiąże się 

tylko do jednego ze swoich partnerów - AtCBP20 lub SE.  

W celu przeprowadzenia pełniejszej charakterystyki oddziaływań AtCBC – SE  

w pierwszej kolejności wykorzystano technikę BiFC (ang. Bimolecular Fluorescence 

Complementation). Protoplasty izolowano z liści 3-tygodniowych roślin A. thaliana  

i transfekowano plazmidami kodującymi SE w fuzji z karboksylową częścią EYFP, tj. 

cEYFP (ang. carboxy-terminal half of Enhanced Yellow Fluorescence Protein), oraz 

AtCBP20 lub AtCBP80 w fuzji z komplementarną połówką EYFP, tj. nEYFP (ang. amino-

terminal half of EYFP), i obserwowano, czy dochodzi do odtworzenia struktury EYFP 

dzięki oddziaływaniom między analizowanymi białkami. Fluorescencję EYFP 

zarejestrowano zarówno w przypadku obecności w protoplastach białek cEFYP-SE  

i AtCBP20-nEYFP jak również białek cEYFP-SE i AtCBP80-nEYFP (Ryc. 9). Sygnały te 

występowały w skupiskach zlokalizowanych na terenie jądra komórkowego. Na 

specyficzność tych struktur wskazują wyniki eksperymentów, w których protoplasty 

transfekowano plazmidami kodującymi cEFYP-SE i niezwiązaną z żadnym innym 

białkiem komplementarną połówkę białka fluorescencyjnego (nEYFP). W komórkach tych 

zarejestrowano tylko słaby sygnał na terenie cytoplazmy (Ryc. 9). Wyniki opisanych 

eksperymentów wykazały więc zdolność SE do specyficznego oddziaływania  

z obydwiema podjednostkami AtCBC w żywej komórce roślinnej. W trakcie 

wykonywania analiz skupiono się szczególnie na słabiej scharakteryzowanemu 

oddziaływaniu SE-AtCBP20, dzięki czemu odkryto pewne wymagania strukturalne tego 

wiązania. Po transfekcji protoplastów każdą możliwą kombinacją konstruktów kodujących 

SE w fuzji z nEYFP oraz AtCBP20-cEYFP zaobserwowano tylko słaby sygnał 

cytoplazmatyczny lub w ogóle nie doszło do odtworzenia struktury EYFP (Ryc. 10).  
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Ryc. 9 Analiza oddziaływań między SERRATE (SE) i podjednostkami AtCBC (AtCBP20, 
AtCBP80) w protoplastach Arabidopsis thaliana przy zastosowaniu techniki BiFC 
(Bimolecular Fluorescence Complementation) 

nEYFP, cEYFP – połówka aminowa i karboksylowa białka fluorescencyjnego EYFP; dolny 
panel przedstawia obraz światła przechodzącego protoplastów, w których obserwowano 
fluorescencję (górny panel); skala równa 20 µm. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ryc. 10 Szczegółowa analiza oddziaływań między SERRATE (SE) i AtCBP20 
(podjednostką AtCBC) w protoplastach Arabidopsis thaliana przy zastosowaniu techniki 
BiFC (Bimolecular Fluorescence Complementation) 

nEYFP, cEYFP – połówka aminowa i karboksylowa białka fluorescencyjnego EYFP; dolny 
panel przedstawia obraz światła przechodzącego protoplastów, w których obserwowano 
fluorescencję (górny panel). 

Wykazano w ten sposób, że zamiana fragmentów EYFP w parze AtCBP20-SE wywołuje 

brak zdolności do oddziaływania tych białek ze sobą.  
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W następnym etapie badań, w celu potwierdzenia wyników uzyskanych techniką 

BiFC oraz dodatkowo, aby zidentyfikować fragment SE zaangażowany w oddziaływania  

z AtCBC, zastosowano technikę pull down. Eksperymenty te poprzedzone były 

przygotowaniem „białka - przynęty”, za które posłużyło SE w dwóch wariantach, tj. białko 

pełnej długości (1-720 aminokwasów (aa); 81 kDa) i ustrukturyzowany rdzeń (194-543 aa; 

40 kDa) (Machida i in., 2011). Obydwie wersje białka zaprojektowano by powstawały w 

fuzji z białkiem wiążącym maltozę (MBP, ang. maltose binding protein, 42 kDa), 

służącym za etykietę w trakcie eksperymentów typu pull down. Przygotowanymi 

konstruktami transformowano komórki Escherichia coli i w pierwszej kolejności 

prowadzono nadekspresję w dwóch zestawach warunków testowych - nadekspresja  

w 20 ⁰C przez 16 godzin i w 37 ⁰C przez 1-4 godziny. 

Białko rekombinowane MBP-SE1-720 (123 kDa) otrzymano po indukcji 

nadekspresji 0,4 mM IPTG i całonocnej hodowli bakterii w 20 ⁰C (Ryc. 11).  

Ryc. 11 Nadekspresja wariantów białka SERRATE (SE) w fuzji z białkiem wiążącym 
maltozę (MBP) w Escherichia coli, prowadzona w 20⁰C przez 16 godzin 

SE1-720 – SE pełnej długości, SE194-543 – ustrukturyzowany rdzeń SE; liczby odpowiadają 
odpowiednim resztom aminokwasowym; na żel poliakrylamidowy nakładano próbę 
pobraną zaraz przed indukcją nadekspresji (0 h), po 16 godzinach nadekspresji (16 h), 
lizat bakteryjny uzyskany w wyniku sonikacji komórek E. coli (lizat), jak również frakcję 
rozpuszczalną, czyli supernatant pobrany znad pozostałości komórek (frakcja 
nierozpuszczalna) po odwirowaniu lizatu; liczbami oznaczono masę cząsteczkową 
poszczególnych prążków markera. 
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Optymalne warunki dla produkcji ustrukturyzowanego rdzenia SE w fuzji z MBP (82 kDa) 

okazały się natomiast inne. Nie uzyskano tej wersji białka po całonocnej nadekspresji 

prowadzonej w 20 ⁰C (Ryc. 11), ale już po jednej godzinie eksperymentu prowadzonego  

w 37 ⁰C (Ryc. 12). Wyższa temperatura nie była jednakże optymalna dla produkcji SE 

pełnej długości, bez względu na czas trwania hodowli (1-4 godziny) (Ryc. 12).  

W kolejnych eksperymentach stosowano więc dwa rodzaje warunków do produkcji dwóch 

wspomnianych wariantów SE – nadekspresja w 20 ⁰C przez 16 godzin dla białka pełnej 

długości i w 37 ⁰C przez dwie godziny dla ustrukturyzowanego fragmentu SE.  

W przypadku obydwóch wersji SE, po zastosowaniu optymalnych dla nich warunków, 

zaobserwowano obecność białka zarówno we frakcji rozpuszczalnej, jak  

i nierozpuszczalnej (Ryc. 11 i 13), jednakże jego ilość we frakcji rozpuszczalnej oceniono 

na wystarczającą dla celów analiz typu pull down. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ryc. 12 Nadekspresja dwóch wariantów białka SERRATE (SE) w fuzji z białkiem 
wiążącym maltozę (MBP) w Escherichia coli, prowadzona w 37 ⁰C 

SE1-720 – SE pełnej długości, SE194-543 – ustrukturyzowany rdzeń SE; liczby odpowiadają 
odpowiednim resztom aminokwasowym; na żel poliakrylamidowy nakładano próbę 
pobraną zaraz przed indukcją nadekspresji (0 h) i po 1-4 godzinach (1-4 h); liczbami 
oznaczono masę cząsteczkową poszczególnych prążków markera. 
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Ryc. 13 Nadekpresja ustrukturyzowanego fragmentu białka SE, tj. SE194-543, w fuzji  
z białkiem wiążącym maltozę (MBP) w Escherichia coli, prowadzona w 37⁰C 

SE194-543 – ustrukturyzowany rdzeń SE; liczby odpowiadają odpowiednim resztom 
aminokwasowym; na żel poliakrylamidowy nakładano próbę pobraną zaraz przed indukcją 
nadekspresji (0 h), lizat bakteryjny uzyskany w wyniku sonikacji komórek E. coli (lizat) 
oraz frakcję rozpuszczalną, czyli supernatant pobrany znad pozostałości komórek (frakcja 
nierozpuszczalna) po odwirowaniu lizatu powstałego wskutek sonikacji komórek E. coli; 
nadekspresję prowadzono przez dwie i trzy godziny (2h, 3h); liczbami oznaczono masę 
cząsteczkową poszczególnych prążków markera. 

 

 

W celu przeprowadzenia kontroli niespecyficznego wiązania się białek do  

MBP-SE, przygotowano także białko fuzyjne MBP-GFP (ang. green fluorescent protein). 

Nadekspresję białka o masie odpowiadającej MBP-GFP (65 kDa) uzyskano po traktowaniu 

bakterii 0,4 mM IPTG i późniejszej hodowli w 37 ⁰C przez dwie lub trzy godziny (Ryc. 

14). Bez względu na czas trwania hodowli, powstałe białko rekombinowane występowało 

we frakcji rozpuszczalnej i nierozpuszczalnej. Pierwszy z wymienionych preparatów, 

uzyskany po dwóch godzinach nadekspresji, wykorzystano następnie w trakcie 

eksperymentów typu pull down. 
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Ryc. 14 Nadekspresja białka GFP w fuzji z białkiem wiążącym maltozę (MBP)  
w Escherichia coli 

Na żel poliakrylamidowy nakładano próbę pobraną zaraz przed indukcją nadekspresji  
(0 h) oraz frakcję rozpuszczalną, czyli supernatant pobrany znad pozostałości komórek 
(frakcja nierozpuszczalna) po odwirowaniu lizatu powstałego wskutek sonikacji komórek 
E. coli; nadekspresję prowadzono przez dwie i trzy godziny (2h, 3h); liczbami oznaczono 
masę cząsteczkową poszczególnych prążków markera. 

 

W celu przeprowadzenia eksperymentów typu pull down podjednostki AtCBC 

otrzymano na drodze translacji in vitro prowadzonej z dodatkiem radioaktywnie 

znakowanej metioniny [35S]. Próby po translacji inkubowano następnie przez dwie godziny 

ze związanym na złożu amylozowym SE. W tym samym czasie przeprowadzono również 

kontrolę niespecyficznego wiązania się białek AtCBC do ziaren amylozowych i do 

etykiety MBP w postaci inkubacji preparatów zawierających te białka ze związanym do 

złoża MBP-GFP. Uzyskane kompleksy po intensywnym płukaniu i elucji 10 mM maltozą 

rozdzielano w żelu poliakrylamidowym, a następnie rejestrowano sygnały, odpowiadające 

AtCBP20 i AtCBP80. Obecność podjednostek AtCBC w kompleksie z SE zaobserwowano 

zarówno w przypadku pełnej długości białka, jak również po związaniu do złoża MBP-

SE194-543. Wykazano więc w ten sposób, że w warunkach in vitro ustrukturyzowany rdzeń 

SE jest wystarczający dla oddziaływania z AtCBP20 i AtCBP80 (Ryc. 15).  
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Ryc. 15 Analiza oddziaływań między SERRATE (SE) i podjednostkami AtCBC 
(AtCBP20, AtCBP80) przy zastosowaniu techniki pull down 

Górny panel przedstawia schemat wariantów SE wykorzystywanych w trakcie analiz;  
SE1-720 – SE pełnej długości, SE194-543 – ustrukturyzowany rdzeń SE; liczby odpowiadają 
odpowiednim resztom aminokwasowym; Dolny panel przedstawia wynik analizy typu pull 
down; MBP-GFP i MBP-SE to białka rekombinowane uzyskane poprzez nadekspresję  
w E. coli; MBP – białko wiążące maltozę (ang. maltose binding protein); kontrola 
nałożenia wynosi 1/20 próby otrzymanej w wyniku translacji in vitro i wykorzystanej  
w eksperymencie. 

 

W trakcie eksperymentów zastosowano również domenę TPR AtSGT1 (ang. Suppressor of 

the G2 allele of SKP1), uzyskaną na drodze translacji in vitro, jako kontrolę 

niespecyficznego wiązania się białek do MBP-SE. Brak sygnału, odpowiadającego TPR, 

po inkubacji z MBP-SE, jak również nieobecność AtCBC w próbach, w których do złoża 

wiązano MBP-GFP, potwierdziły specyficzność wykazanego bezpośredniego 

oddziaływania między SE i podjednostkami AtCBC. Ponadto, porównując siłę sygnału 

podjednostek AtCBC w próbie odpowiadającej kontroli nałożenia i po inkubacji z SE, 
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zaobserwowano wydajniejsze wiązanie AtCBP20, w porównaniu z AtCBP80. W kontroli 

nałożenia, stanowiącej 1/20 objętości preparatów uzyskanych w wyniku translacji in vitro, 

sygnał AtCBP80 był mocniejszy niż AtCBP20. Po inkubacji ze związanymi na złożu 

wariantami SE stosunek intensywności prążków przesunął się natomiast na korzyść 

AtCBP20, sugerując większą ilość cząsteczek tego białka w kompleksie z SE. Co więcej, 

po inkubacji SE ze zmieszanymi obydwiema podjednostkami AtCBC w stosunku 

objętościowym 1:1, zaobserwowano mocniejsze sygnały AtCBP20 i AtCBP80  

w porównaniu z indywidualnymi oddziaływaniami SE/AtCBP20 i SE/AtCBP80. Wynik 

taki uzyskano pomimo dodawania takiej samej objętości preparatów podjednostek AtCBC 

do badania oddziaływań indywidualnych i w kompleksie. Podobnie do wyników 

oddziaływań indywidualnych, w próbie z trzema białkami sygnał AtCBP20 był mocniejszy 

w porównaniu z intensywnością prążka odpowiadającego AtCBP80. Wyniki te wskazują 

na możliwość tworzenia potrójnego kompleksu zbudowanego z trzech białek jednocześnie 

oraz stabilizację oddziaływań między tworzącymi go komponentami. 
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5.2. Identyfikacja białka/białek snRNP U1, które oddziałują z SERRATE 

Zgodnie z postawioną w niniejszej pracy hipotezą białko SE jest elementem 

łączącym białka zaangażowane w biogenezę miRNA, w tym AtCBC, z kompleksem 

snRNP U1, oddziałującym z miejscem splicingowym 5’. W celu identyfikacji partnera 

(partnerów) białkowego SE wśród elementów snRNP U1 wykorzystano dwuhybrydowy 

system drożdżowy (Matchmaker Gold, Clontech), który ze względu na obecność aż 

czterech genów reporterowych, pozwala zminimalizować prawdopodobieństwo uzyskania 

fałszywie pozytywnego wyniku. W sytuacji, gdy dwa analizowane białka oddziałują ze 

sobą, komórki drożdżowe są zdolne do wzrostu na pożywce (1) bez histydyny, (2) bez 

adeniny, (3) z dodatkiem toksycznej Aureobazydyny A, jak również (4) przekształcają X-

α-Gal do produktu, dającego koloniom drożdżowym niebieskie zabarwienie. W trakcie 

eksperymentów wykorzystano sekwencje kodujące SE pełnej długości oraz wszystkie 

dziesięć specyficznych białek kompleksu U1 u Arabidopsis thaliana, tj. AtU1A, AtU1C, 

AtU1-70K, AtPRP39a i b, AtPRP40a i b, AtLUC7a i b oraz AtLUC7rl (Wang i Brendel, 

2004).  

W pierwszej kolejności eksperymenty prowadzono wykorzystując konstrukty 

kodujące SE w fuzji z domeną aktywującą czynnika transkrypcyjnego Gal4 (AD, ang. 

activation domain) oraz białka snRNP U1 w fuzji z domeną wiążącą Gal4 (BD, ang. 

binding domain). W trakcie tych analiz nie zaobserwowano wzrostu drożdży w przypadku 

badania wiązania SE z podstawowymi elementami snRNP U1, tj. AtU1A, AtU1C i AtU1-

70K (Ryc. 16). Wykazano natomiast specyficzne oddziaływanie SE z trzema białka 

pomocniczymi snRNP U1, tj. AtPRP39b, AtPRP40b oraz AtLUC7rl. W przypadku 

ostatniego z wymienionych białek nie zaobserwowano wzrostu komórek na pożywce 

zawierającej wszystkie markery selekcyjne. Odnotowano aktywację tylko dwóch  

z czterech genów reporterowych, tj. genów pozwalających komórkom na wzrost na 

pożywce bez histydyny i adeniny.  

Ze względu na niespecyficzną auto-aktywację ekspresji genów reporterowych przez 

AtPRP39a i AtPRP40a, powstające w fuzji z domeną wiążąca Gal4 (BD), konieczne było 

przeprowadzenie eksperymentów w odwrotnej konformacji – SE w fuzji z domeną 

wiążącą Gal4 (BD), a AtPRP39a i AtPRP40a z domeną aktywującą (AD). W ten sposób 

wykazano dodatkowe specyficzne oddziaływanie między SE i AtPRP40a. Po zmianie 

konformacji nie zaobserwowano natomiast wzrostu drożdży w przypadku analizy wiązania 

SE z AtPRP39a. 
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Ryc. 16 Identyfikacja białek kompleksu snRNP U1 oddziałujących z SERRATE (SE) 
przy pomocy dwyhydrydowego systemu drożdżowego 

AD – domena aktywująca czynnika transkrypcyjnego Gal4; BD – domena wiążąca DNA 
czynnika transkrypcyjnego Gal4; wzrost obserwowano na pożywce pozbawionej (-): 
leucyny (L), tryptofanu (T), histydyny (H) i adeniny (A), z dodatkiem (+): X-α-Gal, 
Aureobazydyny A (Aur). 

 

Bezpośrednie oddziaływania między SE i czterema białkami snRNP U1 

potwierdzono w kolejnym etapie techniką pull down, którą wykorzystano w sposób 

podobny do analizy oddziaływań SE/AtCBC. W przeciwieństwie do wspomnianych 

eksperymentów, na tym etapie badań analizowano jedynie oddziaływania pełnej długości 

SE (MBP-SE). Rekombinowane białko MBP-SE i MBP-GFP otrzymano w E. coli,  

a potencjalnych partnerów SE, tj. AtPRP39b, AtPRP40a, AtPRP40b i AtLUC7rl, przy 

zastosowaniu translacji in vitro z wykorzystaniem radioaktywnie znakowanej metioniny 

[35S]. Po inkubacji prób radioaktywnych ze związanym na złożu MBP-SE zarejestrowano 

silny sygnał w przypadku wszystkich analizowanych białek snRNP U1 (Ryc. 17).  

Na specyficzność wykazanych w ten sposób bezpośrednich oddziaływań wskazał brak 

sygnału komponentów snRNP U1 w analogicznie przeprowadzonym eksperymencie  
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z wykorzystaniem MBP-GFP oraz domeny TPR białka AtSGT1, zastosowanej, jako 

kontrola niespecyficznego wiązania się białek do MBP i/lub SE. 

Ryc. 17 Analiza oddziaływania między SERRATE (SE) i wybranymi białkami kompleksu 
snRNP U1 przy zastosowaniu techniki pull down 

MBP-GFP i MBP-SE to białka rekombinowane uzyskane poprzez nadekspresję w E. coli; 
MBP – białko wiążące maltozę (ang. maltose binding protein); kontrola nałożenia wynosi 
1/20 próby otrzymanej w wyniku translacji in vitro i wykorzystanej w eksperymencie. 

 

W kolejnym etapie badań sprawdzono czy wszystkie cztery zidentyfikowane 

oddziaływania zachodzą również w żywych komórkach roślinnych. Właściwy 

eksperyment poprzedziła charakterystyka lokalizacji komórkowej SE, AtPRP39b, 

AtPRP40a, AtPRP40b i AtLUC7rl w transfekowanych protoplastach A. thaliana. 

W pierwszej kolejności ustalono optymalne miejsce przyłączenia białek 

fluorescencyjnych. W przypadku fuzji GFP z SE zaobserwowano sygnał jądrowy, bez 

względu na to, czy GFP znajdowało się na końcu aminowym lub karboksylowym SE (Ryc. 

18). Fuzja GFP z karboksylowym końcem SE spowodowała jednak, że białko to 

charakteryzowało się sygnałem homogennym, pozbawionym specyficznych dla SE 

ziarnistości (Fang i Spector, 2007). Z tego powodu we wszystkich kolejnych 

eksperymentach wykorzystywano konstrukty kodujące SE z GFP dołączonym na jego 

końcu aminowym. W celu lokalizacji badanych białek snRNP U1 stosowano natomiast 

przeciwną konformację, tj. białko tagRFP (tRFP) na ich końcu karboksylowym. Na takie 

podejście zdecydowano się szczególnie ze względu na niespecyficzny agregatowy sygnał 

cytoplazmatyczny, który zaobserwowano w przypadku transfekcji protoplastów 

konstruktami kodującymi tRFP-AtPRP40a i tRFP-AtPRP40b (Ryc. 19).   
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Ryc. 18 Analiza lokalizacji SERRATE (SE), powstającego w fuzji z białkiem 
fluorescencyjnym GFP, przyłączonym na karboksylowym lub aminowym końcu SE  
w transfekowanych protoplastach Arabidopsis thaliana 

Skala równa 10 µm. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ryc. 19 Analiza lokalizacji AtPRP40a i AtPRP40b, powstających w fuzji z białkiem 
fluorescencyjnym tagRFP (tRFP), przyłączonym do ich aminowych końców  
w transfekowanych protoplastach Arabidopsis thaliana  

Skala równa 10 µm. 



79 
 

W celu pełniejszej charakterystyki wytypowanych partnerów SE, analizowano 

również ich lokalizację komórkową w protoplastach wyizolowanych z liści linii  

A. thaliana, w której dochodzi do nadekspresji markera ciał Cajala, tj. koiliny. Białko to 

powstaje w tych roślinach w fuzji z mRFP (ang. monomeric red fluorescent protein) 

(Collier i in., 2005), stąd w konstruktach kodujących komponenty snRNP U1 oraz SE 

obecna była sekwencja kodująca GFP. Zarówno w przypadku białek kompleksu snRNP 

U1, jak i SE, nie zaobserwowano ich występowania w strukturach bogatych w koilinę 

(Ryc. 20). Wskazują na to niskie wartości współczynnika korelacji Pearson’a (R), które nie 

przekroczyły liczby 0,33. Współczynniki nakładania Manders’a osiągnęły wartości  

w zakresie 0,45-0,92, jednakże biorąc pod uwagę uzyskane obrazy i pierwszy wymieniony 

współczynnik są one wynikiem przypadkowego nałożenia się sygnałów.  

 W kolejnym etapie zbadano wzajemną lokalizację SE i partnerów snRNP U1  

w protoplastach A. thaliana. SE powstawało w fuzji z GFP, natomiast do białek kompleksu 

U1 dołączone było tRFP (Ryc. 21). Analizy te wykazały, że wszystkie badane białka 

charakteryzują się sygnałem jądrowym, jak również, że elementy snRNP U1 znajdują się 

dokładnie w tych samych skupiskach jądrowych, w których występuje SE. Wskazuje na to 

wysoka wartość współczynnika Pearson’a, która plasowała się w zakresie 0,72-0,97 oraz 

współczynników Manders’a (ponad 0,75). 
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Ryc. 20 Analiza wzajemnej lokalizacji wybranych białek wchodzących w skład snRNP 
U1 i SE z markerem ciał Cajala – Koiliną w transfekowanych protoplastach Arabidopsis 
thaliana 

R, współczynnik Pearson’a; M1 i M2, współczynniki Manders’a; skala równa 10 µm. 
  

 



81 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ryc. 21 Analiza wzajemnej lokalizacji SERRATE (SE) i wybranych białek wchodzących 
w skład snRNP U1 w transfekowanych protoplastach Arabidopsis thaliana 

tRFP, tagRFP; R, współczynnik Pearson’a; M1 i M2, współczynniki Manders’a; skala 
równa 10 µm. 
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W celu sprawdzenia, czy ko-lokalizacja badanych białek w żywej komórce 

roślinnej jest wynikiem ich oddziaływań zastosowano kombinację technik 

mikroskopowych FRET-FLIM (ang. Förster resonance energy transfer by fluorescence 

lifetime imaging). Wspomniane podejście badawcze pozwala na badanie bezpośrednich 

interakcji białkowych in vivo i polega na pomiarze czasu trwania fluorescencji donora 

(ang. donor fluorescence lifetime), który obniża się, gdy w odległości nieprzekraczającej  

5 nm znajduje się białko akceptorowe (Bucherl i in., 2010). Dochodzi wtedy do 

nieradiacyjnego przekazywania energii między cząsteczką donorową (np. GFP)  

i akceptorową (np. tRFP), pasujących do siebie pod względem spektrum emisji i absorbcji.  

Obecność któregokolwiek z wytypowanych uprzednio białek snRNP U1, 

powstających w fuzji tRFP w protoplastach A. thaliana, powodowała statystycznie istotne 

(p<0,001) obniżenie czasu trwania fluorescencji donora, którym było SE w fuzji z GFP 

(Ryc. 22). Wyniki te wskazują na bezpośredni charakter oddziaływań między SE  

i AtPRP39b, AtPRP40a, AtPRP40b i AtLUC7rl w żywej komórce roślinnej.  

 
 
Ryc. 22 Analiza oddziaływania między SERRATE (SE) i wybranymi białkami kompleksu 
snRNP U1 przy zastosowaniu FRET-FLIM w transfekowanych protoplastach 
Arabidopsis thaliana 

Donor - GFP w fuzji z SE (GFP-SE); Akceptor - tRFP, tagRFP (tRFP) w fuzji z białkami 
AtPRP39b, AtPRP40a, AtPRP40b, AtLUC7rl lub AtPRP39a; słupki błędów wskazują błąd 
standardowy średniej (SEM, standard error of the mean; n>10); gwiazdki wskazują 
istotność statystyczną zmiany czasu trwania fluorescencji donora w obecności akceptora 
(*p<0,001).  
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W celu sprawdzenia specyficzności wykazanych zmian, protoplasty A. thaliana 

transfekowano jednocześnie plazmidami kodującymi GFP-SE i AtPRP39a-tRFP, gdyż 

białka te nie wykazały oddziaływania w eksperymentach dwuhybrydowego systemu 

drożdżowego (Ryc. 16). Pomimo lokalizacji obydwóch białek w jądrze komórkowym 

(Ryc. 23), nie zaobserwowano istotnej zmiany czasu trwania fluorescencji GFP-SE  

w obecności AtPRP39a-tRFP, co zgodnie z wynikami poprzednich eksperymentów 

wskazuje na brak bezpośrednich oddziaływań między tymi elementami (Ryc. 22). 

 

Ryc. 23 Analiza wzajemnej lokalizacji SERRATE (SE) i AtPRP39a w transfekowanych 
protoplastach Arabidopsis thaliana 

tRFP, tagRFP; R, współczynnik Pearson’a; M1 i M2, współczynniki Manders’a; skala 
równa 10 µm. 

 

W kolejnym etapie sprawdzono wzajemną lokalizację partnerów SE wśród snRNP 

U1 w transfekowanych protoplastach A. thaliana. W pierwszej kolejności analizowano 

miejsce występowania AtPRP40a-GFP i AtPRP40b-tRFP. Zaobserwowano nakładanie się 

obydwóch sygnałów w jądrze komórkowych, jednakże współczynniki Pearson’a  

i Manders’a nie osiągnęły wartości 1, wskazując na niepełną ko-lokalizację badanych 

białek (Ryc. 24). Wartość M1 na poziomie 0,88 wskazała na obecność AtPRP40a  

w dodatkowych strukturach, poza miejscem lokalizacji AtPRP40b. Następnie sprawdzono, 

czy w miejscu występowania AtPRP40b znajduje się również AtPRP39b i AtLUC7rl. Po 

transfekcji komórek konstruktami kodującymi AtPRP40b-tRFP i AtPRP39b-GFP 

odnotowano wysoki stopień nakładania się sygnałów odpowiadających tym białkom (Ryc. 

25). Do takiej samej sytuacji doszło w przypadku obecności w protoplastach AtPRP40b-

GFP i AtLUC7rl-tRFP (Ryc. 25). Wyniki tych analiz wskazały więc na obecność 
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wszystkich partnerów SE wśród białek snRNP U1 w tych samych strukturach 

komórkowych. 

 

Ryc. 24 Analiza wzajemnej lokalizacji AtPRP40a i AtPRP40b w transfekowanych 
protoplastach Arabidopsis thaliana 

tRFP, tagRFP; R, współczynnik Pearson’a; M1 i M2, współczynniki Manders’a; skala 
równa 10 µm. 

 

 

Ryc. 25 Analiza wzajemnej lokalizacji AtPRP39b oraz AtLUC7rl z AtPRP40b 
w transfekowanych protoplastach Arabidopsis thaliana 

tRFP, tagRFP; R, współczynnik Pearson’a; M1 i M2, współczynniki Manders’a; skala 
równa 10 µm.  
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5.3. Charakterystyka oddziaływań SE/snRNP U1 

Analogicznie do analizy oddziaływań SE/AtCBC, przeprowadzono również 

identyfikację fragmentu SE odpowiedzialnego za wiązanie białek snRNP U1. 

Wykorzystano w tym celu w pierwszej kolejności dwuhybrydowy system drożdżowy. 

Przygotowano konstrukty kodujące SE z usuniętym nieustrukturyzowanym końcem 

aminowym (SEΔN; brak aminokwasów 1-193) lub karboksylowym (SEΔC; brak 

aminokwasów 544-720) (Ryc. 26), a następnie transformowano nimi komórki drożdżowe 

jednocześnie z konstruktami, z których powstawały AtPRP39b, AtPRP40a, AtPRP40b lub 

AtLUC7rl. 

 

 

 

 

 
Ryc. 26 Schemat wariantów białka SERRATE (SE) wykorzystywanych w analizach 
służących identyfikacji fragmentu odpowiedzialnego za oddziaływanie z partnerami 
białkowymi w kompleksie snRNP U1 

SE1-720 – białko SE pełnej długości; SEΔN – wariant białka SE z usuniętymi aminokwasami 
1-193 (końcem aminowym); SEΔC – wariant białka SE z usuniętymi aminokwasami 544-
720 (końcem karboksylowym); liczby odpowiadają odpowiednim resztom 
aminokwasowym. 

 

Wzrost komórek drożdżowych w trakcie tych eksperymentów zaobserwowano tylko dla 

wariantu SE z usuniętym końcem aminowym w przypadku jednoczesnej transformacji  

z AtLUC7rl (Ryc. 27). Ponownie w tym przypadku odnotowano aktywację tylko dwóch  

z czterech genów reporterowych, co miało również miejsce w trakcie eksperymentów 

poświęconych identyfikacji partnerów SE wśród wszystkich specyficznych białek snRNP 

U1 (Ryc. 16). Brak wzrostu drożdży w przypadku ekspresji SE z usuniętym 

nieustrukturyzowanym fragmentem karboksylowym wskazał na utratę oddziaływań 

takiego białka z wszystkimi czterema partnerami snRNP U1.  
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Ryc. 27 Analiza oddziaływania między białkiem SERRATE (SE) w trzech wariantach: 
pełnej długości, wariantem pozbawionymi końca aminowego (SEΔN) lub 
karboksylowego (SEΔC) i wybranymi białkami kompleksu snRNP U1 przy zastosowaniu 
dwuhybrydowego systemu drożdżowego 

SE – białko SE pełnej długości; SEΔN – wariant białka SE z usuniętymi aminokwasami  
1-193 (końcem aminowym); SEΔC – wariant białka SE z usuniętymi aminokwasami  
544-720 (końcem karboksylowym); AD – domena aktywująca czynnika transkrypcyjnego 
Gal4; BD – domena wiążąca DNA czynnika transkrypcyjnego Gal4; wzrost obserwowano 
na pożywce pozbawionej (-): leucyny (L), tryptofanu (T), histydyny (H), adeniny (A),  
z dodatkiem (+): X-α-Gal, Aureobazydyny A (Aur).  

 

 

W kolejnym etapie badań sprawdzono lokalizację komórkową analizowanych 

wariantów SE (SEΔN lub SEΔC) w protoplastach A. thaliana. Zaobserwowano, że 

odcięcie któregokolwiek z nieustrukturyzowanych fragmentów SE nie zaburza jego 

lokalizacji jądrowej (Ryc. 28). W przypadku usunięcia końca aminowego nie odnotowano 

już obecności specyficznych skupisk tego białka na terenie jądra komórkowego. 

Zaobserwowano w zamian sygnał homogenny na terenie całej nukleoplazmy. 
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Ryc. 28 Analiza lokalizacji wariantów białka SERRATE (SE), pozbawionych końca 
aminowego (SEΔN) lub karboksylowego (SEΔC) w transfekowanych protoplastach 
Arabidopsis thaliana 

Skala równa 10 µm. 
 

W obecności białek AtPRP40a-tRFP i AtPRP40b-tRFP wariant SE pozbawiony 

końca aminowego odtworzył jednak struktury, w których znajdowały się również 

wspomniane białka snRNP U1 (Ryc. 29). Wysokie wartości współczynników Pearson’a  

i Manders’a odnotowano również w przypadku jednoczesnej ekspresji SEΔN i pozostałych 

analizowanych elementów tego kompleksu, tj. AtPRP39b, AtLUC7rl.  

 Usunięcie końca karboksylowego spowodowało natomiast całkowitą utratę ko-

lokalizacji tej wersji SE z AtPRP39b, AtPRP40b i AtLUC7rl (Ryc. 30). Białka te 

znajdowały się w różnych skupiskach, znajdujących się na terenie jądra komórkowego, na 

co wskazuje również obniżona wartość współczynnika Pearson’a. W przypadku AtPRP40a 

odnotowano nadal wysoką ko-lokalizację z wariantem SE, pozbawionym fragmentu 

karboksylowego. 
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Ryc. 29 Analiza wzajemnej lokalizacji wariantu białka SERRATE, pozbawionego końca 
aminowego (SEΔN) z wybranymi białkami wchodzącymi w skład snRNP U1  
w transfekowanych protoplastach Arabidopsis thaliana 

tRFP, tagRFP; R, współczynnik Pearson’a; M1 i M2, współczynniki Manders’a; skala 
równa 10 µm. 
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Ryc. 30 Analiza wzajemnej lokalizacji wariantu białka SERRATE, pozbawionego końca 
karboksylowego (SEΔC) z wybranymi białkami wchodzącymi w skład snRNP U1  
w transfekowanych protoplastach Arabidopsis thaliana 

tRFP, tagRFP; R, współczynnik Pearson’a; M1 i M2, współczynniki Manders’a; skala 
równa 10 µm. 
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Obecność fluorescencyjnie znakowanych białek w protoplastach A. thaliana 

wykorzystano następnie w celu analizy bezpośrednich oddziaływań między analizowanymi 

wariantami SE i partnerami snRNP U1. Zastosowano ponownie kombinację technik 

FRET-FLIM. Dla pełnej wiarygodności uzyskanych wyników protoplasty transfekowano 

również konstruktami kodującymi jeden z wariantów SE w fuzji z GFP oraz APRP39a-

tRFP lub tRFP-AtCBP20. AtPRP39a służyło w tych eksperymentach za kontrolę 

negatywną, gdyż wyniki uzyskane przy zastosowaniu dwuhybrydowego systemu 

drożdżowego wskazywały na brak bezpośrednich oddziaływań tego białka z SE (Ryc. 16). 

Na podstawie wcześniejszych analiz, wytypowano AtCBP20 na kontrolę pozytywną, gdyż 

wykazano, że ustrukturyzowany rdzeń, obecny w każdym wariancie SE po odcięciu 

nieustrukturyzowanych fragmentów, jest wystarczający do związania AtCBP20 (Ryc. 15). 

Po transfekcji protoplastów konstruktami kodującymi wspomniane warianty SE w fuzji  

z GFP oraz AtPRP39a lub AtCBP20 w fuzji z tRFP zaobserwowano nakładające się na 

siebie sygnały w jądrze komórkowym (Ryc. 31), pozwalające na przeprowadzenie 

eksperymentów poświęconych bezpośrednim oddziaływaniom. 

W trakcie prowadzenia analiz FRET-FLIM mierzono czas trwania fluorescencji 

donorów, za które posłużyły warianty SE w fuzji z GFP (Ryc. 32). Usunięcie 

nieustrukturyzowanych końców SE spowodowało brak istotnej zmiany czasu trwania 

fluorescencji obydwóch donorów w obecności AtPRP39b, AtPRP40a i AtPRP40b, 

wskazując na brak oddziaływań między analizowanymi komponentami. Tylko  

w przypadku białek AtLUC7rl i SE z usuniętym końcem aminowym spadek taki był nadal 

obserwowalny. Wyniki te wskazują na kluczową rolę nieustrukturyzowanych fragmentów 

SE w wiązaniu AtPRP39b, AtPRP40a i AtPRP40b. Potwierdziły tym samym rezultaty 

uzyskane w dwuhybrydowym systemie drożdżowym (Ryc. 27). Co więcej, AtPRP39a-

tRFP nie wykazywało zdolności do odbierania energii analizowanym białkom donorowym. 

Transfer energii zarejestrowano natomiast w przypadku transfekcji protoplastów 

konstruktami kodującymi warianty SE w fuzji z GFP i tRFP-AtCBP20. Wyniki  

te wskazują na poprawne zwinięcie się i funkcjonalność analizowanych wariantów SE  

w protoplastach A. thaliana. 
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Ryc. 31 Analiza wzajemnej lokalizacji wariantów białka SERRATE, pozbawionych 
końca aminowego (SEΔN) lub karboksylowego (SEΔC) z AtPRP39a i AtCBP20  
w transfekowanych protoplastach Arabidopsis thaliana 

tRFP, tagRFP; R, współczynnik Pearson’a; M1 i M2, współczynniki Manders’a; skala 
równa 10 µm. 
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Ryc. 32 Analiza oddziaływania między wariantami białka SERRATE, pozbawionymi 
końca aminowego (SEΔN) lub karboksylowego (SEΔC) i wybranymi białkami 
kompleksu snRNP U1 lub AtCBP20 przy zastosowaniu FRET-FLIM  
w transfekowanych protoplastach Arabidopsis thaliana 

Donor - GFP w fuzji z wariantami SERRATE (GFP- SEΔN; GFP- SEΔC); SEΔN – wariant 
białka SE z usuniętymi aminokwasami 1-193 (końcem aminowym); SEΔC – wariant białka 
SE z usuniętymi aminokwasami 544-720 (końcem karboksylowym); Akceptor - tRFP, 
tagRFP (tRFP) w fuzji z białkami AtPRP39b, AtPRP40a, AtPRP40b, AtLUC7rl, AtPRP39a 
lub AtCBP20; słupki błędów wskazują błąd standardowy średniej (SEM, standard error of 
the mean; n>10); gwiazdki wskazują istotność statystyczną zmiany czasu trwania 
fluorescencji donora w obecności akceptora (*p<0,001). 

 

W celu wykluczenia udziału ustrukturyzowanego rdzenia SE w wiązaniu białek 

snRNP U1, przygotowano kolejny konstrukt, w którym GFP znajdowało się pomiędzy 

nieustrukturyzowanymi fragmentami SE (SE_N-GFP-SE_C) (Ryc. 33). Konstrukt ten 

następnie wprowadzono do protoplastów A. thaliana na drodze przejściowej transfekcji  

i wykorzystano w pierwszej kolejności w analizach wzajemnej lokalizacji z partnerami 

snRNP U1 (Ryc. 34).  

 
Ryc. 33 Schemat wariantu białka SERRATE (SE) wykorzystywanego w analizach 
służących ocenie roli ustrukturyzowanego rdzenia w oddziaływaniu z partnerami 
białkowymi w kompleksie snRNP U1 

liczby odpowiadają odpowiednim resztom aminokwasowym; SE_N-GFP-SE_C odpowiada 
resztom aminokwasowym SE 1-194– GFP–SE 544-720. 
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Ryc. 34 Analiza wzajemnej lokalizacji nieustrukturyzowanych fragmentów białka 
SERRATE (SE) z wybranymi białkami wchodzącymi w skład snRNP U1  
w transfekowanych protoplastach Arabidopsis thaliana 

SE_N-GFP-SE_C odpowiada resztom aminokwasowym SE 1-194–GFP– SE 544-720; 
tRFP, tagRFP; R, współczynnik Pearson’a; M1 i M2, współczynniki Manders’a; skala 
równa 10 µm. 
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Niestrukturyzowane fragmenty SE były wystarczającą jego częścią do przyjęcia przez to 

białko lokalizacji jądrowej (Ryc. 34). Co więcej, fragmenty te tworzyły specyficzne dla SE 

skupiska i wykazywały wysoki stopień wzajemnej lokalizacji z analizowanymi białkami 

snRNP U1. 

W następnym etapie przeprowadzono analizy oddziaływań typu białko-białko przy 

zastosowaniu FRET-FLIM. Wykorzystano w tych eksperymentach GFP rozdzielające 

nieustrukturyzowane fragmenty SE, jako donor energii oraz ponownie AtPRP39a  

i AtCBP20 w fuzji z tRFP jako próby kontrolne. Drugie z wymienionych białek służyło  

w tym przypadku, przeciwnie do poprzednich eksperymentów, również jako kontrola 

negatywna, ze względu na brak wymaganego dla jego wiązania ustrukturyzowanego 

rdzenia w analizowanym wariancie SE. Zarówno AtPRP39a jak i AtCBP20 w wysokim 

stopniu ko-lokalizowały z nieustrukturyzowanymi fragmentami SE w jądrze komórkowym 

protoplastów A. thaliana (Ryc. 35), stąd po raz kolejny okazały się być odpowiednimi 

białkami kontrolnymi dla analiz typu FRET-FLIM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ryc. 35 Analiza wzajemnej lokalizacji nieustrukturyzowanych fragmentów białka 
SERRATE (SE) z AtPRP39a i AtCBP20 w transfekowanych protoplastach Arabidopsis 
thaliana 

SE_N-GFP-SE_C odpowiada resztom aminokwasowym SE 1-194 –GFP– SE 544-720; 
tRFP, tagRFP; R, współczynnik Pearson’a; M1 i M2, współczynniki Manders’a; skala 
równa 10 µm. 
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Pomiary czasu trwania fluorescencji donora (SE_N-GFP-SE_C) wykazały,  

że nieustrukturyzowane fragmenty SE są nie tylko wystarczające dla lokalizacji  

z partnerami U1, ale również dla ich wiązania, gdyż zaobserwowano statystycznie istotne 

obniżenie czasu trwania fluorescencji białka donorowego w obecności AtPRP40a, 

AtPRP40b lub AtLUC7rl (Ryc. 36). Wyjątkiem okazało się być białko AtPRP39b, które 

nie przyczyniało się do odbierania energii donorowi. Sytuacja taka miała również miejsce, 

gdy SE_N-GFP-SE_C ulegał ekspresji jednocześnie z tRFP-AtCBP20  

lub AtPRP39a-tRFP. Wyniki te wykazały więc, że nieustrukturyzowane fragmenty SE są 

wystarczające dla oddziaływania z trzema z czterech partnerów snRNP U1, tj. AtPRP40a, 

AtPRP40b i AtLUC7rl. 

 

 
Ryc. 36 Analiza oddziaływania między nieustrukturyzowanymi fragmentami białka 
SERRATE (SE) i wybranymi białkami wchodzącymi w skład snRNP U1 oraz AtCBP20 
przy zastosowaniu FRET-FLIM w transfekowanych protoplastach Arabidopsis thaliana 

Donor – GFP w fuzji z nieustrukturyzowanymi fragmentami SE; SE_N-GFP-SE_C 
odpowiada resztom aminokwasowym SE 1-194 –GFP– SE 544-720; Akceptor - tRFP, 
tagRFP (tRFP) w fuzji z białkami AtPRP39b, AtPRP40a, AtPRP40b, AtLUC7rl, AtPRP39a 
lub AtCBP20; słupki błędów wskazują błąd standardowy średniej (SEM, standard error of 
the mean; n>10); gwiazdki wskazują istotność statystyczną zmiany czasu trwania 
fluorescencji donora w obecności akceptora (*p<0,001). 

 Ze względu na to, że partnerami SE wśród snRNP U1 okazały się być białka 

pomocnicze tego kompleksu a nie białka podstawowe, tj. U1A, U1C i U1-70K,  

w kolejnym etapie badań sprawdzono, czy do zidentyfikowanych oddziaływań dochodzi  

w obecności pozostałych elementów snRNP U1. Prowadzono w tym celu eksperymenty  

w transfekowanych protoplastach A. thaliana stosując kombinację technik 

mikroskopowych BiFC i FRET-FLIM. Wybrano AtPRP40b, jako białko reprezentujące 
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partnerów SE wśród snRNP U1 oraz AtU1A, jako jedno z podstawowych elementów tego 

kompleksu. Oddziaływanie SE/AtPRP40b pozwalało na odtworzenie struktury białka 

fluorescencyjnego Cerulean (BiFC), które jednocześnie wykorzystywano, jako donor 

energii w trakcie pomiarów FRET-FLIM. Jako akceptor stosowano białka powstające  

w fuzji z tRFP. 

W pierwszej kolejności protoplasty A. thaliana transfekowano konstruktami 

kodującymi SE z dołączonym fragmentem aminowym i AtPRP40b z fragmentem 

karboksylowym Cerulean. W wyniku tego zarejestrowano sygnał jądrowy w postaci 

skupisk, charakterystycznych dla SE i AtPRP40b (Ryc. 37). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ryc. 37 Lokalizacja białka fluorescencyjnego Cerulean (Cer), powstałego w wyniku 
oddziaływania białka SERRATE (SE) z AtPRP40b w transfekowanych protoplastach 
Arabidopsis thaliana 

nCer – fragment aminowy Cerulean; cCer – fragment karboksylowy Cerulean; prawy 
panel to obraz autofluorescencji chloroplastów z nałożonym sygnałem Cerulean (lewy 
panel); skala równa 10 µm. 

 

Następnie zbadano widmo emisji i czas trwania fluorescencji tak uzyskanego białka 

fluorescencyjnego w celu potwierdzenia odpowiednich jego właściwości, jako donora 

energii w analizach FRET-FLIM. Po wzbudzeniu go laserem o długości fali 440 nm, 

zaobserwowano dwa główne piki emisji fluorescencji przy długości fali około 470 nm  

i 500 nm (Ryc. 38). Przy długości fali równej 555 nm, odpowiadającej maksimum 

absorbcji fluorescencji białka tRFP, zarejestrowano około 50% intensywności sygnału 
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emisji Cerulean, stąd białko to wykazywało odpowiednie właściwości donorowe w parze 

Cerulean-tRFP. Średni czas trwania fluorescencji odtworzonego donora wynosił  

2697,14 ± 27,41 ps. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ryc. 38 Widmo emisji fluorescencji białka Cerulean (Cer), powstałego w wyniku 
oddziaływania białka SERRATE (SE) z AtPRP40b w transfekowanych protoplastach 
Arabidopsis thaliana  

nCer – fragment aminowy Cerulean; cCer – fragment karboksylowy Cerulean; wartości 
intensywności fluorescencji podano w jednostkach arbitralnych. 

 
Czas trwania fluorescencji Cerulean, odtworzonego przez oddziaływanie SE/AtPRP40b, 

mierzono również w obecności potencjalnego białka akceptorowego, którym było  

AtU1A-tRFP. Wszystkie trzy białka znajdowały się w jądrze komórkowym 

transfekowanych protoplastów A. thaliana i wykazywały częściową ko-lokalizację (Ryc. 

39). Ze względu na dodatkową obecność AtU1A-tRFP w strukturach wolnych od SE  

i AtPRP40b, uzyskano niską wartość współczynnika Manders’a dla kanału białka AtU1A-

tRFP (M2). Pomimo tego, zarejestrowano znaczne skrócenie czasu trwania fluorescencji 

Cerulean w przypadku jednoczesnej ekspresji trzech wspomnianych białek w protoplastach 

A. thaliana (Ryc. 40). W celu wykluczenie niespecyficznego obniżenia wartości czasu 

trwania fluorescencji, zastosowano również kontrolę negatywną w postaci 

ustrukturyzowanego fragmentu SE (reszty aminokwasowe 194-543) w fuzji z tRFP. 

Fragment ten, zgodnie z wynikami poprzednich eksperymentów, nie jest odpowiedzialny 

za oddziaływania z białkami snRNP U1 (Ryc. 27, 32, 36). Obecność tRFP-SE194-543  

w nukleoplazmie i częściowo w cytoplazmie (Ryc. 39) nie powodowała istotnych zmian 
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czasu trwania fluorescencji odtworzonego Cerulean (Ryc. 40), wskazując jednoznacznie na 

specyficzność oddziaływań między SE, AtPRP40b i AtU1A. 

 

 

Ryc. 39 Analiza wzajemnej lokalizacji białka Cerulean (Cer), powstałego w wyniku 
oddziaływania między białkiem SERRATE (SE) i AtPRP40b, z AtU1A-tRFP lub 
ustrukturyzowanym fragmentem SE (SE194-543) w transfekowanych protoplastach 
Arabidopsis thaliana 

nCer – fragment aminowy Cerulean; cCer – fragment karboksylowy Cerulean; prawy 
panel to obraz autofluorescencji chloroplastów z nałożonym sygnałem Cerulean (lewy 
panel); tRFP, tagRFP; R, współczynnik Pearson’a; M1 i M2, współczynniki Manders’a; 
skala równa 10 µm. 
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Ryc. 40 Analiza oddziaływania między kompleksem SERRATE (SE)/AtPRP40b oraz 
AtU1A przy zastosowaniu kombinacji BiFC i FRET-FLIM w transfekowanych 
protoplastach Arabidopsis thaliana 

Donor – białko fluorescencyjne Cerulean utworzone wskutek oddziaływań między nCer-SE 
i AtPRP40b-cCer; Akceptor – tagRFP (tRFP) w fuzji z białkami AtU1A lub 
ustrukturyzowanym fragmentem SE (SE194-543; liczy odpowiadają resztom 
aminokwasowym); słupki błędów wskazują błąd standardowy średniej (SEM, standard 
error of the mean; n>10); gwiazdki wskazują istotność statystyczną zmiany czasu trwania 
fluorescencji donora w obecności akceptora (*p<0,001). 

 

5.4. Rola oddziaływań SE/snRNP U1 w biogenezie miRNA 

 

 Dotychczasowe wyniki badań prowadzonych m.in. w Zakładzie Ekspresji Genów 

UAM sugerowały, że oddziaływania między elementami maszynerii biogenezy miRNA  

i splicingu regulują powstawanie miRNA z genów zawierających w swojej strukturze 

introny (Bielewicz i in., 2013; Schwab i in., 2013). W celu sprawdzenia, czy regulacja ta 

jest wynikiem oddziaływań między SE i elementami snRNP U1, w pierwszej kolejności 

postanowiono scharakteryzować dostępne mutanty SE A. thaliana pod względem 

wspomnianych oddziaływań. Wybrano dwie linie roślin, tj. se-1 i se-2, w których mutacje, 

zaburzające strukturę SE, znajdują się w sekwencji kodującej nieustrukturyzowany 

karboksylowy fragment białka. Pomimo tego, że zgodnie z danymi literaturowymi  

i uzyskanymi w niniejszej pracy, mutacje te znajdują się poza rejonem odpowiedzialnym 

za oddziaływania z DCL1, HYL1 oraz AtCBC (Machida i in., 2011, Iwata i in., 2013) 

(Ryc. 15), w obydwóch tych liniach rejestrowano obniżony poziom wielu miRNA (Prigge  
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i Wagner, 2001; Grigg i in., 2006; Zieleziński i in., 2015). W mutancie se-1 wskutek 

usunięcia siedmiu nukleotydów powstaje przedwczesny kodon stop i białko jest krótsze  

o 40 aminokwasów (Prigge i Wagner, 2001). Linia se-2 zawiera w strukturze SE insercję 

T-DNA, której lokalizację należało dokładnie ustalić, gdyż dostępne były tylko informacje 

o przybliżonym miejscu uszkodzenia tego genu (Grigg i in., 2006). W tym celu 

przeprowadzono reakcję PCR z wykorzystaniem genomowego DNA i pary starterów,  

z których jeden hybrydyzował do sekwencji ósmego egzonu SE, a drugi do insercji  

T-DNA. Uzyskany produkt następnie oczyszczono i sekwencjonowano. Wynikiem tych 

analiz było ustalenie miejsca insercji T-DNA w mutancie se-2 między 3594 i 3595 

nukleotydem sekwencji genomowej, co odpowiada 2041 i 2042 nukleotydowi sekwencji 

kodującej (Ryc. 41). Białko SE jest więc w tym mutancie krótsze o 40 aminokwasów od 

wersji natywnej i o 20 aminokwasów względem białka w se-1 (Ryc. 42).  

 

Ryc. 41 Lokalizacja insercji T-DNA w genie kodującym białko SERRATE (SE)  
w mutancie se-2 Arabidopsis thaliana  

strzałkami zaznaczono miejsce insercji T-DNA (se-2) lub delecji nukleotydów (nt) (se-1) 
oznaczonych liczbami; dolny panel wskazuje przyrównanie fragmentu sekwencji 
genomowego DNA SE (SE gDNA) z sekwencją genomową występującą w se-2 – na żółto 
zaznaczono fragment wspólny dla obydwóch sekwencji. 
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Ryc. 42 Schemat wariantów białka SERRATE (SE) w roślinach typu dzikiego  
i w mutantach SE (se-1, se2), wykorzystywanych w analizach służących ocenie roli 
brakujących fragmentów SE w oddziaływaniu z partnerami snRNP U1 i w biogenezie 
miRNA 

SE1-720 – białko SE pełnej długości; SEΔ702-720 – wariant białka SE z usuniętymi 
aminokwasami 702-720 (se-1); SEΔ681-720 – wariant białka SE z usuniętymi 
aminokwasami 681-720 (se-2); liczby odpowiadają odpowiednim resztom 
aminokwasowym. 

 

Wykonano również analizę poziomu ekspresji SE w liściach 30-dniowych roślin 

wspomnianych mutantów. Eksperymenty przeprowadzone przy zastosowaniu PCR  

w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR) wykazały, że ilość mRNA SE nie zmienia się 

w se-1 i obniża się o 40% w se-2 względem roślin typu dzikiego (wt) (Ryc. 43). Podjęto 

również próbę oceny poziomu białka SE w tych mutantach, jednakże po nałożeniu 

ekstraktów o zawartości 30 µg białka i przy zastosowaniu komercyjnie dostępnego 

przeciwciała (Agrisera, AS09 532A), w ścieżkach odpowiadających se-1 i se-2 nie 

zarejestrowano żadnego sygnału. W celu produkcji wspomnianego przeciwciała, 

wykorzystano peptyd SE, znajdujący się na karboksylowym końcu białka (dr Joanna 

Porankiewicz-Asplund, konsultacja ustna). Z tego powodu, jak również na podstawie 

doniesienia o letalnym charakterze całkowitego wyciszenia SE, powyższy wynik 

zinterpretowano jako skutek nieobecności antygenu, wykorzystanego w trakcie produkcji 

przeciwciał, w skróconych wersjach SE. Ocena ilości białka SE w mutantach se-1 i se-2 

była więc niemożliwa. 
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Ryc. 43 Analiza poziomu ekspresji SE w roślinach typu dzikiego (wt) oraz mutantach  
se-1 i se-2 przy zastosowaniu PCR w czasie rzeczywistym i Western blot 

Górny panel przedstawia wynik analizy poziomu transkryptu SE w wartościach 
znormalizowanych do poziomu mRNA GAPDH, w odniesieniu do poziomu w roślinach 
dzikich (wt); Gwiazdką w nawiasie zaznaczono wynik analizy istotności różnicy między 
próbą kontrolną i badaną. Analizę tą wykonano na wartościach znormalizowanych do 
poziomu mRNA GAPDH; * p<0,05; Dolny panel przedstawia wynik analizy Western blot 
po nałożeniu na żel ekstraktów roślinnych z wt i mutantów SE o zawartości 30 µg białek  
i zastosowaniu przeciwciał specyficznych do fragmentu SE (α-SE) i aktyny (α-aktyna; 
kontrola nałożenia). 
 
 

W kolejnym etapie sprawdzono lokalizację komórkową wariantów SE, 

powstających w se-1 i se-2. W tym celu protoplasty A. thaliana transfekowano 

konstruktami kodującymi badane białka w fuzji z GFP. Zaobserwowano, że obydwa te 

białka znajdują się w jądrze komórkowym, jak również, że po odcięciu 20 aminokwasów 

(wariant w se-1) sygnał jest bardziej homogenny w porównaniu z obrazem uzyskanym po 

transfekcji protoplastów konstruktem kodującym wersję SE z se-2 (Ryc. 44). 
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Ryc. 44 Analiza lokalizacji wariantów białka SERRATE (SE) pozbawionych 20 
(SEΔ702-720) lub 40 (SEΔ681-720) aminokwasów z końca karboksylowego  
w transfekowanych protoplastach Arabidopsis thaliana 

SEΔ702-720 – wariant białka SE z usuniętymi aminokwasami 702-720 (odpowiada białku 
SE w mutancie se-1); SEΔ681-720 – wariant białka SE z usuniętymi aminokwasami  
681-720 (odpowiada białku SE w mutancie se-2); skala równa 10 µm. 

 

W obecności partnerów snRNP U1 wariant odpowiadający se-1 przyjął jednakże 

ponownie charakterystyczną dla SE lokalizację w skupiskach, w których znajdowały się 

również białka z kompleksu splicingowego (Ryc. 45). W przypadku wariantu SE z mutanta 

se-2, białko to przy jednoczesnej ekspresji partnerów snRNP U1 wykazywało się również 

sygnałem ziarnistym. Współczynniki ko-lokalizacji tych elementów przyjęły jednakże 

niższe wartości w porównaniu z wariantem z se-1 (Ryc. 45 i 46). 
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Ryc. 45 Analiza wzajemnej lokalizacji wariantu białka SERRATE (SE) pozbawionego 20 
aminokwasów z końca karboksylowego (SEΔ702-720) z wybranymi białkami 
wchodzącymi w skład snRNP U1 w transfekowanych protoplastach Arabidopsis thaliana 

SEΔ702-720 – wariant białka SE z usuniętymi aminokwasami 702-720 (odpowiadają 
białku SE w mutancie se-1); tRFP, tagRFP; R, współczynnik Pearson’a; M1 i M2, 
współczynniki Manders’a; skala równa 10 µm. 
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Ryc. 46 Analiza wzajemnej lokalizacji wariantu białka SERRATE (SE) pozbawionego 40 
aminokwasów z końca karboksylowego (SEΔ681-720) z wybranymi białkami 
wchodzącymi w skład snRNP U1 w transfekowanych protoplastach Arabidopsis thaliana 

SEΔ681-720 - wariant białka SE z usuniętymi aminokwasami 681-720 (odpowiada białku 
SE w mutancie se-2); tRFP, tagRFP; R, współczynnik Pearson’a; M1 i M2, współczynniki 
Manders’a; skala równa 10 µm. 
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W celu ustalenia czy warianty SE powstające w se-1 i se-2 są nadal zdolne do 

oddziaływania z partnerami snRNP U1, przeprowadzono eksperymenty typu FRET-FLIM, 

wykorzystując warianty białka SE w fuzji z GFP jako donor energii. W przypadku se-1 

zarejestrowano istotny spadek czasu trwania fluorescencji w obecności trzech z czterech 

partnerów snRNP U1, tj. AtPRP40a, AtPRP40b i AtLUC7rl (Ryc. 47). Białko 

odpowiadające wariantowi SE w se-2 przekazywało energię na istotnym poziomie tylko  

w obecności tRFP-AtCBP20, co wskazuje na utratę oddziaływań między snRNP U1  

i białkiem SE w mutancie se-2.  

Ryc. 47 Analiza oddziaływania między wariantami białka SERRATE, pozbawionymi 20 
(SEΔ702-720) lub 40 (SEΔ681-720) aminokwasów z końca karboksylowego i wybranymi 
białkami kompleksu snRNP U1 lub AtCBP20 przy zastosowaniu FRET-FLIM  
w transfekowanych protoplastach Arabidopsis thaliana 

Donor - GFP w fuzji z wariantami SE (GFP- SEΔ702-720; GFP- SEΔ681-720); SEΔ702-
720 – wariant białka SE z usuniętymi aminokwasami 702-720 (odpowiada białku SE  
w mutancie se-1); SEΔ681-720 – wariant białka SE z usuniętymi aminokwasami 681-720 
(odpowiada białku SE w mutancie se-2); Akceptor - tRFP, tagRFP (tRFP) w fuzji  
z białkami AtPRP39b, AtPRP40a, AtPRP40b, AtLUC7rl lub AtCBP20; słupki błędów 
wskazują błąd standardowy średniej (SEM, standard error of the mean; n>10); gwiazdki 
wskazują istotność statystyczną zmiany czasu trwania fluorescencji donora w obecności 
akceptora (*p<0,001). 

 
 W kolejnym etapie badano wpływ obecności (se-1) lub utraty (se-2) oddziaływań 

między SE i białkami snRNP U1 na biogenezę wybranych miRNA. W obydwóch 

analizowanych mutantach SE zaobserwowano już niższe poziomy miRNA i akumulację 
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odpowiadających im prekursorów (Prigge i Wagner, 2001; Grigg i in., 2006; Zieleziński  

i in., 2015). Z tego powodu, w celu oceny zaburzeń podstawowej (niezależnej od 

splicingu) aktywności maszynerii biogenezy miRNA w se-1 i se-2, w pierwszej kolejności 

badano poziom dwóch cząsteczek, produkowanych z genów pozbawionych intronów,  

tj. MIR159b, MIR164c. Poziom miRNA analizowano z wykorzystaniem specyficznych dla 

każdej cząsteczki fluorescencyjnie znakowanych sond (TaqMan Probe), natomiast ilość 

prekursora przy zastosowaniu PCR w czasie rzeczywistym oraz starterów 

komplementarnych do sekwencji spinki do włosów i miejsc ją otaczających. Zarówno  

w przypadku dojrzewania pri-miR159b jak i pri-miR164c, zaobserwowano akumulację 

prekursora oraz obniżony poziom miRNA w se-1 względem roślin typu dzikiego  

(Ryc. 48). Do największego zahamowania dojrzewania prekursora doszło jednak  

w mutancie se-2, w którym poziom pri-miR159b i pri-miR164c był najwyższy. Wyniki te 

wskazują więc na to, że wraz z pogłębiającym się skróceniem SE od końca 

karboksylowego, obserwuje się coraz mniej efektywną podstawową (niezależną od 

splicingu pri-miRNA) biogenezę miRNA. 
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Ryc. 48 Analiza dojrzewania pri-miR159b i pri-miR164c w roślinach typu dzikiego (wt) 
oraz mutantach se-1 i se-2 

Górny panel przedstawia wynik analizy poziomu pri-miRNA podany w wartościach 
znormalizowanych do poziomu mRNA GAPDH, w odniesieniu do poziomu w wt; Dolny 
panel przedstawia wynik analizy poziomu miRNA podany w wartościach 
znormalizowanych do poziomu snRNA U6, w odniesieniu do poziomu w wt; Gwiazdką  
w nawiasie zaznaczono wynik analizy istotności różnic między próbą kontrolną i badaną. 
Analizę tą wykonano na wartościach znormalizowanych do poziomu mRNA GAPDH  
lub snRNA U6; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, NS – brak statycznie istotnych różnic. 
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W celu oceny roli oddziaływań między SE i białkami spliceosomu analizowano 

dojrzewanie prekursora, zawierającego intron. Z badań prowadzonych m.in.  

w Zakładzie Ekspresji Genów wynika, że oddziaływania te mogą mieć stymulującą rolę  

w przypadku dojrzewania tzw. egzonowych miRNA (struktura spinki do włosów znajduje 

się w egzonie pri-miRNA) i hamującą w trakcie biogenezy intronowych miRNA 

(zlokalizowanych w intronach mRNA lub innych niekodujących RNA) (Bielewicz i in., 

2013, Knop i Stępień i in., 2016). Inaktywacja miejsca donorowego prowadzi do 

zahamowania splicingu w obydwóch przypadkach, ale kierunek zmian poziomu miRNA 

jest przeciwny. Obserwuje się zmniejszenie ilości egzonowych cząsteczek oraz 

podniesiony poziom intronowych miRNA. W niniejszej pracy sprawdzano więc, czy efekt 

braku oddziaływań między SE i snRNP U1 w mutancie se-2 będzie tożsamy z efektem 

inaktywacji miejsca donorowego intronu zawierającego miRNA. W tym celu analizowano 

dojrzewanie prekursora miR1888a zlokalizowanego w pierwszym intronie At5g21100, 

kodującego oksydazę askorbinianową. Aktywność maszynerii splicingowej w pierwszym 

intronie At5g21100 mierzono przy zastosowaniu PCR w czasie rzeczywistym, analizując 

stosunek ilości formy pozbawionej i z pozostawionym intronem. Statystycznie istotne 

zahamowanie wycinania intronu zawierającego miR1888a zaobserwowano zarówno  

w roślinach se-1 i se-2 (Ryc. 49). Największy udział formy z pozostawionym intronem 

odnotowano w drugim z wymienionych mutantów. Wynik ten korelował z rezultatem 

analizy dotyczącej poziomu prekursora miR1888a (pri-miR1888a), którą wykonano 

wykorzystując startery przyłączające się do sekwencji struktury spinki do włosów i intronu 

(Ryc. 50). Zaobserwowano akumulację pri-miR1888a w se-2 w stosunku do roślin typu 

dzikiego i se-1. Analizy poziomu dojrzałego miR1888a wykazały natomiast obniżony jego 

poziom w se-1 względem roślin typu dzikiego (Ryc. 51). W mutancie se-2, ilość tego 

krótkiego RNA była jednakże wyższa niż w se-1. Wskazuje to na stymulację biogenezy 

miR1888a w linii pozbawionej interakcji między SE i białkami snRNP U1 w stosunku do 

roślin se-1, w których obecne są jeszcze trzy z czterech oddziaływań między 

wspomnianymi elementami komórkowymi.  
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Ryc. 49 Analiza stosunku izoform splicingowych pierwszego intronu At5g21100, 
zawierającego miR1888a w roślinach typu dzikiego (wt) oraz mutantach se-1 i se-2 

Słupki błędów wskazują odchylenie standardowe (n=3), a gwiazdki istotność statystyczną 
różnic w poziomie izoform splicingowych między wt, se-1 i se-2; *p<0,05, **p<0,1, 
***p<0,001. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ryc. 50 Analiza poziomu pri-miR1888a w roślinach typu dzikiego (wt) oraz mutantach 
se-1 i se-2 

Wynik analizy podano w wartościach znormalizowanych do poziomu mRNA GAPDH,  
w odniesieniu do poziomu w wt. Gwiazdką w nawiasie zaznaczono wynik analizy istotności 
różnic między próbą kontrolną i badaną. Analizę tą wykonano na wartościach 
znormalizowanych do poziomu mRNA GAPDH; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001,  
NS – brak statycznie istotnych różnic. 
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Ryc. 51 Analiza poziomu miR1888a w roślinach typu dzikiego (wt) oraz mutantach se-1  
i se-2 

Wynik analizy podano w wartościach znormalizowanych do poziomu snRNA U6,  
w odniesieniu do poziomu w wt. Gwiazdką w nawiasie zaznaczono wynik analizy istotności 
różnic między próbą kontrolną i badaną. Analizę tą wykonano na wartościach 
znormalizowanych do poziomu snRNA U6; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. 
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6. DYSKUSJA 

 

6.1. Kompleks SERRATE/AtCBC 

 

 Roślinny kompleks wiążący czapeczkę (AtCBC, ang. cap binding complex), 

składający się z dwóch podjednostek, tj. AtCBP20 i AtCBP80, podobnie jak w komórkach 

ludzkich, zaangażowany jest w regulację splicingu konstytuwnego i alternatywnego 

(Kmieciak i in., 2002, Laubinger i in., 2008, Raczyńska i in., 2010, Lenasi i in., 2011).  

W procesach tych uczestniczy również roślinne białko SERRATE (SE) (Laubinger i in., 

2008, Raczyńska i in., 2014). Rola AtCBC i SE polega głównie na regulacji wyboru 

alternatywnych miejsc donorowych w intronach znajdujących się na 5’ końcu 

transkryptów. Ponadto, dowiedziono, że białka te zaangażowane są również w regulację 

biogenezy miRNA (Laubinger i in., 2008, Zieleziński i in., 2015). Wykazane w niniejszej 

pracy bezpośrednie oddziaływania między SE i AtCBC wyjaśniły więc zbieżność 

wspomnianych funkcji, przez co pozwoliły na zrozumienie mechanizmu molekularnego 

leżącego u podstaw zmian obserwowanych w roślinach Arabidopsis thaliana, w których 

uszkodzone są geny kodujące te białka. 

 W trakcie wykonywania eksperymentów do niniejszej rozprawy zaobserwowano 

silniejsze oddziaływanie SE z AtCBP20 niż z AtCBP80 (Ryc. 15). Co więcej, po inkubacji 

SE z obydwiema podjednostkami AtCBC jednocześnie, wykazano tworzenie potrójnego 

kompleksu AtCBC/SE oraz mocniejsze wiązanie analizowanych białek w porównaniu  

z indywidualnymi oddziaływaniami SE/AtCBP20 i SE/AtCBP80. Wyniki te częściowo 

wyjaśniają rezultaty uzyskane przez Zespół Xiaofeng Cao, które wskazują na istnienie 

bezpośredniego oddziaływania między SE i AtCBP20, ale również na jego brak  

w przypadku SE i AtCBP80 (Wang i in., 2013). Bardzo możliwe, że Zespół ten nie był  

w stanie wykryć słabszego oddziaływania między SE i większą podjednostką AtCBC. 

Ponadto, w analizach prowadzonych przy zastosowaniu tych samych technik  

co w niniejszej rozprawie, tj. BiFC i pull down, nie wykluczono, że wspomniany wynik 

negatywny nie jest skutkiem braku białka lub jego poprawnego zwinięcia  

w analizowanych próbach. Nie wyklucza się, że z podobnego powodu w niniejszej pracy 

obserwowano słabsze oddziaływanie SE z większą podjednostką, w porównaniu  

z wiązaniem SE/AtCBP20. 
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Obecność obydwóch elementów AtCBC w kompleksie z SE potwierdzono  

w Zakładzie Ekspresji Genów techniką immunoprecypitacji (Raczyńska i in., 2014). 

Wykorzystano w tym celu linię transgeniczną, w której powstaje białko fuzyjne FLAG-SE 

oraz przeciwciało rozpoznające etykietę FLAG. Podobny wynik uzyskano w trakcie 

eksperymentów prowadzonych w komórkach ludzkich. Ludzki homolog SE, tj. ARS2 

(ARSENIC RESISTANCE PROTEIN 2), znajduje się w kompleksie zarówno z CBP20 jak 

i CBP80 (Gruber i in., 2009). Ponadto, ARS2 i CBC asocjują z tymi samymi RNA  

i białkami, co wskazuje na powiązanie ich funkcji w komórce. Ludzki homolog SE 

uznawany jest wręcz za element łączący CBC z wieloma innymi maszyneriami, 

zaangażowanymi w metabolizm RNA. Jedną z nich jest mikroprocesor, odpowiedzialny za 

pierwszy etap dojrzewania pri-miRNA, odbywający się na terenie jądra komórkowego. 

ARS2 oddziałuje z głównym białkiem tego kompleksu, tj. Drosha, przez co stymuluje 

efektywność i precyzję cięcia prekursora oraz podnosi jego stabilność (Gruber i in., 2009, 

O’Sullivan C i in., 2015). Taką samą rolę pełni ARS2 u Drosophila, gdzie także wykazano 

jego oddziaływanie z CBC i maszynerią zaangażowaną w biogenezę miRNA (Sabin i in., 

2009). Co ciekawe, ARS2 oddziałuje w tym organizmie również z drugim ważnym 

enzymem dla dojrzewania krótkich RNA, tj. Dicer-2, którego aktywność obserwowana jest 

w cytoplazmie. Sugeruje się, że kompleks ARS2/Dicer-2 jest zaangażowany w cięcie 

długich dwuniciowych RNA do siRNA, będących elementem odpowiedzi na infekcje 

wirusowe.  

Powyższe informacje wraz z wynikami opisanymi w niniejszej rozprawie wskazują 

na zakonserwowaną rolę SE w łączeniu CBC i mikroprocesora w komórkach roślinnych  

i zwierzęcych. Regulacja biogenezy miRNA jest jednak tylko jedną z wielu funkcji, 

pełnionych przez kompleks CBC/ARS2 (CBCA). ARS2 w komórkach ludzkich pełni 

dodatkowo rolę łącznika między CBC i maszyneriami odpowiedzialnymi za dojrzewanie 

3’ końców transkryptów, eksport i naznaczanie RNA do degradacji (Gruber i in., 2009, 

Andersen i in., 2013, Hallais i in., 2013). Zaobserwowano, że w komórkach z wyciszoną 

ekspresją genów kodujących CBC i ARS2 dochodzi do powstawania wydłużonych 

transkryptów od strony 3’ końca (Hallais i in., 2013). Obserwacja ta dotyczyła 

niepoprawnie zakończonych snRNA, mRNA kodujących histony zależne od cyklu 

komórkowego i RNA powstałych w wyniku aktywności polimerazy RNA II powyżej 

miejsca startu transkrypcji (PROMPTs, ang. promoter upstream transcripts). Co ciekawe, 

efekt ten nie był widoczny w przypadku transkryptów dłuższych niż tysiąc nukleotydów, 
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co sugeruje ograniczenie aktywności kompleksu CBCA pod względem dystansu od 5’ 

końca transkryptu. Wyciszenie genów kodujących CBC i ARS2 prowadzi nie tylko do 

powstawania niepoprawnie zakończonych RNA, ale również większej ilości transkryptów 

PROMPT (Andersen i in., 2013). Uważa się, że białka te dzięki oddziaływaniu  

z elementami kompleksu NEXT (ang. nuclear targeting complex) uczestniczą  

w przekazywaniu transkryptów do jądrowego egzosomu, maszynerii odpowiedzialnej za 

degradację RNA. Ostatnie doniesienia wskazują na dodatkowe zaangażowanie w ten 

proces białka RBM7, które asocjuje z 3’ końcami intronów pre-mRNA i razem z NEXT 

kieruje niepoprawnie wycięte z tych intronów snoRNA do degradacji (Lubas i in., 2013). 

Wyciszenie genów kodujących CBC i ARS2 prowadzi do zaburzonej asocjacji białka 

RBM7 z RNA, przez co sugeruje się, że kompleks CBCA jest odpowiedzialny  

za rekrutację NEXT do nowopowstałego transkryptu, przeznaczonego do degradacji 

(O’Sullivan i Howard, 2016). Mechanizm ten jest prawdopodobnie zakonserwowany, gdyż 

jego obecność odnotowano też w komórkach Schizosaccharomyces pombe. Drożdżowe 

ortologi ludzkiego CBC i ARS2 asocjują z kompleksem MTREC, odpowiedzialnym  

za kierowanie RNA z nieprawidłową poliadenylacją do usunięcia (Zhou i in., 2015). 

Kolejne doniesienia wskazują na rolę CBC i ARS2 w eksporcie snRNA do 

cytoplazmy. Wykazano, że CBC wiąże się bezpośrednio z kompleksem odpowiedzialnym 

za ten proces, tj. PHAX (ang. phosphorylated adapter for RNA export) oraz, że ARS2 

stymuluje to oddziaływanie (Andersen i in., 2013, Hallais i in., 2013). Dokładny 

mechanizm tej regulacji nie jest jednak dotychczas poznany. Sugeruje się również, że ze 

względu na możliwość wiązania czapeczki snoRNA przez kompleks CBCA oraz 

zaangażowanie PHAX w transport tych RNA do ciał Cajala, CBCA może uczestniczyć 

również w tym procesie (Boulon i in., 2004). CBC i ARS2 oddziałują również  

z elementami kompleksu TREX, odpowiedzialnego za eksport mRNA do cytoplazmy, 

przez co zwiększają wydajność tego procesu (Cheng i in., 2006, Dufu i in., 2010). Co 

ciekawe, udział CBCA w transporcie mRNA jest niezależny od splicingu, gdyż wykazano, 

że mechanizm ten dotyczy też bezintronowych RNA (Rodrigues i in., 2001, Nojima i in., 

2007, Cheng i in., 2006, Lei i in., 2011). 

Najnowsze doniesienia wskazują na redundancję mniejszej podjednostki ludzkiego 

CBC i nowo zidentyfikowanego trzeciego komponentu tego kompleksu, tj. NCBP3. 

Wykazano, że ostatnie wymienione białko może oddziaływać z CBP80 i czapeczką RNA 

w miejsce CBP20 (Gebhardt i in., 2015). Wymieniające się podjednostki CBC wykazały 
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jednak pewne preferencje do maszynerii zaangażowanych w eksport RNA – NCBP3 

chętniej oddziałuje z TREX, a CBP20 z PHAX. Pomimo braku doniesień o trzecim białku 

CBP u A. thaliana, sytuacja taka mogłaby tłumaczyć, dlaczego u roślin, w przeciwieństwie 

do pełnej inaktywacji SE, podwójny mutant cbc jest ciągle żywotny (Prigge i Wagner, 

2001, Raczyńska i in., 2010). Dotychczas nie opisano skutków całkowitego wyciszenia 

CBP20 i CBP80 w komórkach ludzkich, jednakże analogicznie z A. thaliana, uszkodzenie 

genu kodującego ARS2 również ma charakter letalny (Wilson i in., 2008). 

Wyżej przedstawione informacje świadczą o obszernej roli ARS2 i CBC  

w metabolizmie RNA w komórkach zwierzęcych. U roślin dotychczas zaprzeczono 

udziałowi CBC w kontroli jakości RNA, odbywającej się na terenie cytoplazmy 

(Dzikiewicz-Krawczyk i in., 2008). Ze względu na brak u A. thaliana odrębnego 

mechanizmu dojrzewania 3’ końców mRNA histonów regulowanych przez cykl 

komórkowy, kompleks SE/AtCBC jest pozbawiony również tej funkcji. ARS2 uzyskał  

w tym celu dodatkowy fragment, nieobecny w SE (O’Sullivan i in., 2015). Jest nim motyw 

wiążący RNA (RRM), znajdujący się w domenie środkowej rdzenia ARS2. Mnogość 

procesów jaką regulują ludzkie odpowiedniki SE i AtCBC stanowią jednak podstawę do 

prowadzenia wielu interesujących badań dotyczących roli tych białek w komórce roślinnej. 

W Zakładzie Ekspresji Genów prowadzone są obecnie analizy, dotyczące zaangażowania 

SE w kierowanie produktów cięcia pri-miRNA do degradacji przez jądrowy egzosom. 

Proces ten bazuje prawdopobnie na bezpośrednim oddziaływaniu między SE i elementami 

roślinnego kompleksu NEXT, tj. AtZCCHC8 i AtRBM7 (Bajczyk, dane niepublikowane). 

Wyniki te wskazują więc na to, że część funkcji ARS2/CBC jest zakonserwowana u roślin 

i zwierząt. 

 

6.2. Kompleks SERRATE/snRNP U1 

 

 Pomimo znacznej ilości doniesień o powiązaniach ARS2 z innymi białkami 

odpowiedzialnymi za dojrzewanie RNA, niedostępne są żadne dane o bezpośrednim 

wiązaniu tego białka z maszynerią splicingową. Globalne analizy służące identyfikacji 

komponentów spliceosomu i białek z nim zasocjowanych ujawniły obecność ARS2 przy 

pierwotnym transkrypcie RNA (Rappsilber i in., 2002, Zhou i in., 2002). Jednakże nie 

wyjaśniono do tej pory ewentualnej funkcji i mechanizmu molekularnego tej asocjacji. 

Wiadomo jednak, że SE wraz z AtCBC biorą udział w regulacji splicingu u roślin 
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(Laubinger i in., 2008, Raczyńska i in., 2010, 2014). Ponadto, wykazano obecność SE  

w skupiskach, zlokalizowanych na terenie nukleoplazmy, w których obecne są też białka 

bogate w argininę i serynę (SR), odpowiedzialne za regulację splicingu (Reddy, 2004, 

Fang i Spector, 2007). Wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie są pierwszym 

dowodem na bezpośredni kontakt SE ze spliceosomem.  

 W celu identyfikacji powiązania między maszynerią biogenezy miRNA  

i splicingową, analizowano wszystkie specyficzne białka kompleksu snRNP U1 pod 

względem możliwości wiązania SE. Nie odnotowano oddziaływań z rdzeniowymi 

białkami budującymi ten kompleks, tj. AtU1A, AtU1C i AtU1-70K (Ryc. 16). Białka te 

zaangażowane są w utrzymywanie snRNA U1 w aktywnej konformacji oraz za stabilizację 

oddziaływania między tym niekodującym RNA i miejscem donorowym pierwotnego 

transkryptu (Heinrichs i in., 1990, Liao i in., 1992). Według doniesień literaturowych, 

elementami snRNP U1, odpowiedzialnymi za oddziaływanie z innymi komponentami 

spliceosomu i pozostałymi maszyneriami zaangażowanymi w metabolizm RNA, są białka 

pomocnicze tego kompleksu. Najwięcej doniesień dotyczy roli białek PRP40, które 

zapewniają bezpośredni kontakt z kompleksem snRNP U2, U5, ale również z maszynerią 

poliadenylacją i kierującą mRNA do degradacji (Abovich i Rosbash, 1997, Colland i in., 

2004, Sakashita i in., 2004, Ingham i in., 2005, Ester i Uetz, 2008, Becerra i in., 2015). Jak 

wykazano w niniejszej pracy, białka te oddziałują również z SE i wraz z AtPRP39b  

i AtLUC7rl stanowią platformę dla kontaktu między mikroprocesorem i spliceosomem.  

 Wyniki niniejszej pracy dostarczają dodatkowych informacji dotyczących 

partnerów SE wśród elementów snRNP U1. Agregaty białkowe, które zaobserwowano po 

transfekcji protoplastów konstruktami kodującymi tRFP-AtPRP40a i tRFP-AtPRP40b na 

terenie cytoplazmy, mogą wskazywać na istotną rolę końca aminowego tych białek w ich 

transporcie do jądra komórkowego (Ryc. 19). Brak jest jednak jakichkolwiek doniesień 

dotyczących elementów odpowiedzialnych za transport PRP40 w innych organizmach. 

Ponadto, dzięki przeprowadzeniu analiz z wykorzystaniem markera ciał Cajala, wiadomo, 

że w przeciwieństwie do białek AtU1A, AtU1C i AtU1-70K, elementy pomocnicze 

kompleksu snRNP U1 nieobecne są w tych strukturach (Ryc. 20). Dokładna funkcja ciał 

Cajala nie jest zdefiniowana. Uważa się, że odbywa się w nich składanie lub recykling 

elementów splicingowych, dojrzewanie snRNA U3 oraz 3’ końców histonowych mRNA 

(Shaw i in., 1993, Gall i in., 1995, Lamond i Earnshaw, 1998). Wyniki opublikowane  

w 2007 roku, sugerowały brak związku ciał Cajala z dojrzewaniem pri-miRNA u roślin. 
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Analizy wzajemnej lokalizacji HYL1 i koiliny nie wykazały nakładania się sygnałów, 

odpowiadających tym białkom (Fang i Spector, 2007). Ponadto, wykazano jednocześnie, 

że tworzenie przez HYL1 ziarnistości, nazywanych ciałami D (D-bodies) jest niezależne 

od struktur Cajala, gdyż w mutancie, w którym zaburzone jest powstawanie tych drugich 

elementów, widoczne są ciągle ciała D. Wyniki niniejszej pracy wykazały dodatkowo brak 

SE w miejscu występowania koiliny, stąd dodatkowo potwierdziły brak bezpośredniego 

powiązania między strukturami Cajala i maszynerią biogenezy miRNA (Ryc. 20). 

Kolejnym interesującym wynikiem, który dostarcza informacji na temat kompleksu 

snRNP U1 u A. thaliana jest identyfikacja aż czterech jego elementów, oddziałujących  

z SE (Ryc. 16, 17 i 20). W sytuacji, gdy do wszystkich tych interakcji dochodzi 

jednocześnie, ich mnogość może stabilizować komunikację między mikroprocesorem  

i spliceosomem. Wyniki te mogą jednak również świadczyć o zróżnicowaniu kompleksu 

snRNP U1 w komórce, w której w zależności od substratu i/lub warunków wzrostu białka 

pomocnicze się wymieniają. Na taki scenariusz wskazują wyniki analiz wzajemnej 

lokalizacji białek AtPRP40. Pomimo uzyskania wysokich współczynników Pearson’a  

i Manders’a w tych eksperymentach, ich wartości były niższe niż w przypadku pary 

AtPRP40b-AtPRP39b i AtPRP40b-AtLUC7rl (Ryc. 24 i 25). Może to więc sugerować 

istnienie struktur komórkowych, w których występuje tylko jedno z białek AtPRP40. 

 W przypadku SE, podobnie do AtPRP40, istotne było miejsce przyłączenia białka 

fluorescencyjnego. Dołączenie GFP do karboksylowego końca SE spowodowało utratę 

lokalizacji w specyficznych dla tego białka skupiskach, sugerując zaburzenia oddziaływań 

między SE a elementami obecnymi w tych strukturach (Fang i Spector, 2007) (Ryc. 18). 

Do podobnej sytuacji doszło po odcięciu całego aminowego nieustrukturyzowanego końca 

lub dwudziestu ostatnich aminokwasów z końca karboksylowego SE, kiedy również 

zaobserwowano homogenny sygnał jądrowy (Ryc. 28 i 44). Obecność białek snRNP U1, 

bez względu na brak (SE bez końca aminowego) lub zdolność SE (SE bez 20 

aminokwasów, odpowiadające wersji białka w se-1) bezpośrednich z nimi oddziaływań, 

powodowała jednak przywrócenie charakterystycznych ziarnistości, w których znajdowały 

się również badane elementy snRNP U1 (Ryc. 29 i 45). Ponadto, zaobserwowano pełną 

ko-lokalizację między SE i białkiem AtPRP39a, które nie wykazało zdolności do 

bezpośredniego wiązania wspomnianego elementu mikroprocesora (Ryc. 16, 22 i 23). 

Wyniki te więc dowodzą również, że pełna ko-lokalizacja białek w komórce nie jest 

jednoznaczna z ich bezpośrednimi oddziaływaniami.  
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 Wyniki analiz służących identyfikacji fragmentu SE, odpowiedzialnego za 

oddziaływania z białkami snRNP U1, pozwoliły zbadać ich rolę w biogenezie miRNA.  

Ze względu na to, że wykazano niezmiernie ważną funkcję nieustrukturyzowanych 

fragmentów SE w wiązaniu białek snRNP U1, w kolejnych analizach wykorzystywano 

dwie linie roślin, tj. se-1 i se-2. W roślinach tych powstaje białko SERRATE skrócone o 20 

(se-1) lub 40 (se-2) aminokwasów od końca karboksylowego (Prigge i Wagner, 2001) 

(Ryc. 41, 42 i 47). W drugim z wymienionych mutantów zaobserwowano również 

obniżenie poziomu transkryptu SE (Ryc. 43). Ze względu na niedostępność przeciwciała 

rozpoznającego krótsze formy SE, nie było jednak możliwe sprawdzenie ilości białka, jaka 

powstaje w tych roślinach. Wykazano w zamian, że wraz z coraz większym uszkodzeniem 

SE w se-1 i se-2, spada wydajność dojrzewania bezintronowych pri-miRNA. Odnotowano 

bowiem w tych mutantach coraz wyższy poziom pierwotnych prekursorów i obniżającą się 

ilość dojrzałych miR159b i miR164c (Ryc. 48). Wyniki te sugerują więc, że w linii se-2, 

wydajność podstawowej biogenezy miRNA jest niższa niż w se-1 i roślinach typu 

dzikiego. 

W celu oceny roli oddziaływań SE-U1 w biogenezie miRNA, w niniejszej pracy 

analizowano dojrzewanie pri-miRNA, w przypadku którego wydajny splicing hamuje ten 

proces. Celem takiego podejścia było wyeliminowanie wpływu zaburzeń aktywności SE, 

niezwiązanej z oddziaływaniami z kompleksem snRNP U1, na poziom dojrzałej cząsteczki 

miRNA w analizowanych mutantach se-1 i se-2. W 2008 roku zaproponowano, że miRNA 

zlokalizowane w intronach pre-mRNA (intronowe miRNA) mogą powstawać w rezultacie 

współpracy bądź kompetycji mikroprocesora i spliceosomu (Brown i in., 2008).  

W przypadku biogenezy miR1888a, znajdującego się w pierwszym intronie transkryptu 

kodującego oksydazę askorbinianową, aktywny kompleks SE/U1 ma negatywny wpływ na 

dojrzewanie prekursora w 14-dniowej siewce A. thaliana (Knop i Stępień i in., 2016). 

Zaobserwowano bowiem mniej wydajny splicing intronu, zawierającego miR1888a  

i podniesiony poziom dojrzałej cząsteczki w se-2, w porównaniu z roślinami se-1,  

w których do części oddziaływań SE-U1 jeszcze dochodzi. W niniejszej pracy wykazano, 

że brak kontaktu SE z U1 w 35-dniowych roślinach linii se-2, zgodnie z obserwacjami  

w młodszych roślinach, wpłynął na zahamowanie splicingu intronu zawierającego 

miR1888a i stymulację powstawania dojrzałej cząsteczki w porównaniu do mutanta se-1 

(Ryc. 47 i 51). Potwierdziło to tym samym niezależność wspomnianej regulacji od stadium 

rozwojowego A. thaliana. 
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Taki sam mechanizm zaobserwowano w trakcie analiz nad powstawaniem innego 

intronowego miRNA, tj. miR402 (Knop i Stępień i in., 2016). W tym przypadku również 

zaobserwowano obniżony poziom dojrzałej cząsteczki w se-1 w porównaniu z roślinami 

typu dzikiego i częściowe przywrócenie wydajności biogenezy w se-2. Nie można jednak 

wykluczyć zaburzenia wiązania SE z innym partnerem lub ilości białka  

w komórce wskutek utraty 20 aminokwasów, różniących wersję SE w se-1 i se-2. Zgodnie 

z danymi literaturowymi i niniejszej pracy, fragment ten nie jest zaangażowany  

w bezpośrednie oddziaływanie z DCL1, HYL1 oraz AtCBC (Machida i in., 2011)  

(Ryc. 15). Ponadto, w obydwóch mutantach SE, bez względu na poziom mRNA SE, 

zaobserwowano stopniowy spadek wydajności wycinania intronów, który może 

odzwierciedlać stopniową utratę partnerów snRNP U1, przez co destabilizację połączenia 

między mikroprocesorem i spliceosomem (Knop i Stępień i in., 2016) (Ryc. 47 i 49). 

 Zidentyfikowane oddziaływanie między SE i snRNP U1 może również tłumaczyć 

stymulującą rolę splicingu w dojrzewaniu prekursorów, w których miRNA znajduje się  

w egzonie poprzedzającym analizowany intron. Inaktywacja miejsca donorowego 

prekursorów miR163, miR161 i miR172b prowadziła do obniżenia poziomu dojrzałych 

cząsteczek (Bielewicz i in., 2013, Schwab i in., 2013). Utrata snRNP U1 związana  

z mutacją miejsca splicingowego powodowała zahamowanie wycinania intronów  

z analizowanych transkryptów. Wynik ten koreluje z zaburzeniami splicingu pri-miR163 

oraz coraz niższym poziomem dojrzałego miRNA, zaobserwowanym w liniach se-1 i se-2 

(Knop i Stępień i in., 2016). Z tego powodu sugeruje się, że stymulująca rola procesu 

wycinania intronów z pri-miRNA w biogenezie egzonowych miRNA bazuje w dużym 

stopniu na oddziaływaniu między SE i snRNP U1.  

Powyższe wyniki wskazują na odmienną rolę oddziaływania SE-U1 w zależności 

od lokalizacji struktury spinki do włosów względem 5’ końca transkryptu i miejsca 

donorowego intronu. Rezultaty eksperymentów prowadzonych w Zakładzie Ekspresji 

Genów UAM wskazują bezpośrednio na różną rolę kompleksu snRNP U1 w przypadku 

biogenezy intronowych i egzonowych miRNA. W trakcie badań nad mechanizmem 

odpowiedzialnym za powstawanie intronowego miR402, sekwencję kodującą strukturę 

spinki do włosów, zlokalizowaną pierwotnie w pierwszym intronie, przeniesiono do 

poprzedzającego go egzonu (Knop i Stępień i in., 2016). W ten sposób uzyskano gen 

kodujący egzonową cząsteczkę miR402. Następnie porównywano efekt inaktywacji 

miejsca donorowego transkryptów z pre-miRNA zlokalizowanym w egzonie lub intronie 
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pierwotnego prekursora, na wydajność biogenezy miRNA. W wyniku inaktywacji miejsca 

splicingowego 5’ w przypadku obecności struktury spinki do włosów w intronie, 

odnotowano podniesiony poziom miR402, natomiast w przypadku egzonowego miRNA – 

obniżoną ilość analizowanej cząsteczki. Ze względu na lokalizację struktury spinki do 

włosów, oddziaływania między SE i snRNP U1 mogą więc stymulować lub osłabiać 

aktywność mikroprocesora. 

 

6.3. SERRATE, platformą dla oddziaływań białek zaangażowanych w biogenezę 

miRNA 

 

 W 2011 roku, w pracy opisującej strukturę SE, przedstawiono,  

że ustrukturyzowany centralny rdzeń białka odpowiedzialny jest za oddziaływanie  

z drugim pomocniczym białkiem DCL1, tj. HYL1 (Machida i in., 2011). Wykazano, że do 

jego związania wystarczy jedna z dwóch domen rdzenia SE, tj. domena aminowa lub 

środkowa. Wyniki niniejszej rozprawy wykazały zaangażowanie ustrukturyzowanej części 

SE w oddziaływania z AtCBC. Wskazują na to rezultaty eksperymentów typu pull down 

jak również FRET-FLIM, potwierdzając tym samym to oddziaływanie w warunkach  

in vitro i in vivo (Ryc. 15, 32 i 36). Jest to sprzeczne z przypuszczeniami zespołu Yuana, 

który w 2013 roku sugerował, iż w wiązanie AtCBC zaangażowany jest karboksylowy 

koniec SE (Iwata i in., 2013). Sugestie te zostały zbudowane na bazie obserwacji fenotypu 

i niesprawności biogenezy miRNA oraz splicingu w liniach cbc i se-1. Ze względu na 

wysokie podobieństwo we wszystkich tych zakresach, wysunięto hipotezę, że efekty te są 

wynikiem zaburzeń oddziaływań między SE i AtCBC we wspomnianych mutantach,  

a szczególnie w se-1, w którym uszkodzony jest koniec karboksylowy SE. Hipoteza ta 

byłaby zgodna z wynikami prac nad ludzkimi odpowiednikami tych białek. Wykazano 

bowiem, że w oddziaływanie z CBC zaangażowany jest nieustrukturyzowany 

karboksylowy fragment ARS2 (Hallais i in., 2013, O’Sullivan C i in., 2015). W świetle 

wyników niniejszej pracy można zaproponować alternatywną hipotezę. Efekty mutacji  

w liniach se-1 i cbc mogą być wynikiem uszkodzenia procesu, w którym obydwa te białka 

uczestniczą. Nie wiadomo jednak nadal, jaka jest molekularna rola ostatnich dwudziestu 

aminokwasów SE w komórce roślinnej. Pełnią one z pewnością bardzo istotną ewolucyjnie 

funkcję ze względu na wysokie zakonserwowanie ich sekwencji wśród roślin, w tym 

rzodkiewnika, winorośli, kukurydzy, sorgo i ryżu (Iwata i in., 2013). Wyniki niniejszej 

rozprawy sugerują ich zaangażowanie w oddziaływanie z AtPRP39b i stymulację splicingu 
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prekursorów miRNA, gdyż w mutancie se-1 zaobserwowano już częściowe zahamowanie 

wydajności wycinania intronu, zawierającego miR1888a (Ryc. 49) (Knop i Stępień i in., 

2016). W celu sprawdzenia tej hipotezy wymagane jest jednak przeprowadzenie 

dodatkowych eksperymentów. 

Ze względu na zaangażowanie ustrukturyzowanego rdzenia SE w oddziaływania  

z AtCBC i HYL1 nie wiadomo również czy interakcje te zachodzą jednocześnie, czy po 

rekrutacji SE przez AtCBC do transkryptu, miejsce AtCBC zajmuje HYL1. W celu 

odpowiedzi na te pytania, należałoby lepiej scharakteryzować miejsce wiązania tych białek 

oraz przeprowadzić testy kompetycji wiązania AtCBC i HYL1 do SE. 

Wymagania strukturalne SE do związania DCL1 różnią się nieznacznie  

w zależności od asocjacji RNA z endorybonukleazą (Iwata i in., 2013). W sytuacji braku 

RNA w kompleksie z DCL1, wymagana jest obecność palca cynkowego SE i jego 

nieustrukturyzowanego aminowego fragmentu. W przypadku związania RNA przez DCL1, 

sugeruje się, że zdarzenie to wymusza zmianę konformacji DCL1, co następnie umożliwia 

zajście interakcji między endorybonukleazą i palcem cynkowym SE. Wiązanie to jest 

krytyczne dla stymulującej roli SE w cięciu prekursora przez DCL1. Zespół, który 

opublikował te dane postuluje, że pomimo związania DCL1 z RNA, domena katalityczna 

tego białka jest ciągle nieaktywna. Związanie palca cynkowego SE blisko miejsca 

aktywnego DCL1 miałoby spowodować zmianę ułożenia dwóch domen RNazy III 

względem siebie i stymulować utworzenie poprawnie zorientowanego miejsca aktywnego. 

Roli wiązania RNA przez nieustrukturyzowany aminowy koniec i palec cynkowy SE  

w tym mechanizmie jak dotychczas jednak nie wyjaśniono (Machida i in., 2011, Iwata  

i in., 2013). Zaangażowanie poszczególnych fragmentów SE w oddziaływania  

z podstawowymi elementami biogenezy miRNA podsumowano na schemacie 

przedstawionym na Rycinie 52.  

Wiązanie ludzkiego odpowiednika SE do głównego białka mikroprocesora i RNA 

przebiega natomiast inaczej. Podczas gdy, w oddziaływanie z Drosha zaangażowana jest 

środkowa domena rdzenia, palec cynkowy odpowiedzialny jest za wiązanie RNA 

(O’Sullivan C i in., 2015). 
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Ryc. 52 Schemat zaangażowania poszczególnych fragmentów białka SERRATE  
w oddziaływania z podstawowymi elementami biogenezy miRNA i snRNP U1 

Budowę SERRATE przedstawiowo schematycznie z podziałem na nieustrukturyzowane 
fragmenty (białe prostokąty) i utsrukturyzowany rdzeń (szare prostokotąty), składający się 
z N - domeny aminowej, domeny środkowej i ZnF - palca cynkowego; liczby wskazują 
poszczególne aminokwasy; DCL1 – DICER-LIKE 1 (endorybonukleaza typu III); HYL1 – 
HYPONASTIC LEAVES 1; AtCBC – kompleks wiążący czapeczkę; wt – rośliny typu 
dzikiego; se-1 – linia Arabidopsis thaliana z uszkodzonym SE. 

 
Wyniki niniejszej pracy, poza identyfikacją partnerów SE wśród snRNP U1, 

dowodzą istotnej roli jego nieustrukturyzowanych końców w tych oddziaływaniach (Ryc. 

32, 36 i 52). Były one wystarczające do związania AtPRP40a, AtPRP40b i AtLUC7rl,  

a kluczowym elementem SE okazało się być dwadzieścia aminokwasów na końcu 

karboksylowym białka (reszty 681-700) (Ryc. 47). Czwarte białko, tj. AtPRP39b, 

potrzebuje prawdopodobnie dodatkowych elementów rdzenia SE lub innych elementów 

snRNP U1. Zaangażowanie nieustrukturyzowanych fragmentów SE w oddziaływania  
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z białkami spliceosomu pozwala jednak na kontakt z kompleksem snRNP U1, niezależnie 

od wiązania głównych białek mikroprocesora, w które uwikłany jest rdzeń SE. 

Nieustrukturyzowane końce SE są nie tylko odpowiedzialne za oddziaływanie  

z elementami snRNP U1, ale także za transport SE do jądra. Po transfekcji protoplastów 

konstruktem kodującym centralny ustrukturyzowany rdzeń SE, zaobserwowano bowiem, 

oprócz sygnału jądrowego, jego obecność również na terenie cytoplazmy (Ryc. 39). Taką 

lokalizacją nie charakteryzowało się natomiast białko składające się z samych 

nieustrukturyzowanych końców SE, rozdzielonych GFP (Ryc. 34). 

Na podstawie doniesień literaturowych jak również wyników niniejszej pracy 

można więc zaproponować model przedstawiający mechanizm przyłączania się do  

pri-miRNA białek odpowiedzialnych za biogenezę miRNA. W pierwszej kolejności  

z czapeczką nowopowstałego transkryptu wiąże się AtCBC, z którym oddziałuje SE  

(Ryc. 53). Następnie w przypadku prekursorów, w których pre-miRNA znajduje się 

między 5’ końcem transkryptu i miejscem donorowym intronu (egzonowe miRNA), do SE 

dołącza DCL1 i HYL1 (Ryc. 53A). W trakcie dalszej syntezy pri-miRNA, z miejscem 

donorowym intronu (zlokalizowanym poniżej pre-miRNA) wiąże się snRNP U1, który 

dzięki odziaływaniu z SE stymuluje pracę maszynerii wycinającej miRNA. W sytuacji, 

gdy pre-miRNA znajduje się w intronie, przyłączenie snRNP U1 do miejsca donorowego 

powoduje efektywne wycinanie intronu, w czym uczestniczy również AtCBC i SE (Ryc. 

53B). Funkcja AtCBC i SE jest więc prawdopodobnie ograniczona do stymulacji 

splicingu, stąd wycinanie prekursora przez DCL1 jest mniej efektywne, co skutkuje niskim 

poziomem miRNA. Tylko w sytuacji zaburzenia splicingu i/lub oddziaływań SE-snRNP 

U1, biogeneza miRNA z intronu będzie wydajniejsza. Wynik taki zaobserwowano  

w warunkach stresu abiotycznego, takich jak susza i zasolenie. Poziom cząsteczki miR402, 

jak również innego intronowego miRNA, tj. miR162a, podnosił się po traktowaniu  

A. thaliana wspomnianymi warunkami stresowymi, czemu towarzyszyło zahamowanie 

wycinania intronów, z których te cząsteczki powstają (Knop i Stępień i in., 2016, 

Barciszewska-Pacak i in., 2016). 
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Ryc. 53 Model przedstawiający możliwą kolejność przyłączania się do pri-miRNA 
podstawowych białek zaangażowanych w biogenezę egzonowych (A) i intronowych (B) 
miRNA  

DCL1 – DICER-LIKE 1 (endorybonukleaza typu III); HYL1 – HYPONASTIC LEAVES 1; 
SE – SERRATE; CBC – kompleks wiążący czapeczkę; 5’ss – miejsce donorowe; 3’ss – 
miejsce akceptorowe intronu. 

 

Wszystkie opisane wyżej wyniki wskazują na to, że SE jest niezwykle istotnym 

białkiem odpowiedzialnym za kontakt między mikroprocesorem i spliceosomem.  
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Co więcej, jego oddziaływania z kompleksem snRNP U1 modulują wydajność 

dojrzewania prekursorów miRNA, w zależności od usytuowania struktury spinki do 

włosów względem 5’ końca transkryptu i miejsca donorowego intronu, znajdującego się  

w prekursorze. Poza wspomnianymi elementami komórkowymi zaangażowanymi  

w biogenezę miRNA, SE oddziałuje również z wieloma innymi białkami, których wpływ 

na dojrzewanie niekodujących RNA jest już również udokumentowany (Tabela 3). Nie 

wiadomo jednak, z którymi fragmentami SE oddziałuje ta liczna grupa białek, jak silne jest 

to wiązanie i jaki jest mechanizm ich aktywności. Badania mające na celu rozwiązać  

te problemy badawcze byłyby niezwykle interesujące, szczególnie ze względów dynamiki 

tworzenia się różnych kompleksów SE. Tylko takie podejście badawcze pozwoli  

w przyszłości zrozumieć działanie maszynerii biogenezy tych niezwykle istotnych 

cząsteczek, jakimi są miRNA.   
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Tabela 3 Zestawienie białek, zaangażowanych w biogenezę miRNA, oddziałujących  

z SERRATE (SE) 

 

Białko 
Domeny 

odpowiedzialne za 
oddziaływania 

Metoda, która 
posłużyła do 
identyfikacji 

oddziaływania 

Referencje 

DCL1 

SE – 
nieustrukturyzowany 
fragment aminowy i 

palec cynkowy; 
DCL1 – domena PAZ 

i helikazy 

BiFC, pull down 
in vitro 

Fang i Spector, 2007, 
Machida i in., 2011, Iwata  

i in., 2013 

HYL1 dsRBD2 
YTH, IP, pull 
down in vitro, 

BiFC 

Yang i in., 2006 
Fang i Spector, 2007 
Machida i in., 2011 

SE brak danych BiFC 
Fang i Spector, 2007, 

Wang i in., 2013 

AtCBP20 

SE – 
ustrukturyzowany 

rdzeń; 
AtCBP20 – brak 

danych 

BiFC, pull down 
in vitro 

niniejsza praca 
(Raczyńska i in., 2014) 

Wang i in., 2013 

AtCBP80 

SE – 
ustrukturyzowany 

rdzeń; 
AtCBP80 – brak 

danych 

BiFC, pull down 
in vitro 

niniejsza praca 
(Raczyńska i in., 2014) 

Wang i in., 2013 

TOUGH brak danych pull down, BiFC Ren i in., 2012 
HOS5 brak danych BiFC Chen i in., 2015 
RS41 brak danych BiFC Chen i in., 2015 
RS40 brak danych BiFC Chen i in., 2015 

AtRACK1 brak danych YTH, IP, BiFC Speth i in., 2013 
AtPRL1 brak danych BiFC, IP Zhang i in., 2014 

AtCDC5 brak danych BiFC, IP Zhang i in., 2013 
Zhang i in., 2014 

CPL1 brak danych IP, BiFC, YTH Manavella i in., 2012 

AtNOT2b brak danych BiFC, YTH, pull 
down in vitro Wang i in., 2013 

AtELP2 brak danych BiFC, YTH Fang i in., 2015 
AtELP5 brak danych BiFC, YTH Fang i in., 2015 
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AtPRP39b 

SE – 
nieustrukturyzowane 

końce + 
niezidentyfikowany 
fragment rdzenia; 
AtPRP39b – brak 

danych 

YTH, pull down 
in vitro, FRET-

FLIM 

niniejsza praca (Knop  
i Stępień i in., 2016) 

AtPRP40a 

SE – 
nieustrukturyzowane 

końce; 
AtPRP40a – brak 

danych 

YTH, pull down 
in vitro, FRET-

FLIM 

niniejsza praca (Knop  
i Stępień i in., 2016) 

AtPRP40b 

SE – 
nieustrukturyzowane 

końce; 
AtPRP40b – brak 

danych 

YTH, pull down 
in vitro, FRET-

FLIM 

niniejsza praca (Knop  
i Stępień i in., 2016) 

AtLUC7rl 

SE – 
nieustrukturyzowane 

końce; 
AtLUC7rl – brak 

danych 

YTH, pull down 
in vitro, FRET-

FLIM 

niniejsza praca (Knop  
i Stępień i in., 2016) 

BiFC – ang. Bimolecular Fluorescence Complementation; YTH – dwuhybrydowy system 
drożdżowy (ang. yeast two-hybrid system); IP – immunoprecypitacja kompleksów 
białkowych; FRET-FLIM - ang. Förster resonance energy transfer by fluorescence lifetime 
imaging; DCL1 – DICER-LIKE 1 (endorybonukleaza typu III); HYL1 – HYPONASTIC 
LEAVES 1; SE – SERRATE; CBP – białko wiążące czapeczkę; RS – białko bogate w 
argininę i serynę; RACK1 – RECEPTOR FOR ACTIVATED C KINASE 1; PRL1 – 
PLEIOTROPIC REGULATORY LOCUS 1; CDC5 – CELL DIVISION CYCLE; CPL1 – C-
TERMINAL DOMAIN PHOSPHATASE LIKE 1; NOT2 – NEGATIVE ON TATA LESS 2; 
ELP – ELONGATOR PROTEIN; PRP – pre-mRNA PROCESSING PROTEIN 
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7. PODSUMOWANIE 

 

1. SERRATE (SE) oddziałuje bezpośrednio z obydwiema podjednostkami jądrowego 

kompleksu wiążącego czapeczkę (AtCBC), tj. AtCBP20 i AtCBP80.  

Za oddziaływania te odpowiedzialny jest ustrukturyzowany rdzeń SE. 

2. Identyfikacja kompleksu SE/AtCBC pozwoliła przybliżyć zrozumienie 

mechanizmu odpowiedzialnego za podwójną rolę SE i AtCBC w biogenezie 

miRNA i splicingu pre-mRNA. 

3. SE oddziałuje bezpośrednio z czterema białkami pomocniczymi kompleksu snRNP 

U1, tj. AtPRP39b, AtPRP40a, AtPRP40b i AtLUC7rl. Nieustrukturyzowany koniec 

aminowy i karboksylowy SE jest zaangażowany w te interakcje. Elementem SE 

koniecznym dla związania AtPRP40a, AtPRP40b i AtLUC7rl są reszty 

aminokwasowe 681-700. 

4. Oddziaływania między SE i AtPRP39b, AtPRP40a, AtPRP40b oraz AtLUC7rl 

stanowią platformę dla kontaktu między maszynerią biogenezy miRNA  

i spliceosomem. Modulują one wydajność dojrzewania prekursorów miRNA  

w zależności od usytuowania struktury spinki do włosów względem 5’ końca 

transkryptu i miejsca donorowego intronu, znajdującego się w prekursorze. 

5. Nieobecność SE i pomocniczych białek snRNP U1 w ciałach Cajala potwierdza 

brak bezpośredniego powiązania między tymi strukturami i dojrzewaniem 

prekursorów miRNA. 

6. Na podstawie wyników niniejszej pracy i danych literaturowych zaproponowano 

model przedstawiający mechanizm przyłączania się do pri-miRNA białek 

odpowiedzialnych za biogenezę miRNA. W modelu tym SE jest istotnym 

elementem odpowiedzialnym za kontakt między AtCBC, mikroprocesorem  

i spliceosomem. 

7. Ze względu na dużą liczbę dodatkowych białek zaangażowanych w biogenezę 

miRNA, z których wiele oddziałuje z SE, w celu pełniejszego zrozumienia 

biogenezy miRNA, niezwykle istotne jest przeprowadzenie analiz dotyczących 

dynamiki i lokalizacji w komórce kompleksów białkowych odpowiedzialnych  

za ten proces. 
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