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STRESZCZENIE

Wstep: Procesy odpowiedzialne za regulacje ekspresji genéw warunkujg zycie i sg
szczegblnie istotne w zmieniajacych si¢ warunkach srodowiska. Kluczowym elementem
tej sieci regulacyjnej sa mikroRNA (miRNA). Te krotkie jednoniciowe fragmenty RNA
reguluja poziom biatek poprzez cigcie docelowych mRNA badz hamowanie ich translacji.
Biogeneza miRNA u ro$lin jest bardzo skomplikowanym i wcigz nie do konca poznanym
procesem, zachodzacym na terenie jadra komorkowego. Geny miRNA u roslin tworzg
najczesciej niezalezne jednostki transkrypcyjne i1 sg przepisywane na dtugie niekodujace
transkrypty, ktore zawieraja miRNA zaréwno w intronach, jak i1 egzonach takich
prekursoréw  (pri-miRNA). Dotychczasowe doniesienia literaturowe wskazuja na
niezwykle istotng zalezno$¢ wydajnosci biogenezy miRNA od wycinania intronéw
znajdujacych si¢ w ich prekursorach. Nie scharakteryzowano jednak do tej pory elementow

komoérkowych odpowiedzialnych za tg regulacje.

Cel pracy: Celem pracy byla identyfikacja biatek odpowiedzialnych za powigzanie
maszynerii biogenezy miRNA 1 splicingowej oraz charakterystyka tych oddziatywan.

Wyniki: Wykazano bezposrednie oddziatywanie migdzy SERRATE (SE), jednym
z glownych biatek maszynerii biogenezy miRNA, i obydwiema podjednostkami jadrowego
kompleksu wigzacego czapeczke (AtCBC, ang. cap binding complex). Zaobserwowano
tworzenie si¢ potrojnego kompleksu sktadajacego sie z SE, AtCBP80 1 AtCBP20 oraz
stabilizacj¢ oddziatywan miedzy jego komponentami w poréwnaniu z indywidualnymi
oddziatywaniami SE-AtCBP20 i SE-AtCBP80. Ustrukturyzowany centralny rdzen SE
okazal si¢ by¢ wystarczajacym fragmentem biatka do budowania kompleksu z AtCBP20
1 80. Kompleks ten stanowi podstaw¢ molekularnego mechanizmu odpowiedzialnego za

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

Zidentyfikowano rowniez bezposrednie oddziatywania miedzy SE 1 czterema
pomocniczymi biatkami kompleksu snRNP Ul, tj. AtPRP39b, AtPRP40a, AtPRP40b
1 AtLUC7rl. W oddzialywania te zaangazowane sg nieustrukturyzowane konce SE, ktore
okazaly si¢ by¢ wystarczajaca czgsécig biatka do zwigzania trzech (AtPRP40a, AtPRP40b
1 AtLUC7rl) z czterech biatek pomocniczych snRNP Ul. Zwigzanie AtPRP39b wymaga
prawdopodobnie obecno$ci innych fragmentéw SE. W linii A. thaliana se-2, w ktorej

obecna wersja SE pozbawiona jest zdolnosci do kontaktu z biatkami snRNP Ul,
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odnotowano zmiany splicingu i wydajnosci biogenezy miR1888a w stosunku do roslin
z aktywnym pofaczeniem SE-snRNP Ul. Ponadto, wykazana nieobecno$¢ SE
1 pomocniczych biatek snRNP Ul w ciatach Cajala potwierdza brak bezposredniego
powigzania miedzy tymi strukturami i dojrzewaniem prekursorow miRNA, zaleznym od

wspomnianych bialek.

Wyniki niniejszej pracy pozwolily zaproponowa¢ model przylaczania si¢ biatek
zaangazowanych w biogeneze¢ miRNA do ich pierwotnego prekursorow, w ktorym SE
pelni role platformy taczacej elementy mikroprocesora, spliceosomu i kompleksu

wigzacego czapeczke.



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 AtCBPS80 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 Ul 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
AtLUCT7r], while AtPRP39b requires probably the presence of the core part of SE and/or
other Ul snRNP components to enable the binding of this protein. In the se-2 Arabidopsis
plants, where there is no communication between SE and its Ul snRNP partners, pri-
miR 1888a splicing defect and microprocessing changes were observed, as compared to the
plants with active SE/Ul snRNP connection. Furthermore, the lack of SE and its Ul
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. WSTEP

1.1. BIOGENEZA ROSLINNYCH miRNA

MikroRNA (miRNA) to krotkie czasteczki kwasu rybonukleinowego o dtugosci
21-24 nukleotydéw, ktore zaliczane sa do podstawowych elementéw mechanizmu
regulacji ekspresji genow w komorkach eukariotycznych. Tworza one druga co do
wielkosci  grupe krotkich niekodujacych RNA  (sRNA, ang. small RNA).
W przeciwienstwie do krotkich interferujagcych RNA (siRNA, ang. small interfering RNA),
reprezentujagcych najwickszg klase¢ sSRNA, miRNA regulujg aktywnos$¢ gendéw na etapie
post-transkrypcyjnym. Pierwsza czasteczke miRNA odkryto u nicienia Caenorhabditis
elegans w 1993 roku (Lee i in., 1993). Wykazano, ze ekspresja lin-4, zaangazowanego
w regulacje¢ rozwoju tego organizmu, prowadzi do powstania dwoch transkryptow
o dtugosci okoto 22 1 61 nukleotydow. Obydwie te czasteczki zawieraja sekwencje
komplementarng do regionu nieulegajacego translacji (UTR, ang. untraslated region),
zlokalizowanego na 3’ koncu mRNA LIN-14 i przez przylaczenie si¢ do niego hamuja
powstawanie biatka. W 2000 roku zidentyfikowano kolejny gen kodujagcy miRNA
u C. elegans, tj. let-7 (Reinhart 1 in., 2000), ktorego produkt odkryto réwniez u ludzi
1 Drosophila (Lee i Ambros, 2001). Doniesienia te sugerowaly, ze czasteczki miRNA
moga by¢ powszechnymi regulatorami ekspresji u wszystkich organizmow
eukariotycznych. Pierwszy dowod istnienia miRNA u Arabidopsis thaliana przedstawiono
w 2002 roku, w pracy opisujacej 16 czasteczek o poziomie zmieniajacym si¢ w trakcie
rozwoju tej rosliny (Reinhart i in., 2002). Wynikiem kolejnych intensywnych lat badan nad
miRNA jest obecnie znajomo$¢ ponad 400 takich czasteczek u A. thaliana i ponad 1000
u ludzi, oraz prze$wiadczenie o ich fundamentalnej roli w rozwoju i funkcjonowaniu
organizméw. W komorkach zwierzecych uczestniczg w regulacji cyklu komoérkowego,
roznicowania komorek, apoptozy oraz wielu procesoOw fizjologicznych takich jak
hematopoeza, rozwdj migsni szkieletowych i1 serca, metabolizm cholesterolu, sekrecja
insuliny i odpowiedZz immunologiczna (Brennecke 1 in., 2003, Cuellar i McMnus, 2005,
Poy i in., 2004, Chen 1 in., 2004, Wilfred 1 in., 2007, Harfe 1 in., 2005). U ros$lin wykazano
ich wplyw na réznicowanie si¢ tkanek i powstawanie organow, kontrole przejscia rosliny
z fazy rozwoju wegetatywnego w generatywny, regulacj¢ metabolizmu, przekazywanie
sygnatow i odpowiedz na réznorodne czynniki stresowe np. niedobor soli mineralnych,

susze, zasolenie 1 atak patogendéw (Mallory i in., 2004a, Aukerman i Sakai, 2003, Chen,
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2004, Sunkar 1 Zhu, 2004, Chiou, 2006, Navarro 1 in., 2006, Barciszewska-Pacak 1 in.,
2015). Tak istotna funkcja miRNA w komoérkach wymaga $cistej regulacji procesu ich

powstawania.

1.1.1. Struktura i transkrypcja roslinnvch genéw miRNA (MIR)

Dotychczasowe badania pozwolily na poznanie struktury 82 genéw kodujacych
miRNA u A. thaliana (Xie i in., 2005a, Szarzynska i in., 2009, Kozomara i Griffiths-Jones,
2013, Zielezinski i in., 2015, Barciszewska-Pacak 1 in., 2016). Ich ditugos¢ waha si¢
w zakresie od 319 par zasad (pz) (MIR165a) do 4975 pz (MIR472) (Zielezinski i in., 2015).
Wséréd nich  wigkszo$¢ stanowi niezalezne jednostki transkrypcyjne  (67%,
55 przypadkéow), pozostale to geny kodujace biatka lub inne niekodujace RNA,

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

Niezalezne jednostki transkrypcyjne

Bezintronowe

Zawierajgce introny

Geny kodujace biatka i inne niekodujace RNA

. egzon

intron D UTR " sekwencja kodujgca miRNA i miRNA*

Ryc. 1 Schemat przedstawiajgcy struktury klas genow kodujgcych miRNA u Arabidopsis
thaliana
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Wszystkie dotychczas poznane geny miRNA u roslin transkrybowane sa przez
DNA-zalezng polimeraze RNA II (RNA Pol II) (Xie i in., 2005a). Podobnie do genow
kodujacych biatka, zawierajg wiec one w swoich promotorach 8-nukleotydowy element
regulatorowy TATA-box, znajdujacy si¢ w nieduzej odleglosci od miejsca inicjacji
transkrypcji. Ponadto, w regionach promotorowych wielu gendéw kodujacych miRNA
zidentyfikowano elementy odpowiedzi na stresy biotyczne i abiotyczne (Kruszka i in.,
2012, Barciszewska-Pacak i in., 2015). Kolejne doniesienia literaturowe wskazuja réwniez
na obecnos¢ wigcej niz jednego miejsca inicjacji transkrypcji. Ciekawym tego przyktadem
jest MIR170, w ktérym zidentyfikowano pig¢ takich elementow (Zielezinski i in., 2015).
Aktywnos¢ genéw miRNA reguluja roéwniez biatka kompleksu, odpowiedzialnego
za elongacje transkrypcji. Wyciszenie gendéw kodujacych elementy tej maszynerii
powoduje zmniejszenie ilosci RNA Pol II zasocjowanej z chromatyng w rejonie MIR,
przez co réwniez obnizenie poziomu pri-miRNA (Fang i in., 2015). Kolejnym biatkiem
modulujacym transkrypcje MIR jest CDC5 (CELL DIVISION CYCLE 5), ktore wiaze si¢
do sekwencji promotorow gendw miRNA 1 wystepuje w kompleksie z RNA Pol II (Zhang
iin., 2013). Biatka NOT2a i b (NEGATIVE ON TATA LESS 2), CDF2 (Cyclin DOF 2)
oraz HOS1 (HIGH EXPRESSION OF OSMOTICALLY RESPONSIVE GENES 1)
réwniez biorg udziat w regulacji transkrypcji MIR, jednakze nie wyjasniono dotychczas ich
doktadnej roli w tym procesie (Wang i in., 2013, Sun 1 in., 2015, Wang 1 in., 2015).
Wszystkie wspomniane elementy zaangazowane w modulacj¢ aktywnosci MIR pozwalaja

wigc na obszerng regulacje¢ biogenezy miRNA juz na pierwszym etapie ich powstawania.

W  wyniku transkrypcji MIR powstaja dlugie niekodujace transkrypty,
tzw. pierwotne prekursory (pri-miRNA), ktére podobnie do innych produktéw RNA Pol 11
sa stabilizowane przez dodanie do ich koncoéw 5’ struktury czapeczki (ang. cap), t.
7-metyloguanozyny, a do konca 3’ kilkuset nukleotydéw adeninowych tzw. ogona poliA
(Xie 1 in., 2005a). Elementem wyrdzniajagcym pri-miRNA od mRNA jest
charakterystyczna struktura typu spinki do wtosow, sktadajaca si¢ z petli i dwuniciowego
odcinka, w ktérym czesto wystepuja niesparowania. Czasteczka miRNA moze znajdowad
si¢ zarbwno w egzonach, jak i intronach takich transkryptow. Dotychczas wiadomo, Ze
u A. thaliana okoto 67% prekursor6w powstajagcych z niezaleznych jednostek
transkrypcyjnych zawiera przynajmniej jeden intron (Xie i in., 2005a, Szarzynska 1 in.,
2009, Kozomara i Griffiths-Jones, 2013, Zielezinski i in., 2015). Wykazano tez obecno$¢
tzw. policistronowych MIR, kodujacych wiecej niz jedng czasteczke miRNA,
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tj. miR400-miR5654, miR842-miR846, miR771-miR851 1 miR5026-miR850-miR863a
(Jia 1 Rock, 2006, Merchan i in., 2009, Yang i in., 2011, Meng i in., 2012, Zielezinski i in.,
2015). W przeciwienstwie do 4. thaliana, policistronowych MIR nie zidentyfikowano
dotychczas u przedstawiciela najstarszych roslin ladowych, tj. Pellia endiviifolia. Powstaty
one prawdopodobnie w trakcie ewolucji, gdyz u mchu Physcomitrella patens pierwotne
prekursory miRNA zawierajace wigcej niz jedng strukture spinki do wlosoéw stanowig juz
koto 25% catej puli zidentyfikowanych w tym gatunku pri-miRNA (Alaba 1 in., 2015). Tak
skomplikowana struktura genéw kodujagcych miRNA 1 ich pierwotnych transkryptow
pozwala na szerokg regulacje ich biogenezy na etapie post-transkrypcyjnym, m.in. dzigki
zaangazowaniu alternatywnych zdarzen wycinania intronéw i poliadenylacji. Wymaga to
jednak jednoczes$nie aktywnosci obszernej 1 zroznicowanej maszynerii, odpowiedzialnej za

dojrzewanie tych transkryptow.

1.1.2. Dojrzewanie pierwotnych prekursorow miRNA

Glownymi elementami maszynerii biogenezy miRNA, zwanej mikroprocesorem, sg
endorybonukleaza typu III — DCL1 (DICER-LIKE 1), SE (SERRATE) i HYLI
(HYPONASTIC LEAVES 1). Proces dojrzewania pri-miRNA u roslin odbywa si¢
catkowicie na terenie jadra komorkowego (Park i in., 2005) (Ryc. 2). Jest to cecha r6znigca
ten proces od biogenezy miRNA u zwierzat, gdzie dojrzewanie prekursorow miRNA
podzielone jest na etap zachodzacy w jadrze komoérkowym 1 kolejny, odbywajacy si¢
w cytoplazmie (Lee i in., 2002) (Tabela 1). U A. thaliana zidentyfikowano nawet
specyficzne struktury na terenie nukleoplazmy, tzw. ciata D (ang. dicing bodies), ktore jak
dotychczas uwazane sg za miejsce dojrzewania pierwotnych prekursorow miRNA (Song
11n., 2007). W pierwszym etapie tego procesu pri-miRNA docinane sg dzigki aktywnosci
DCL1 do krotszych dwuniciowych form o strukturze spinki do wloséw (pre-miRNA)
(Kurihara i Watanabe, 2004). W kolejnym etapie z pre-miRNA uwalniany jest dupleks
prawie calkowicie komplementarnych do siebie czasteczek miRNA/miRNA*. Cigcie
prekursoréw moze odbywac si¢ na dwa rozne sposoby. W pierwszym, aktywnos¢ DCLI
obserwowana jest najpierw u podstawy spinki do wloséw (Kurihara i Watanabe, 2004),
natomiast w drugim, pierwsze cigcie odbywa si¢ w regionie petli znajdujacej si¢
na szczycie spinki (Bologna 1 in., 2009). Efektywnos$¢ 1 precyzj¢ przecinania prekursoréw
miRNA zapewniajg biatka SE 1 HYL1, z ktorymi DCL1 bezposrednio oddziatuje (Dong
i1in., 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 komorce roslinnej

RNA Pol Il — DNA-zalezna polimeraza RNA 1I; DCLI — DICER-LIKE 1
(endorybonukleaza typu IIl); HYL1 — HYPONASTIC LEAVES 1; SE — SERRATE; CBC —

kompleks wigzgcy czapeczke; HENI — HUA ENHANCER 1 (metyltransferaza); HASTY —
eksportyna;, AGOl — ARGONAUTE 1
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Tabela 1 Elementy rdznicujace biogenez¢ i funkcjonowanie miRNA w komodrkach

ros$linnych i1 zwierzecych

Element
roznicujacy

Komorki roslinne

Komorki zwierzece

Literatura

Enzym
odpowiedzialny za
transkrypcje genow
miRNA

Lokalizacja
biogenezy miRNA

Glowne biatko

Mikroprocesor

Biatka
pomocnicze

Dhugos¢
pre-miRNA

Metylacja 3’
koncow miRNA

Komplementarnos¢
miRNA::docelowy
mRNA

Gléowny mechanizm
regulacji ekspresji
genow przy pomocy
miRNA

DNA-zalezna

RNA polimeraza II

jadro komoérkowe

DCL1

SE, HYL1

70 - kilkaset
nukleotydow

tak

petna

ciecie 1 degradacja

docelowych
mRNA

DNA-zalezna RNA
polimeraza IT 1 III

I etap - jadro
komorkowe
II etap — cytoplazma

I etap — Drosha
II etap — Dicer

I etap — DGCRS8
IT etap — TRBP

55-70 nukleotydow

nie

niepetna

inhibicja translacji
docelowych mRNA

Xie i in., 2005;

Leeiin., 2004

Borchert 1 in.,
2006

Park i in., 2005;
Leeiin., 2002

Park i in., 2002
Kurihara i
Watanabe, 2004;
Ketting i in., 2004
Knight i Bass,
2001
Leeiin., 2003
Dong 1 in., 2008;
Han iin., 2004
Haase i in., 2005
Xieiin., 2005a,
Szarzynska i in.,
2009, Kozomara
1 Griffiths-Jones,
2013, Zielezinski
iin., 2015

Yuiin., 2005,
Li1in., 2005

Mallory i in.,
2004b;

Lai, 2002,
Lewis 11n., 2003
Mallory i in.,
2004b;

Huntzinger
1 Izaurralde, 2011

DCLI — DICER-LIKE 1 (endorybonukleaza typu I1l); HYL1 — HYPONASTIC LEAVES 1;
SE — SERRATE; DGCRS - DiGeorge SYNDROME CRITICAL REGION 8, TRBP - TAR
RNA-BINDING PROTEIN
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W dojrzewaniu pri-miRNA i pre-miRNA mogg uczestniczy¢ rowniez inne biatka
z rodzinny DCL (DCL3, DCL2, DCL4), jednakze najczeSciej za ten proces
odpowiedzialne jest DCL1 (Vazquez i in., 2008). O istotnej roli tej endonukleazy
w komorce roslinnej §wiadczy fakt, ze catkowite uszkodzenie DCLI ma charakter letalny
(Schauer i in., 2002). Dostgpno$¢ linii, w ktorych uszkodzone sg poszczegdlne domeny
DCLI1 pozwolity na poznanie ich funkcji. W liniach dc/l-7 (zamiana jednego aminokwasu
w domenie helikazy) 1 dcll-9 (insercja T-DNA w sekwencji kodujacej druga domene
wigzacg dwuniciowy RNA) dochodzi do czeSciowego zatrzymania cigcia prekursoréw
miRNA, obserwowanego jako podwyzszony poziom pri-miRNA i obnizony poziom
dojrzatych czasteczek (Park i in., 2002, Kurihara i Watanabe, 2004, Kurihara i in., 2006).
Pomimo porownywalnego efektu tych mutacji, opisywane warianty biatka DCLI1 r6znig
si¢ zdolnoscig do oddzialywania z HYL1. W linii dc/l-7, DCL1 wystepuje ciagle
w bezposrednim kontakcie z HYL1, w ro$linach dcl//-9 ta interakcja jest natomiast
utracona. Ponadto, DCL1 w drugim z wymienionych mutantéw zmienia lokalizacj¢ z ciat
D, widocznych w roslinach typu dzikiego, na jednolity sygnat nukleoplazmatyczny (Fang
1 Spector, 2007, Fujioka 1 in., 2007). Mutacja w regionie kodujagcym domen¢ RNazy III,
zidentyfikowana w linii dc/l-13, kompensuje brak biatka HYL1 i przywraca normalny
poziom pri-miRNA w liniach z unieczynnionym HYL/ (Tagami i in., 2009).

Biatkiem, ktorego aktywnos$¢ w trakcie rozwoju roslin jest rowniez bezwzglednie
potrzebna jest SE. Mutacja catkowicie unieczynniajaca kodujacy go gen, podobnie jak
w przypadku DCLI, ma charakter letalny (Prigge i Wagner, 2001). SE w swojej strukturze
zawiera wysoko ustrukturyzowany rdzen, znajdujacy si¢ w centrum biatka (Machida i in.,
2011). Fragment ten przyjmuje ksztalt ,kroczacego cztowieka” (ang. walking man
topology), sktada si¢ z trzech domen - aminowej, srodkowej i1 palca cynkowego typu C2H2
- 1 jest niezbedny do oddziatywan z DCL1 i HYL1. Na obydwodch koncach SE znajdujg si¢
dodatkowo nieustrukturyzowane regiony, ktore w sumie stanowig potowe wielkosci catego
biatka. Jeden z nich, tj. fragment aminowy, zawierajacy rejon bogaty w argininy i proliny
jest odpowiedzialny za wigzanie pri-miRNA (Iwata 1 in., 2013). Podobnie jak w przypadku
DCLI, scharakteryzowano rowniez stabe mutanty SE, tj. se-1, se-2 i se-3. W przypadku
dwoch pierwszych linii, mutacje znajduja si¢ w sekwencji kodujacej karboksylowy
nieustrukturyzowany fragment SE, podczas gdy w se-3 insercja T-DNA zlokalizowana jest
w regionie odpowiadajacym koncowi aminowemu. We wszystkich tych liniach

zaobserwowano podwyzszony poziom wielu pri-miRNA 1 obnizony poziom dojrzatych
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czasteczek, jak rowniez fenotyp o plejotropowym charakterze (Prigge i Wagner, 2001,
Grigg i in., 2005, Zielezinski 1 in., 2015). Doktadna tego przyczyna w mutantach se-/

1 se-2, tak wiec 1 funkcja konca karboksylowego SE, nie byta jeszcze jednak znana.

HYLI, nalezace do rodziny bialek DRB (ang. double stranded RNA-binding
protein), zawiera dwie domeny wigzace dwuniciowy RNA (dsRBD) (Hiraguri i in., 2005).
Pierwsza z nich jest odpowiedzialna za wigzanie RNA, druga natomiast za oddziatywanie
z dsRBD2 DCLI i SE oraz za homodimeryzacj¢ biatka, wymagang w trakcie biogenezy
miRNA (Hiraguri i in., 2005, Yang i in., 2010). Obydwie domeny dsRBD HYLI1 sag
wystarczajagce dla wilasciwego przebiegu dojrzewania pri-miRNA (Wu i in., 2007).
Nieznana jest do tej pory funkcja pozostatej czesci tego bialka, tj. dlugiego, czg$ciowo
nieustrukturyzowanego fragmentu, zawierajacego szes¢ 28-aminokwasowych powtdrzen
na swoim koncu karboksylowym. W przeciwienstwie do mutacji unieczynniajacej
catkowicie SE 1 DCLI1, uszkodzenie genu kodujacego HYL1 nie ma charakteru letalnego
(Lu 1 Fedoroff, 2000). W linii hyll-2 zaobserwowano podwyzszony poziom wigkszosci

pri-miRNA 1 mniejszg ilo§¢ miRNA (Szarzynska i in., 2009).

Poza aktywnoscia kompleksu DCLI1-SE-HYL1, w dojrzewaniu pri-miRNA
uczestniczg réwniez inne biatka (Ryc. 2 1 3). Pierwszym elementem oddzialujgcym
z nowopowstalym transkryptem jest kompleks wiazacy czapeczke (AtCBC, ang. cap
binding complex), skladajacy si¢ z dwoéch podjednostek, tj. AtCBP20 i AtCBP80
(Kmieciak i in., 2002). U A. thaliana wykazano, ze biatka te oddziatluja ze soba
bezposrednio oraz, ze biatko AtCBP20 odgrywa zasadniczg role w transporcie AtCBC do
jadra komorkowego (Kierzkowski 1 in., 2009). Funkcje CBC w organizmach roslinnych
nie s3 jeszcze tak dobrze poznane, jak u zwierzat, gdzie kompleks ten uczestniczy
w dojrzewaniu mRNA, gtéwnie poprzez stabilizowanie oddzialywan migdzy miejscem
donorowym pierwszego intronu a snRNP Ul (Lewis 1 in., 1996). Co wiecej, CBC pelni
rowniez role w formowaniu konca 3° mRNA, stabilizujgc kompleks biatkowy
odpowiedzialny za cigcie pre-mRNA w miejscu poliadenylacji (Flaherty i in., 1997).
Wykazano jego funkcje rowniez w transporcie mRNA i1 snRNA z jadra do cytoplazmy
(Izaurralde 1 in., 1995). U roslin potwierdzono jak dotychczas role CBC w splicingu pre-
mRNA, w ktory zaangazowane jest rowniez SE (Laubinger i in., 2008, Raczynska 1 in.,
2010, 2014). Podwodjny mutant zerowy genow kodujacych podjednostki AtCBC wykazuje
podobienstwa do se-/ zaréwno pod wzglgdem fenotypu, jak i zaburzen biogenezy miRNA

(Laubinger 1 in., 2008, Zielezinski i in., 2015).
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W trakcie biogenezy miRNA aktywnos¢ DCLI1 jest regulowana dodatkowo przez
biatko PRL1 (PLEIOTROPIC REGULATORY LOCUSI) oraz TGH (TOUGH) (Zhang
11in., 2014, Ren 1 in., 2012a) (Ryc. 3). Drugie z wymienionych biatek wplywa réwniez na
ilos¢ pri-miRNA zasocjowanych z HYLI. Prawidlowe funkcjonowanie HYLI1
w dojrzewaniu prekursorow miRNA zalezy z kolei od statusu jego fosforylacji, ktory
reguluje biatko CPL1 (C-TERMIANL DOMAIN PHOSPHATASE-LIKE1) (Manavella
11n., 2012). Wykazano, ze dzigki oddzialywaniom CPL1 z SE i HYL1, utrzymywana jest
defosforylacja ostatniego z wymienionych bialek, wymagana dla prawidtowego przebiegu
procesu biogenezy miRNA (Jeong i in., 2013). Aktywno$¢ HYL1 regulowana jest rowniez
przez inne elementy komoérkowe. MOS2 (MODIFIER OF SNC2) to biatko wigzace RNA,
ktorego obecno$¢ wymagana jest dla prawidtowej lokalizacji HYL1 w ciatach D (Wu i in.,
2013). Kolejne biatko, nazywane dotychczas proteaza X, odcina aminowy fragment HYLI,
prowadzac w ten sposéb do degradacji HYL1 (Cho i in., 2014). COP1 (CONSTANS
PHOTOMORPHOGENIC 1) zapobiega natomiast temu procesowi podczas ekspozycji
roslin na $wiatto, kiedy specjalnie w tym celu przenoszone jest do cytoplazmy.
W przypadku biatek SIC (SICKLE) i RACK1 (RECEPTOR FOR ACTIVATED C
KINASE), nie poznano doktadnego mechanizmu ich zaangazowania w biogenez¢ miRNA.
Pierwsze z nich znajduje si¢ w miejscu wystepowania HYL1, przez co sugeruje si¢, ze
moze stymulowaé¢ jego funkcjonowanie (Zhan 1 in., 2012). W mutancie rack-I1
zaobserwowano natomiast obnizony poziom wigkszosci miRNA w porownaniu do roslin
typu dzikiego, co moze by¢ efektem zaburzenia bezposredniego oddziatywania migdzy

RACKI1 i SE (Speth i in., 2013).

Wynikiem aktywnos$ci wszystkich wspomnianych wyzej biatek jest uwolnienie
z pierwotnego prekursora dupleksu miRNA/miRNA* tj., dwuniciowego RNA o dtugosci
21-24 nukleotydow, ktoéry w celu uniknigcia degradacji ulega nastgpnie specyficznej dla
roslin metylacji (Yu 1 in., 2005, Li i in., 2005). Biatkiem odpowiedzialnym za ten proces
jest HEN1 (HUA1 ENHANCERI1), ktore rozpoznaje dwa niesparowane nukleotydy na 3’
koncach obydwdch nici 1 w obecno$ci jondw magnezu katalizuje proces 2’-O-metylacji
(Boutet i in., 2003, Yang i in., 2006, Huang i in., 2009). Prowadzi to do inhibicji urylydacji
3> koncéw RNA, prowadzonej przez biatko HESO1 (HEN1 SUPPRESORI1) (Ren 1 in.,
2012b). Dupleksy miRNA/miRNA* po metylacji sg nastgpnie transportowane do
cytoplazmy dzigki aktywnos$ci eksportyny HST (HASTY) (Bollman i in., 2003).
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Ryc. 3 Schemat biogenezy miRNA u roslin z zaznaczeniem biatek pomocniczych,
zaangaiowanych w ten proces

DCLI1 — DICER-LIKE 1 (endorybonukleaza typu Ill); HYL1 — HYPONASTIC LEAVES 1,
SE — SERRATE; CBC — kompleks wigzqcy czapeczke;, HENI — 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;
CPL] — C-TERMINAL DOMAIN PHOSPHATASE LIKE I; COPl — CONSTITUTIVE
PHOTOMORPHOGENIC 1; MOS2 — MODIFIER OF SNCI1-2; PRLI — PLEIOTROPIC
REGULATORY LOCUS 1; RACKI — RECEPTOR FOR ACTIVATED C KINASE 1; STAl
— STABILIZEDI; RS - ARGININE/SERINE-RICH SPLICING FACTOR; GRP7 -
GLYCINE-RICH RNA-BINDING PROTEIN; HESOI — HEN1 SUPPRESSOR 1; DDLI —
DAWDLE
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1.2. FUNKCJONOWANIE miRNA W CYTOPLAZMIE

W cytoplazmie jedna z czasteczek dupleksu miRNA/miRNA* jest wiaczana
w kompleks efektorowy RISC (ang. RNA-induced silencing complex). Gldwnym jego
elementem jest biatko AGO (ARGONAUTE), ktore posiada aktywnos$¢ katalityczng
wymagang po rozpoznaniu i zwigzaniu docelowego mRNA. Pomimo obecnos$ci
u A. thaliana 10 biatek AGO, AGOI1 jest gtéwnym elementem odpowiedzialnym za
regulacje ekspresji gendw przy udziale miRNA (Baumberger 1 Baulcombe, 2005). Rola
tego biatka w organizmach roslinnych jest tak istotna, ze mutacja unieczynniajaca
catkowicie 4GOI prowadzi do ich zamierania na etapie siewki (Bohmert i in. 1998).
Doktadny mechanizm przylaczania jednej z nici dupleksu miRNA/miRNA* do AGO1 nie
jest jeszcze poznany. Dotychczasowe doniesienia wskazujg na role biatka szoku cieplnego
HSP90 (HEAT SHOCK PROTEIN) w tym procesie (Iki i in., 2010). W 2010 roku
zaproponowano model, w ktérym do AGO1 wiaze si¢ dimer HSP90. Nastepnie do biatka
szoku cieplnego przytaczane jest ATP, ktorego hydroliza prowadzi do zmiany konformacji
HSP90 1 AGOI1, co daje drugiemu z tych biatek mozliwo$¢ zwigzania dwuniciowego
RNA. W przeciwienstwie do dupleksu siRNA, w przypadku miRNA/miRNA* nie jest
wymagana aktywnos$¢ katalityczna AGO1 w celu uwolnienia jednej z nici. Wybor nici
odbywa si¢ na podstawie réznicy w termostabilnosci ich koncéw 5° — ni¢ o nizszej
termostabilnosci jest zatrzymywana w kompleksie RISC, jako ni¢ wiodaca (Eamens 1 in.,
2009). Wykazano jednoczes$nie, ze brak biatka HYL1 w komorce powoduje zaburzenia

tego procesu.

Po uwolnieniu jednej nici z miRNA/miRNA*, kompleks RISC rozpoznaje
docelowy mRNA dzieki komplementarnosci zasad migdzy miRNA i mRNA oraz reguluje
jego poziom na drodze jednego z dwoch mechanizméw. Pierwszy z nich to
endonukleolityczne cigcie transkryptu, katalizowane przez AGO!1 (Parker i in., 2004).
Proces ten =zachodzi czeSciej u roslin niz u zwierzat ze wzgledu na wysoka
komplementarno$¢ migdzy miRNA i mRNA, wystepujaca w pierwszej grupie organizmow
(Mallory 1 in., 2004b). W wyniku tej aktywnos$ci AGO1 transkrypt zostaje zdegradowany.
Aktywnos¢ niektorych miRNA prowadzi do powstania innej klasy krotkich RNA tzw. ta-
siRNA (ang. trans-acting interfering RNA) (Allen i in., 2005, Gasciolli i in., 2005).
Czasteczki te generowane sg ze specyficznych dla nich transkryptow RNA Pol 11, tj. TAS
RNA, do ktérych po cigciu katalizowanym przez AGO4 zasocjowanym z miRNA,
dosyntetyzowana jest druga ni¢, dzigki aktywnosci RNA-zaleznej polimerazy RNA
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(RDR6). Taki dwuniciowy substrat jest nastgpnie trawiony przez DCL4
do 21-nukleotydowych krétkich RNA (Vazquez i in., 2004, Xie i in., 2005b).

Drugi sposob regulacji powstawania bialek przez miRNA polega na hamowaniu
translacji mRNA. Pierwsze doniesienie na ten temat u Arabidopsis dotyczylo linii ze
zwigkszong zawartoscig miR172a, w ktorej zaobserwowano zmniejszong ilos¢ biatka
APETALA2 bez wplywu na poziom jego mRNA (Aukerman i Sakai, 2003). Wiadomo
jednak, ze wspomniane miRNA moze rowniez prowadzi¢ do cigcia transkryptu
pochodzacego z AP2, gdyz zidentyfikowano produkty tej reakcji (Kasschau i in., 2003).
Doktadny mechanizm hamowania translacji przy udziale miRNA nie jest jeszcze poznany.
Ostatnie doniesienia sugeruja, ze proces ten odbywa si¢ przy udziale siateczki
endoplazmatycznej (ER), a dokfadnie zasocjowanego z nig biatlka AMP1 (ALTERED
MERISTEM PROGRAMI1) (Li i1 in., 2013). W polisomach zwigzanych z ER
udokumentowano zalezng od AMP1 obecnos¢ AGOI1 oraz wystgpowanie docelowych
mRNA. Ponadto, wykazano réwniez, ze o sposobie regulacji ekspresji gendw przez
miRNA decyduje partner DCL1, tj. HYL1 lub DRB2. Obecnos¢ HYL1 prowadzi do cigcia

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

1.3. ZWIAZEK BIOGENEZY miRNA Z INNYMI PROCESAMI
METABOLIZMU RNA
Przedstawiona powyzej ztozono$¢ struktury MIR oraz procesu biogenezy miRNA
wymaga, ale rdwniez umozliwia zaangazowanie innych maszynerii metabolizmu RNA
w regulacje poziomu tych krétkich RNA w komodrce. W trakcie ostatnich lat badan
pojawialy si¢ informacje o powigzaniu biogenezy miRNA ze splicingiem. Pierwsza z nich
to identyfikacja introndw w niezaleznych jednostkach transkrypcyjnych kodujacych
miRNA, a takze obecnos¢ tych krotkich RNA w intronach gendéw kodujacych biatka i inne
RNA (Rajagopolan i in., 2006, Szarzynska i in., 2008, Zielezinski 1 in., 2015). Szczegdlnie
w tym drugim przypadku powinna wystgpowaé zalezno$¢ miedzy biogenezag miRNA
1 procesem wycinania intronow, jednakze wykazano, ze splicing odgrywa rowniez istotng
role w dojrzewaniu prekursoréw zawierajacych strukture spinki do wloséw w swoich

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

W celu oceny roli splicingu intronéw w prekursorach egzonowych miRNA, ro$liny
A. thaliana z nieaktywnym MIR163 transformowano konstruktami, w ktorych w genie

kodujagcym miR163 usuni¢to intron lub zmutowano jego miejsce donorowe,
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uniemozliwiajgc w ten sposob pdzniejsze wycigcie intronu w roslinach (Bielewicz i in.,
2013). W obydwoch przypadkach zaobserwowano obnizony poziom dojrzatej czasteczki
miR163 w porownaniu z ro§linami transformowanymi konstruktem kodujacym natywny
wariant MIR163. Podobne rezultaty uzyskano w przypadku eksperymentow dotyczacych
powstawania miR161 i miR172b (Bielewicz i in., 2013, Schwab i in., 2013). Wyniki te
wskazaty wigc na stymulujaca role miejsca donorowego w biogenezie miRNA,
pochodzacych z transkryptow zawierajacych intron za strukturg spinki do wioséw (Ryc. 4)

(Szweykowska-Kulinska i in., 2013).

Ryc. 4 Schemat przedstawiajqcy proponowang role kompleksu snRNP Ul w biogenezie
miRNA (stymulacja) i w ochronie transkryptow przed przedwczesng poliadenylacjq

CBC — kompleks wigzgcy czapeczke; SE — SERRATE,; DCL-1 — DICER LIKEI; SR — biatka
bogate w arginine i seryne (ang. RS-rich); 5’ss — miejsce donorowe; 3’ss — miejsce
akceptorowe,; bialymi prostokqtami zaznaczono sygnal ciecia i poliadenylacji
(Szweykowska-Kulinska i in., 2013, zmodyfikowane)

W trakcie analiz dojrzewania pri-miR163 zaobserwowano aktywacje
alternatywnego miejsca poliadenylacji, znajdujacego si¢ w intronie z unieczynnionym
miejscem donorowym (Bielewicz i in., 2013). Prowadzilo to do powstania krotszego
bezintronowego prekursora, ktérego wydajnos¢ dojrzewania byla za niska, zeby
wytworzy¢ odpowiednig ilos¢ miR163. Wyniki te sugeruja zaangazowanie kolejnej
maszynerii RNA, tj. poliadenylacyjnej, w regulacj¢ biogenezy miRNA. Wykazano jednak,
ze w wyborze miejsc poliA w pre-mRNA duza rol¢ odgrywa spliceosom, w tym
szczegbOlnie kompleks snRNP Ul, ktory oddzialuje specyficznie z miejscem donorowym
1 chroni transkrypt przed przedwczesnym cigciem 1 poliadenylacjg (Kaida i in., 2010).
Zasugerowano wigc, ze podobng role bedzie pehit ten kompleks w trakcie biogenezy

miRNA (Ryc. 4) (Szweykowska-Kulinska 1 in., 2013).
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Kolejny przyktad niezbednej roli splicingu w trakcie biogenezy miRNA pochodzi
z badan nad rodzing miR444 u roélin jednolisciennych. Czasteczki miRNA 1 miRNA*
rozdzielone sg w ryzu, Brachypodium, kukurydzy, trzcinie cukrowej i pszenicy intronem,
ktorego wycigcie jest wymagane dla powstania prawidlowego substratu dla maszynerii
biogenezy miRNA (Lu i in., 2008, Sunkar i Jagadeeswaran, 2008). Wycigcie intronu jest
tez niezbedne w trakcie powstawania miR400, znajdujacego si¢ u A. thaliana w intronie
genu kodujacego biatko o nieznanej do tej pory funkcji (Yan i in., 2012). W wyniku stresu
temperaturowego (37 °C) zaobserwowano wzmozone wycinanie intronu, co korelowato
z podniesieniem poziomu dojrzatej czasteczki. Stymulujaca rolg ciepta w wycinaniu
intronow, w ktérych znajduja si¢ czasteczki miR160a i miR5175a zaobserwowano réwniez
w jeczmieniu (Kruszka 1 in., 2014). Ze zwickszong aktywnos$cig spliceosomu zwigzana
byta efektywniejsza biogeneza tych miRNA. Przeciwng relacje zaobserwowano natomiast
analizujac dojrzewanie pri-miR162a (Barciszewska-Pacak i in., 2016). W wyniku
traktowania ro$lin A. thaliana susza i stresem solnym zahamowano wycinanie intronu
zawierajacego miR162a, czemu towarzyszyt wzrost poziomu dojrzatej czasteczki

w porownaniu z ros$linami kontrolnymi.

W komorkach ludzkich zaobserwowano, ze cze$ciowe wyciszenie genu kodujacego
ludzki homolog AtU1-70K, jeden z gtdéwnych elementow snRNP U1, powoduje obnizenie
poziomu intronowej czasteczki miR211 (Janas i in., 2011). W kompleksie z maszynerig
splicingowa odnotowano natomiast obecnos¢ prekursoréw innych czasteczek, tj. miR106b,
miR93 i miR25 (Agranat-Tamir 1 in.,, 2014). Wykazano réwniez, ze zahamowanie
splicingu intronu, w ktorym te prekursory si¢ znajduja, powoduje podniesienie poziomu
dojrzatych czasteczek. Ponadto, czgsciowe wyciszenie ekspresji genu kodujacego Drosha,
glownego enzymu odpowiedzialnego za dojrzewanie pri-miRNA w jadrze komorek

ludzkich, zwigzane byto ze zwigkszong wydajnoscig wycinania wspomnianego intronu.

Opisane powyzej przypadki wskazuja na Sciste powigzanie procesu wycinania
intron6w 1 biogenezy miRNA. Nie wiadomo jednak byto, ktore biatka odpowiedzialne sa
za tg regulacje. W proces ten moglyby by¢ zaangazowane SE i CBC, ze wzgledu na
opisang ich podwdjng funkcje w dojrzewaniu RNA (Laubinger i in., 2008, Raczynska i in.,
2010, 2014). Jak juz wyzej wspomniano, biatka te biorg udziat w biogenezie miRNA, jak
réwniez w wycinaniu intronéw 1 alternatywnym sktadaniu transkryptéw. U A. thaliana
zidentyfikowano tez inne biatka, oddziatujace z elementami maszynerii biogenezy miRNA

i/lub zaangazowane w wycinanie intronow z pri-miRNA. Do biatek tych nalezy STAIl
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(STABILIZED 1), GRP7 (GLYCINE-RICH RNA-BINDING PROTEIN), PRLI
(oddziatujace z DCL1, SE i HYL1), HOSS5 (oddziatujace z SE, HYL1 i CPL1) oraz dwa
biatka nalezace do rodziny bialek bogatych w reszty seryny i argininy (SR), tj. RS41
1 RS41 (Chaabane i in., 2012, Koster i in., 2014, Zhang i in., 2014). Doktadny mechanizm
aktywnos$ci tych biatek, jak réwniez bezposredniego powigzania maszynerii biogenezy

miRNA i spliceosomu nie jest jednak znany.

1.4. SPLICING U ROSLIN

Ze wzgledu na to, ze wigkszo$¢ gendw organizméw eukariotycznych zbudowana
jest z sekwencji niekodujacych (intronéw) oraz kodujacych (egzonow), splicing jest
jednym z podstawowych etapow ekspresji genéw. Zidentyfikowano dwa typy introndw:
U2 i Ul2. Pierwszy z nich charakteryzuje si¢ obecnoscig dinukleotydu GU na 5’ koncu
intronu (miejsce donorowe; splicingowe 5’) i AG w miejscu akceptorowym (splicingowym
3’) (Brown i in., 1996). Dodatkowo migdzy 20. a 50. nukleotydem powyzej miejsca
akceptorowego intronu znajduje si¢ tzw. miejsce rozgatezienia (ang. branch point)
z charakterystycznym dla niego nukleotydem adeninowym. Odleglo$s¢ miedzy miejscem
rozgalezienia 1 akceptorowym jest mniejsza w przypadku intronow typu U12 (Tarn i Steitz,
1997). Nie zawieraja one rowniez charakterystycznego dla intronéw U2 traktu
polipirymidynowego, a w miejscach splicingowych pierwotnie zidentyfikowano
dinukleotyd AU (miejsce donorowe) i AC (miejsce akceptorowe) (Kolossova 1 Padgett,
1997). Pézniej wykazano jednak, ze czg$ciej w tych regionach wystepuje para GT-AG
(Lewandowska i in., 2004).

Splicing jest to proces chemiczny sktadajacy si¢ z dwdch reakeji transestryfikacji
(Ryc. 5). Rozpoczyna si¢ on atakiem grupy hydroksylowej 2’ nukleotydu adeninowego
z miejsca rozgaltezienia na pierwszy nukleotyd intronu od strony 5’ (miejsca donorowego)
1 rozcigciem wigzania fosfodiestrowego. Jednocze$nie powstaje nowe wigzanie 5°-2°
fosfodiestrowe, ktére prowadzi do generacji charakterystycznego produktu o ksztalcie
lassa (ang. lariat intermediate) 1 uwolnienia egzonu od strony 5’ transkryptu. W drugim
etapie grupa hydroksylowa uwolnionego egzonu atakuje i rozcina wigzanie fosfodiestrowe,
znajdujace si¢ na 3’ koncu intronu (miejsce akceptorowe). W ten sposob usuniety zostaje
intron a kolejna reakcja transestryfikacji prowadzi do polaczenia dwdch egzondw ze soba.
Ze wzgledu na to, ze liczba wigzan fosfodiestrowych pozostaje taka sama, reakcje

splicingu nie wymagaja dostepnosci dodatkowych zrodet energii w postaci ATP lub GTP
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(Berget i in., 1977, Padgett i in., 1986). Wymagane s3 one jedknaze do ztozenia maszynerii

zaangazowanej w wycinanie introndw.
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Ryc. 5 Schemat reakcji splicingu pre-mRNA

AG ®| egzon 2

Przerywanymi strzatkami przedstawiono dwie reakcje transestryfikacji; GU, AG — miejsce
donorowe i akceptorowe; A — nukleotyd adeninowy znajdujgcy sie w miejscu
rozgatezienia; P — wigzanie fosfodiestrowe.

Za proces splicingu odpowiedzialny jest duzy kompleks rybonukleoproteinowy
(RNP) — spliceosom. Ze wzgledu na substrat 1 sktad wyrdznia si¢ dwa typy spliceosomow,
tj. konstytutywny, wycinajacy introny U2, i niekanoniczny, zwigzany z intronami Ul2.
Obydwie maszynerie sktadaja si¢ z pigciu krotkich jadrowych RNA, bogatych w reszty
urydynowe (snRNA U, ang. U-rich small nuclear RNA) oraz ponad setki biatek.
Spliceosom konstytutywny zawiera 5 typow snRNA U, tj. Ul, U2, U4, U5 i U6. Cztery
z nich powstajg na drodze transkrypcji dzieki polimerazie RNA II, natomiast snRNA U6
wymaga aktywno$ci polimerazy RNA III (Waibel 1 Filipowicz, 1990). W spliceosomie
niekanonicznym w zamian za snRNA Ul, U2, U4 i U6, wystepuja czasteczki Ul1, Ul2,
U4atac 1 U6atac (Tarn 1 Steitz, 1997). Czasteczki snRNA w polaczeniu z biatkami
specyficznymi, Sm 1 Lsm tworza wigksze struktury wchodzace w sktad trzonu
spliceosomu, tj. komplekséw rybonukleoproteinowych - snRNP (ang. small nuclear

rybonucleoproteins).

Badania prowadzace do wyselekcjonowania gendw kodujacych elementy

spliceosomu kanonicznego u A. thaliana doprowadzity do identyfikacji 74 gendow
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kodujacych snRNA U i ponad 395 gendéw kodujacych biatka (Wang i Brendel, 2004).
Ponadto, zidentyfikowano 15 bialek Sm, z ktorych siedem znajduje si¢ w kompleksie
snRNP Ul, U2, U4 i US, a kolejne siedem (Lsm, Lsm-like) buduje snRNP U6 (Will
1 Lithrmann, 2001). Pozostate jedno biatko, Lsm1, nie ma zdolnosci do wigzania snRNA.
Funkcja biatek Sm jest tworzenie platformy do oddziatywan z biatkami specyficznymi dla
kazdego kompleksu snRNP.

Mechanizm tworzenia si¢ konstytutywnego spliceosomu u roslin nie jest jeszcze
scharakteryzowany. U zwierzat proces ten zaczyna si¢ od zwigzania snRNP U1 z miejscem
donorowym 1 snRNP U2 z miejscem rozgalezienia (Reed 1996) (Ryc. 6). Proces
rozpoznania tych elementow wymaga komplementarnosci sekwencji pre-mRNA
z odpowiednig czasteczkg snRNA U (Kandel-Lewis i1 Seraphin, 1993). Zazwyczaj snRNP
Ul oddzialuje z transkryptem jako pierwszy, jednakze u drozdzy dowiedziono,
ze kolejnos¢ przytaczania snRNP Ul i U2 moze by¢ odwrdcona (Shcherbakova i in.,
2013). W wyniku zwigzania obydwoch wspomnianych rybonukleoprotein powstaje tzw.
kompleks A, do ktorego utworzenia wymagana jest dodatkowo hydroliza ATP (Barabino
1 in., 1990). Energia potrzebna jest rowniez w kolejnym etapie, w trakcie wigzania
potrojnego kompleksu tri-U5/U4/U6 snRNP, ktére prowadzi do powstania kompleksu B.
Nastepnie snRNP Ul oddysocjowuje od miejsca donorowego, uwalniajagc w ten sposéb
region wigzania dla snRNP U6, do ktoérego dochodzi po uwolnieniu snRNP U4 (kompleks
B’). Odfaczenie tej ostatniej rybonukleoproteiny jest wymagane ze wzgledu na to,
ze snRNA U4 1 U6 oddziatuja ze sobg w momencie rekrutacji do spliceosomu (Teigelkamp
11n., 1994, Roy 1 in., 1995). Uwolnienie snRNP U4 umozliwia zbudowanie kompleksu
miedzy U6 1 U2, ktéry uwazany jest za centrum katalityczne spliceosomu. snRNP U4 petni
wiec w komoérce role inhibitora, blokujac aktywno$¢ U6 dopoki nie dojdzie
do prawidlowej orientacji miejsc splicingowych wzgledem siebie (Wassarman i Steitz,
1993). W wyniku oddzialywania migdzy snRNP U6 1 U2 zachodzi reakcji transestryfikacji,
prowadzaca do powstania produktu posredniego o strukturze lassa (kompleks C).
Ze strukturg tg zwigzane pozostaja kompleksy U2, U5 i U6, miejsce akceptorowe zostaje
rozcigte, a egzony ulegaja ligacji. Intron nastgpnie jest uwalniany z maszynerii
splicingowej 1 degradowany, a wszystkie kompleksy snRNP moga by¢ ponownie

wykorzystane (Rogers 1 Wall, 1980).

Ze wzgledu na doniesienia wykazujace istotng rol¢ miejsca donorowego intronu

w biogenezie miRNA, kompleks snRNP Ul wydaje si¢ by¢ szczegdlnie interesujgcym
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elementem maszynerii splicingowej w kontekscie produkeji tych krotkich niekodujacych

RNA.

pre-mRNA
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kompleks A Q\v
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Ryc. 6 Schemat budowania konstytuwnego spliceosomu w trakcie reakcji splicingu
pre-mRNA

Linig zaznaczono intron, znajdujgcy sie miedzy dwoma egzonami (prostokqty egzon 11i 2),
ktory uwalniany jest po reakcji splicingu w postaci lariatu; UI-U6 reprezentujq kompleksy
snRNP UI-US6.

1.5. CHARAKTERYSTYKA KOMPLEKSU snRNP U1l
Biatka snRNP Ul u 4. thaliana zostaly wyselekcjonowane na postawie
podobienstwa sekwencji oraz budowy domenowej z biatkami w komoérkach ludzkich
1 drozdzowych (Lorkovic i in., 2000, Wang i1 Brendel, 2004). Kompleks ten sktada si¢
z dziesigciu biatek specyficznych, tj. AtUIA, AtU1C, AtU1-70K (nazywanych biatkami
rdzeniowymi), oraz AtPRP39a i b, AtPRP40a i b, AtLUC7a i b oraz AtLUC7rl (biatka
pomocnicze). Jak juz wspomniano wcze$niej, tak jak w kazdym innym kompleksie snRNP,

w Ul wystepuje rowniez siedem uniwersalnych biatek Sm. Podstawowym elementem tej
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rybonukleoproteiny jest rowniez niekodujacy RNA, tj. snRNA Ul. U 4. thaliana
zidentyfikowano 14 genéw kodujacych ta czasteczke (Wang i Brendel, 2004). Wykazano,
ze w jej ludzkim odpowiedniku wystepuja cztery charakterystyczne struktury spinki
do wtosow. Spinka do wloséw nr I oddziatuje z biatkiem U1-70K, spinka do wtosow nr II
z biatkiem UIlA, a spinki do wlosow nr III i IV facza si¢ z heteroheptametrycznym
pierscieniem, ktory buduja biatka SmB/B’, SmD1/2/3, SmE, SmF, i SmG (Jovine i in.,
1996). Zasady numer 3-10 snRNA wigza si¢ natomiast z miejscem donorowym
pre-mRNA. Za stabilizacj¢ oddziatywania migdzy tymi dwiema czasteczkami RNA
1 utrzymanie catego kompleksu w aktywnej konformacji odpowiedzialne sg biatka U1A,

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

Biatko UlA pelni swoja funkcje dzigki obecnosci dwoch ewolucyjnie
zakonserwowanych motywow rozpoznajacych RNA (RRM, ang. RNA recognition motif)
(Scherly 1 in., 1989, Will i in., 1993). Analizy majace na celu okreslenie lokalizacji UTA
w komorce roslinnej wykazaty jego obecno$¢ w jadrze komoérkowym jak rowniez

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

o sygnat w postaci skupisk
m sygnat homogenny

Ryc. 7 Lokalizacja biatek  podstawowych kompleksu snRNP Ul
w transfekowanych protoplastach Arabidopsis thaliana

Lokalizacje (A) AtUI-70K, (B) AtUIA i (C) AtUIC zaprezentowano na zdjeciach,
przedstawiajgcych komorki z roznymi rodzajami sygnatow jakie uzyskano (lewy panel)
i w wartosciach liczbowych, przedstawiajgcych procentowy udzial sygnatu homogennego
i w postaci skupisk (prawy panel); strzatki i gwiazdki wskazujg jgderko, groty strzatek
wskazujq ciala Cajala, skala rowna si¢ 8 um (Lorkovic i in., 2008a, zmodyfikowane).
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Ponadto, biatko to w jadrze wystepuje rowniez w tzw. ciatach Cajala, tj. sferycznych,
dynamicznych strukturach bogatych w biatka splicingowe i pre-mRNA (Carmo-Fonseca
1 1n., 1991) (Ryc. 7). Struktury te zawieraja rowniez wiele komponentéw jaderkowych,
w tym fibrylaryng i snoRNP U3 (Raska 1 in., 1990, Jimenez-Garcia i in., 1994). Doktadna
funkcja ciat Cajala nie jest scharakteryzowana, sugeruje si¢ jednak ich rol¢ w sktadaniu lub
recyklingu elementow splicingowych, dojrzewaniu 3’ koncoéw histonowych mRNA oraz
procesowaniu lub transporcie snRNA U3 (Shaw 1 in., 1993, Gall i in., 1995, Lamond
1 Earnshaw, 1998). Z tego powodu ciata Cajala cz¢sto wystepuja na peryferiach jaderka,
w ktoérym réwniez obserwowano AtU1A (Lorkovic i in., 2008a) (Ryc. 7).

Kolejne biatko snRNP Ul u A. thaliana, tj. AtU1C, charakteryzuje si¢ podobnym
sygnatem do AtUIA (Lorkovic i in., 2008a) (Ryc. 7). Obecne jest ono w jadrze oraz
w cytoplazmie. UIC, jako jedyne z biatek rdzeniowych snRNP Ul nie ma zdolnosci do
samodzielnego wigzania RNA (Nelissen i in., 1991). W tym celu biatko to potrzebuje
obecnosci innych elementéw kompleksu, w oddzialywanie z ktorymi uwiktany jest jego
motyw palca cynkowego (Nelissen i in., 1991). Wspomniany wyzej dodatkowy sygnat
cytoplazmatyczny, jakim charakteryzuje si¢ AtUIA jak i rowniez AtU1C, moze sugerowac
dodatkowg role tych biatek w komorce, poza uczestnictwem w splicingu. W przypadku
ludzkiego U1A wykazano, ze moze ono regulowaé¢ poziom wilasnego mRNA poprzez
przytaczanie si¢ do konca 3’ UTR 1 inhibicj¢ aktywnosci polimerazy poliA (PAP) (Boelens
1 in., 1993). W procesie tym wymagana jest homodimeryzacja biatka zanim zwigze ono
specyficzng sekwencje mRNA nazywang PIE (ang. polyadenylation inhibition element)
(van Gelder i in., 1993, Gunnewiek 1 in., 2000). W przeciwienstwie do ludzkiego biatka
U1A, roslinny jego odpowiednik nie bierze udzialu w regulacji wtasnego poziomu, ale ma
zdolno$¢ wigzania ludzkiego mRNA UlA w regionie 5’UTR (Simpson i in., 1995).
Nie wiadomo wigc nadal, z jaka funkcja moze si¢ wigza¢ obecno$§¢ AtUIA 1 AtUIC

w cytoplazmie komorek roslinnych.

Biatko AtU1-70K jest najlepiej poznanym biatkiem kompleksu snRNP Ul
u A. thaliana. Na jego zakonserwowanym aminowym koncu znajduja si¢ domeny wigzace
RNA (RRM) oraz rejon bogaty w glicyne. Role tego regionu odkryto w trakcie
eksperymentéw prowadzonych w komoérkach drozdzowych na homologu roslinnego
Ul-70K, tj. SNP1. W wyniku uszkodzenia jego genu w rejonie kodujacym koniec
aminowy bialka, zaobserwowano zaburzenia splicingu i podzialéw komorek (Hilleren 1 in.,

1995). Na karboksylowym koncu AtU1-70K znajdujg si¢ natomiast motywy bogate
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w argining i seryn¢ (ang. RS-rich), odpowiedzialne za oddzialywania z biatkami
splicingowymi AtSR, tj. SR33, SR45, SRZ21, SRZ22 (Golovkin i Reddy, 1998, 1999).
Aktywnos$¢ AtU1-70K regulowana jest przez dwa procesy — alternatywny splicing
1 fosforylacja. Wykazano, ze z genu kodujacego to biatko powstaja dwa transkrypty -
dhugi, zawierajacy intron o dtugosci 910 nukleotyddw 1 krotki, ktory jest jego pozbawiony
(Golovkin i Reddy, 1996). Funkcjonalne biatko, wiazace si¢ specyficznie z snRNA Ul,
powstaje z krotszej izoformy splicingowej, stad zachowanie intronu prowadzi
do eliminacji aktywnosci U1-70K w komorce roslinnej. Drugim kluczowym
mechanizmem regulacji tego biatka jest fosforylacja w regionie RS, ktéra w przypadku
dodania trzech reszt fosforanowych prowadzi do inaktywacji AtU1-70K i splicingu (Tazi
1 in., 1993). Co ciekawe, badania nad lokalizacja komorkowg U1-70K u Arabidopsis
wykazaty, ze w przeciwienstwie do AtUIA 1 AtU1C, biatko to znajduje si¢ tylko w jadrze
komoérkowym (Lorkovic i in., 2008a) (Ryc. 7). Ponadto, w wigkszosci komorek,
transfekowanych plazmidem kodujacym AtU1-70K zaobserwowano tworzenie struktur,

zawierajacych rowniez biatka SR (Lorkovic 1 in., 2008a, 2008b) (Ryc. 7 1 8).

AtSRp34-RFP AtU1-70K-GFP

GFP

. I RFP

Ryc. 8 Wzajemna lokalizacja bialek AtUI-70K i AtSRp34 w transfekowanych
protoplastach Arabidopsis thaliana

Dolny panel przedstawia rozklad sygnatow obydwoch biatek w sekcjach zaznaczonych
liniami (1 i 2); Prawy panel przedstawia natozenia obydwoch sygnatow; strzatkg
zaznaczono jgderko, skala rowna sig¢ 7 um (Lorkovic i in., 2008b, zmodyfikowane).
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W kompleksie snRNP Ul oprocz AtUIA, AtU1C i AtU1-70K wystgpuja rowniez
biatka pomocnicze, tj. AtPRP39a i b, AtPRP40aib oraz AtLUC7a, b i rl (Wang i Brendel,
2004). Jednym z najlepiej scharakteryzowanych biatek z tej grupy jest AtPRP39a, ktore
zawiera dwie domeny zakonserwowanych 34-aminokwasowych powtorzen TPR (ang.
tetratricopeptide repeat), 7 domen HAT (ang. Half-A-TPR) oraz bogata w prolin¢ i alaning
domene¢ C-konicowa o nieznanej dotad funkcji (Wang i in.,, 2007). Sekwencja
aminokwasowa domen TPR oraz ich struktura wykazuje znaczne podobienstwo (ponad
55% w przypadku sekwencji) z drozdzowym homologiem tego biatka, tj. PRP39p, ktoérego
funkcja w dojrzewaniu pre-mRNA jest stabilizacja oddziatywania snRNP Ul z pre-mRNA
(Lockhart i Rymond, 1994). Uszkodzenie PRP39A4 u A. thaliana skutkuje natomiast
pozniejszym kwitnieniem, mierzonym jako ilo$¢ dni wzrostu i catkowitej liczby lisci
w momencie kwitnienia (Wang 1 in., 2007). Mechanizm molekularny lezacy u podstaw
tych zmian rozwojowych nie zostal jednakze dotychczas poznany. Jeszcze mniej
scharakteryzowane jest biatko AtPRP39b, o ktérym wiadomo jedynie, ze zawiera cztery

domeny HAT 1 wykazuje identyczno$¢ sekwencji z AtPRP39a na poziomie 37%.

Kolejnymi elementami pomocniczymi kompleksu snRNP Ul sg biatka AtPRP40.
U Arabidopsis obecne sa trzy geny kodujace czltonkéw tej rodziny, tj. AtPRP40A,
AtPRP40B 1 AtPRP40C. Na podstawie podobienstwa z ludzkimi i drozdzowymi
komponentami snRNP Ul, produkty tylko dwoch pierwszych wymienionych genoéw
zaliczane s3 do tego kompleksu u ros$lin (Wang i Brendel, 2004). Charakteryzuje
je obecno$¢ dwoch domen WW, w ktorych wystepuja zakonserwowane reszty
tryptofanowe, odpowiedzialne za wigzanie biatek z motywami bogatymi w proliny i/lub
elementami zawierajacymi fosforylowane seryny i treoniny (Sudol i in., 1995, Chen
1 Sudol, 1995, Macias 1 in., 2002). Motywom WW czesto towarzysza domeny bogate
w fenyloalaning, tj. FF (Bedford i Leder, 1999). W biatkach PRP40 znajduja si¢ cztery
takie elementy, ktore wraz z domenami WW zaréwno u roslin, drozdzy oraz w komorkach
ludzkich sg odpowiedzialne za oddzialywanie z C-terminalng domeng (CTD) najwigkszej
podjednostki RNA Pol II (Morris i Greenleaf, 2000, Allen i in., 2002, Kang i in., 2009).
Ponadto, w komorkach ludzkich i/lub drozdzowych wykazano wigzanie biatek PRP40
z innymi elementami spliceosomu, tj. elementami snRNP Ul (Snu71, LUC7p), U2
(U2AF65), U5 (Prp8p) oraz biatkami wigzacymi si¢ do miejsc rozgatezienia (MslSp, BBP,
SF1) (Abovich i Rosbash, 1997, Ester i Uetz, 2008, Becerra i in., 2015). Zidentyfikowano

réwniez oddzialywania mig¢dzy ludzkimi i/lub drozdZzowymi PRP40 i elementami innych
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maszynerii zaangazowanych w metabolizm RNA, tj. poliadenylacyjnej (CPSF6),
kompleksu jadrowego kierujacego mRNA do degradacji przez egzosom (ZCCHCS) oraz
faczacego egzony (RNPS1) (Colland 1 in., 2004, Sakashita i in., 2004, Ingham 1 in., 2005).
Rola wymienionych oddziatywan nie jest w wiekszosci przypadkéw jednak poznana.
Dotychczas wykazano, ze oddzialywania mi¢dzy ludzkim PRPF40B i SF1 oraz U2AF65
bierze udzial w regulacji alternatywnego splicingu transkryptow genoéw zwigzanych
z apoptoza (Becerra 1 in., 2015). Ponadto, sugerowano, ze dzigki oddzialywaniu z CTD
RNA Pol II, drozdzowy homolog, tj. PRP40p, jest odpowiedzialny za rekrutacje
spliceosomu do polimerazy i ko-transkrypcyjny splicing (Goldstrohm i in., 2001). Kolejne
doniesienia jednakze zaprzeczaja, zeby w tym procesie braty udziat domeny WW PRP40p,
gdyz po ich usunigciu z biatka nie zaobserwowano zadnych zmian w splicingu oraz
rekrutacji snRNP Ul i U2 do pre-mRNA (Gornemann i in., 2011). Ze wzgledu na
trudnosci w rekrutacji elementéw snRNP U5, domeny te miatyby by¢é w zamian
zaangazowane w pozniejsze etapy budowania spliceosomu. Poza wspomniang zdolnoscig
do oddziatywania z CTD RNA pol II, funkcja roslinnych biatek PRP40 nie jest jeszcze

scharakteryzowana.

Biatka LUC7 sg ostatnig grupa elementdw pomocniczych snRNP Ul. U 4. thaliana
zidentyfikowano trzy bialtka z tej rodziny: AtLUC7a, AtLUC7b oraz AtLUC7rl. Podobnie
do biatek PRP, ich funkcja u roslin nie jest poznana. Drozdzowy homolog, LUC7p,
zidentyfikowano dzigki mutacji jego genu, powodujacej letalno$¢ komoérek z dodatkowym
brakiem CBC (Fortes i1 in., 1999). Zarowno ludzki, jak i drozdzowy homolog biatek
AtLUC7 zawiera w obrebie konca karboksylowego powtdrzenia sekwencji
aminokwasowych arginina-seryna (RS) 1 arginina-glutamina (RE). Fragment ten
zaangazowany jest w oddziatywania z pierwszymi motywami FF biatka drozdzowego
PRP40 (Ester i Uetz, 2008). Ponadto, w biatkach AtLUC7 obecne sa dwa motywy palca
cynkowego, z ktorych pierwszy nalezy do typu C3H (cysteina 3, histydyna), drugi
natomiast do C2H2.

Przedstawiony powyzej opis snRNP Ul wskazuje na niewielkg wiedz¢ o tym
kompleksie u A. thaliana. Ponadto, ciggle niedostepne s3 informacje dotyczace
bezposrednich oddziatywan miedzy maszyneria biogenezy miRNA 1 splicingowa,
odpowiedzialnych za regulacj¢ dojrzewania pri-miRNA zardwno w komorkach roslinnych
jak 1 zwierzecych. Ze wzgledu na istote tej regulacji niezbedne jest poglebienie wiedzy

w tym zakresie.
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2. CEL PRACY

Dotychczasowe doniesienia literaturowe wskazuja na funkcjonalne powigzanie
biogenezy miRNA i wycinania introndw znajdujacych si¢ w ich prekursorach. Pomimo
istotnej roli tej regulacji w funkcjonowaniu organizmoéw roslinnych nie zidentyfikowano
dotychczas bialek bezposrednio w nig zaangazowanych. Celem niniejszej rozprawy
doktorskiej bylo wiec odkrycie i zrozumienie interakcji pomiedzy maszynerig biogenezy
miRNA 1 spliceosomem. Postawiono hipoteze, ze SERRATE, ros$linne biatko
zaangazowane w biogenez¢ miRNA oraz splicing pre-mRNA, peli kluczowa role
w molekularnej komunikacji migdzy DCLI1, tj. endorybonukleazg, wycinajaca miRNA
z ich prekursoréw, 1 maszynerig odpowiedzialng za usuwanie intronow. Ze wzgledu na
kluczowa rol¢ miejsca donorowego intronu w dojrzewaniu pri-miRNA, potencjalnych
partneréw SE szukano ws$rod kompleksu bezposrednio oddziatujacego z tym regionem
RNA, tj. wsrod snRNP Ul. Celem niniejszej rozprawy bylo takze zrozumienie
mechanizmu odpowiedzialnego za podwojng role SE 1 kompleksu wigzacego czapeczke
(CBC, ang. cap binding complex) w metabolizmie RNA, tj. biogenezie miRNA

1 wycinaniu intronéw z pierwotnych transkryptow.
Prace badawcze podzielono wigc na nastepujace zadania:

1. Charakterystyka oddzialywania SERRATE z ros§linnym kompleksem wigzacym
czapeczke (AtCBC)

2. Identyfikacja biatka/biatek snRNP U1, ktore oddzialuja z SERRATE

3. Charakterystyka oddzialywan SERRATE/snRNP U1

4. Analiza roli oddziatywan SERRATE/snRNP U1l w biogenezie miRNA
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3. MATERIALY

3.1. Material roslinny
W trakcie eksperymentéw wykorzystywano nastepujace linie roslin Arabidopsis thaliana
ekotyp Columbia-0:
* Rosliny typu dzikiego (wt)
* Rosliny ze zmutowanym genem kodujacym SERRATE (412g27100):
se-1 — wskutek delecji 7 nukleotydow w roslinach tych powstaje przedwczesny kodon
stop (Prigge 1 Wagner, 2001). Biatko jest wigec krotsze o 20 aminokwasow od konca
karboksylowego, czego skutkiem jest fenotyp o plejotropowym charakterze. Wykazano
zaburzenia w trakcie embriogenezy, przyspieszone przejScie z fazy wegetatywnej do
generatywnej, zabkowanie lisci, nieprawidtowa filotaksje¢ przy kwiatostanie
1 nadwrazliwo$¢ na kwas abscysynowy (Prigge i Wagner, 2001, Yang i in., 2006).
se-2 — linia z insercjg T-DNA, ktorej przyblizona lokalizacja to dziesiaty egzon genu.
W trakcie eksperymentéw niniejszej pracy zidentyfikowano dokladne miejsce T-DNA,
ktorego obecnos$¢ réwniez wywotuje plejotropowe zmiany fenotypowe o charakterze
powazniejszym w poréwnaniu z se-1 (Grigg i in., 2005).
» Rosliny z nadekspresjg transgenu, kodujacego biatko fuzyjne mRFP-Koilina
(At1g13030) (Collier i in., 2005). Biatko to wykorzystywano, jako marker ciat
Cajala.
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3.2. Oligonukleotydy

NAZWA SEKWENCJA CEL
Dwuhybrydowy system drozdzowy
F pGADT7 AD | GATGTTTAATACCACTACAATGG

R_pGADT7 AD
F_pGBKT7

R_pGBKT7
F_SE_FL_Ndel

F_SEAN_Ndel
R_SE_FL_EcoRI
R_SEAC_EcoRI
F_SE_FL_EcoRI
F _SEAN_EcoRI
R_SEAC_BamHI
R_SE_FL_BamH
i“_UlA_NdeI

R _U1A_EcoRI
F_U1C_EcoRI

R _U1C_BamHI
F_U1-70K_Ndel
R_U1-70K_Ndel
R_U1-70K_PstI
F_PRP39a_EcoR
L_PRP39a_Bam
HI
F_PRP39b_EcoR
I

R_PRP39b_Bam
HI

ATGAT
GTGCACGATGCACAGTTGA

TCATCGGAAGAGAGTAGTAACAA
AGG
ATAAGAAATTCGCCCGGAATTAG

GGGAATTCCATATGATGGCCGATG
TTAATCTTCCTC
GGGAATTCCATATGGGATTGATGT
CATACAAACAATTTATC
CCGGAATTCTTATTACTACAAGCTC
CTGTAATCAATAACG
CCGGAATTCTTATTAATAGTTCTGA
AAATACAGTTCTTCCCG
CCGGAATTCATGGCCGATGTTAAT
CTTCCTC
CCGGAATTCGGATTGATGTCATAC
AAACAATTTATC
CGCGGATCCITATTAATAGTTCTG
AAAATACAGTTCTTCCCG
CGCGGATCCTTATTACTACAAGCT
CCTGTAATCAATAACG
GGAATTCCATATGATGGAGATGCA
AGAGGCTAATC
CCGGAATTCTTATTACTATTTCTTG
GCATACGTGATGAG
CCGGAATTCATGCCGAGGTATTAC
TGTGATTATTG
CGCGGATCCITATTACTACTCATTG
CTTTCAGGAGATTCA
GGAATTCCATATGATGGGAGACTC
CGGCGATC
GGAATTCCATATGITATTATCAACG
AACATACTCTCGCGATT
AAAACTGCAGTTATTATCAACGAAC
ATACTCTCGCGATT
CCGGAATTCATGGGTGACAGCGA
GGCCA
CGCGGATCCTITATTATCAGTAGTA
CGTGTTGTAGTACGCTTGAGG
CCGGAATTCATGGTGACGACGGA
GGTTAG
CGCGGATCCTITATTATCATATAGA
ACTGATGGAAGTGTCAGA

Kolonijna PCR

Amplifikacja sekwencji
kodujacej SERRATE
(4t2g27100) (petne;j
dtugosci 1 skrocone;j
wersji biatka)

Amplifikacja sekwencji
kodujacej AtUTA
(At2g47580)

Amplifikacja sekwencji
kodujacej AtU1C
(At4g03120)

Amplifikacja sekwencji
kodujacej AtU1-70K
(At3g50670)

Amplifikacja sekwencji
kodujacej AtPRP39a
(At1g04080)

Amplifikacja sekwencji
kodujacej AtPRP39b
(At5g46400)
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F_PRP40a_Ndel
R _PRP40a_EcoR
{T_PRP40b_NdeI
R _PRP40b_EcoR
;‘_LUC7 a_EcoRI
R_LUC7a_Xhol
F_LUC7a_Ncol
R_LUC7a_EcoRI
F_LUC7b_EcoRI
R _LUC7b_Bam
HI
F_LUC7rl_Ndel

R _LUC7rl_Bam
HI

F_pMAL
R_pMAL
F_SE_Xhol

R_SE_Sall
F SE Core Xho

I
R_SE Core_Sall

F_SE_FL_cacc
R _SE_FL

R_SE_FL-STOP
F_SEAN_Notl

R _SE_FL_Ascl

F_SE_FL_Notl

GGAATTCCATATGGCGAATAATCC
TCCG
CCGGAATTCTTATTACTCCCCAAC
TTCTCCATCCT
GGAATTCCATATGGCTAATAACCA
TCAATATCCTG
CCGGAATTCTTATTAATACCGACC
ACATTCTCCATC
CATGCCATGGACGCTATAAGGAA
GCAG
CCCCTCGAGTTATTACTAGTAGCG
GTTGTGACGCCTGT
CATGCCATGGACGCTATAAGGAA
GCAG
CCGGAATTCTTATTACTAGTAGCG
GTTGTGACGCCTGT
CCGAATTCATGGACGCTATGAGG
AAGCA
CGCGGATCCTTATTAGTAGCGGTC
ATGGCGTCTG
GGAATTCCATATGGATGCTCAGCG
AGCTCT
CGCGGATCCTTACTAGTATTGGCG
AATGGGGCTTC

Nadekspresja bialek

GACGCGCAGACTAATTCGAG
CTGCCATTCGCCATTCAG
TCCGCTCGAGATGGCCGATGTTA
ATCTTCCTC
ACGCGTCGACTTATTACTACAAGC
TCCTGTAATCAATAACG
TCCGCTCGAGGGATTGATGTCATA
CAAACAATTTATC
ACGCGICGACITATTAATAGTTCTG
AAAATACAGTTCTTCCCG

Analizy mikroskopowe

CACCATGGCCGATGTTAATCTTCC
TC
CTACAAGCTCCTGTAATCAATAA
CG
CAAGCTCCTGTAATCAATAACG
ATAAGAATGCGGCCGCCGGATTGA
TGTCATACAAACAATTTATC
ITGGCGCGCCGITACTACAAGCTC
CTGTAATCAATAACG
ATAAGAATGCGGCCGCCATGGCCG
ATGTTAATCTTCCTCCG

Amplifikacja sekwencji
kodujacej AtPRP40a
(At1g44910)

Amplifikacja sekwencji
kodujacej AtPRP40b
(At3g19670)

Amplifikacja sekwencji
kodujacej AtLUC7a
(At3g03340)

Amplifikacja sekwencji
kodujacej AtLUC7b
(At5g17440)

Amplifikacja sekwencji
kodujacej AtLUCT7rl
(At5g51410)

Kolonijna PCR

Amplifikacja sekwencji
kodujacej SERRATE
(petnej dtugosci i
skréconej wersji biatka)

Amplifikacja sekwencji
kodujacej SERRATE
(petnej dtugosci i
skréconej wersji biatka)
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R_SEAC_Ascl
F_SE_544 Notl
F_SE_FL_Xhol
R_SE_194_Xhol
R_SE_2103sel_A
scl

F_SE _2041se2_m
utSTOP

R SE 2041se2
mutSTOP

F_PRP39a_cacc
R_PRP39a

F_PRP39b cacc
R _PRP39b

F_PRP40a_cacc
R_PRP40a
F_PRP40b_cacc

R_PRP40b
F_LUC7rl_Notl

R_LUCT7rl_Ascl
F_CBP20_NotI
R_CBP20_Ascl
F_U1A_Notl

R _UIA_Ascl
F_UBQ10
F_tRFP
R_tRFP
R_tRFP_seq

R _35Sterm

F_pENTR
R _pENTR

ITGGCGCGCCGTTAATAGTTCTGA
AAATACAGTTCTTCCCG
ATAAGAATGCGGCCGCCATGAATG
ATCCTAATGCTCCAG
TCCGCTCGAGATGGCCGATGTTA
ATCTTCCTCCG
TCCGCTCGAGGATCCCTTTGAGGA
TTTCCACT
ITGGCGCGCCITAGCTGCGCAGCC
GTCTAGGAT
ACCCAACCCTCCTTTTGAAGGTA
GCGGGAGATTATTACCTGCCCCT
TTTCTG
CAGAAAAGGGGCAGGTAATAAT
CTCCCGCTACCTTCAAAAGGAGG
GTTGGGT
CACCATGGGTGACAGCGAGGCCA
GTAGTACGTGTTGTAGTACGCTT
GAGG
CACCATGGTGACGACGGAGGTTA
G
TATAGAACTGATGGAAGTGTCAG
A
CACCATGGCGAATAATCCTCCG
CTCCCCAACTTCTCCATC
CACCATGGCTAATAACCATCAAT
ATCCTG
ATACCGACCACATTCTCC
ATAAGAATGCGGCCGCCATGGATG
CTCAGCGAGCTCTG
TTGGCGCGCCGGTATTGGCGAAT
GGGGCTTC
ATAAGAATGCGGCCGCCATGGCTT
CTTTGTTCAAGGAG
ITGGCGCGCCGTTAATGTAATGG
GAATTGAAGTGC
ATAAGAATGCGGCCGCCATGGAGA
TGCAAGAGGCTAATC
ITGGCGCGCCGTTTCTTGGCATAC
GTGATGAG
CGATTTTCTGGGTTTGATCG
ATGGTGTCTAAGGGCGAAGA
TTTGTGCCCCAGTTTGCTA
GTGCCCTCCATGTACAGCTT
GCTCAACACATGAGCGAAAC
GTTTTCCCAGTCACGACGTT
ACGACTCACTATAGGGGATATCA
G

Amplifikacja sekwencji
kodujacej AtPRP39a

Amplifikacja sekwencji
kodujacej AtPRP39b

Amplifikacja sekwencji
kodujacej AtPRP40a

Amplifikacja sekwencji

kodujacej AtPRP40b

Amplifikacja sekwencji
kodujacej AtLUCT7rl

Amplifikacja sekwencji
kodujacej AtCBP20
(At5g44200)

Amplifikacja sekwencji
kodujacej AUTA

Kolonijna PCR
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F_GFP
R_GFP

F SE rt
R _SE rt

F_pri-miR159b
R_pri-miR159b
F_pri-miR164c¢
R _pri-miR164c¢

F_pri-miR1888a

R_pri-miR1888a
F_1888a_FS
R _1888a_FS

F_1888a IR
R 1888a_ IR

F_GAPDH3
R_GAPDH3
s snRNAU6

SAIL_QRB3

F_SE_egl0

3.3. Wektory

GCATCGACTTCAAGGAGGAC
GTCCTCCTTGAAGTCGATGC

PCR w czasie rzeczywistym

GCTATGGACCACCCGATAGA .
ACCATGAGGCCTTTCATCAC Poziom mRNA SE
TGCTTGGATCTCTAATGCTGTTCA
TCACCCTGCTAAACCCTCCA

GTGCGAACACAAATGAAATCGAT
ATTCTGTTCTATCCATTGACGATT

Poziom pri-miR159b
(At1g18075)

Poziom pri-miR164c¢

o (415227807)
TCATTATTGGTGGTATCATTATTG . o

G Poziom pri-miR1888a
TGGCTCTGAAACAATCTAAGACC (At5g21100)
CGGCATACGTCAGAAAGGG by .
TCGACAATGAACTTGTAAGTGAA oziom 1ZOToTmy pri-
AG miR 1888a bez intronu

GGAGACACGGTCATTATCCAC
AATTTAGAGTTTATTGAATAACC

Poziom izoformy
pri-miR1888a

TGACGTA Z pozostawionym
intronem
TTGGTGACAACAGGTCAAGCA Poziom mRNA GAPDH
AAACTTGTCGCTCAATGCAATC (At1gl13440)
TCATCCTTGCGCAGGGGCCA Sonda TagMan do
detekcji snRNA U6

CGCCATGGCATATGCTAGCATGC
ATAATTC
CACGAAGCTGTTTCATGCTG

Lokalizacja insercji se-2

Przejsciowa transfekcija protoplastow A. thaliana:

* pENTR/D-TOPO (ThermoFisher Scientific)

»  Grupa wektorow pSU z promotorem UBQI10, z biatkiem fluorescencyjnym GFP

lub tagRFP na aminowym (pSU3) lub karboksylowym (pSUS5) koncu badanego
biatka: pSU3-GFP, pSUS5-GFP, pSU3-tRFP, pSU5-tRFP — uprzejmie uzyczone
przez dr Michala Michalaka (Zaktad Biologii Molekularnej i Komérkowej UAM)
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» Grupa wektorow pSU =z promotorem UBQI10, z fragmentami biatka
fluorescencyjnego nCerulean (aminowym - N lub karboksylowym - C) na
aminowym (pSU3) lub karboksylowym (pSUS5) koncu badanego biatka: pSU3-
NnCer, pSU5-CnCer — uprzejmie uzyczone przez dr Michata Michalaka (Zaktad
Biologii Molekularnej i Komorkowej UAM)

psu3
6827 bp 6804 bp

K9
“n,
7
RFP/NnCer/CnCEf
/ ot

)
N A
N
e -

= Grupa wektorow pSATI, 1A, 4, 4A (Tzfira 1 in.,, 2005) z wklonowang juz
sekwencja kodujaca SERRATE (SE), AtCBP20 1 AtCBP80 (uprzednio
przygotowane w Zakladzie Ekspresji Genow):
pSATI:nEYFP-SE, pSATIA:SE-nEYFP
pSAT4:cEYFP-SE, pSAT4A:SE-cEYFP
pSAT1:nEYFP-AtCBP20, pSAT1A:AtCBP20-nEYFP
pSAT4:cEYFP-AtCBP20, pSAT4A:AtCBP20-cEYFP
pSATI1A:AtCBP80-nEYFP

Dwuhvbrydowy system drozdzowy:
* pGADT7 AD i pGBKT?7 (Clontech)
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Nadekspresja biatek w Escherichia coli
* pMALc4e zmodyfikowany poprzez dodanie metki 6xHis i miejsca cigcia przez

proteaz¢ TEV - uprzejmie uzyczony przez dr Marca-Davida Ruepp’a (Instytut

Biologii Komoérki, Uniwersytet w Bern, Szwajcaria)

\acl promote,

_—(lac operator

pMALc4eHisGFP
6893 bp

Factor Xa site
6xHis
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3.4. Odczynniki i roztwory

ACE
adenina
agaroza

akrylamid

albumina wotowa (BSA)

aminokwasy
Amistar
antybiotyki
azotan potasu
azotan wapnia

baktotrypton

Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate
btekit bromofenolowy
bromek etydyny

B-merkaptoetanol

chlorek kobaltu

chlorek manganu

chlorek wapnia

chloroform

COOMASSIE® Brilliant Blue G-250
dietylopiroweglan (DEPC)
diwodorofosforan potasu

dodecylosiarczan sodu (SDS)

EDTA
EGTA

etanol 96%

ekstrakt drozdzowy

fenol
glicerol

glicyna

Procter & Gamble
Sigma Aldrich
Prona

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Syngenta

Bioshop

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Difco Laboratories
BioRad

Sigma Aldrich
Bio-Rad

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Merck

Sigma Aldrich
Chempur

Serva

Promega
Amersham

USB

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
POCH Gliwice
Difco Laboratories
POCH Gliwice
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
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glukoza

izopropanol
izopropylo-B-D-tiogalaktopiranozyd (IPTG)
kwas borowy

kwas solny

ksylencjanol

mocznik

nadsiarczan amonu (APS)
octan litu

octan sodu

Orange G

PEG 3350

PEG 4000

sacharoza

siarczan cynku

siarczan magnezu
siarczan miedzi

siarczan zelaza

Tris

Triton X-100

Enzymy
DNaza Turbo (2U/ pl)

Odwrotna transkryptaza Super Script 111 (20U/ul)

MultiScribe™ Reverse Transcriptase
Gateway LR Clonase II

RNaza A (10mg/ml)

DreamTaq polimeraza DNA (5U/ul)
Pfu polimeraza DNA (2,5U/ nl)

T4 DNA ligaza (5U/ul)

Sigma Aldrich
Chempur
Boehringer Mainheim
Sigma Aldrich
POCH Gliwice
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
USB

Ambion

Invitrogen

ThermoFisher Scientific

Enzyme Mix ThermoFisher Scientific
Sigma Aldrich

ThermoFisher Scientic

ThermoFisher Scientic

Promega

44



Enzymy restrykcyjne (10U/ul)

Enzymy restrykcyjne Fast Digest

SYBR® Green PCR Master Mix

Inhibitor rybonukleaz RNasin®

Inhibitor proteaz Complete Mini EDTA-free

Markery molekularne

Gene Ruler™ 1kb Plus
Gene Ruler™ 100bp Plus
PageRuler™ Plus Prestained

PageRuler™ Prestained

Zestawy odczynnikOw

GenElute Plasmid Miniprep Kit

GelElute Gel Extraction Kit

GenElute PCR Clean-Up Kit

GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup
GeneJET Plasmid Miniprep

GeneJET Plasmid Maxiprep

Direct-zol RNA Mini Prep Kit

ThermoFisher Scientic
ThermoFisher Scientic
ThermoFisher Scientic
Promega

Roche

ThermoFisher Scientic
ThermoFisher Scientic
ThermoFisher Scientic

ThermoFisher Scientic

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
ThermoFisher Scientic
ThermoFisher Scientic
ThermoFisher Scientic

Zymo Research

TnT® T7 Coupled Wheat Germ Extract System  Promega

QuikChange® II Site-Directed Mutagenesis Kit ~ Agilent Technologies
TagMan® MicroRNA & Non-coding RNA Assay ThermoFisher Scientific

Trizol® Reagent Invitrogen

Przeciwciata

krélicze anty-SERRATE Agrisera, AS09 532
mysie anty-aktyna B-actin, MP Biomedicals, 08691001
anty-krolicze koniugowane z HRP Agrisera, AS09 602

anty-mysie koniugowane z HRP Santa Cruz Biotechnology, sc-2005



3.5. Podstawowe materialy do hodowli bakterii

Pozywka LB
1 % baktotrypton

0,5 % ekstrakt drozdzowy
1 % NaCl
W celu przygotowania pozywki statej, mieszaning¢ suplementowano agarem o stg¢zeniu

koncowym 1,5% 1 antybiotykiem po ostudzeniu pozywki do 50 °C

Antybiotyki

Antybiotyk Stezenie poczatkowe Stezenie koncowe
Ampicylina 50 mg/ml 50 pg/ ml
Kanamycyna 50 mg/ml 50 pg/ ml
Chloramfenikol 34 mg/ml 34 pg/ ml

3.6. Materialy do hodowli roslin

Roztwor do zasilania roslin (1000ml)
roztwor KNOs3 5,0 ml

R 12,5 ml

roztwor KH>PO4 2,5 ml

roztwor MgSO4 2,0 ml

roztwor Ca(NO3)2 2,0 ml

roztwor mikroelementow 1,0 ml

roztwor KNO3 (100 ml)
10 % (w/v) KNO3

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

roztwor KH>POy (100 ml)
17,42 % (w/v) KH2POg4
pH 5,6 ustalono przy uzyciu KOH

sterylizowano przez autoklawowanie (121°C, 1 atm., 20 minut)
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roztwor MgSOy (100 ml)
24,65 % (w/v) MgS0O4

przefiltrowano (filtr o sSrednicy porow 0,22um, Millipore)

roztwor Ca(NQO3)> (100 ml)
23 % (w/v) Ca(NO3)2

przefiltrowano (filtr o sSrednicy porow 0,22um, Millipore)

R I
0,75 % (w/v) Na2EDTA-2H20 doktadnie rozpuszczono

0,56 % (w/v) FeSO4-7TH20 rozpuszczono i zagotowano (nie autoklawowano)

roztwor mikroelementow

70 mM H3BO3 (433 mg/100 ml)

14 mM MnCl; (278 mg/100 ml)

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

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

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

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

0,01 mM CoCl: (0,1 mg/100ml)

przefiltrowano (filtr o $rednicy poréw 0,22um, Millipore)

3.7. Materialy do analiz bialkowych

Nadekspresja biatek
Szczep Escherichia coli BL21-Codon Plus(DE3)-RIL (Agilent Technologies) — komarki

tego szczepu zawieraja dodatkowe kopie gendow argU, ileY i leu tRNA. Umozliwiaja

produkcje biatek z wykorzystaniem plazmidow z promotorem T7

Bufor do sonikacji i wigzania
20 mM Tris—HCI, 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 NaH;POg4,

72 mM Na;HPOg4,

250 mM KCl

0.5% Triton X-100

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

Elektroforeza biatkowa

30% roztwor akrylamid:bisakrylamid (100ml) (30%AA)
Akrylamid 30g

Bisakrylamid 0,8g

Woda dejonizowana MiliQ 100ml

5% zel poliakrylamidowy zageszczajgcy
30% AA 850ul

IM Tris pH 6,8 626l

Woda dejonizowana MiliQ 3,496ml
20% SDS 25ul

10% APS 25 nul

TEMED 5ul

14% zel poliakrylamidowy rozdzielajgcy
30% AA 4,667ml

IM Tris pH 8,6 3,68ml

Woda dejonizowana MiliQ 1,565ml
20% SDS 50ul

10% APS 30ul

TEMED 5ul



Obcigzacz do biatek 6xSSB
0,375M Tris-HCI

60% glicerol

12% SDS

0,6M B-merkaptoetanol
0,06% biekit bromofenolowy

Obcigzacz do biatek 2xSSB
0,06M Tris-HCI

5% glicerol

2% SDS

4% B-merkaptoetanol

0,0025% btekit bromofenolowy

Bufor Laemmli, 10x
250mM Tris-HCI pH 8,3
1,92M glicyna

1% SDS

Roztwory do odwadniania zeli poliakrylamidowych

Roztwor [
50% metanol

10% kwas lodowy octowy

Roztwor 11
7% kwas octowy
7% metanol

1% glicerol

Roztwér do wybarwiania bialek w zelu poliakrylamidowym
COOMASSIE® Brilliant Blue G-250 80 mg
Woda dejonizowania MiliQ 1L

Po rozpuszczeniu dodawano 3 ml kwasu solnego 1 mieszano przez 1 godzing



Bufor do ekstrakciji bialek z materialu roslinnego

100 mM Tris-HCI pH 7,5

10% glicerol

5 mM EDTA

5 mM EGTA

150 mM NacCl

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
SmM Tris pH 7,6
0,7% NaCl
0,01% Tween-20

3.8. Izolacja i transfekcja protoplastow A. thaliana

Roztwoér enzymow trawiacych

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 sktadnikow roztwor filtrowano z wykorzystaniem filtra strzykawkowego

o $rednicy porow 0,22 pm.
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Roztwor PEG

40% PEG 4000

0,2 M mannitol

0,1 M CaCl

Po rozpuszczeniu sktadnikow roztwor filtrowano z wykorzystaniem filtra strzykawkowego

o $rednicy porow 0,45 pm.

w5

154 mM NacCl

125 mM CaCl,

5 mM KCI

2 mM MES pH=5.7

Po rozpuszczeniu sktadnikow roztwor filtrowano z wykorzystaniem filtra strzykawkowego

o $rednicy porow 0,22 pm.

MMg

0,4 M mannitol

15 mM MgCl,

4 mM MES

Po rozpuszczeniu sktadnikow roztwor filtrowano z wykorzystaniem filtra strzykawkowego

o $rednicy porow 0,22 pm.

wi

0,5 M mannitol

20 mM KCl

4 mM MES

Po rozpuszczeniu sktadnikow roztwor filtrowano z wykorzystaniem filtra strzykawkowego

o $rednicy poréw 0,22 um.

3.9. Materialy do analiz z wykorzystaniem drozdzy
W pracy wykorzystywano komorki Saccharomyces cerevisiae, szczep Matchmaker Gold

(Clontech).
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Hodowla drozdzy

Pozywka YPDA (1L)

Pepton 20g

Ekstrakt drozdzowy 10g

Adenina 30mg

40% sterylny roztwor glukozy 50ml (stezenie koncowe 2%; dodawany po autoklawowaniu
pozostatych sktadnikéw)

Woda dejonizowana MiliQ

Dla pozywki statej: dodatkowo agar 20g

Pozywka syntetyczna (SD) (800ml)

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

DROP-OUT 10x 80ml

40% sterylny roztwor glukozy 40ml (stezenie koncowe 2%; dodawany po autoklawowaniu
pozostatych sktadnikéw)

Woda dejonizowana MiliQ

Dla pozywki statej: dodatkowo agar 16g

DROP-OUT, 10x (I1L)
L-Adenina 200mg
L-Arginina HCI 200mg
L-Histydyna HCl monohydrat 200mg
L-Izoleucyna 1000mg
L-Lizyna HCI 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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Pozywki selekcyjne

DDO (SD-Leu-Trp) - brak L-leucyny i L-tryptofanu - wstgpna selekcja na obecno$¢
plazmidow

QDO (SD-Leu-Trp-His-Ade) - brak L-leucyny, L-tryptofanu, L-histydyny, L-adeniny -
selekcja na istnienie oddzialywan miedzy biatkami

QDO/X/A (SD-Leu-Trp-His-Ade + X-aGal + Aureobazydyna A) - brak L-leucyny,
L-tryptofanu, L-histydyny, L-adeniny i obecno$¢ w pozywce X-aGal i Aureobazydyny

A - selekcja na istnienie oddziatywan miedzy biatkami

Aureobazydyna A — roztwor wyjsciowy
Przygotowanie: do uzyskania roztworu wyjsciowego o stezeniu 500 upg/ml
rozpuszczono 1 mg Aureobazydyny A (Clontech) 2 ml etanolu 96%. Powstaty
roztwor przechowywano w 4°C.
W celu przygotowania 500 ml pozywki statej SD dodawano 125ul roztworu
wyjsciowego Aureobazydyny A.

X-aGal — roztwor wyjsciowy
Przygotowanie : rozpuszczono X-aGal (Clontech) do stezenia koncowego 20mg/ml
w rozpuszczalniku DMF (dimetylformamid, Fluka). Roztwoér przechowywano
w temperaturze -20°C.
W celu przygotowania 500 ml pozywki statej SD dodawano 1ml roztworu

wyjsciowego X-aGal do uzyskania stezenia 40 ng/ml.

Transformacja komorek drozdzowych

TE 10x
100mM Tris-HCI pH 7,5
10mM EDTA pH 8,0

Roztwor TE/LiAc (10ml)

TE 10x 1,1ml

IM LiAC 1,1ml

Woda dejonizowana MiliQ 7,8ml
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Roztwor PEG/LiAc
TE 10x Iml

IM LIiAC 1ml

PEG 50% 3350 8ml

Carrier DNA (10ug/ul)

DNA, s6l sodowa z spermy tososia (Amersham) 100mg

Woda dejonizowana MiliQ 10ml
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4. METODY

4.1. Hodowla roslin
Rosliny A. thaliana hodowano po 3-dniowym procesie stratyfikacji nasion w 4°C w
doniczkach torfowych 'Jiffy-7 42 mm' w komorze hodowlanej (Conviron) z nastgpujacymi
statymi warunkami wzrostu: 22°C, 70% wilgotnos$ci, naswietlenie 150-200 pE/m?s (16
godzin $wiatta/8 godzin ciemno$ci). Po dwoch tygodniach, raz na tydzien rosliny

podlewano dodatkowo roztworem zasilajgcym.

4.2. Eksperymenty z wykorzystaniem kwasow nukleinowych

Izolacja RNA i przygotowanie cDNA

Catkowite RNA izolowano stosujac zestaw odczynnikoéw Direct-zol RNA Mini
Prep Kit (Zymo Research), a nastgpnie traktowano DNaza (ThermoFisher Scientific)
zgodnie z zaleceniami producenta w celu usunigcia zanieczyszczen genomowym DNA.
3 ng tak przygotowanego preparatu RNA po potwierdzeniu czystosci i integralnosci w zelu
agarozowym przepisywano na cDNA prowadzac reakcje¢ odwrotnej transkrypcji.
Stosowano w tym celu enzym SuperScript III Reverse Transcriptase (ThermoFisher
Scientific) 1 starter oligo(dT)18 (ThermoFisher Scientific) zgodnie z zaleceniami

producenta enzymu.

W celu przygotowania matrycy cDNA specyficznej dla miRNA, prowadzono
reakcj¢ z wykorzystaniem 10 ng catkowitego RNA przygotowanego jak powyzej
1 odwrotnej transkryptazy MultiScribe™ Reverse Transcriptase (ThermoFisher Scientific)
zgodnie z zaleceniami producenta enzymu. Analogicznie przygotowano matryce
z wykorzystaniem specyficznego startera dla czasteczki snRNA U6, ktora pdzniej

wykorzystywano jako referencje.

Przygotowanie konstruktow wykorzystywanych w pracy

Sekwencje kodujace analizowanych w pracy biatek amplifikowano przy
zastosowaniu polimerazy Pfu (ThermoFisher Scientific). Wykorzystywano w tym celu
matryce cDNA przygotowang z RNA wyizolowanego z 3-tygodniowych roélin i startery
specyficzne dla danej sekwencji. Startery te zawieraly dodatkowo nukleotydy bedace
miejscem rozpoznawanym przez konkretny enzym restrykcyjny. W trakcie wyboru

temperatury przylaczenia starterow 1 programu amplifikacji stosowano si¢ do zalecen
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producenta enzymu. List¢ wszystkich oligonukleotydow stosowanych w pracy

zamieszczono w tabeli w rozdziale Materialy.

Po amplifikacji sekwencji kodujacej produkt oczyszczano z wykorzystaniem
zestawu odczynnikoéw GenElute PCR Clean Up (Sigma Aldrich) lub GeneJET PCR
Purification Kit (ThermoFisher Scientific), poddawano trawieniu restrykcyjnemu,
rozdzielano w 1% zelu agarozowym 1 przy pomocy zestawu odczynnikow (GeneJET Gel
Extraction and DNA Cleanup lub GelElute Gel Extraction Kit) oczyszczano produkt
znajdujacy si¢ na odpowiedniej wysokosci. Tak przygotowany fragment DNA ligowano z
wektorem przygotowanym przez trawienie tymi samymi enzymami restrykcyjnymi
1 defosforylacje koncow. Ligacje prowadzono przez trzy godziny w temperaturze
pokojowej stosujgc ligaze¢ T4 DNA (ThermoFisher Scientific). Nastepnie chemicznie
kompetentne komoérki E. coli szczep DHS5a transformowano mieszaning ligacyjng

1 posiewano na statg pozywke LB z dodatkiem odpowiedniego antybiotyku.

Konstrukty do analiz mikroskopowych przygotowano z wykorzystaniem systemu
Gateway® (ThermoFisher Scientific). W pierwszej kolejnosci namnozone sekwencje
kodujace badanych biatek ligowano z wektorem pENTR/D-TOPO, wykorzystujac miejsca
restrykcyjne Notl i Ascl lub 5-minutowa reakcje topoizomerazy I, zgodnie z zaleceniami
producenta systemu. Nastepnie stosowano enzym Gateway LR Clonase II Enzyme Mix
(ThermoFisher Scientific) w celu przeniesienia wstawek do wektorow docelowych,
ktérymi transfekowano protoplasty 4. thaliana. Stosowano nastgpujace warunki reakcji:
150 ng plazmidu pENTR, 150 ng plazmidu docelowego, 1 pl enzymu 1 TE, pH 8.0 do
objetosci 5 ul. Reakcje prowadzono w 30 °C przez 1 godzing, po czym transformowano

nig komorki E. coli - szczep DHS5a.

W celu przygotowania konstruktéw odpowiadajacych wersji biatka SE w mutancie
se-1 1 se-2 w plazmidach z sekwencja kodujaca pelnej dlugosci biatko wprowadzono
kodon stop po 2043 (se-2) lub po 2103 (se-I) nukleotydzie. Stosowano zestaw
odczynnikow do mutagenezy QuikChange® II Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent

Technologies). Reakcje prowadzono zgodnie z zaleceniami producenta.

W kolejnym etapie prowadzono kolonijng reakcjc PCR z zastosowaniem
polimerazy Dream Taq (ThermoFisher Scientific) 1 starterow przytaczajacych sig

do okalajacych miejsce insercji sekwencji wektora. Amplifikacje prowadzono stosujac si¢
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w trakcie wyboru temperatury przylaczenia starterow i programu amplifikacji do zalecen

producenta.

Po rozdzieleniu produktéw kolonijnej reakcji PCR w zelu agarozowym wybierano
kolonie zawierajace wstawke o odpowiedniej dhlugosci i orientacji, prowadzono ich
catonocng hodowle w 37°C i izolowano plazmid. Tak uzyskane konstrukty nast¢pnie

sekwencjonowano w celu wykluczenia mutacji.

Transformacja bakterii Escherichia coli DH50 i BL21-Codon Plus(DE3)RIL

Komorki bakterii Escherichia coli po wprowadzeniu w stan kompetencji byly
przechowywane w zamrazarce, w temperaturze -80 °C w 1,5 ml probowkach (Eppendorf).
Przed przystapieniem do transformacji, komorki rozmrazano w lodzie przez 20 minut.
Nastepnie do rozmrozonych komoérek dodawano 10 pl mieszaniny ligacyjnej lub 5 pl
reakcji LR Clonase, mieszano i inkubowano w lodzie przez 30 minut. Po 30 minutach
inkubacji mieszaning poddawano stresowi termicznemu w temperaturze 42 °C przez
1 minute i ponownie umieszczano w lodzie na 2 minuty. Nast¢pnie dodawano 300 ul
ptynnej pozywki LB, hodowano przez 1,5 godziny w 37 °C na termobloku z wytrzasaniem
350rpm 1 posiewano na ptytki ze stala pozywka LB z dodatkiem odpowiedniego

antybiotyku. Ptytki nast¢pnie umieszczano w cieplarce 37 °C na 16 godzin.

Hodowla transformowanych komorek Escherichia coli DH5o. niosqcych insert w plynnej
pozywce LB

Po wyselekcjonowaniu odpowiednich kolonii bakterii  Escherichia coli
zaszczepiano nimi 5 ml ptynnej pozywki LB z dodatkiem odpowiedniego antybiotyku
1 hodowano z wytrzasaniem 200 rpm przez 16 godzin. Po tym czasie przystepowano do
izolacji plazmidéw, ktérag prowadzono zgodnie z protokotem producenta zestawu

odczynnikow 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) 1 aparatu 7900HT Fast Real-Time PCR System lub
QuantStudio™ 7 Flex Real-Time PCR System (ThermoFisher Scientific). Mieszanina
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reakcyjna (10 pl) sktadata si¢ z: 5 pl odczynnika 2X Power SYBR Green PCR MasterMix,
1 pl matrycy cDNA oraz pary specyficznych starterow (200 nM kazdy).

Stosowano nastepujacy profil termiczny:

Etap Temperatura Czas Ios¢ cykli
Denaturacja wstepna 95 °C 10 min 1
Denaturacja 95 °C 15s
Przylaczanie 40
starterow i 60 °C 1 min
amplifikacja
95 °C 15s 1

Krzywa topnienia
60 °C-95°C 30 min 1

Wydajnos¢ amplifikacji starteréw wyliczano na podstawie wynikéw uzyskanych
z serii 10-krotnych rozcienczen matrycy. Wyznaczano w tym celu krzywa regresji na
podstawie uzyskanych punktéw pomiarowych i wspotczynnik nachylenia prostej, ktory

nastepnie podstawiano do wzoru:
E = ((10~!/wspSlezymnik nachylenia )_1x1((, odzie E to wydajnosé amplifikacji starterow.

Wykorzystywano startery o wydajnosci min. 95%, a w przypadku poréwnywania
produktéw, ktore uzyskiwano przy pomocy dwodch roéznych par starterow, roznica
wydajnosci migdzy tymi dwoma parami nie przekraczata 2%. Ponadto, na podstawie
krzywej dysocjacji odrzucano wyniki analiz, w ktérych dochodzito do amplifikacji wigce;j

niz jednego produktu w jednej reakcji.

Poziom ekspresji wyliczano stosujagc metode 24

, hatomiast wzgledny poziom
ekspresji przy zastosowaniu metody 222, W celu normalizacji danych wykorzystywano
poziom mRNA GAPDH (A4tigl3440), ktory oznaczano jednoczesnie z badanymi
transkryptami. W celu analizy istotnos$ci r6znic migdzy probami kontrolnymi 1 badanymi,
stosowano Test t-Studenta oprogramowania Microsoft Excel (* p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,001). Analizy te prowadzono z wykorzystaniem warto$ci poziomu ekspresji genow,

uzyskanych metoda 24,

Wydajnos$¢ splicingu analizowano wyliczajac poziom kazdej izoformy splicingowej

w probie badanej wzgledem proby kontrolnej, a nastgpnie okreslajac stosunek
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porownywanych izoform, przyjmujac ich sume za 100%. Kazda analiz¢ wykonano
w trzech powtdrzeniach biologicznych z wykorzystaniem oprogramowania SDS 2.4 lub
QuantStudio™ Real-Time PCR. Odchylenie standardowe, wyliczone w programie

Microsoft Excel przedstawiono na wykresach w postaci stupkow bledow.

W celu przeprowadzenia analizy statystycznej r6znic wydajnos$ci splicingu mi¢dzy
badanymi proébami wykorzystano test t-Studenta oprogramowania Microsoft Excel
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). Analiz statystycznych 1 obliczen odchylenia
standardowego nie wykonywano w przypadku danych przedstawiajacych wzgledny
poziom ekspresji, ze wzgledu na nieodpowiedni dla takich analiz zbiér pomiaréw w probie

kontrolnej (1,1,1).

Reakcje stuzace detekcji miRNA

Reakcje prowadzono z wykorzystaniem zestawu odczynnikoéw do detekcji krotkich
RNA (TagMan® MicroRNA & Non-coding RNA Assay (ThermoFisher Scientific)
1 aparatu 7900HT Fast Real-Time PCR System lub QuantStudio™ 7 Flex Real-Time PCR
System (ThermoFisher Scientific), zgodnie z protokotem producenta zestawu. Stosowano

nastepujacy profil termiczny:

Etap Temperatura Czas Hos¢ cykli
Aktywacja UNG
(glikozylazy N- 50 °C 2 min 1
uracylu)
Denaturacja wstepna 95°C 10 min 1
Denaturacja 95 °C 15s
Przylaczanie sondy i 60 °C | min 45
amplifikacja

Wzgledny poziom ekspresji wyliczano stosujac metode 224, W celu normalizacji
danych wykorzystywano poziom snRNA U6, ktéry oznaczano jednoczes$nie z badanymi
miRNA.

59



4.3. Eksperymenty z wykorzystaniem bialek

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

1.

5 ml ptynnej pozywki LB z dodatkiem ampicyliny (50 pg/ul) i chloramfenikolu (34
ng/ul) zaszczepiano jedng kolonig komorek i inkubowano w 37 °C z wytrzgsaniem
przez cata noc (kultura wstepna).

Po catonocnej hodowli kulture wstepna rozcienczano w §wiezej ptynnej pozywce
LB z dodatkiem ampicyliny (50 pg/ul) i chloramfenikolu (34 pg/ul) w stosunku
1:1000 i prowadzono hodowle do uzyskania zawiesiny o ODgo0=0,5-0,6.

W celu indukcji nadekspresji dodawano 1 M IPTG do uzyskania ostatecznego
stezenia 0,4 mM 1 prowadzono hodowle w warunkach testowych na mata skale (50
ml) lub ostatecznie w optymalnych dla kazdego biatka (1 L) (tabela 2).

Po odpowiednim czasie hodowle wirowano przez 10 min w 4°C z predkoscia
6000g, odrzucano supernatant i przystepowano bezposrednio do sonikacji komorek

lub zamrazano osad w -20 °C.

Tabela 2 Optymalne warunki nadekspresji biatek SERRATE i GFP w fuzji biatkiem

wiazacym maltoze (MBP) w E.coli

Temperatura
Czas prowadzenia
Bialko prowadzenia
nadekspresji
nadekspresji
MBP-SERRATE
20°C 16 godzin
(1-720 aa)
MBP-SERRATE )
37°C 2 godziny
(194-543 aa)
MBP-GFP 37°C 2 godziny

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

ON 1 30 s OFF), a nast¢pnie wirowano przez 15 min w 4°C z predkoscig 14000g
lub 30 min w 4°C z predkoscig 5000g (dla objetosci powyzej 2ml). Klarowny
supernatant (frakcja rozpuszczalna) oraz uzyskano osad zawieszony nast¢pnie

w  wyjSciowej objetosci ekstraktu bakteryjnego (frakcja nierozpuszczalna)
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wykorzystywano bezposrednio w dalszych etapach badan lub przechowywano

w -20 °C do miesigca, po uprzednim zamrozeniu w ciektym azocie.

Translacja in vitro

Translacje prowadzono z wykorzystaniem zestawu odczynnikow TnT® T7
Coupled Wheat Germ Extract System (Promega) i radioaktywnie znakowanej metioniny
[**S] (HARTMANN ANALYTIC) zgodnie z zaleceniami producenta zestawu. Po 90
minutach dodawano do reakcji 1ul roztworu RNazy A (20mg/ml) w celu degradacji
niewykorzystanych wyznakowanych tRNA i inkubowano przez kolejne 30 min w 30°C.
Proby nastepnie bezposrednio wykorzystywano lub przechowywano w -20°C do tygodnia,

po uprzednim zamrozeniu w cieklym azocie.

Pull down

Frakcj¢ rozpuszczalng ekstraktow bakteryjnych zawierajacych rekombinowane
biatko wigzano do zloza amylozowego (New Englad BioLabs) w 4 °C przez cata noc na
rotatorze (2rpm), po czym zloze przemywano trzy razy buforem do sonikacji i wigzania
(10 min kazde plukanie, 8rpm, wirowanie 1000g). Nastepnie do takich prob dodawano 20
ul reakcji translacji in vitro, 300 pl buforu fosforanowego i inkubowano w 4°C przez
2 godziny na rotatorze (2rpm). Po wigzaniu zloze plukano cztery razy buforem
fosforanowym i kompleksy biatkowe wymywano poprzez dodatek 100 ul 10mM maltozy,
inkubacje w 4 °C przez 20 min i odwirowanie przez 1 min przy maksymalnych obrotach.
Biatka nastgpnie rozdzielano w 14% zelu poliakrylamidowym, ktory poddawano
odwadnianiu (60 min w roztworze I 1 5 min w roztworze II), suszeniu i ekspozycji.

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

Elektroforeza biatek

Elektroforeze prowadzono w 14% poliakrylamidowym zelu rozdzielajacym
(30:0,8) po uprzednim zat¢zeniu prob w 5% zelu zageszczajacym (30:0,8). Rozdziat przy
natezeniu 25mA (na jeden zel) w buforze Laemmli konczono w momencie wyjscia
barwnika z zelu lub w momencie odpowiednim dla rozdzielenia badanych w danym

momencie bialek.

61



Ekstrakcja biatek z materiatu roslinnego

1. Do 100-200mg tkanki roslinnej dodawano 200-300ul buforu ekstrakcyjnego
Probki wytrzgsano w termocyklerze przez 60 min w temp 4 °C przy 1000-1100 rpm

Probki wirowano przez 15-20 min w temperaturze 4 °C przy 20000g.

Eal

Ponownie wirowano 1 zbierano supernatant (proby wirowano do uzyskania
czystego supernatantu).

5. W uzyskanych ekstraktach mierzono st¢zenie biatek wykorzystujac krzywa BSA
1 odczynnik Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate, ktory rozcienczano
woda w stosunku 1:4. Do pomiaréw przygotowano nastepujace proby:

a. Proby badane: 20 pl ekstraktu roslinnego + 980 pl rozcienczonego odczynnika
b. Proby do krzywej wzorcowej: 20 ul roztworu wzorcowego (0,2; 0,4; 0,6; 1,0;

2,0 mg/ml) + 980 pl rozcienczonego odczynnika

Tak przygotowane proby nastepnie inkubowano przez 20 min w temperaturze
pokojowej i mierzono absorbancje przy dlugosci fali 595 nm. Nastepnie sporzadzano
krzywawg standardowg i wyliczono st¢zenia za pomocg rdwnania proste;j.

6. Proby zamrazano za pomoca cieklego azotu i przechowywano w -80 °C.

Transfer bialek na membrane

1. Po wyjeciu zelu z szybek oddzielano zel zageszczajacy i korek.

2. Membran¢ aktywowano w metanolu przez 15 sekund, po czym inkubowano po
2 min w wodzie dejonizowanej i buforze do transferu.

3. Na trzy warstwy bibuly Whatman nakladano zaktywowang membrane,
przykrywano trzema kolejnymi warstwami bibuly i rolowano w celu usunigcia
pecherzykow powietrza

4. Transfer prowadzono przy napi¢ciu 15V przez 60min.
Western blot

1. Po zakonczeniu procesu transferu, membran¢ blokowano 5% mlekiem
odtluszczonym rozpuszczonym w TBST przez godzing w temperaturze pokojowe;.
2. Po blokowaniu, membran¢ inkubowano przez godzing w temperaturze pokojowej
w roztworze przeciwciata I-rzedowego (1:2000 anty-SE i 1:20000 anty-aktyna),

sporzadzonego w 2% roztworze mleka odtluszczonego.
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3. Membrane nastepnie czterokrotnie plukano buforem TBST (po 10 min) i
inkubowano przez godzing w temperaturze pokojowej w roztworze przeciwciata II-
rzedowego (1:10000), koniugowanego z peroksydazg chrzanows.

4. Po inkubacji membrang czterokrotnie ptukano buforem TBST 1 naktadano na 5 min
substrat Amersham ECL Western Blotting Detection Reagents (400 ul odczynnik
A +400 pl odczynnik B, uprzednio zmieszane)

5. Detekcje prowadzono przy zastosowaniu urzadzenia G-Box i1 oprogramowania

Gene-Sys.

4.4. I1zolacja i transfekcja protoplastow A. thaliana

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

11n., 2010, z modyfikacjami.

Wszystkie czynno$ci wykonywano w temperaturze pokojowe;.

1.

Liscie 3-tygodniowych ro$lin A. thaliana po uprzednim usuni¢ciu dolnej epidermy
z wykorzystaniem tasmy klejacej (Wu 1 in., 2009) inkubowano przez 30 min
w roztworze enzymow trawigcych w szalce Petriego na platformie z wytrzgsaniem
horyzontalnym (55rpm).

Po tym czasie liScie usuwano a uzyskang mieszaning komorkowa inkubowano przez
kolejne 15 min w celu dotrawienia uwolnionych protoplastow.

Mieszaning protoplastow nastepnie wirowano przez 3 min w proboéwce typu falkon
o pojemnosci 50 ml z predkoscia 200g.

Zwirowane protoplasty ptukano nastgpnie trzykrotnie w roztworze WS5 stosujac
parametry wirowania z pkt. 3

Po ostatnim wirowaniu protoplasty zawieszano w 1 ml roztworu MMg i nastgpnie
dodawano w porcjach po 100 ul do plazmidéw (5 pg) przygotowanych uprzednio
w 2 ml probowkach.

Do mieszaniny protoplastow i DNA dodawano 100 pl roztworu PEG 1 delikatnie
mieszano. Po 5 minutach w celu zatrzymania reakcji transfekcji dodawano 450 ul
roztworu W5 1 wirowano przez 3 min z predkoscig 300g. Po odebraniu supernatantu
protoplasty zawieszano w 300 pl roztworu W1 i1 inkubowano w ciemnosci przez 7 lub

16 godzin przed analizami mikroskopowymi.
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4.5. Mikroskopia konfokalna

Analizy lokalizacji komodrkowej biatek 1 odtwarzania struktury EYFP oraz
nCerulean prowadzono przy zastosowaniu skaningowego mikroskopu konfokalnego
(Nikon A1Rsi) wyposazonego w obiektyw 40x/1,25 o imersji wodnej. W celu wzbudzenia
fluorescencji stosowano laser argonowy o dlugosci fali 488 nm (EGFP), 514 nm (YFP)
oraz lasery diodowe o dlugosci fali 440 nm (nCerulean) i 561 nm (tagRFP). Emisje
fluorescencji rejestrowano w nastepujacym zakresie spektralnym: 482/35 (nCerulean),
525/50 nm (EGFP) 540/30 (EYFP) 1 595/50 (tagRFP). Obrazy nastgpnie analizowano
w programie Fiji (Schindelin i in., 2012).

W celu oceny wzajemnej lokalizacji biatek prowadzono analiz¢ z wykorzystaniem
wspotczynnikow Pearson’a 1 Mandersa.

Wspélezynnik Pearson’a — przyjmuje wartosci od -1 do +1, gdzie 0 to brak korelacji

a 1 — peta korelacja

Wspotczynniki naktadania Manders’a - przyjmuja wartosci od 0 do 1, gdzie 0 to brak

nakladania a 1 — pelna ko-lokalizacja; M1 definiuje stosunek ilosci pikseli pierwszego
kanatu, dla ktérych intensywno$¢ w miejscach sygnalu z drugiego kanatu jest powyzej
0 do sumy wszystkich pikseli pierwszego kanatu; M2 definiuje to samo dla pikseli

z drugiego analizowanego kanatu (Manders 1 in., 1992).

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

2012).

4.6. Analizy FRET-FLIM

Analizy prowadzono z wykorzystaniem dwoch systemow zlokalizowanych w:
1. IBMiB UAM Poznan

PicoHarp300-Dual Channel SPAD (PicoQuant) w potaczeniu ze skaningowym
mikroskopem konfokalnym Nikon A1Rsi. Pulsy $wiatla generowane byty przez laser
Picosecond Pulsed Diode Laser LDH-D-C-485 (PicoQuant) o nastepujacych
parametrach: 100 ps, 40 MHz. Obiektyw wodny 60x/1.20.

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

Skaningowy mikroskop kofokalny Leica TCS SP5 X lub TCS SP8 potaczony
z wewnetrznym hybrydowym detektorem Hybrid (HyD) detector (Becker &Hickl).
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Pulsy $wiatta generowane byly przez szerokopasmowy laser biaty (WLL; 488 nm),

o nastepujacych parametrach: 100 ps, 40 MHz. Obiektyw wodny 63x%/1.20.

Rejestrowano obrazy o rozdzielczo$ci 128x128 pikseli ze $rednig wartoscig parametru
,.count rate” rowng 10*/s przez ok. 60s. Uzyskanym danym w kazdym pikselu uzyskanego
obrazu byla przypisywana krzywa spadku fluorescencji (fluorescence decay curve),
do ktérej nastepnie dopasowywano funkcje 2-sktadnikowego modelu i wyliczano czas
trwania fluorescencji (/ifetime) czastek znajdujacych si¢ na terenie jadra komoérkowego.
Stosowano w tym celu oprogramowanie SymPhoTime 64 (PicoQuant) (UAM) lub
SPCImage 3.10 (Becker &Hickl) (WUR).

Porownywano wyniki uzyskane dla komoérek z biatkami powstajacymi w fuzji z donorem
fluorescencji (GFP) i komorek transfekowanych dodatkowo plazmidami kodujacymi
biatka z dotagczonym akceptorem fluorescencji (tagRFP, tRFP). Analizy wykonywano na
przynajmniej 10 protoplastach dla kazdego badanego oddziatywania. Wyniki te pochodzity
z przynajmniej dwoch powtdrzen biologicznych. W celu oceny istotnosci roznic migdzy
komorkami, w ktérych dochodzitlo do ekspresji biatka donorowego i1 komodrkami
z obecno$cig biatka donorowego 1 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 biatka fluorescencyjnego, odtworzonego
w transfekowanych protoplastach, wzbudzano go laserem o dlugosci fali 440 nm
(Picosecond Pulsed Diode Laser LDH-D-C-440 (PicoQuant)) i obserwowano emisj¢
w zakresie 450-640 nm) co 7 nm. Diugo$¢ trwania fluorescencji takiego biatka
donorowego mierzono w przypadku obecnos$ci i braku biatka akceptorowego (tagRFP,
tRFP) powstajacego w fuzji z AtU1A lub ustrukturyzowanym fragmentem SE w ten sam
sposob co pomiary FRET-FLIM opisane powyzej. Analizy te prowadzono w Centrum

Mikrospektroskopowym, Wageningen University, Holandia (WUR).

4.8. Dwubydrydowy system drozdzowy
Procedur¢ prowadzono zgodnie z zaleceniami producenta zestawu Matchmaker Gold

(Clontech), z modyfikacjami:

1. 50 ml ptynnej pozywki YPDA zaszczepiano jedng kolonig drozdzy Saccharomyces
cerevisiae szczepu Matchmaker Gold 1 prowadzono hodowle w 28 °C przez 16h

z wytrzasaniem 180-250rpm.
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. Po calonocnej hodowli kultur¢ wstepng rozcienczano w 100 ml $wiezej plynnej
pozywki YPDA do uzyskania ODesoo=0,2 1 prowadzono hodowle w 28 °C
z wytrzgsaniem 180-250rpm do uzyskania ODe00=0,6.

Po osiagnigeciu odpowiedniej gestosci hodowle wirowano przez 5 min przy obrotach
700g w temperaturze pokojowej.

Osady komorek nastgpnie zawieszono w 30ml wody dejonizowanej MiliQ, ponownie
wirowano, po czym zawieszano w 1,5ml buforu TE/LiAC. Po zwirowaniu przez 15 s
z szybkoscig 14000rpm osad ponownie zawieszono w 600ul buforu TE/LiAC.
Objetos¢ uzytego buforu byta uzalezniona od wartosci ODgoo. Np. przy ODeoo=0,6
stosowano objetos¢ 0,6ml. Tak przygotowane komorki kompetentne poddawano
nastepnie procesowi transformacji jednocze$snie dwoma plazmidami: jednym
kodujacym biatko w fuzji z domeng aktywujaca czynnika transkrypcyjnego Gal4 i
drugim kodujacym biatko w fuzji z domeng wiazaca DNA czynnika transkrypcyjnego
Gal4.

Do plazmidéw (700ng kazdy) przygotowanych w schtodzonych 1,5 ml probowkach
dodawano na lodzie 5 pl zdenaturowanego uprzednio w 95 °C przez 5 min Carrier
DNA (10pg/ul), 50ul kompetentnych komorek, 500ul buforu PEG/LiAC, doktadnie
mieszano i inkubowano w 30 °C z wytrzasaniem 1000rpm przez 30 min.

Do probek nastepnie dodawano 20ul DMSO 1 inkubowano w 42°C przez 20 min co
5 min mieszajac proby.

. Proby nastegpnie wirowano przez 15 s z predkoscia 14000rpm, odrzucano supernatant
1 osad zawieszono w 400ul buforu 1xstezonego TE.

250ul zawiesiny transformowanych komorek drozdzowych wysiewano nastepnie na
szalki ze statg pozywka DDO (SD-Leu-Trp) i hodowano przez 4 dni w 28 °C.

. Uzyskane kolonie drozdzowe przeszczepiano na szalki z pozywka stata DDO, QDO
(SD-Leu-Trp-Ade-His), QDO/X/A (SD-Leu-Trp-Ade-His + AurA + X-aGal),
hodowano przez 3 dni w 28 °C a nastgpnie rejestrowano wynik aparatem

fotograficznym.
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5. WYNIKI

5.1. Charakterystyka oddzialywania SERRATE 2z roSlinnym kompleksem
wiazacym czapeczke (AtCBC)

Wstepne wyniki uzyskane w Zaktadzie Ekspresji Gendw wskazywaty na istnienie
bezposredniego oddziatywania migdzy SERRATE (SE) i jedng z podjednostek kompleksu
wigzagcego czapeczke Arabidopsis thaliana (AtCBC, ang. cap binding complex),
tj. AtCBP80. Nie bylo jednak wiadomo, czy AtCBP80 ma zdolno$¢ do wigzania si¢ z SE
1 AtCBP20 (druga podjednostka kompleksu wigzacego si¢ z m7G) jednoczesnie, czy moze
interakcje te zachodza niezaleznie od siebie i AtCBP80 w danym momencie wigze si¢

tylko do jednego ze swoich partnerow - AtCBP20 lub SE.

W celu przeprowadzenia petniejszej charakterystyki oddzialywan AtCBC — SE
w pierwszej kolejnosci wykorzystano technik¢ BiFC (ang. Bimolecular Fluorescence
Complementation). Protoplasty izolowano z liSci 3-tygodniowych roslin 4. thaliana
1 transfekowano plazmidami kodujagcymi SE w fuzji z karboksylowa czescig EYFP, tj.
cEYFP (ang. carboxy-terminal half of Enhanced Yellow Fluorescence Protein), oraz
AtCBP20 lub AtCBP80 w fuzji z komplementarng potéwka EYFP, tj. nEYFP (ang. amino-
terminal half of EYFP), i obserwowano, czy dochodzi do odtworzenia struktury EYFP
dzigki oddzialywaniom miedzy analizowanymi biatkami. Fluorescencj¢ EYFP
zarejestrowano zaréwno w przypadku obecnosci w protoplastach bialek cEFYP-SE
1 AtCBP20-nEYFP jak réwniez bialek cEYFP-SE i AtCBP80-nEYFP (Ryc. 9). Sygnaty te
wystepowaty w skupiskach zlokalizowanych na terenie jadra komodrkowego. Na
specyficznos$¢ tych struktur wskazuja wyniki eksperymentow, w ktérych protoplasty
transfekowano plazmidami kodujacymi cEFYP-SE 1 niezwigzang z zadnym innym
biatkiem komplementarng potowke biatka fluorescencyjnego (nEYFP). W komorkach tych
zarejestrowano tylko staby sygnat na terenie cytoplazmy (Ryc. 9). Wyniki opisanych
eksperymentow wykazaty wigc zdolnos¢ SE do specyficznego oddziatywania
z obydwiema podjednostkami AtCBC w zywej komorce roslinnej. W trakcie
wykonywania analiz skupiono si¢ szczegdlnie na slabiej scharakteryzowanemu
oddziatywaniu SE-AtCBP20, dzigki czemu odkryto pewne wymagania strukturalne tego
wigzania. Po transfekcji protoplastow kazda mozliwg kombinacja konstruktéw kodujacych
SE w fuzji z nEYFP oraz AtCBP20-cEYFP zaobserwowano tylko staby sygnat
cytoplazmatyczny lub w ogole nie doszto do odtworzenia struktury EYFP (Ryc. 10).
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AtCBP20-nEYFP AtCBP80-nEYFP nEYFP
cEYFP-SE cEYFP-SE cEYFP-SE

Ryc. 9 Analiza oddzialywan miedzy SERRATE (SE) i podjednostkami AtCBC (AtCBP20,
AtCBP80) w protoplastach Arabidopsis thaliana przy zastosowaniu techniki BiFC
(Bimolecular Fluorescence Complementation)

nEYFP, cEYFP — potowka aminowa i karboksylowa biatka fluorescencyjnego EYFP, dolny
panel przedstawia obraz swiatta przechodzgcego protoplastow, w ktorych obserwowano
fluorescencje (gorny panel); skala rowna 20 um.

SE-nEYFP nEYFP-SE SE-nEYFP SE-nEYFP
cEYFP-AtCBP20 cEYFP-AtCBP20 AtCBP20-cEYFP AtCBP20-cEYFP

Ryc. 10 Szczegolowa analiza oddzialywan miedzy SERRATE (SE) i AtCBP20
(podjednostkqg AtCBC) w protoplastach Arabidopsis thaliana przy zastosowaniu techniki
BiFC (Bimolecular Fluorescence Complementation)

nEYFP, cEYFP — polowka aminowa i karboksylowa biatka fluorescencyjnego EYFP, dolny
panel przedstawia obraz swiatta przechodzgcego protoplastow, w ktorych obserwowano
fluorescencje (gorny panel).

Wykazano w ten sposob, ze zamiana fragmentow EYFP w parze AtCBP20-SE wywotuje
brak zdolnos$ci do oddziatywania tych biatek ze soba.
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W nastgpnym etapie badan, w celu potwierdzenia wynikéw uzyskanych technika
BiFC oraz dodatkowo, aby zidentyfikowa¢ fragment SE zaangazowany w oddziatywania
z AtCBC, zastosowano technike pull down. Eksperymenty te poprzedzone byly
przygotowaniem ,,biatka - przynety”, za ktore postuzyto SE w dwdch wariantach, tj. biatko
petnej dlugosci (1-720 aminokwasow (aa); 81 kDa) i ustrukturyzowany rdzen (194-543 aa;
40 kDa) (Machida i in., 2011). Obydwie wersje biatka zaprojektowano by powstawaty w
fuzji z bialkiem wiazacym maltoze (MBP, ang. maltose binding protein, 42 kDa),
stuzacym za etykiete w trakcie eksperymentéw typu pull down. Przygotowanymi
konstruktami transformowano komorki Escherichia coli 1 w pierwszej kolejnosci
prowadzono nadekspresj¢ w dwoch zestawach warunkow testowych - nadekspresja

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

Biatko rekombinowane MBP-SEi.720 (123 kDa) otrzymano po indukcji
nadekspresji 0,4 mM IPTG i catonocnej hodowli bakterii w 20 °C (Ryc. 11).
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Ryc. 11 Nadekspresja wariantow biatka SERRATE (SE) w fuzji z biatkiem wigZgcym
maltoze (MBP) w Escherichia coli, prowadzona w 20°C przez 16 godzin

SE1.720 — SE petnej diugosci, SE194-543 — ustrukturyzowany rdzen SE; liczby odpowiadajg
odpowiednim resztom aminokwasowym; na Zel poliakrylamidowy naktadano probe
pobrang zaraz przed indukcjq nadekspresji (0 h), po 16 godzinach nadekspresji (16 h),
lizat bakteryjny uzyskany w wyniku sonikacji komorek E. coli (lizat), jak rowniez frakcje
rozpuszczalng, czyli  supernatant pobrany znad pozostatosci komorek (frakcja
nierozpuszczalna) po odwirowaniu lizatu; liczchami oznaczono mase czgsteczkowg
poszczegolnych prqzkow markera.
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Optymalne warunki dla produkcji ustrukturyzowanego rdzenia SE w fuzji z MBP (82 kDa)
okazaly si¢ natomiast inne. Nie uzyskano tej wersji biatka po catonocnej nadekspres;ji
prowadzonej w 20 °C (Ryc. 11), ale juz po jednej godzinie eksperymentu prowadzonego
w 37 °C (Ryc. 12). Wyzsza temperatura nie byta jednakze optymalna dla produkcji SE
petnej dhugosci, bez wzgledu na czas trwania hodowli (1-4 godziny) (Ryc. 12).
W kolejnych eksperymentach stosowano wigc dwa rodzaje warunkéw do produkcji dwoch
wspomnianych wariantéw SE — nadekspresja w 20 °C przez 16 godzin dla bialka pelnej
dlugosci i w 37 °C przez dwie godziny dla ustrukturyzowanego fragmentu SE.
W przypadku obydwoch wersji SE, po zastosowaniu optymalnych dla nich warunkoéw,
zaobserwowano obecno$¢ biatka zaréwno we frakcji  rozpuszczalnej, jak
1 nierozpuszczalnej (Ryc. 11 1 13), jednakze jego ilo§¢ we frakcji rozpuszczalnej oceniono

na wystarczajacg dla celow analiz typu pull down.

MBP-SE, ;2 MBP-SE, g4.543
< \‘Q "]:\\ a

kDa

120

80

N
AP N
— . :
O-r--&-
!
—

Ryc. 12 Nadekspresja dwoch wariantow biatka SERRATE (SE) w fuzji 7z biatkiem
wigigcym maltoze (MBP) w Escherichia coli, prowadzona w 37 °C

1]

SE;.720 — SE petnej diugosci, SE194.543 — ustrukturyzowany rdzen SE; liczby odpowiadajq
odpowiednim resztom aminokwasowym; na Zzel poliakrylamidowy naktadano probe
pobrang zaraz przed indukcjq nadekspresji (0 h) i po 1-4 godzinach (1-4 h); liczbami
oznaczono mase czgsteczkowq poszczegolnych prgzkow markera.
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Ryc. 13 Nadekpresja ustrukturyzowanego fragmentu biatka SE, tj. SE194.543, w fugji

z biatkiem wigigcym maltoze (MBP) w Escherichia coli, prowadzona w 37°C

SEj94.543 — ustrukturyzowany rdzen SE; liczby odpowiadajqg odpowiednim resztom
aminokwasowym, na zel poliakrylamidowy naktadano probe pobrang zaraz przed indukcjg
nadekspresji (0 h), lizat bakteryjny uzyskany w wyniku sonikacji komorek E. coli (lizat)
oraz frakcje rozpuszczalng, czyli supernatant pobrany znad pozostatosci komorek (frakcja
nierozpuszczalna) po odwirowaniu lizatu powstatego wskutek sonikacji komorek E. coli;
nadekspresje prowadzono przez dwie i trzy godziny (2h, 3h); liczbami oznaczono mase
czgsteczkowq poszczegolnych prgzkow markera.

W celu przeprowadzenia kontroli niespecyficznego wigzania si¢ biatek do
MBP-SE, przygotowano takze biatko fuzyjne MBP-GFP (ang. green fluorescent protein).
Nadekspresje biatka o masie odpowiadajacej] MBP-GFP (65 kDa) uzyskano po traktowaniu
bakterii 0,4 mM IPTG i pozniejszej hodowli w 37 °C przez dwie lub trzy godziny (Ryc.
14). Bez wzgledu na czas trwania hodowli, powstate biatko rekombinowane wystepowato
we frakcji rozpuszczalnej 1 nierozpuszczalnej. Pierwszy z wymienionych preparatow,
uzyskany po dwodch godzinach nadekspresji, wykorzystano nastgpnie w trakcie

eksperymentdéw typu pull down.
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Ryc. 14 Nadekspresja biatka GFP w fuzji z bialkiem wigigcym maltoze (MBP)
w Escherichia coli

Na zel poliakrylamidowy naktadano probe pobrang zaraz przed indukcjq nadekspresji
(0 h) oraz frakcje rozpuszczalng, czyli supernatant pobrany znad pozostatosci komorek
(frakcja nierozpuszczalna) po odwirowaniu lizatu powstatego wskutek sonikacji komorek
E. coli; nadekspresje prowadzono przez dwie i trzy godziny (2h, 3h); liczbami oznaczono
mase czgsteczkowq poszczegolnych prqzkow markera.

W celu przeprowadzenia eksperymentow typu pull down podjednostki AtCBC
otrzymano na drodze translacji in vitro prowadzonej z dodatkiem radioaktywnie
znakowanej metioniny [**S]. Proby po translacji inkubowano nastepnie przez dwie godziny
ze zwigzanym na ztozu amylozowym SE. W tym samym czasie przeprowadzono roéwniez
kontrole niespecyficznego wigzania si¢ biatek AtCBC do ziaren amylozowych i do
etykiety MBP w postaci inkubacji preparatow zawierajacych te biatka ze zwigzanym do
ztoza MBP-GFP. Uzyskane kompleksy po intensywnym plukaniu i elucji 10 mM maltoza
rozdzielano w zelu poliakrylamidowym, a nastepnie rejestrowano sygnaly, odpowiadajace
AtCBP20 i AtCBP80. Obecno$¢ podjednostek AtCBC w kompleksie z SE zaobserwowano
zardowno w przypadku pelnej dlugosdci biatka, jak rowniez po zwigzaniu do ztoza MBP-
SE194-543. Wykazano wiec w ten sposob, ze w warunkach in vitro ustrukturyzowany rdzen

SE jest wystarczajacy dla oddziatywania z AtCBP20 i AtCBP80 (Ryc. 15).
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Ryc. 15 Analiza oddzialywan miedzy SERRATE (SE) i podjednostkami AtCBC

(AtCBP20, AtCBP80) przy zastosowaniu techniki pull down
Gorny panel przedstawia schemat wariantow SE wykorzystywanych w trakcie analiz;

SEj.720 — SE petnej dtugosci, SE194.543 — ustrukturyzowany rdzen SE; liczby odpowiadajq
odpowiednim resztom aminokwasowym, Dolny panel przedstawia wynik analizy typu pull
down; MBP-GFP i MBP-SE to biatka rekombinowane uzyskane poprzez nadekspresje
w E. coli; MBP — biatko wigzqce maltoze (ang. maltose binding protein); kontrola
natozenia wynosi 1/20 proby otrzymanej w wyniku translacji in vitro i wykorzystanej

w eksperymencie.

W trakcie eksperymentow zastosowano réwniez domen¢ TPR AtSGT1 (ang. Suppressor of

the G2 allele of SKP1), uzyskang na drodze translacji in vitro, jako kontrolg
niespecyficznego wigzania si¢ biatek do MBP-SE. Brak sygnatu, odpowiadajacego TPR,

po inkubacji z MBP-SE, jak réwniez nieobecnos¢ AtCBC w probach, w ktorych do ztoza
wigzano MBP-GFP, potwierdzily specyficznos¢ wykazanego bezposredniego
oddzialywania migdzy SE i podjednostkami AtCBC. Ponadto, poroéwnujac site sygnatu

podjednostek AtCBC w probie odpowiadajacej kontroli nalozenia i po inkubacji z SE,
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zaobserwowano wydajniejsze wigzanie AtCBP20, w poréwnaniu z AtCBP80. W kontroli
nalozenia, stanowigcej 1/20 objgtosci preparatow uzyskanych w wyniku translacji in vitro,
sygnat AtCBP80 byl mocniejszy niz AtCBP20. Po inkubacji ze zwigzanymi na ztozu
wariantami SE stosunek intensywno$ci prazkow przesungt si¢ natomiast na korzys¢
AtCBP20, sugerujac wigkszg ilo$¢ czasteczek tego biatka w kompleksie z SE. Co wigcej,
po inkubacji SE ze zmieszanymi obydwiema podjednostkami AtCBC w stosunku
objetosciowym 1:1, zaobserwowano mocniejsze sygnaty AtCBP20 1 AtCBPS80
w porownaniu z indywidualnymi oddzialywaniami SE/AtCBP20 1 SE/AtCBP80. Wynik
taki uzyskano pomimo dodawania takiej samej objetosci preparatoéw podjednostek AtCBC
do badania oddziatywan indywidualnych i w kompleksie. Podobnie do wynikow
oddzialtywan indywidualnych, w probie z trzema biatkami sygnat AtCBP20 byt mocniejszy
w poréwnaniu z intensywnoscig prazka odpowiadajacego AtCBP80. Wyniki te wskazuja
na mozliwo$¢ tworzenia potrdjnego kompleksu zbudowanego z trzech biatek jednoczesnie

oraz stabilizacj¢ oddzialywan migdzy tworzacymi go komponentami.
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5.2. Identyfikacja bialka/bialek snRNP Ul, ktore oddzialuja z SERRATE

Zgodnie z postawiong w niniejszej pracy hipoteza biatko SE jest elementem
laczacym biatka zaangazowane w biogeneze¢ miRNA, w tym AtCBC, z kompleksem
snRNP Ul, oddziatujacym z miejscem splicingowym 5°. W celu identyfikacji partnera
(partneréw) biatkowego SE wsrdd elementéw snRNP Ul wykorzystano dwuhybrydowy
system drozdzowy (Matchmaker Gold, Clontech), ktory ze wzgledu na obecno$¢ az
czterech gendéw reporterowych, pozwala zminimalizowa¢ prawdopodobienstwo uzyskania
fatszywie pozytywnego wyniku. W sytuacji, gdy dwa analizowane biatka oddziatujg ze
soba, komorki drozdzowe sa zdolne do wzrostu na pozywce (1) bez histydyny, (2) bez
adeniny, (3) z dodatkiem toksycznej Aureobazydyny A, jak rowniez (4) przeksztatcajg X-
a-Gal do produktu, dajacego koloniom drozdzowym niebieskie zabarwienie. W trakcie
eksperymentéw wykorzystano sekwencje kodujace SE pelnej dlugosci oraz wszystkie
dziesig¢ specyficznych biatek kompleksu Ul u Arabidopsis thaliana, tj. AtU1A, AtUIC,
AtU1-70K, AtPRP39a i b, AtPRP40a i b, AtLUC7a i b oraz AtLUC7r] (Wang i Brendel,
2004).

W pierwszej kolejnosci eksperymenty prowadzono wykorzystujac konstrukty
kodujace SE w fuzji z domeng aktywujaca czynnika transkrypcyjnego Gal4 (AD, ang.
activation domain) oraz biatka snRNP Ul w fuzji z domeng wigzacag Gal4 (BD, ang.
binding domain). W trakcie tych analiz nie zaobserwowano wzrostu drozdzy w przypadku
badania wigzania SE z podstawowymi elementami snRNP Ul, tj. AtU1A, AtU1C i AtU1-
70K (Ryc. 16). Wykazano natomiast specyficzne oddziatywanie SE z trzema biatka
pomocniczymi snRNP Ul, tj. AtPRP39b, AtPRP40b oraz AtLUC7rl. W przypadku
ostatniego z wymienionych biatek nie zaobserwowano wzrostu komorek na pozywce
zawierajacej wszystkie markery selekcyjne. Odnotowano aktywacj¢ tylko dwodch
z czterech gendéw reporterowych, tj. genéow pozwalajacych komorkom na wzrost na

pozywce bez histydyny i adeniny.

Ze wzgledu na niespecyficzng auto-aktywacje ekspresji genow reporterowych przez
AtPRP39a i AtPRP40a, powstajace w fuzji z domeng wigzaca Gal4 (BD), konieczne byto
przeprowadzenie eksperymentow w odwrotnej konformacji — SE w fuzji z domeng
wigzacg Gal4 (BD), a AtPRP39a i AtPRP40a z domeng aktywujaca (AD). W ten sposéb
wykazano dodatkowe specyficzne oddziatywanie migdzy SE i AtPRP40a. Po zmianie
konformacji nie zaobserwowano natomiast wzrostu drozdzy w przypadku analizy wigzania

SE z AtPRP39a.
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Ryc. 16 Identyfikacja biatek kompleksu snRNP Ul oddziatujgcych 7 SERRATE (SE)
przy pomocy dwyhydrydowego systemu droZdiowego
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AD — domena aktywujgca czynnika transkrypcyjnego Gal4, BD — domena wigzqca DNA
czynnika transkrypcyjnego Gal4, wzrost obserwowano na poZywce pozbawionej (-):
leucyny (L), tryptofanu (T), histydyny (H) i adeniny (A), z dodatkiem (+): X-a-Gal,
Aureobazydyny A (Aur).

Bezposrednie oddzialywania migdzy SE 1 czterema biatkami snRNP Ul
potwierdzono w kolejnym etapie technikg pull down, ktora wykorzystano w sposéb
podobny do analizy oddziatywan SE/AtCBC. W przeciwienstwie do wspomnianych
eksperymentdéw, na tym etapie badan analizowano jedynie oddziatywania pelnej dlugosci
SE (MBP-SE). Rekombinowane biatko MBP-SE i MBP-GFP otrzymano w E. coli,
a potencjalnych partnerow SE, tj. AtPRP39b, AtPRP40a, AtPRP40b 1 AtLUCT7rl, przy
zastosowaniu translacji in vitro z wykorzystaniem radioaktywnie znakowanej metioniny
[*°S]. Po inkubacji prob radioaktywnych ze zwigzanym na ztozu MBP-SE zarejestrowano
silny sygnal w przypadku wszystkich analizowanych biatek snRNP Ul (Ryc. 17).
Na specyficzno$¢ wykazanych w ten sposob bezposrednich oddziatywan wskazal brak

sygnalu komponentéw snRNP Ul w analogicznie przeprowadzonym eksperymencie
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z wykorzystaniem MBP-GFP oraz domeny TPR bialtka AtSGTI1, zastosowanej, jako
kontrola niespecyficznego wigzania si¢ biatlek do MBP i/lub SE.
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Ryc. 17 Analiza oddzialywania migedzy SERRATE (SE) i wybranymi biatkami kompleksu
snRNP Ul przy zastosowaniu techniki pull down

MBP-GFP i MBP-SE to biatka rekombinowane uzyskane poprzez nadekspresje w E. coli;
MBP — biatko wigzgce maltoze (ang. maltose binding protein); kontrola natozenia wynosi
1/20 proby otrzymanej w wyniku translacji in vitro i wykorzystanej w eksperymencie.

W kolejnym etapie badan sprawdzono czy wszystkie cztery zidentyfikowane
oddziatywania zachodza réwniez w zywych komorkach ro$linnych. Wiasciwy
eksperyment poprzedzila charakterystyka lokalizacji komorkowej SE, AtPRP39b,
AtPRP40a, AtPRP40b 1 AtLUC7rl w transfekowanych protoplastach A. thaliana.

W  pierwsze] kolejnosci wustalono optymalne miejsce przylaczenia biatek
fluorescencyjnych. W przypadku fuzji GFP z SE zaobserwowano sygnat jadrowy, bez
wzgledu na to, czy GFP znajdowalo si¢ na koncu aminowym lub karboksylowym SE (Ryc.
18). Fuzja GFP z karboksylowym koncem SE spowodowala jednak, ze biatko to
charakteryzowato si¢ sygnatem homogennym, pozbawionym specyficznych dla SE
ziarnisto$ci (Fang 1 Spector, 2007). Z tego powodu we wszystkich kolejnych
eksperymentach wykorzystywano konstrukty kodujagce SE z GFP dofaczonym na jego
koncu aminowym. W celu lokalizacji badanych biatek snRNP Ul stosowano natomiast
przeciwng konformacje, tj. biatko tagRFP (tRFP) na ich koncu karboksylowym. Na takie
podejscie zdecydowano si¢ szczeg6lnie ze wzgledu na niespecyficzny agregatowy sygnat
cytoplazmatyczny, ktory zaobserwowano w przypadku transfekcji  protoplastow

konstruktami kodujagcymi tRFP-AtPRP40a 1 tRFP-AtPRP40b (Ryc. 19).
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Ryc. 18 Analiza lokalizacji SERRATE (SE), powstajgcego w fuzji z biatkiem
fluorescencyjnym GFP, przylgczonym na karboksylowym Ilub aminowym koncu SE
w transfekowanych protoplastach Arabidopsis thaliana

Skala rowna 10 um.

tRFP-AtPRP40a

tRFP-AtPRP40b

Ryc. 19 Analiza lokalizacji AtPRP40a i AtPRP40b, powstajgcych w fuzji 7 biatkiem
fluorescencyjnym tagRFP (tRFP), przylgczonym do ich aminowych koncow
w transfekowanych protoplastach Arabidopsis thaliana

Skala rowna 10 um.
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W celu pehiejszej charakterystyki wytypowanych partnerow SE, analizowano
réwniez ich lokalizacje komorkowa w protoplastach wyizolowanych z liSci linii
A. thaliana, w ktorej dochodzi do nadekspresji markera ciat Cajala, tj. koiliny. Biatko to
powstaje w tych ros§linach w fuzji z mRFP (ang. monomeric red fluorescent protein)
(Collier i in., 2005), stad w konstruktach kodujacych komponenty snRNP Ul oraz SE
obecna byta sekwencja kodujagca GFP. Zarowno w przypadku bialek kompleksu snRNP
Ul, jak 1 SE, nie zaobserwowano ich wystepowania w strukturach bogatych w koiling
(Ryc. 20). Wskazuja na to niskie wartosci wspodtczynnika korelacji Pearson’a (R), ktore nie
przekroczyty liczby 0,33. Wspotczynniki naktadania Manders’a osiaggnely wartosci
w zakresie 0,45-0,92, jednakze biorgc pod uwage uzyskane obrazy i pierwszy wymieniony

wspotczynnik sg one wynikiem przypadkowego natozenia si¢ sygnatoéw.

W kolejnym etapie zbadano wzajemna lokalizacje SE i partnerow snRNP Ul
w protoplastach A. thaliana. SE powstawalo w fuzji z GFP, natomiast do bialek kompleksu
Ul dotaczone byto tRFP (Ryc. 21). Analizy te wykazaty, ze wszystkie badane biatka
charakteryzuja si¢ sygnatem jadrowym, jak réwniez, ze elementy snRNP Ul znajduja si¢
doktadnie w tych samych skupiskach jadrowych, w ktorych wystepuje SE. Wskazuje na to
wysoka warto§¢ wspotczynnika Pearson’a, ktora plasowata si¢ w zakresie 0,72-0,97 oraz

wspotczynnikow Manders’a (ponad 0,75).
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AtPRP39b-GFP mRFP-Koilina R=0,18
M1=0,86
M2=0,73

AtPRP40a-GFP mRFP-Koilina e R=0,09
5 oo M1=0,45
M2=0,84

AtPRP40b-GFP mRFP-Koilina s R=0,25
7 M1=0,83
M2=0,91

AtLUCTr-GFP mRFP-Koilina y R=0,11
. M1=0,39
M2=0,92

mRFP-Koilina - R=0,32
- M1=0,84
M2=0,92

Ryc. 20 Analiza wzajemnej lokalizacji wybranych biatek wchodzgcych w skiad snRNP
Ul i SE 7 markerem cial Cajala — Koiling w transfekowanych protoplastach Arabidopsis
thaliana

R, wspotczynnik Pearson’a; M1 i M2, wspotczynniki Manders’a; skala rowna 10 um.
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R=0,72
M1=0,97
M2=0,75

GFP-SE AtPRP39b-tRFP
GFP-SE AtPRP40a-tRFP T -
AtPRP40b-tRFP ' R=0.86
G : M1=0.99
e M2=0,82

i i, .‘

AtLUCTIHRFP o P R=0,91
M1=0,91
M2=0,92

R=0,95
M1=0,99
M2=0,96

Ryc. 21 Analiza wzajemnej lokalizacji SERRATE (SE) i wybranych biatek wchodzgcych
w sktad snRNP Ul w transfekowanych protoplastach Arabidopsis thaliana

tRFP, tagRFP; R, wspotczynnik Pearson’a; M1 i M2, wspotczynniki Manders’a; skala
rowna 10 um.
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W celu sprawdzenia, czy ko-lokalizacja badanych bialek w zywej komorce
ro$linnej jest wynikiem ich oddzialywan zastosowano kombinacj¢ technik
mikroskopowych FRET-FLIM (ang. Forster resonance energy transfer by fluorescence
lifetime imaging). Wspomniane podejscie badawcze pozwala na badanie bezposrednich
interakcji biatkowych in vivo i polega na pomiarze czasu trwania fluorescencji donora
(ang. donor fluorescence lifetime), ktory obniza si¢, gdy w odlegtosci nieprzekraczajacej
5 nm znajduje si¢ biatko akceptorowe (Bucherl i in., 2010). Dochodzi wtedy do
nieradiacyjnego przekazywania energii miedzy czasteczka donorowg (np. GFP)

1 akceptorowa (np. tRFP), pasujacych do siebie pod wzgledem spektrum emisji i absorbcji.

Obecnos¢ ktoregokolwiek z wytypowanych uprzednio biatek snRNP Ul,
powstajacych w fuzji tRFP w protoplastach A. thaliana, powodowata statystycznie istotne
(p<0,001) obnizenie czasu trwania fluorescencji donora, ktorym byto SE w fuzji z GFP
(Ryc. 22). Wyniki te wskazuja na bezposredni charakter oddziatywan migdzy SE
1 AtPRP39b, AtPRP40a, AtPRP40b 1 AtLUC7rl w zywej komorce roslinne;.

g 2400 - mdonor

g . I = donor + AtPRP39b-tRFP
o mdonor + AtPRP40a-tRFP
S 2200 - = donor + AtPRP40b-tRFP
§ 2100 - m donor + AtLUCT7rl-tRFP
P donor + AtPRP39a-tRFP
§ 2000 -

donor: GFP-SE

Ryc. 22 Analiza oddzialywania miedzy SERRATE (SE) i wybranymi biatkami kompleksu
snRNP Ul przy zastosowaniu FRET-FLIM w transfekowanych protoplastach
Arabidopsis thaliana

Donor - GFP w fuzji z SE (GFP-SE); Akceptor - tRFP, tagRFP (tRFP) w fuzji z biatkami
AtPRP39b, AtPRP40a, AtPRP40b, AtLUC7rl lub AtPRP39a; stupki btedow wskazujq blgd
standardowy sredniej (SEM, standard error of the mean; n>10); gwiazdki wskazujg

istotnos¢ statystyczng zmiany czasu trwania fluorescencji donora w obecnosci akceptora
(*p<0,001).
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W celu sprawdzenia specyficzno$ci wykazanych zmian, protoplasty A. thaliana
transfekowano jednocze$nie plazmidami kodujacymi GFP-SE i AtPRP39a-tRFP, gdyz
biatka te nie wykazaly oddziatywania w eksperymentach dwuhybrydowego systemu
drozdzowego (Ryc. 16). Pomimo lokalizacji obydwodch biatek w jadrze komorkowym
(Ryc. 23), nie zaobserwowano istotnej zmiany czasu trwania fluorescencji GFP-SE
w obecnosci AtPRP39a-tRFP, co zgodnie z wynikami poprzednich eksperymentow

wskazuje na brak bezposrednich oddziatywan miedzy tymi elementami (Ryc. 22).

AtPRP39a-tRFP

Ryc. 23 Analiza wzajemnej lokalizacji SERRATE (SE) i AtPRP39a w transfekowanych
protoplastach Arabidopsis thaliana

tRFP, tagRFP; R, wspotczynnik Pearson’a; M1 i M2, wspoiczynniki Manders’a; skala
rowna 10 um.

W kolejnym etapie sprawdzono wzajemng lokalizacje partnerow SE wsréd snRNP
Ul w transfekowanych protoplastach 4. thaliana. W pierwszej kolejnosci analizowano
miejsce wystepowania AtPRP40a-GFP i AtPRP40b-tRFP. Zaobserwowano naktadanie si¢
obydwéch sygnaldow w  jadrze komorkowych, jednakze wspotczynniki Pearson’a
1 Manders’a nie osiagnely wartosci 1, wskazujac na niepetng ko-lokalizacje badanych
biatek (Ryc. 24). Warto§¢ M1 na poziomie 0,88 wskazata na obecno$¢ AtPRP40a
w dodatkowych strukturach, poza miejscem lokalizacji AtPRP40b. Nastepnie sprawdzono,
czy w miejscu wystepowania AtPRP40b znajduje si¢ réwniez AtPRP39b i AtLUCT7rl. Po
transfekcji komorek konstruktami kodujacymi AtPRP40b-tRFP i AtPRP39b-GFP
odnotowano wysoki stopien naktadania si¢ sygnalow odpowiadajacych tym biatkom (Ryc.
25). Do takiej samej sytuacji doszto w przypadku obecnosci w protoplastach AtPRP40b-
GFP 1 AtLUCTrI-tRFP (Ryc. 25). Wyniki tych analiz wskazaly wi¢c na obecnos¢
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wszystkich partnerow SE wsrdd bialek snRNP Ul w tych samych strukturach

komorkowych.

AtPRP40a-GFP

AtPRP40b-tRFP R=0,73
M1=0,88

M2=1,00

Ryc. 24 Analiza wzajemnej lokalizacji AtPRP40a i AtPRP40b w transfekowanych
protoplastach Arabidopsis thaliana

tRFP, tagRFP; R, wspotczynnik Pearson’a; M1 i M2, wspotczynniki Manders’a; skala
rowna 10 um.

AtPRP39b-GFP AtPRP40b-tRFP » R=0.94
. M1=0,99
M2=0,99

AtPRP40b-GFP AtLUCTrl-tRFP R=0,97
i | M1=1,00
M2=0,99

Ryc. 25 Analiza wzajemnej lokalizacji AtPRP39b oraz AtLUC7rl 7 AtPRP40b
w transfekowanych protoplastach Arabidopsis thaliana

tRFP, tagRFP; R, wspotczynnik Pearson’a; M1 i M2, wspotczynniki Manders’a; skala
rowna 10 um.
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5.3. Charakterystyka oddzialywan SE/snRNP U1l

Analogicznie do analizy oddziatywan SE/AtCBC, przeprowadzono réwniez
identyfikacje fragmentu SE odpowiedzialnego za wigzanie bialek snRNP UIl.
Wykorzystano w tym celu w pierwszej kolejnosci dwuhybrydowy system drozdzowy.
Przygotowano konstrukty kodujace SE z usunigtym nieustrukturyzowanym koncem
aminowym (SEAN; brak aminokwaséow 1-193) Iub karboksylowym (SEAC; brak
aminokwasow 544-720) (Ryc. 26), a nastepnie transformowano nimi komérki drozdzowe
jednoczesnie z konstruktami, z ktorych powstawaty AtPRP39b, AtPRP40a, AtPRP40b lub
AtLUCTrl.

12

o [ I —
72

SEAN et
1 194 241 470 543
N — e

Ryc. 26 Schemat wariantow biatka SERRATE (SE) wykorzystywanych w analizach
stuzgcych identyfikacji fragmentu odpowiedzialnego za oddzialywanie 7 partnerami
biatkowymi w kompleksie snRNP Ul

SE;.720 — biatko SE petnej diugosci; SEAN — wariant biatka SE z usunietymi aminokwasami
1-193 (koncem aminowym); SEAC — wariant biatka SE z usunietymi aminokwasami 544-
720 (koncem  karboksylowym);  liczby  odpowiadajqg  odpowiednim  resztom
aminokwasowym.

Wzrost komoérek drozdzowych w trakcie tych eksperymentow zaobserwowano tylko dla
wariantu SE z usunigtym koncem aminowym w przypadku jednoczesnej transformacji
z AtLUC7rl (Ryc. 27). Ponownie w tym przypadku odnotowano aktywacje tylko dwoch
z czterech gendw reporterowych, co miato rowniez miejsce w trakcie eksperymentow
poswieconych identyfikacji partnerow SE wsrod wszystkich specyficznych biatek snRNP
Ul (Ryc. 16). Brak wzrostu drozdzy w przypadku ekspresji SE z usunigtym
nieustrukturyzowanym fragmentem karboksylowym wskazal na utrat¢ oddziatywan

takiego biatka z wszystkimi czterema partnerami snRNP Ul.
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AtPRP40a AD + SEAC BD D . . SEAC AD + AtLUCTrl BD

Ryc. 27 Analiza oddzialywania miedzy biatkiem SERRATE (SE) w trzech wariantach:
pelnej dlugosci, wariantem pozbawionymi konca aminowego (SEAN) lub
karboksylowego (SEAC) i wybranymi biatkami kompleksu snRNP Ul przy zastosowaniu
dwuhybrydowego systemu droZdiowego

SE — biatko SE petnej diugosci; SEAN — wariant biatka SE z usunigtymi aminokwasami
1-193 (koncem aminowym); SEAC — wariant biatka SE z usunietymi aminokwasami
544-720 (koncem karboksylowym); AD — domena aktywujqgca czynnika transkrypcyjnego
Gal4; BD — domena wigzgca DNA czynnika transkrypcyjnego Gal4; wzrost obserwowano
na pozywce pozbawionej (-): leucyny (L), tryptofanu (T), histydyny (H), adeniny (A),
z dodatkiem (+): X-a-Gal, Aureobazydyny A (Aur).

W kolejnym etapie badan sprawdzono lokalizacj¢ komodrkowa analizowanych
wariantow SE (SEAN lub SEAC) w protoplastach A. thaliana. Zaobserwowano, ze
odciecie ktoregokolwiek z nieustrukturyzowanych fragmentow SE nie zaburza jego
lokalizacji jadrowej (Ryc. 28). W przypadku usunigcia konca aminowego nie odnotowano
juz obecnosci specyficznych skupisk tego biatka na terenie jadra komodrkowego.

Zaobserwowano w zamian sygnat homogenny na terenie catej nukleoplazmy.
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GFP-SEAN : GFP-SEAC

a

Ryc. 28 Analiza lokalizacji wariantow biatka SERRATE (SE), pozbawionych konca
aminowego (SEAN) lub karboksylowego (SEAC) w transfekowanych protoplastach
Arabidopsis thaliana

Skala rowna 10 um.

W obecnosci bialek AtPRP40a-tRFP i AtPRP40b-tRFP wariant SE pozbawiony
konca aminowego odtworzyl jednak struktury, w ktorych znajdowaty si¢ roéwniez
wspomniane biatka snRNP Ul (Ryc. 29). Wysokie wartosci wspotczynnikéw Pearson’a
1 Manders’a odnotowano rowniez w przypadku jednoczesnej ekspresji SEAN i pozostatych

analizowanych elementoéw tego kompleksu, tj. AtPRP39b, AtLUC7rl.

Usunigcie konca karboksylowego spowodowalo natomiast catkowitg utrate ko-
lokalizacji tej wersji SE z AtPRP39b, AtPRP40b i AtLUC7rl (Ryc. 30). Bialka te
znajdowaty si¢ w réznych skupiskach, znajdujacych si¢ na terenie jadra komérkowego, na
co wskazuje rowniez obnizona warto$¢ wspotczynnika Pearson’a. W przypadku AtPRP40a
odnotowano nadal wysoka ko-lokalizacj¢ z wariantem SE, pozbawionym fragmentu

karboksylowego.
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GFP-SEAN AtPRP39b-tRFP

R=0,85; M1=0,81; M2=0,89

GFP-SEAN AtPRP40a-tRFP

R=0,87; M1=0,97; M2=0,99

GFP-SEAN AtPRP40b-tRFP

R=0,88; M1=0,97; M2=0,99

GFP-SEAN AtLUCTrl-tRFP

R=0,98; M1=0,99; M2=1,00

Ryc. 29 Analiza wzajemnej lokalizacji wariantu biatka SERRATE, pozbawionego konca
aminowego (SEAN) 7 wybranymi biatkami wchodzgcymi w skiad snRNP Ul
w transfekowanych protoplastach Arabidopsis thaliana

tRFP, tagRFP; R, wspotczynnik Pearson’a; M1 i M2, wspotczynniki Manders’a; skala
rowna 10 um.
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GFP-SEAC AtPRP39b-tRFP ’f

745
.

ok

R=0,59; M1=0,99; M2=0,88
GFP-SEAC AtPRP40a-tRFP

R=0,98; M1=0,99; M2=0,99
GFP-SEAC AtPRP40b-tRFP

R=0,56; M1=0,99; M2=0,96

GFP-SEAC AtLUCT7rltRFP

R=0,79; M1=0,99; M2=0,94

Ryc. 30 Analiza wzajemnej lokalizacji wariantu biatka SERRATE, pozbawionego konca
karboksylowego (SEAC) z wybranymi biatkami wchodzqcymi w skiad snRNP Ul
w transfekowanych protoplastach Arabidopsis thaliana

tRFP, tagRFP; R, wspotczynnik Pearson’a; M1 i M2, wspotczynniki Manders’a, skala
rowna 10 um.
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Obecnos¢ fluorescencyjnie znakowanych biatek w protoplastach A. thaliana
wykorzystano nast¢pnie w celu analizy bezposrednich oddziatywan mig¢dzy analizowanymi
wariantami SE 1 partnerami snRNP Ul. Zastosowano ponownie kombinacj¢ technik
FRET-FLIM. Dla pelnej wiarygodnosci uzyskanych wynikow protoplasty transfekowano
réwniez konstruktami kodujacymi jeden z wariantow SE w fuzji z GFP oraz APRP39a-
tRFP lub tRFP-AtCBP20. AtPRP39a stuzylo w tych eksperymentach za kontrolg
negatywng, gdyz wyniki uzyskane przy zastosowaniu dwuhybrydowego systemu
drozdzowego wskazywaly na brak bezposrednich oddzialywan tego biatka z SE (Ryc. 16).
Na podstawie wczesniejszych analiz, wytypowano AtCBP20 na kontrole¢ pozytywna, gdyz
wykazano, ze ustrukturyzowany rdzen, obecny w kazdym wariancie SE po odcigciu
nieustrukturyzowanych fragmentéw, jest wystarczajacy do zwigzania AtCBP20 (Ryc. 15).
Po transfekcji protoplastoéw konstruktami kodujagcymi wspomniane warianty SE w fuzji
z GFP oraz AtPRP39a lub AtCBP20 w fuzji z tRFP zaobserwowano naktadajace si¢ na
siebie sygnaty w jadrze komorkowym (Ryc. 31), pozwalajace na przeprowadzenie

eksperymentéw poswieconych bezposrednim oddziatywaniom.

W trakcie prowadzenia analiz FRET-FLIM mierzono czas trwania fluorescencji
donoréw, za ktére postuzyly warianty SE w fuzji z GFP (Ryc. 32). Usunigcie
nieustrukturyzowanych koncéw SE spowodowalo brak istotnej zmiany czasu trwania
fluorescencji obydwoch donorow w obecno$ci AtPRP39b, AtPRP40a i AtPRP40b,
wskazujac na brak oddziatywan miedzy analizowanymi komponentami. Tylko
w przypadku bialek AtLUC7rl i SE z usunigtym koncem aminowym spadek taki byt nadal
obserwowalny. Wyniki te wskazuja na kluczowa role nieustrukturyzowanych fragmentow
SE w wigzaniu AtPRP39b, AtPRP40a i AtPRP40b. Potwierdzity tym samym rezultaty
uzyskane w dwuhybrydowym systemie drozdzowym (Ryc. 27). Co wiecej, AtPRP39a-
tRFP nie wykazywato zdolnos$ci do odbierania energii analizowanym biatkom donorowym.
Transfer energii zarejestrowano natomiast w przypadku transfekcji protoplastow
konstruktami kodujagcymi warianty SE w fuzji z GFP 1 tRFP-AtCBP20. Wyniki
te wskazuja na poprawne zwinigcie si¢ i funkcjonalno$¢ analizowanych wariantow SE

w protoplastach A. thaliana.

90



GFP-SEAN

GFP-SEAC

GFP-SEAN

GFP-SEAC

AtPRP39a-tRFP

R=0,97
M1=1,00
M2=0,99

R=0,72
M1=1,00
M2=0,89

R=0,95
M1=0,99
M2=0,99

R=0,97
M1=0,99
M2=0,99

Ryc. 31 Analiza wzajemnej lokalizacji wariantow biatka SERRATE, pozbawionych
konca aminowego (SEAN) lub karboksylowego (SEAC) 7z AtPRP39a i AtCBP20

w transfekowanych protoplastach Arabidopsis thaliana

tRFP, tagRFP; R, wspotczynnik Pearson’a; M1 i M2, wspoiczynniki Manders’a; skala

rowna 10 um.
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mdonor mdonor + AtPRP39b-tRFP
mdonor + AtPRP40a-tRFP  mdonor + AtPRP40b-tRFP
mdonor + AtLUC7rI-tRFP oOdonor + tRFP-AtCBP20
donor + AtPRP39a-tRFP
2500 -

2400 A

2300 A

HH %

2200 A

H

2100 H

czas trwania fluorescenciji [ps]

2000 -
donor: GFP-SEAN donor: GFP-SEAC

Ryc. 32 Analiza oddzialywania miedzy wariantami biatka SERRATE, pozbawionymi
konca aminowego (SEAN) Ilub karboksylowego (SEAC) i wybranymi biatkami
kompleksu snRNP Ul Ilub AtCBP20 przy zastosowaniu  FRET-FLIM
w transfekowanych protoplastach Arabidopsis thaliana

Donor - GFP w fuzji z wariantami SERRATE (GFP- SEAN; GFP- SEAC); SEAN — wariant
biatka SE z usunietymi aminokwasami 1-193 (koncem aminowym), SEAC — wariant biatka
SE z usunigtymi aminokwasami 544-720 (koncem karboksylowym); Akceptor - tRFP,
tagRFP (tRFP) w fuzji z biatkami AtPRP39b, AtPRP40a, AtPRP40b, AtLUC7rl, AtPRP39a
lub AtCBP20, stupki bltedow wskazujg blqd standardowy sredniej (SEM, standard error of
the mean; n>10); gwiazdki wskazujq istotnos¢ statystyczng zmiany czasu trwania
Sfluorescencji donora w obecnosci akceptora (*p<0,001).

W celu wykluczenia udziatlu ustrukturyzowanego rdzenia SE w wigzaniu biatek
snRNP Ul, przygotowano kolejny konstrukt, w ktorym GFP znajdowato si¢ pomiedzy
nieustrukturyzowanymi fragmentami SE (SE N-GFP-SE C) (Ryc. 33). Konstrukt ten
nastepnie wprowadzono do protoplastow A. thaliana na drodze przejsciowej transfeke;ji
1 wykorzystano w pierwszej kolejnosci w analizach wzajemnej lokalizacji z partnerami

snRNP Ul (Ryc. 34).

544 720
SE N-GFP-SE C | _ |

Ryc. 33 Schemat wariantu biatka SERRATE (SE) wykorzystywanego w analizach
stuzgcych ocenie roli ustrukturyzowanego rdzenia w oddzialywaniu 7 partnerami
biatkowymi w kompleksie snRNP Ul

liczby odpowiadajg odpowiednim resztom aminokwasowym,; SE_N-GFP-SE _C odpowiada
resztom aminokwasowym SE 1-194— GFP-SE 544-720.
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SE_N-GFP-SE_C

SE_N-GFP-SE_C \ R=0,94
M1=0,99
M2=0,91

SE_N-GFP-SE_C R=0,94
M1=0,98
M2=0,99

SE_N-GFP-SE_C | AtPRP40b-tRFP I R=0,93
o ; M1=0,98

N, - 12=0,99

SE_N-GFP-SE_C | AtLUC7rRFP  |E 8 R=0,95
M1=0,99

_ M2=0,99

Ryc. 34 Analiza wzajemnej lokalizacji nieustrukturyzowanych fragmentow bialtka
SERRATE (SE) z wybranymi biatkami wchodzgcymi w sklad snRNP Ul
w transfekowanych protoplastach Arabidopsis thaliana

SE N-GFP-SE C odpowiada resztom aminokwasowym SE 1-194-GFP— SE 544-720;
tRFP, tagRFP; R, wspotczynnik Pearson’a; M1 i M2, wspoiczynniki Manders’a; skala
rowna 10 um.
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Niestrukturyzowane fragmenty SE byly wystarczajaca jego czes$cig do przyjecia przez to
biatko lokalizacji jadrowej (Ryc. 34). Co wigcej, fragmenty te tworzyty specyficzne dla SE
skupiska 1 wykazywaly wysoki stopien wzajemnej lokalizacji z analizowanymi biatkami

snRNP Ul.

W nastepnym etapie przeprowadzono analizy oddziatywan typu biatko-biatko przy
zastosowaniu FRET-FLIM. Wykorzystano w tych eksperymentach GFP rozdzielajace
nieustrukturyzowane fragmenty SE, jako donor energii oraz ponownie AtPRP39a
1 AtCBP20 w fuzji z tRFP jako proby kontrolne. Drugie z wymienionych biatek stuzyto
w tym przypadku, przeciwnie do poprzednich eksperymentow, rdwniez jako kontrola
negatywna, ze wzgledu na brak wymaganego dla jego wigzania ustrukturyzowanego
rdzenia w analizowanym wariancie SE. Zarowno AtPRP39a jak 1 AtCBP20 w wysokim
stopniu ko-lokalizowatly z nieustrukturyzowanymi fragmentami SE w jadrze komorkowym
protoplastow A. thaliana (Ryc. 35), stad po raz kolejny okazaty si¢ by¢ odpowiednimi
biatkami kontrolnymi dla analiz typu FRET-FLIM.

SE_N-GFP-SE_C | AtPRP39a-RFP n R=0,96
M1=0,99

M2=0,97

SE_N-GFP-SE_C | tRFP-AtCBP20 | . R=0,84
. M1=0,97

M2=0,99

Ryc. 35 Analiza wzajemnej lokalizacji nieustrukturyzowanych fragmentow bialtka
SERRATE (SE) 7 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, wspotczynnik Pearson’a; M1 i M2, wspotczynniki Manders’a; skala
rowna 10 um.
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Pomiary czasu trwania fluorescencji donora (SE N-GFP-SE C) wykazaty,
ze nieustrukturyzowane fragmenty SE s3a nie tylko wystarczajace dla lokalizacji
z partnerami U1, ale rowniez dla ich wigzania, gdyz zaobserwowano statystycznie istotne
obnizenie czasu trwania fluorescencji biatka donorowego w obecnosci AtPRP40a,
AtPRP40b lub AtLUCT7rl (Ryc. 36). Wyjatkiem okazato si¢ by¢ biatko AtPRP39b, ktore
nie przyczynialo si¢ do odbierania energii donorowi. Sytuacja taka miata rowniez miejsce,
gdy  SE N-GFP-SE C  ulegat  ekspresji  jednoczesnie z  tRFP-AtCBP20
lub AtPRP39a-tRFP. Wyniki te wykazaty wigc, ze nieustrukturyzowane fragmenty SE sg
wystarczajace dla oddzialywania z trzema z czterech partnerow snRNP Ul, tj. AtPRP40a,
AtPRP40b i AtLUC71l.

mdonor

= donor + AIPRP39b-tRFP

mdonor + AtPRP40a-tRFP

mdonor + AtPRP40b-tRFP

mdonor + AtLUCT7r-tRFP

odonor + tRFP-AtCBP20
donor + AtPRP39a-tRFP

2500 ~

H
H

2400 4

2300 -

2200 ~

2100 4

czas trwania fluorescencji [ps]

2000 -

donor: SE_N-GFP-SE_C

Ryc. 36 Analiza oddzialywania miedzy nieustrukturyzowanymi fragmentami bialtka
SERRATE (SE) i wybranymi biatkami wchodzgcymi w sktad snRNP Ul 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 biatkami AtPRP39b, AtPRP40a, AtPRP40b, AtLUC7rl, AtPRP39a
lub AtCBP20, stupki bltedow wskazujg blqd standardowy sredniej (SEM, standard error of
the mean; n>10); gwiazdki wskazujq istotnos¢ statystyczng zmiany czasu trwania
fluorescencji donora w obecnosci akceptora (*p<0,001).

Ze wzgledu na to, ze partnerami SE ws$réd snRNP Ul okazaty si¢ by¢ biatka
pomocnicze tego kompleksu a nie biatka podstawowe, tj. UlA, UIC i UI-70K,
w kolejnym etapie badan sprawdzono, czy do zidentyfikowanych oddziatywan dochodzi
w obecnosci pozostalych elementow snRNP Ul. Prowadzono w tym celu eksperymenty

w transfekowanych protoplastach 4. thaliana stosujac  kombinacje technik

mikroskopowych BiFC i FRET-FLIM. Wybrano AtPRP40b, jako biatko reprezentujace
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partneréw SE wéréd snRNP Ul oraz AtU1A, jako jedno z podstawowych elementow tego
kompleksu. Oddziatywanie SE/AtPRP40b pozwalalo na odtworzenie struktury biatka
fluorescencyjnego Cerulean (BiFC), ktore jednoczesnie wykorzystywano, jako donor
energii w trakcie pomiarow FRET-FLIM. Jako akceptor stosowano biatka powstajace

w fuzji z tRFP.

W pierwszej kolejnosci protoplasty 4. thaliana transfekowano konstruktami
kodujacymi SE z dotagczonym fragmentem aminowym i1 AtPRP40b z fragmentem
karboksylowym Cerulean. W wyniku tego zarejestrowano sygnal jadrowy w postaci

skupisk, charakterystycznych dla SE i AtPRP40b (Ryc. 37).

nCer-SE + AtPRP40b-cCer

Ryc. 37 Lokalizacja biatka fluorescencyjnego Cerulean (Cer), powstatego w wyniku
oddziatywania biatka SERRATE (SE) 7z AtPRP40b w transfekowanych protoplastach
Arabidopsis thaliana

nCer — fragment aminowy Cerulean; cCer — fragment karboksylowy Cerulean; prawy
panel to obraz autofluorescencji chloroplastow z natozonym sygnatem Cerulean (lewy
panel); skala rowna 10 um.

Nastepnie zbadano widmo emisji 1 czas trwania fluorescencji tak uzyskanego biatka
fluorescencyjnego w celu potwierdzenia odpowiednich jego wtasciwosci, jako donora
energii w analizach FRET-FLIM. Po wzbudzeniu go laserem o dlugosci fali 440 nm,
zaobserwowano dwa gtéwne piki emisji fluorescencji przy dtugosci fali okoto 470 nm
1 500 nm (Ryc. 38). Przy dlugosci fali rownej 555 nm, odpowiadajacej maksimum

absorbcji fluorescencji biatka tRFP, zarejestrowano okoto 50% intensywno$ci sygnatu
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emisji Cerulean, stad biatko to wykazywato odpowiednie wlasciwosci donorowe w parze
Cerulean-tRFP. Sredni czas trwania fluorescencji odtworzonego donora wynosit

2697,14 £27,41 ps.

nCer-SE + AtPRP40b-cCer
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Ryc. 38 Widmo emisji fluorescencji biatka Cerulean (Cer), powstalego w wyniku
oddzialywania biatka SERRATE (SE) 7 AtPRP40b w transfekowanych protoplastach
Arabidopsis thaliana

nCer — fragment aminowy Cerulean; cCer — fragment karboksylowy Cerulean,; wartosci
intensywnosci fluorescencji podano w jednostkach arbitralnych.

Czas trwania fluorescencji Cerulean, odtworzonego przez oddziatywanie SE/AtPRP40b,
mierzono rowniez w obecno$ci potencjalnego biatka akceptorowego, ktérym byto
AtUIA-tRFP. Wszystkie trzy biatka znajdowaly si¢ w jadrze komodrkowym
transfekowanych protoplastow A. thaliana 1 wykazywaly czesciowa ko-lokalizacje (Ryc.
39). Ze wzgledu na dodatkowa obecno$¢ AtUIA-tRFP w strukturach wolnych od SE
1 AtPRP40b, uzyskano niska warto$¢ wspolczynnika Manders’a dla kanatu biatka AtU1A-
tRFP (M2). Pomimo tego, zarejestrowano znaczne skrocenie czasu trwania fluorescencji
Cerulean w przypadku jednoczesnej ekspresji trzech wspomnianych biatek w protoplastach
A. thaliana (Ryc. 40). W celu wykluczenie niespecyficznego obnizenia warto$ci czasu
trwania  fluorescencji, zastosowano réwniez kontrole negatywna w  postaci
ustrukturyzowanego fragmentu SE (reszty aminokwasowe 194-543) w fuzji z tRFP.
Fragment ten, zgodnie z wynikami poprzednich eksperymentéw, nie jest odpowiedzialny
za oddzialywania z biatkami snRNP Ul (Ryc. 27, 32, 36). Obecno$¢ tRFP-SE194.543

w nukleoplazmie i czesciowo w cytoplazmie (Ryc. 39) nie powodowata istotnych zmian
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czasu trwania fluorescencji odtworzonego Cerulean (Ryc. 40), wskazujac jednoznacznie na

specyficznos¢ oddziatywan migdzy SE, AtPRP40b i AtU1A.

nCer-SE + AtPRP40b-cCer | AtU1A-tRFP
(donar) (akceptor)

R=0,86; M1=0,99; M2=0,35

nCer-SE + AtPRP40b-cCer § tRFP-SE,q, s,
(donor) (akceptor)

R=0,70; M1=1,00; M2=0,38

Ryc. 39 Analiza wzajemnej lokalizacji biatka Cerulean (Cer), powstalego w wyniku
oddzialywania miedzy biatkiem SERRATE (SE) i AtPRP40b, 7 AtUIA-tRFP lub
ustrukturyzowanym fragmentem SE (SEi194.543) w transfekowanych protoplastach
Arabidopsis thaliana

nCer — fragment aminowy Cerulean; cCer — fragment karboksylowy Cerulean; prawy
panel to obraz autofluorescencji chloroplastow z natozonym sygnatem Cerulean (lewy
panel); tRFP, tagRFP; R, wspotczynnik Pearson’a; M1 i M2, wspotczynniki Manders’a;
skala rowna 10 um.

98



2900 -

2700 4 I
mdonor

m donor + AtU1A-tRFP

2500 +
2300 +
2100 A
1900 -
1700 -

czas trwania fluorescencji [ps]

1500 -
donor; nCer-SE + AtPRP40b-cCer

Ryc. 40 Analiza oddzialywania miedzy kompleksem SERRATE (SE)/AtPRP40b oraz
AtUIA przy zastosowaniu kombinacji BiFC i FRET-FLIM w transfekowanych
protoplastach Arabidopsis thaliana

Donor — biatko fluorescencyjne Cerulean utworzone wskutek oddziatywan miedzy nCer-SE
i AtPRP40b-cCer; Akceptor — tagRFP (tRFP) w fuzji z biatkami AtUIA lub
ustrukturyzowanym  fragmentem  SE  (SEj94543;  liczy  odpowiadajq  resztom
aminokwasowym); stupki bledow wskazujq blgd standardowy sredniej (SEM, standard
error of the mean; n>10); gwiazdki wskazujq istotnosc¢ statystyczng zmiany czasu trwania
Sfluorescencji donora w obecnosci akceptora (*p<0,001).

5.4. Rola oddzialywan SE/snRNP U1l w biogenezie miRNA

Dotychczasowe wyniki badan prowadzonych m.in. w Zaktadzie Ekspresji Genow
UAM sugerowaty, ze oddzialywania migedzy elementami maszynerii biogenezy miRNA
1 splicingu reguluja powstawanie miRNA z genéw zawierajacych w swojej strukturze
introny (Bielewicz i in., 2013; Schwab i in., 2013). W celu sprawdzenia, czy regulacja ta
jest wynikiem oddziatywan migdzy SE i elementami snRNP U1, w pierwszej kolejnosci
postanowiono scharakteryzowa¢ dostepne mutanty SE A. thaliana pod wzgledem
wspomnianych oddziatywan. Wybrano dwie linie roslin, tj. se-1 i se-2, w ktorych mutacje,
zaburzajace struktur¢ SE, znajduja si¢ w sekwencji kodujacej nieustrukturyzowany
karboksylowy fragment biatka. Pomimo tego, ze zgodnie z danymi literaturowymi
1 uzyskanymi w niniejszej pracy, mutacje te znajdujg si¢ poza rejonem odpowiedzialnym
za oddziatywania z DCL1, HYL1 oraz AtCBC (Machida i in., 2011, Iwata i in., 2013)

(Ryc. 15), w obydwoch tych liniach rejestrowano obnizony poziom wielu miRNA (Prigge
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i Wagner, 2001; Grigg i in., 2006; Zielezinski i in., 2015). W mutancie se-/ wskutek
usuni¢cia siedmiu nukleotydéw powstaje przedwczesny kodon stop i biatko jest krotsze
0 40 aminokwasow (Prigge i Wagner, 2001). Linia se-2 zawiera w strukturze SE insercj¢
T-DNA, ktorej lokalizacj¢ nalezato doktadnie ustali¢, gdyz dostepne byty tylko informacje
o przyblizonym miejscu uszkodzenia tego genu (Grigg i in., 2006). W tym celu
przeprowadzono reakcj¢ PCR z wykorzystaniem genomowego DNA i pary starterow,
z ktorych jeden hybrydyzowatl do sekwencji 6smego egzonu SE, a drugi do insercji
T-DNA. Uzyskany produkt nastepnie oczyszczono i sekwencjonowano. Wynikiem tych
analiz bylo ustalenie miejsca insercji T-DNA w mutancie se-2 migdzy 3594 i 3595
nukleotydem sekwencji genomowej, co odpowiada 2041 i 2042 nukleotydowi sekwencji
kodujacej (Ryc. 41). Biatko SE jest wiec w tym mutancie krotsze o 40 aminokwaséw od

wersji natywnej 1 o 20 aminokwasow wzgledem biatka w se-1 (Ryc. 42).

se-1

A3633-3639 nt

>
<

SE gDNA (3451) GCCACTGGC
se-2 (3451) (G«

SE gDNA (3551)
se-2 (3551)

GGACCCAAGTGGACCCAACCCTCCTTTTGAAGGTAGCGGGAGAGTARACAAATT

3601
SE gDNA (3601) CCCTTTTCTGTTGTCTCCGGCCTTTAGACAAGATCCTAGACGGCT
se-2 (3601) GACGCTTAGACAACTTAATAACACATTGCGGACGTTITTTAATGTA

Ryc. 41 Lokalizacja insercji T-DNA w genie kodujgcym biatko SERRATE (SE)
w mutancie se-2 Arabidopsis thaliana

strzatkami zaznaczono miejsce insercji T-DNA (se-2) lub delecji nukleotydow (nt) (se-1)
oznaczonych liczbami; dolny panel wskazuje przyrownanie fragmentu sekwencji
genomowego DNA SE (SE gDNA) z sekwencjq genomowq wystepujgcg w se-2 — na zotto
zaznaczono fragment wspolny dla obydwoch sekwencji.
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1 194 241 470 543 720

SEwl

194 241 470 543 701

1
SE A702-720
(se-1)

680
(se-2)

Ryc. 42 Schemat wariantow biatka SERRATE (SE) w roslinach typu dzikiego
i w mutantach SE (se-1, se2), wykorzystywanych w analizach stuigcych ocenie roli
brakujgcych fragmentow SE w oddzialywaniu 7 partnerami snRNP Ul i w biogenezie
miRNA

SE;.720 — biatko SE petnej diugosci; SEA702-720 — wariant biatka SE z usunigtymi
aminokwasami  702-720 (se-1); SEA681-720 — wariant biatka SE z usunigtymi

aminokwasami ~ 681-720  (se-2);  liczby  odpowiadajq  odpowiednim  resztom
aminokwasowym.

Wykonano rowniez analiz¢ poziomu ekspresji SE w liSciach 30-dniowych ro$lin
wspomnianych mutantow. Eksperymenty przeprowadzone przy zastosowaniu PCR
w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR) wykazaty, ze ilo§¢ mRNA SE nie zmienia si¢
w se-1 1 obniza si¢ 0 40% w se-2 wzgledem roslin typu dzikiego (wt) (Ryc. 43). Podjeto
roOwniez probg oceny poziomu biatka SE w tych mutantach, jednakze po natozeniu
ekstraktow o zawartosci 30 ug biatka 1 przy zastosowaniu komercyjnie dostepnego
przeciwciala (Agrisera, AS09 532A), w S$ciezkach odpowiadajacych se-I 1 se-2 nie
zarejestrowano zadnego sygnalu. W celu produkcji wspomnianego przeciwciala,
wykorzystano peptyd SE, znajdujacy si¢ na karboksylowym koncu biatka (dr Joanna
Porankiewicz-Asplund, konsultacja ustna). Z tego powodu, jak rowniez na podstawie
doniesienia o letalnym charakterze catkowitego wyciszenia SE, powyzszy wynik
zinterpretowano jako skutek nieobecnos$ci antygenu, wykorzystanego w trakcie produkcji
przeciwcial, w skroconych wersjach SE. Ocena ilosci biatka SE w mutantach se-7 1 se-2

byla wigc niemozliwa.
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Ryc. 43 Analiza poziomu ekspresji SE w roslinach typu dzikiego (wt) oraz mutantach
se-1i se-2 przy zastosowaniu PCR w czasie rzeczywistym i Western blot

Gorny panel przedstawia wynik analizy poziomu transkryptu SE w wartosciach
znormalizowanych do poziomu mRNA GAPDH, w odniesieniu do poziomu w roslinach
dzikich (wt); Gwiazdkq w nawiasie zaznaczono wynik analizy istotnosci roznicy miegdzy
probg kontrolng i badang. Analize tq wykonano na wartosciach znormalizowanych do
poziomu mRNA GAPDH; * p<0,05; Dolny panel przedstawia wynik analizy Western blot
po natozeniu na zel ekstraktow roslinnych z wt i mutantow SE o zawartosci 30 ug biatek
i zastosowaniu przeciwcial specyficznych do fragmentu SE (o-SE) i aktyny (a-aktyna;
kontrola natozenia).

W  kolejnym etapie sprawdzono lokalizacj¢ komodrkowa wariantéw SE,
powstajacych w se-I i se-2. W tym celu protoplasty A. thaliana transfekowano
konstruktami kodujacymi badane biatka w fuzji z GFP. Zaobserwowano, ze obydwa te
biatka znajdujg si¢ w jadrze komorkowym, jak rowniez, ze po odcigciu 20 aminokwasow
(wariant w se-1) sygnatl jest bardziej homogenny w poréwnaniu z obrazem uzyskanym po

transfekcji protoplastow konstruktem kodujacym wersj¢ SE z se-2 (Ryc. 44).
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GFP-sEA702-720 GFP-SEA681-720

Ryc. 44 Analiza lokalizacji wariantow biatka SERRATE (SE) pozbawionych 20
(SEA702-720) lub 40 (SEA681-720) aminokwasow 7 konca karboksylowego
w transfekowanych protoplastach Arabidopsis thaliana

SEA702-720 — wariant biatka SE z usunigtymi aminokwasami 702-720 (odpowiada biatku
SE w mutancie se-1); SEA681-720 — wariant biatka SE z usunigtymi aminokwasami
681-720 (odpowiada biatku SE w mutancie se-2); skala rowna 10 um.

W obecnosci partnerow snRNP Ul wariant odpowiadajacy se-1 przyjat jednakze
ponownie charakterystyczng dla SE lokalizacje w skupiskach, w ktérych znajdowaty sig¢
réwniez biatka z kompleksu splicingowego (Ryc. 45). W przypadku wariantu SE z mutanta
se-2, biatko to przy jednoczesnej ekspresji partnerow snRNP Ul wykazywalo si¢ rowniez
sygnatem ziarnistym. Wspotczynniki ko-lokalizacji tych elementéw przyjety jednakze

nizsze wartosci w pordwnaniu z wariantem z se-/ (Ryc. 45 1 46).
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GFP-SEA702-720) AtPRP39b-tRFP

R=0,76; M1=0,94; M2=0,96
GFP-SEA702-720) AtPRP40a-tRFP

R=0,89; M1=0,89; M2=0,96
GFP-SEA702-720) AtPRP40b-tRFP

R=0,78; M1=0,96; M2=0,97
GFP-SEA702-720§ AtLUCT7rI-tRFP

R=0,89; M1=0,96; M2=0,95

Ryc. 45 Analiza wzajemnej lokalizacji wariantu biatka SERRATE (SE) pozbawionego 20
aminokwasow 7 konca karboksylowego (SEA702-720) z wybranymi biatkami
wchodzgcymi w sklad snRNP Ul w transfekowanych protoplastach Arabidopsis thaliana

SEA702-720 — wariant biatka SE z usunigtymi aminokwasami 702-720 (odpowiadajq
biatku SE w mutancie se-1); tRFP, tagRFP; R, wspolczynnik Pearson’a; M1 i M2,
wspotczynniki Manders’a; skala rowna 10 um.
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GFP-SEA681-720f AtPRP39b-tRFP

R=0,70; M1=0,94; M2=0,71
GFP-SEA681-720f AtPRP40a-tRFP

R=0,86; M1=0,96; M2=0,93
GFP-SEA681-720] AtPRP40b-tRFP

R=0,67; M1=0,99; M2=0,64
GFP-SEA681-720 AtLUCTrl4RFP

R=0,87; M1=0,95; M2=0,95

Ryc. 46 Analiza wzajemnej lokalizacji wariantu biatka SERRATE (SE) pozbawionego 40
aminokwasow 7 konca karboksylowego (SEA681-720) z wybranymi biatkami
wchodzgcymi w sktad snRNP Ul w transfekowanych protoplastach Arabidopsis thaliana

SEA681-720 - wariant biatka SE z usunietymi aminokwasami 681-720 (odpowiada biatku
SE w mutancie se-2); tRFP, tagRFP; R, wspolczynnik Pearson’a; M1 i M2, wspotczynniki
Manders’a; skala rowna 10 um.
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W celu ustalenia czy warianty SE powstajace w se-/ i se-2 s3 nadal zdolne do
oddziatywania z partnerami snRNP U1, przeprowadzono eksperymenty typu FRET-FLIM,
wykorzystujgc warianty biatka SE w fuzji z GFP jako donor energii. W przypadku se-1
zarejestrowano istotny spadek czasu trwania fluorescencji w obecnosci trzech z czterech
partneréw snRNP Ul, tj. AtPRP40a, AtPRP40b i1 AtLUC7rl (Ryc. 47). Biatko
odpowiadajace wariantowi SE w se-2 przekazywato energi¢ na istotnym poziomie tylko
w obecnosci tRFP-AtCBP20, co wskazuje na utrate oddzialywan miedzy snRNP Ul

1 biatkiem SE w mutancie se-2.

sdonor donor + AtPRP39b-tRFP
sdonor + AtPRP40a-tRFP  sdonor + AtPRP40b-tRFP
sdonor + AtLUCT7rl-tRFP odonor + tRFP-AtCBP20

2500 -
I
2400 -

)

2300 +

2200 A

2100 4

czas trwania fluorescencji [ps]

2000

donor: GFP-SEA702-720 donor: GFP-SEA681-720
(se-1) (se-2)
Ryc. 47 Analiza oddzialywania miedzy wariantami biatka SERRATE, pozbawionymi 20
(SEA702-720) lub 40 (SEA681-720) aminokwasow z konca karboksylowego i wybranymi
biatkami kompleksu snRNP Ul Ilub AtCBP20 przy zastosowaniu FRET-FLIM
w transfekowanych protoplastach Arabidopsis thaliana

Donor - GFP w fuzji z wariantami SE (GFP- SEA702-720; GFP- SEA681-720); SEA702-
720 — wariant biatka SE z usunietymi aminokwasami 702-720 (odpowiada biatku SE
w mutancie se-1); SEA681-720 — wariant biatka SE z usunigtymi aminokwasami 681-720
(odpowiada biatku SE w mutancie se-2); Akceptor - tRFP, tagRFP (tRFP) w fuzji
z biatkami AtPRP39b, AtPRP40a, AtPRP40b, AtLUC7rl lub AtCBP20; stupki bledow
wskazujq blgd standardowy sredniej (SEM, standard error of the mean; n>10); gwiazdki
wskazujq istotnos¢ statystyczng zmiany czasu trwania fluorescencji donora w obecnosci
akceptora (*p<0,001).

W kolejnym etapie badano wplyw obecnosci (se-7) lub utraty (se-2) oddziatywan
miedzy SE 1 bialkami snRNP Ul na biogenez¢ wybranych miRNA. W obydwoch

analizowanych mutantach SE zaobserwowano juz nizsze poziomy miRNA i akumulacje
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odpowiadajacych im prekursorow (Prigge i Wagner, 2001; Grigg i in., 2006; Zielezinski
i in., 2015). Z tego powodu, w celu oceny zaburzen podstawowej (niezaleznej od
splicingu) aktywno$ci maszynerii biogenezy miRNA w se-1 i se-2, w pierwsze] kolejnosci
badano poziom dwoch czasteczek, produkowanych z gendéw pozbawionych intronéw,
tj. MIR159b, MIR164c. Poziom miRNA analizowano z wykorzystaniem specyficznych dla
kazdej czasteczki fluorescencyjnie znakowanych sond (TagMan Probe), natomiast ilo$¢
prekursora przy =zastosowaniu PCR w czasie rzeczywistym oraz starterOw
komplementarnych do sekwencji spinki do wlosow 1 miejsc ja otaczajacych. Zardwno
w przypadku dojrzewania pri-miR159b jak i pri-miR164c, zaobserwowano akumulacje¢
prekursora oraz obnizony poziom miRNA w se-/ wzgledem ro$lin typu dzikiego
(Ryc. 48). Do najwigkszego zahamowania dojrzewania prekursora doszio jednak
w mutancie se-2, w ktorym poziom pri-miR159b i pri-miR164c byl najwyzszy. Wyniki te
wskazujag wiec na to, ze wraz z poglebiajacym si¢ skroceniem SE od konca
karboksylowego, obserwuje si¢ coraz mniej efektywng podstawowa (niezalezng od

splicingu pri-miRNA) biogenezg miRNA.
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Ryc. 48 Analiza dojrzewania pri-miR159b i pri-miR164c w roslinach typu dzikiego (wt)
oraz mutantach se-1 i se-2

Gorny panel przedstawia wynik analizy poziomu pri-miRNA podany w wartosciach
znormalizowanych do poziomu mRNA GAPDH, w odniesieniu do poziomu w wt; Dolny
panel  przedstawia wynik analizy poziomu miRNA podany w wartosciach
znormalizowanych do poziomu snRNA U6, w odniesieniu do poziomu w wt; Gwiazdkq
w nawiasie zaznaczono wynik analizy istotnosci roznic miedzy probq kontrolng i badang.
Analize tq wykonano na wartosciach znormalizowanych do poziomu mRNA GAPDH
lub snRNA U6, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, NS — brak statycznie istotnych roznic.
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W celu oceny roli oddzialywan migdzy SE i biatkami spliceosomu analizowano
dojrzewanie prekursora, zawierajacego intron. Z badan prowadzonych m.in.
w Zaktadzie Ekspresji Genéw wynika, ze oddziatywania te mogg mie¢ stymulujaca rolg
w przypadku dojrzewania tzw. egzonowych miRNA (struktura spinki do wtosow znajduje
si¢. w egzonie pri-miRNA) i hamujacag w trakcie biogenezy intronowych miRNA
(zlokalizowanych w intronach mRNA lub innych niekodujacych RNA) (Bielewicz i in.,
2013, Knop 1 Stgpien i in., 2016). Inaktywacja miejsca donorowego prowadzi do
zahamowania splicingu w obydwoéch przypadkach, ale kierunek zmian poziomu miRNA
jest przeciwny. Obserwuje si¢ zmniejszenie iloSci egzonowych czasteczek oraz
podniesiony poziom intronowych miRNA. W niniejszej pracy sprawdzano wigc, czy efekt
braku oddzialywan miedzy SE i snRNP Ul w mutancie se-2 bedzie tozsamy z efektem
inaktywacji miejsca donorowego intronu zawierajacego miRNA. W tym celu analizowano
dojrzewanie prekursora miR1888a zlokalizowanego w pierwszym intronie At5g21100,
kodujacego oksydaze askorbinianowa. Aktywno$¢ maszynerii splicingowej w pierwszym
intronie At5g21100 mierzono przy zastosowaniu PCR w czasie rzeczywistym, analizujac
stosunek ilosci formy pozbawionej 1 z pozostawionym intronem. Statystycznie istotne
zahamowanie wycinania intronu zawierajacego miR1888a zaobserwowano zaréwno
w roslinach se-1 i1 se-2 (Ryc. 49). Najwiekszy udzial formy z pozostawionym intronem
odnotowano w drugim z wymienionych mutantow. Wynik ten korelowat z rezultatem
analizy dotyczacej poziomu prekursora miR1888a (pri-miR1888a), ktora wykonano
wykorzystujac startery przylaczajace si¢ do sekwencji struktury spinki do wtosow 1 intronu
(Ryc. 50). Zaobserwowano akumulacje pri-miR1888a w se-2 w stosunku do ro$lin typu
dzikiego 1 se-1. Analizy poziomu dojrzatego miR1888a wykazaly natomiast obnizony jego
poziom w se-1 wzgledem ro$lin typu dzikiego (Ryc. 51). W mutancie se-2, ilo$¢ tego
krétkiego RNA byta jednakze wyzsza niz w se-1. Wskazuje to na stymulacj¢ biogenezy
miR1888a w linii pozbawionej interakcji migdzy SE i biatkami snRNP Ul w stosunku do
ros$lin se-I, w ktorych obecne s3 jeszcze trzy z czterech oddzialywan migdzy

wspomnianymi elementami komoérkowymi.
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izoforma z pozostawionym intronem

I izoforma bez intronu

100 - l e

stosunek izoform splicingowych (%)

wit se-1 se-2

Ryc. 49 Analiza stosunku izoform splicingowych pierwszego intronu At5g21100,
zawierajgcego miR1888a w roslinach typu dzikiego (wt) oraz mutantach se-1 i se-2

Stupki bledow wskazujg odchylenie standardowe (n=3), a gwiazdki istotnos¢ statystyczng
roznic w poziomie izoform splicingowych miedzy wt, se-1 i se-2; *p<0,05, **p<0,1,
*H%p<0,001.

*)

NS) ()

2,5 -
2,03

poziom wzgledny pri-miR1888a

wt se-1 se-2

Ryc. 50 Analiza poziomu pri-miR1888a w roslinach typu dzikiego (wt) oraz mutantach
se-1i se-2

Wynik analizy podano w wartosciach znormalizowanych do poziomu mRNA GAPDH,
w odniesieniu do poziomu w wt. Gwiazdkg w nawiasie zaznaczono wynik analizy istotnosci
roznic miedzy probg kontrolng i badang. Analize tq wykonano na wartosciach
znormalizowanych do poziomu mRNA GAPDH; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001,
NS — brak statycznie istotnych roznic.
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poziom wzgledny miR1888a

wi se-1 se-2

Ryc. 51 Analiza poziomu miR1888a w roslinach typu dzikiego (wt) oraz mutantach se-1
ise-2

Wynik analizy podano w wartosciach znormalizowanych do poziomu snRNA U6,
w odniesieniu do poziomu w wt. Gwiazdkq w nawiasie zaznaczono wynik analizy istotnosci
roznic miedzy probg kontrolng i badang. Analize tq wykonano na wartosciach
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

Roslinny kompleks wigzacy czapeczke (AtCBC, ang. cap binding complex),
sktadajacy si¢ z dwoch podjednostek, tj. AtCBP20 i AtCBP80, podobnie jak w komorkach
ludzkich, zaangazowany jest w regulacj¢ splicingu konstytuwnego i alternatywnego
(Kmieciak 1 in., 2002, Laubinger i in., 2008, Raczynska i in., 2010, Lenasi 1 in., 2011).
W procesach tych uczestniczy rowniez roslinne biatko SERRATE (SE) (Laubinger 1 in.,
2008, Raczynska i in., 2014). Rola AtCBC i SE polega gléwnie na regulacji wyboru
alternatywnych miejsc donorowych w intronach znajdujacych si¢ na 5° koncu
transkryptow. Ponadto, dowiedziono, ze bialka te zaangazowane sg réwniez w regulacje
biogenezy miRNA (Laubinger i in., 2008, Zielezinski 1 in., 2015). Wykazane w niniejszej
pracy bezposrednie oddzialywania migdzy SE i1 AtCBC wyjasnily wigc zbieznosé
wspomnianych funkcji, przez co pozwolily na zrozumienie mechanizmu molekularnego
lezacego u podstaw zmian obserwowanych w ros§linach Arabidopsis thaliana, w ktérych

uszkodzone sg geny kodujace te biatka.

W trakcie wykonywania eksperymentéw do niniejszej rozprawy zaobserwowano
silniejsze oddziatywanie SE z AtCBP20 niz z AtCBP80 (Ryc. 15). Co wigcej, po inkubacji
SE z obydwiema podjednostkami AtCBC jednoczesnie, wykazano tworzenie potrojnego
kompleksu AtCBC/SE oraz mocniejsze wigzanie analizowanych biatek w poréwnaniu
z indywidualnymi oddzialywaniami SE/AtCBP20 i SE/AtCBP80. Wyniki te czg¢sciowo
wyjasniajg rezultaty uzyskane przez Zespot Xiaofeng Cao, ktére wskazujg na istnienie
bezposredniego oddzialywania miedzy SE 1 AtCBP20, ale rowniez na jego brak
w przypadku SE i AtCBP80 (Wang i in., 2013). Bardzo mozliwe, ze Zespoét ten nie byt
w stanie wykry¢ stabszego oddziatywania migdzy SE i wigkszg podjednostka AtCBC.
Ponadto, w analizach prowadzonych przy zastosowaniu tych samych technik
co w niniejszej rozprawie, tj. BiFC 1 pull down, nie wykluczono, ze wspomniany wynik
negatywny nie jest skutkiem braku biatka lub jego poprawnego zwinigcia
w analizowanych probach. Nie wyklucza si¢, ze z podobnego powodu w niniejszej pracy
obserwowano stabsze oddziatywanie SE z wicksza podjednostkg, w pordwnaniu

z wigzaniem SE/AtCBP20.
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Obecnos¢ obydwoch elementow AtCBC w kompleksie z SE potwierdzono
w Zaktadzie Ekspresji Genow technika immunoprecypitacji (Raczynska i in., 2014).
Wykorzystano w tym celu lini¢ transgeniczng, w ktorej powstaje biatko fuzyjne FLAG-SE
oraz przeciwciato rozpoznajace etykiete FLAG. Podobny wynik uzyskano w trakcie
eksperymentéw prowadzonych w komoérkach ludzkich. Ludzki homolog SE, tj. ARS2
(ARSENIC RESISTANCE PROTEIN 2), znajduje si¢ w kompleksie zaréwno z CBP20 jak
1 CBP80 (Gruber i in., 2009). Ponadto, ARS2 i CBC asocjujag z tymi samymi RNA
1 biatkami, co wskazuje na powigzanie ich funkcji w komoérce. Ludzki homolog SE
uznawany jest wrecz za element laczacy CBC z wieloma innymi maszyneriami,
zaangazowanymi w metabolizm RNA. Jedng z nich jest mikroprocesor, odpowiedzialny za
pierwszy etap dojrzewania pri-miRNA, odbywajacy si¢ na terenie jadra komorkowego.
ARS2 oddziatuje z gtownym biatkiem tego kompleksu, tj. Drosha, przez co stymuluje
efektywno$¢ i precyzj¢ cigcia prekursora oraz podnosi jego stabilnos¢ (Gruber i in., 2009,
O’Sullivan C i in., 2015). Taka sama role pelni ARS2 u Drosophila, gdzie takze wykazano
jego oddzialywanie z CBC 1 maszynerig zaangazowang w biogenez¢ miRNA (Sabin i in.,
2009). Co ciekawe, ARS2 oddzialuje w tym organizmie rowniez z drugim waznym
enzymem dla dojrzewania krotkich RNA, tj. Dicer-2, ktorego aktywno$¢ obserwowana jest
w cytoplazmie. Sugeruje si¢, ze kompleks ARS2/Dicer-2 jest zaangazowany w cigcie
dhugich dwuniciowych RNA do siRNA, bedacych elementem odpowiedzi na infekcje

WIrusowe.

Powyzsze informacje wraz z wynikami opisanymi w niniejszej rozprawie wskazuja
na zakonserwowang role SE w laczeniu CBC 1 mikroprocesora w komorkach roslinnych
1 zwierzecych. Regulacja biogenezy miRNA jest jednak tylko jedng z wielu funkcji,
pelionych przez kompleks CBC/ARS2 (CBCA). ARS2 w komorkach ludzkich petni
dodatkowo role¢ tacznika migdzy CBC i maszyneriami odpowiedzialnymi za dojrzewanie
3’ koncoéw transkryptéw, eksport i naznaczanie RNA do degradacji (Gruber 1 in., 2009,
Andersen 1 in., 2013, Hallais i in., 2013). Zaobserwowano, ze w komodrkach z wyciszong
ekspresja genow kodujacych CBC i1 ARS2 dochodzi do powstawania wydhuzonych
transkryptow od strony 3’ konca (Hallais i in., 2013). Obserwacja ta dotyczyta
niepoprawnie zakonczonych snRNA, mRNA kodujacych histony zalezne od cyklu
komorkowego 1 RNA powstalych w wyniku aktywnos$ci polimerazy RNA II powyzej
miejsca startu transkrypcji (PROMPTs, ang. promoter upstream transcripts). Co ciekawe,

efekt ten nie byl widoczny w przypadku transkryptéw dhuzszych niz tysiac nukleotydow,
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co sugeruje ograniczenie aktywnosci kompleksu CBCA pod wzgledem dystansu od 5’
konca transkryptu. Wyciszenie genow kodujacych CBC i ARS2 prowadzi nie tylko do
powstawania niepoprawnie zakonczonych RNA, ale réwniez wigkszej ilosci transkryptow
PROMPT (Andersen i in., 2013). Uwaza si¢, ze biatka te dzigki oddziatywaniu
z elementami kompleksu NEXT (ang. nuclear targeting complex) uczestnicza
w przekazywaniu transkryptoéw do jadrowego egzosomu, maszynerii odpowiedzialnej za
degradacj¢ RNA. Ostatnie doniesienia wskazuja na dodatkowe zaangazowanie w ten
proces biatka RBM7, ktore asocjuje z 3’ koncami intronow pre-mRNA 1 razem z NEXT
kieruje niepoprawnie wycigte z tych intronow snoRNA do degradacji (Lubas 1 in., 2013).
Wyciszenie genéow kodujacych CBC i ARS2 prowadzi do zaburzonej asocjacji biatka
RBM7 z RNA, przez co sugeruje si¢, ze kompleks CBCA jest odpowiedzialny
za rekrutacie NEXT do nowopowstalego transkryptu, przeznaczonego do degradacji
(O’Sullivan i Howard, 2016). Mechanizm ten jest prawdopodobnie zakonserwowany, gdyz
jego obecno$¢ odnotowano tez w komorkach Schizosaccharomyces pombe. Drozdzowe
ortologi ludzkiego CBC 1 ARS2 asocjuja z kompleksem MTREC, odpowiedzialnym

za kierowanie RNA z nieprawidtowg poliadenylacja do usunig¢cia (Zhou i in., 2015).

Kolejne doniesienia wskazuja na rolg CBC i ARS2 w eksporcie snRNA do
cytoplazmy. Wykazano, ze CBC wigze si¢ bezposrednio z kompleksem odpowiedzialnym
za ten proces, tj. PHAX (ang. phosphorylated adapter for RNA export) oraz, ze ARS2
stymuluje to oddzialywanie (Andersen i in., 2013, Hallais i in., 2013). Doktadny
mechanizm tej regulacji nie jest jednak dotychczas poznany. Sugeruje si¢ rOwniez, ze ze
wzgledu na mozliwo$¢ wigzania czapeczki snoRNA przez kompleks CBCA oraz
zaangazowanie PHAX w transport tych RNA do ciat Cajala, CBCA moze uczestniczy¢
rowniez w tym procesie (Boulon i in., 2004). CBC i ARS2 oddzialuja rowniez
z elementami kompleksu TREX, odpowiedzialnego za eksport mRNA do cytoplazmy,
przez co zwigkszaja wydajnos¢ tego procesu (Cheng i1 in., 2006, Dufu i in., 2010). Co
ciekawe, udziat CBCA w transporcie mRNA jest niezalezny od splicingu, gdyz wykazano,
ze mechanizm ten dotyczy tez bezintronowych RNA (Rodrigues i in., 2001, Nojima i in.,

2007, Cheng i in., 2006, Lei i in., 2011).

Najnowsze doniesienia wskazujg na redundancje¢ mniejszej podjednostki ludzkiego
CBC i1 nowo zidentyfikowanego trzeciego komponentu tego kompleksu, tj. NCBP3.
Wykazano, ze ostatnie wymienione biatko moze oddziatywa¢ z CBP80 i czapeczka RNA
w miejsce CBP20 (Gebhardt i1 in., 2015). Wymieniajace si¢ podjednostki CBC wykazaty
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jednak pewne preferencje do maszynerii zaangazowanych w eksport RNA — NCBP3
chetniej oddziatuje z TREX, a CBP20 z PHAX. Pomimo braku doniesien o trzecim biatku
CBP u A. thaliana, sytuacja taka moglaby ttumaczy¢, dlaczego u roslin, w przeciwienstwie
do pelnej inaktywacji SE, podwojny mutant cbc jest ciagle zywotny (Prigge 1 Wagner,
2001, Raczynska i in., 2010). Dotychczas nie opisano skutkow catkowitego wyciszenia
CBP20 i CBP80 w komorkach ludzkich, jednakze analogicznie z A. thaliana, uszkodzenie
genu kodujacego ARS2 rowniez ma charakter letalny (Wilson 1 in., 2008).

Wyzej przedstawione informacje $wiadcza o obszernej roli ARS2 i CBC
w metabolizmie RNA w komorkach zwierzecych. U roslin dotychczas zaprzeczono
udziatowi CBC w kontroli jakosci RNA, odbywajacej si¢ na terenie cytoplazmy
(Dzikiewicz-Krawczyk 1 in., 2008). Ze wzgledu na brak u 4. thaliana odrebnego
mechanizmu dojrzewania 3’ koncoOw mRNA histonow regulowanych przez cykl
komorkowy, kompleks SE/AtCBC jest pozbawiony rowniez tej funkcji. ARS2 uzyskal
w tym celu dodatkowy fragment, nieobecny w SE (O’Sullivan i in., 2015). Jest nim motyw
wigzacy RNA (RRM), znajdujacy si¢ w domenie $srodkowej rdzenia ARS2. Mnogos$¢
procesOéw jaka reguluja ludzkie odpowiedniki SE i AtCBC stanowig jednak podstawe¢ do
prowadzenia wielu interesujacych badan dotyczacych roli tych biatek w komorce roslinne;j.
W Zaktadzie Ekspresji Genoéw prowadzone sg obecnie analizy, dotyczace zaangazowania
SE w kierowanie produktow ciecia pri-miRNA do degradacji przez jadrowy egzosom.
Proces ten bazuje prawdopobnie na bezposrednim oddziatywaniu miedzy SE i elementami
ro$linnego kompleksu NEXT, tj. AtZCCHCS8 i AtRBM?7 (Bajczyk, dane niepublikowane).
Wyniki te wskazujg wiec na to, ze cze¢s¢ funkcji ARS2/CBC jest zakonserwowana u roslin

1 zwierzat.

6.2. Kompleks SERRATE/snRNP Ul

Pomimo znacznej ilo$ci doniesien o powigzaniach ARS2 z innymi biatkami
odpowiedzialnymi za dojrzewanie RNA, niedostepne sa zadne dane o bezposrednim
wigzaniu tego biatka z maszynerig splicingowa. Globalne analizy stuzgce identyfikacji
komponentow spliceosomu i biatek z nim zasocjowanych ujawnity obecno$¢ ARS2 przy
pierwotnym transkrypcie RNA (Rappsilber i in., 2002, Zhou i in., 2002). Jednakze nie
wyjasniono do tej pory ewentualnej funkcji i mechanizmu molekularnego tej asocjacji.

Wiadomo jednak, ze SE wraz z AtCBC biorg udziat w regulacji splicingu u roslin
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(Laubinger 1 in., 2008, Raczynska i in., 2010, 2014). Ponadto, wykazano obecno$¢ SE
w skupiskach, zlokalizowanych na terenie nukleoplazmy, w ktorych obecne sg tez biatka
bogate w argining¢ 1 seryn¢ (SR), odpowiedzialne za regulacje splicingu (Reddy, 2004,
Fang i Spector, 2007). Wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie sa pierwszym

dowodem na bezposredni kontakt SE ze spliceosomem.

W  celu identyfikacji powigzania mi¢dzy maszyneria biogenezy miRNA
1 splicingowg, analizowano wszystkie specyficzne biatka kompleksu snRNP Ul pod
wzgledem mozliwosci wigzania SE. Nie odnotowano oddziatywan z rdzeniowymi
biatkami budujacymi ten kompleks, tj. AtUIA, AtUIC i AtU1-70K (Ryc. 16). Biatka te
zaangazowane s3 w utrzymywanie snRNA U1l w aktywnej konformacji oraz za stabilizacje
oddzialywania miedzy tym niekodujacym RNA i miejscem donorowym pierwotnego
transkryptu (Heinrichs 1 in., 1990, Liao i in., 1992). Wedlug doniesien literaturowych,
elementami snRNP Ul, odpowiedzialnymi za oddzialywanie z innymi komponentami
spliceosomu i1 pozostalymi maszyneriami zaangazowanymi w metabolizm RNA, sg biatka
pomocnicze tego kompleksu. Najwiecej doniesien dotyczy roli biatek PRP40, ktore
zapewniaja bezposredni kontakt z kompleksem snRNP U2, U5, ale rowniez z maszynerig
poliadenylacjg i kierujaca mRNA do degradacji (Abovich i Rosbash, 1997, Colland i in.,
2004, Sakashita 1 in., 2004, Ingham i in., 2005, Ester i Uetz, 2008, Becerra i in., 2015). Jak
wykazano w niniejszej pracy, biatka te oddzialujg réwniez z SE i wraz z AtPRP39b

1 AtLUCT7rl stanowig platforme dla kontaktu miedzy mikroprocesorem i spliceosomem.

Wyniki niniejszej pracy dostarczaja dodatkowych informacji dotyczacych
partnerow SE wsrod elementéw snRNP Ul. Agregaty biatkowe, ktore zaobserwowano po
transfekcji protoplastow konstruktami kodujacymi tRFP-AtPRP40a i tRFP-AtPRP40b na
terenie cytoplazmy, moga wskazywac na istotng role konca aminowego tych biatek w ich
transporcie do jadra komoérkowego (Ryc. 19). Brak jest jednak jakichkolwiek doniesien
dotyczacych elementéw odpowiedzialnych za transport PRP40 w innych organizmach.
Ponadto, dzigki przeprowadzeniu analiz z wykorzystaniem markera ciat Cajala, wiadomo,
ze w przeciwienstwie do biatek AtUIA, AtUIC i AtU1-70K, elementy pomocnicze
kompleksu snRNP Ul nieobecne sg w tych strukturach (Ryc. 20). Doktadna funkcja ciat
Cajala nie jest zdefiniowana. Uwaza si¢, ze odbywa si¢ w nich skladanie lub recykling
elementow splicingowych, dojrzewanie snRNA U3 oraz 3’ koncow histonowych mRNA
(Shaw 1 in., 1993, Gall i in., 1995, Lamond i Earnshaw, 1998). Wyniki opublikowane

w 2007 roku, sugerowaty brak zwigzku cial Cajala z dojrzewaniem pri-miRNA u roslin.
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Analizy wzajemnej lokalizacji HYLI 1 koiliny nie wykazaty naktadania si¢ sygnatow,
odpowiadajacych tym bialtkom (Fang i Spector, 2007). Ponadto, wykazano jednocze$nie,
ze tworzenie przez HYL1 ziarnisto$ci, nazywanych ciatami D (D-bodies) jest niezalezne
od struktur Cajala, gdyz w mutancie, w ktorym zaburzone jest powstawanie tych drugich
elementow, widoczne sg ciagle ciata D. Wyniki niniejszej pracy wykazaty dodatkowo brak
SE w miejscu wystgpowania koiliny, stad dodatkowo potwierdzity brak bezposredniego

powigzania mig¢dzy strukturami Cajala i maszynerig biogenezy miRNA (Ryc. 20).

Kolejnym interesujacym wynikiem, ktory dostarcza informacji na temat kompleksu
snRNP Ul u 4. thaliana jest identyfikacja az czterech jego elementow, oddziatujacych
z SE (Ryc. 16, 17 1 20). W sytuacji, gdy do wszystkich tych interakcji dochodzi
jednoczesnie, ich mnogo$¢ moze stabilizowa¢ komunikacje¢ migdzy mikroprocesorem
i spliceosomem. Wyniki te moga jednak réwniez $wiadczy¢ o zroznicowaniu kompleksu
snRNP Ul w komorce, w ktorej w zaleznosci od substratu i/lub warunkow wzrostu biatka
pomocnicze si¢ wymieniajag. Na taki scenariusz wskazuja wyniki analiz wzajemne;j
lokalizacji biatek AtPRP40. Pomimo uzyskania wysokich wspoéiczynnikéw Pearson’a
1 Manders’a w tych eksperymentach, ich wartosci byly nizsze niz w przypadku pary
AtPRP40b-AtPRP39b i AtPRP40b-AtLUC7rl (Ryc. 24 i 25). Moze to wigc sugerowac
istnienie struktur komorkowych, w ktorych wystepuje tylko jedno z biatek AtPRP40.

W przypadku SE, podobnie do AtPRP40, istotne bylo miejsce przytaczenia biatka
fluorescencyjnego. Dotaczenie GFP do karboksylowego konca SE spowodowato utratg
lokalizacji w specyficznych dla tego biatka skupiskach, sugerujac zaburzenia oddziatywan
miedzy SE a elementami obecnymi w tych strukturach (Fang i Spector, 2007) (Ryc. 18).
Do podobnej sytuacji doszto po odcieciu catego aminowego nieustrukturyzowanego konca
lub dwudziestu ostatnich aminokwasow z konca karboksylowego SE, kiedy roéwniez
zaobserwowano homogenny sygnal jadrowy (Ryc. 28 i1 44). Obecnos$¢ biatek snRNP U1,
bez wzgledu na brak (SE bez konca aminowego) lub zdolnos¢ SE (SE bez 20
aminokwasow, odpowiadajace wersji biatka w se-1) bezposrednich z nimi oddziatywan,
powodowata jednak przywrocenie charakterystycznych ziarnistosci, w ktorych znajdowaty
si¢ rowniez badane elementy snRNP Ul (Ryc. 29 i 45). Ponadto, zaobserwowano peing
ko-lokalizacje migdzy SE 1 biatkiem AtPRP39a, ktore nie wykazato zdolnosci do
bezposredniego wigzania wspomnianego elementu mikroprocesora (Ryc. 16, 22 1 23).
Wyniki te wigc dowodza réwniez, ze petna ko-lokalizacja biatek w komorce nie jest

jednoznaczna z ich bezposrednimi oddziatywaniami.
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Wyniki analiz shuzgcych identyfikacji fragmentu SE, odpowiedzialnego za
oddziatywania z biatkami snRNP Ul, pozwolity zbada¢ ich role¢ w biogenezie miRNA.
Ze wzgledu na to, ze wykazano niezmiernie wazng funkcje¢ nieustrukturyzowanych
fragmentéw SE w wigzaniu biatek snRNP Ul, w kolejnych analizach wykorzystywano
dwie linie roélin, tj. se-/ 1 se-2. W ros$linach tych powstaje biatko SERRATE skrdocone o 20
(se-1) lub 40 (se-2) aminokwasoéw od konca karboksylowego (Prigge i Wagner, 2001)
(Ryc. 41, 42 1 47). W drugim z wymienionych mutantéw zaobserwowano rowniez
obnizenie poziomu transkryptu SE (Ryc. 43). Ze wzglgedu na niedostgpno$¢ przeciwciata
rozpoznajacego krotsze formy SE, nie byto jednak mozliwe sprawdzenie ilo$ci bialka, jaka
powstaje w tych roslinach. Wykazano w zamian, ze wraz z coraz wigkszym uszkodzeniem
SE w se-1 1 se-2, spada wydajnos$¢ dojrzewania bezintronowych pri-miRNA. Odnotowano
bowiem w tych mutantach coraz wyzszy poziom pierwotnych prekursoréw i obnizajacg si¢
ilo$¢ dojrzalych miR159b i miR164c (Ryc. 48). Wyniki te sugerujg wigc, ze w linii se-2,
wydajnos¢ podstawowej biogenezy miRNA jest nizsza niz w se-/ i ros$linach typu

dzikiego.

W celu oceny roli oddzialywan SE-Ul w biogenezie miRNA, w niniejszej pracy
analizowano dojrzewanie pri-miRNA, w przypadku ktérego wydajny splicing hamuje ten
proces. Celem takiego podejscia bylo wyeliminowanie wptywu zaburzen aktywnos$ci SE,
niezwigzanej z oddziatywaniami z kompleksem snRNP U1, na poziom dojrzatej czasteczki
miRNA w analizowanych mutantach se-/ i se-2. W 2008 roku zaproponowano, ze miRNA
zlokalizowane w intronach pre-mRNA (intronowe miRNA) moga powstawaé w rezultacie
wspotpracy badz kompetycji mikroprocesora i spliceosomu (Brown 1 in., 2008).
W przypadku biogenezy miR1888a, znajdujacego si¢ w pierwszym intronie transkryptu
kodujacego oksydaze askorbinianowa, aktywny kompleks SE/U1 ma negatywny wptyw na
dojrzewanie prekursora w 14-dniowej siewce A. thaliana (Knop 1 Stepien i in., 2016).
Zaobserwowano bowiem mniej wydajny splicing intronu, zawierajagcego miR1888a
1 podniesiony poziom dojrzatej czasteczki w se-2, w poréwnaniu z roslinami se-/,
w ktorych do czesci oddziatywan SE-U1 jeszcze dochodzi. W niniejszej pracy wykazano,
ze brak kontaktu SE z Ul w 35-dniowych roslinach linii se-2, zgodnie z obserwacjami
w miodszych roslinach, wptynal na zahamowanie splicingu intronu zawierajgcego
miR1888a i stymulacje powstawania dojrzatej czasteczki w poréwnaniu do mutanta se-/
(Ryc. 47 1 51). Potwierdzito to tym samym niezalezno$§¢ 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 Stepien i in., 2016). W tym przypadku réwniez
zaobserwowano obnizony poziom dojrzatej czasteczki w se-/ w porownaniu z ros$linami
typu dzikiego i cze$ciowe przywrocenie wydajnosci biogenezy w se-2. Nie mozna jednak
wykluczy¢ zaburzenia wigzania SE z innym partnerem lub iloSci biatka
w komorce wskutek utraty 20 aminokwasow, roznigcych wersje SE w se-1 1 se-2. Zgodnie
z danymi literaturowymi 1 niniejszej pracy, fragment ten nie jest zaangazowany
w bezposrednie oddziatywanie z DCL1, HYL1 oraz AtCBC (Machida 1 in., 2011)
(Ryc. 15). Ponadto, w obydwéch mutantach SE, bez wzgledu na poziom mRNA SE,
zaobserwowano stopniowy spadek wydajnosci wycinania intronéw, ktory moze
odzwierciedla¢ stopniowa utrate partnerow snRNP Ul, przez co destabilizacje¢ polaczenia

miedzy mikroprocesorem i spliceosomem (Knop 1 Stepien i in., 2016) (Ryc. 47 1 49).
edzy P 1Y p 1 .5tep y

Zidentyfikowane oddzialywanie migdzy SE i snRNP Ul moze rowniez thumaczy¢
stymulujaca role splicingu w dojrzewaniu prekursoréw, w ktérych miRNA znajduje sie
w egzonie poprzedzajagcym analizowany intron. Inaktywacja miejsca donorowego
prekursoréw miR163, miR161 i miR172b prowadzita do obnizenia poziomu dojrzatych
czasteczek (Bielewicz i1 in., 2013, Schwab i in., 2013). Utrata snRNP Ul zwigzana
z mutacjg miejsca splicingowego powodowata zahamowanie wycinania intronéw
z analizowanych transkryptow. Wynik ten koreluje z zaburzeniami splicingu pri-miR163
oraz coraz nizszym poziomem dojrzatego miRNA, zaobserwowanym w liniach se-/ i se-2
(Knop i Stepien i in., 2016). Z tego powodu sugeruje si¢, ze stymulujaca rola procesu
wycinania intronéw z pri-miRNA w biogenezie egzonowych miRNA bazuje w duzym

stopniu na oddziatywaniu migdzy SE 1 snRNP Ul.

Powyzsze wyniki wskazuja na odmienng role oddzialywania SE-U1 w zaleznosci
od lokalizacji struktury spinki do wlosow wzgledem 5’ konca transkryptu i miejsca
donorowego intronu. Rezultaty eksperymentéw prowadzonych w Zakladzie Ekspresji
Genow UAM wskazuja bezposrednio na r6zng rol¢ kompleksu snRNP Ul w przypadku
biogenezy intronowych i egzonowych miRNA. W trakcie badan nad mechanizmem
odpowiedzialnym za powstawanie intronowego miR402, sekwencj¢ kodujaca strukture
spinki do wlosow, zlokalizowang pierwotnie w pierwszym intronie, przeniesiono do
poprzedzajacego go egzonu (Knop i Stepien i in., 2016). W ten sposob uzyskano gen
kodujacy egzonowa czasteczke¢ miR402. Nastgpnie porownywano efekt inaktywacji

miejsca donorowego transkryptow z pre-miRNA zlokalizowanym w egzonie lub intronie
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pierwotnego prekursora, na wydajnos¢ biogenezy miRNA. W wyniku inaktywacji miejsca
splicingowego 5° w przypadku obecno$ci struktury spinki do wloséw w intronie,
odnotowano podniesiony poziom miR402, natomiast w przypadku egzonowego miRNA —
obnizong ilo$¢ analizowanej czasteczki. Ze wzgledu na lokalizacje struktury spinki do
wloséw, oddzialywania migdzy SE 1 snRNP Ul moga wigc stymulowaé lub ostabia¢

aktywno$¢ mikroprocesora.

6.3. SERRATE, platforma dla oddzialywan bialek zaangazowanych w biogeneze¢
miRNA

W 2011 roku, w pracy opisujacej strukture SE, przedstawiono,
ze ustrukturyzowany centralny rdzen biatka odpowiedzialny jest za oddziatywanie
z drugim pomocniczym biatkiem DCLI1, tj. HYL1 (Machida i in., 2011). Wykazano, ze do
jego zwigzania wystarczy jedna z dwoch domen rdzenia SE, tj. domena aminowa lub
srodkowa. Wyniki niniejszej rozprawy wykazaly zaangazowanie ustrukturyzowanej cz¢sci
SE w oddziatywania z AtCBC. Wskazuja na to rezultaty eksperymentéw typu pull down
jak rowniez FRET-FLIM, potwierdzajac tym samym to oddziatywanie w warunkach
in vitro 1 in vivo (Ryc. 15, 32 1 36). Jest to sprzeczne z przypuszczeniami zespolu Yuana,
ktory w 2013 roku sugerowat, iz w wigzanie AtCBC zaangazowany jest karboksylowy
koniec SE (Iwata i in., 2013). Sugestie te zostaly zbudowane na bazie obserwacji fenotypu
1 niesprawnosci biogenezy miRNA oraz splicingu w liniach cbc i1 se-1. Ze wzgledu na
wysokie podobienstwo we wszystkich tych zakresach, wysuni¢to hipoteze, ze efekty te sa
wynikiem zaburzen oddziatywan miedzy SE 1 AtCBC we wspomnianych mutantach,
a szczegodlnie w se-1, w ktoérym uszkodzony jest koniec karboksylowy SE. Hipoteza ta
bylaby zgodna z wynikami prac nad ludzkimi odpowiednikami tych biatek. Wykazano
bowiem, ze w oddziatywanie z CBC zaangazowany jest nieustrukturyzowany
karboksylowy fragment ARS2 (Hallais 1 in., 2013, O’Sullivan C 1 in., 2015). W $wietle
wynikOw niniejszej pracy mozna zaproponowac alternatywna hipoteze. Efekty mutacji
w liniach se-1 1 chc moga by¢ wynikiem uszkodzenia procesu, w ktorym obydwa te biatka
uczestniczg. Nie wiadomo jednak nadal, jaka jest molekularna rola ostatnich dwudziestu
aminokwasow SE w komorce roslinnej. Pelnig one z pewnoscig bardzo istotng ewolucyjnie
funkcje ze wzgledu na wysokie zakonserwowanie ich sekwencji wséroéd roslin, w tym
rzodkiewnika, winoro$li, kukurydzy, sorgo i ryzu (Iwata i in., 2013). Wyniki niniejszej
rozprawy sugerujg ich zaangazowanie w oddziatywanie z AtPRP39b i stymulacje splicingu
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prekursoréw miRNA, gdyz w mutancie se-/ zaobserwowano juz czgsciowe zahamowanie
wydajnos$ci wycinania intronu, zawierajagcego miR1888a (Ryc. 49) (Knop i Stepien i in.,
2016). W celu sprawdzenia tej hipotezy wymagane jest jednak przeprowadzenie

dodatkowych eksperymentow.

Ze wzgledu na zaangazowanie ustrukturyzowanego rdzenia SE w oddziatywania
z AtCBC 1 HYL1 nie wiadomo réwniez czy interakcje te zachodza jednoczesnie, czy po
rekrutacji SE przez AtCBC do transkryptu, miejsce AtCBC zajmuje HYLI. W celu
odpowiedzi na te pytania, nalezatoby lepiej scharakteryzowa¢ miejsce wigzania tych biatek

oraz przeprowadzi¢ testy kompetycji wigzania AtCBC i HYL1 do SE.

Wymagania strukturalne SE do zwigzania DCL1 rd6znig si¢ nieznacznie
w zaleznosci od asocjacji RNA z endorybonukleaza (Iwata 1 in., 2013). W sytuacji braku
RNA w kompleksie z DCLI1, wymagana jest obecnos¢ palca cynkowego SE i jego
nieustrukturyzowanego aminowego fragmentu. W przypadku zwigzania RNA przez DCLI,
sugeruje si¢, ze zdarzenie to wymusza zmian¢ konformacji DCL1, co nastepnie umozliwia
zaj$cie interakcji miedzy endorybonukleaza i palcem cynkowym SE. Wigzanie to jest
krytyczne dla stymulujacej roli SE w cigciu prekursora przez DCLI. Zespol, ktory
opublikowal te dane postuluje, ze pomimo zwigzania DCL1 z RNA, domena katalityczna
tego bialka jest ciagle nieaktywna. Zwigzanie palca cynkowego SE blisko miejsca
aktywnego DCL1 mialoby spowodowa¢ zmian¢ utozenia dwoch domen RNazy III
wzgledem siebie 1 stymulowa¢ utworzenie poprawnie zorientowanego miejsca aktywnego.
Roli wigzania RNA przez nieustrukturyzowany aminowy koniec i palec cynkowy SE
w tym mechanizmie jak dotychczas jednak nie wyjasniono (Machida i in., 2011, Iwata
1 in., 2013). Zaangazowanie poszczegélnych fragmentow SE w oddziatywania
z podstawowymi elementami biogenezy miRNA podsumowano na schemacie

przedstawionym na Rycinie 52.

Wigzanie ludzkiego odpowiednika SE do gltéwnego biatka mikroprocesora i RNA
przebiega natomiast inaczej. Podczas gdy, w oddzialywanie z Drosha zaangazowana jest

srodkowa domena rdzenia, palec cynkowy odpowiedzialny jest za wigzanie RNA

(0’Sullivan C i in., 2015).
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.
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Ryc. 52 Schemat zaangaiowania poszczegolnych fragmentow biatka SERRATE
w oddzialywania 7 podstawowymi elementami biogenezy miRNA i snRNP Ul

Budowe SERRATE przedstawiowo schematycznie z podziatem na nieustrukturyzowane
fragmenty (biate prostokqty) i utsrukturyzowany rdzen (szare prostokotqty), sktadajgcy sie
z N - domeny aminowej, domeny srodkowej i ZnF - palca cynkowego, liczby wskazujg
poszczegolne aminokwasy, DCLI — DICER-LIKE 1 (endorybonukleaza typu I11); HYLI —
HYPONASTIC LEAVES 1; AtCBC — kompleks wigzgcy czapeczke; wt — rosliny typu
dzikiego; se-1 — linia Arabidopsis thaliana z uszkodzonym SE.

Wyniki niniejszej pracy, poza identyfikacjg partnerow SE wséréod snRNP Ul,
dowodzg istotnej roli jego nieustrukturyzowanych koncéw w tych oddzialywaniach (Ryc.
32, 36 i 52). Byly one wystarczajagce do zwigzania AtPRP40a, AtPRP40b i AtLUCT7rl,
a kluczowym elementem SE okazato si¢ by¢ dwadzie$cia aminokwaséw na koncu
karboksylowym biatka (reszty 681-700) (Ryc. 47). Czwarte biatko, tj. AtPRP39b,
potrzebuje prawdopodobnie dodatkowych elementéw rdzenia SE lub innych elementow

snRNP Ul. Zaangazowanie nieustrukturyzowanych fragmentéw SE w oddzialywania
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z biatkami spliceosomu pozwala jednak na kontakt z kompleksem snRNP Ul, niezaleznie

od wigzania gldwnych biatek mikroprocesora, w ktore uwiktany jest rdzen SE.

Nieustrukturyzowane konce SE sg nie tylko odpowiedzialne za oddzialywanie
z elementami snRNP Ul, ale takze za transport SE do jadra. Po transfekcji protoplastow
konstruktem kodujacym centralny ustrukturyzowany rdzen SE, zaobserwowano bowiem,
oprocz sygnatu jadrowego, jego obecno$¢ rowniez na terenie cytoplazmy (Ryc. 39). Taka
lokalizacja nie charakteryzowato si¢ natomiast biatko sktadajagce si¢ z samych

nieustrukturyzowanych koncéw SE, rozdzielonych GFP (Ryc. 34).

Na podstawie doniesien literaturowych jak réwniez wynikOw niniejszej pracy
mozna wigc zaproponowa¢ model przedstawiajacy mechanizm przylaczania si¢ do
pri-miRNA biatek odpowiedzialnych za biogenez¢ miRNA. W pierwszej kolejnosci
z czapeczka nowopowstatego transkryptu wigze si¢ AtCBC, z ktorym oddzialuje SE
(Ryc. 53). Nastgpnie w przypadku prekursorow, w ktérych pre-miRNA znajduje si¢
miedzy 5’ koncem transkryptu i miejscem donorowym intronu (egzonowe miRNA), do SE
dotacza DCL1 1 HYL1 (Ryc. 53A). W trakcie dalszej syntezy pri-miRNA, z miejscem
donorowym intronu (zlokalizowanym ponizej pre-miRNA) wigze si¢ snRNP Ul, ktory
dzigki odziatywaniu z SE stymuluje prace maszynerii wycinajacej miRNA. W sytuacji,
gdy pre-miRNA znajduje si¢ w intronie, przylaczenie snRNP Ul do miejsca donorowego
powoduje efektywne wycinanie intronu, w czym uczestniczy rowniez AtCBC i SE (Ryc.
53B). Funkcja AtCBC i1 SE jest wigc prawdopodobnie ograniczona do stymulacji
splicingu, stad wycinanie prekursora przez DCLI jest mniej efektywne, co skutkuje niskim
poziomem miRNA. Tylko w sytuacji zaburzenia splicingu i/lub oddziatywan SE-snRNP
Ul, biogeneza miRNA z intronu bedzie wydajniejsza. Wynik taki zaobserwowano
w warunkach stresu abiotycznego, takich jak susza i zasolenie. Poziom czasteczki miR402,
jak réowniez innego intronowego miRNA, tj. miR162a, podnosil si¢ po traktowaniu
A. thaliana wspomnianymi warunkami stresowymi, czemu towarzyszylo zahamowanie
wycinania introndw, z ktorych te czasteczki powstaja (Knop i Stegpien i1 in., 2016,

Barciszewska-Pacak i in., 2016).
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Ryc. 53 Model przedstawiajgcy moZliwg kolejnosé przylgczania sie do pri-miRNA
podstawowych bialek zaangaiowanych w biogeneze egzonowych (A) i intronowych (B)
miRNA

DCLI — DICER-LIKE 1 (endorybonukleaza typu Ill); HYLI — HYPONASTIC LEAVES 1,
SE — SERRATE,; CBC — kompleks wigzgcy czapeczke, 5’ss — miejsce donorowe,; 3’ss —
miejsce akceptorowe intronu.

Wszystkie opisane wyzej wyniki wskazujg na to, ze SE jest niezwykle istotnym

biatkiem odpowiedzialnym za kontakt migdzy mikroprocesorem 1 spliceosomem.
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Co wigcej, jego oddzialywania z kompleksem snRNP Ul moduluja wydajnos¢
dojrzewania prekursorow miRNA, w zaleznos$ci od usytuowania struktury spinki do
wloséw wzgledem 5° konca transkryptu 1 miejsca donorowego intronu, znajdujacego si¢
w prekursorze. Poza wspomnianymi elementami komodrkowymi zaangazowanymi
w biogenez¢ miRNA, SE oddziatuje rowniez z wieloma innymi biatkami, ktorych wptyw
na dojrzewanie niekodujacych RNA jest juz réwniez udokumentowany (Tabela 3). Nie
wiadomo jednak, z ktorymi fragmentami SE oddziatuje ta liczna grupa biatek, jak silne jest
to wigzanie 1 jaki jest mechanizm ich aktywnos$ci. Badania majgce na celu rozwigzac
te problemy badawcze bylyby niezwykle interesujace, szczegolnie ze wzgledow dynamiki
tworzenia si¢ réznych kompleksow SE. Tylko takie podejscie badawcze pozwoli
w przysztosci zrozumie¢ dziatanie maszynerii biogenezy tych niezwykle istotnych

czasteczek, jakimi sg miRNA.
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Tabela 3 Zestawienie biatek, zaangazowanych w biogenez¢ miRNA, oddzialujacych
z SERRATE (SE)

Metoda, ktora

Domeny )
Bialko odpowiedzialne za Posluzyla d2 Referencje
oddzialywania 1de11.tyﬁkaCJ.1
oddzialywania
SE —
nieustrukturyzowan .
fragment a:nyinowy? BiFC, pull down Fan.g ' ?pector, 2007,
DCL1 T Machidaiin., 2011, Iwata
palec cynkowy; in vitro ..
DCLI1 — domena PAZ Lin., 2013
1 helikazy
YTH, IP, pull Yang i in., 2006
HYL1 dsRBD2 down in vitro, Fang i Spector, 2007
BiFC Machida i in., 2011
. Fang i1 Spector, 2007,
SE brak danych BiFC Wang i in., 2013
SE —
ustrukturyzowan . niniejsza praca
AtCBP20 rdzZﬁ; ’ BIEC, pull down (Raczyﬁsjka i Eq 2014)
AtCBP20 — brak i vitro Wang i in., 2013
danych
SE —
ustrukturyzowan . niniejsza praca
AtCBPS0 rdZZﬁ; ’ BIEC, pull down (Raczyﬁsjka i fn., 2014)
AtCBP80 — brak i vitro Wang i in., 2013
danych
TOUGH brak danych pull down, BiFC Reniin., 2012
HOSS brak danych BiFC Cheniin., 2015
RS41 brak danych BiFC Chen i in., 2015
RS40 brak danych BiFC Chen i in., 2015
AtRACKI1 brak danych YTH, IP, BiFC Speth i in., 2013
AtPRL1 brak danych BiFC, IP Zhang i 1in., 2014
. Zhang i in., 2013
AtCDCS brak danych BiFC, 1P Zhang i in., 2014
CPL1 brak danych IP, BiFC, YTH Manavella i in., 2012
AtNOT2b brak danych BIFC, Y,THf pull Wang i in., 2013
down in vitro
AtELP2 brak danych BiFC, YTH Fangiin., 2015
AtELPS brak danych BiFC, YTH Fangiin., 2015
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AtPRP39b

AtPRP40a

AtPRP40b

AtLUC7r]

SE —
nieustrukturyzowane
konce +
niezidentyfikowany
fragment rdzenia;
AtPRP39b — brak
danych
SE —
nieustrukturyzowane
konce;
AtPRP40a — brak
danych
SE —
nieustrukturyzowane
konce;
AtPRP40b — brak
danych
SE —
nieustrukturyzowane
konce;
AtLUC7r] — brak
danych

YTH, pull down
in vitro, FRET-
FLIM

YTH, pull down
in vitro, FRET-
FLIM

YTH, pull down
in vitro, FRET-
FLIM

YTH, pull down
in vitro, FRET-
FLIM

niniejsza praca (Knop
1 Stepien i in., 2016)

niniejsza praca (Knop
i Stgpien i in., 2016)

niniejsza praca (Knop
i Stepien i in., 2016)

niniejsza praca (Knop
1 Stepien i in., 2016)

BiFC — ang. Bimolecular Fluorescence Complementation; YTH — dwuhybrydowy system
drozdzowy (ang. yeast two-hybrid system); IP — immunoprecypitacja kompleksow
biatkowych;, FRET-FLIM - ang. Forster resonance energy transfer by fluorescence lifetime
imaging;, DCLI1 — DICER-LIKE 1 (endorybonukleaza typu I1l); HYLI — HYPONASTIC
LEAVES 1; SE — SERRATE; CBP — biatko wigzqce czapeczke; RS — biatko bogate w
argining i seryng; RACKI — RECEPTOR FOR ACTIVATED C KINASE 1; PRLI —
PLEIOTROPIC REGULATORY LOCUS 1; CDC5 — CELL DIVISION CYCLE; CPLI — 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

SERRATE (SE) oddziatuje bezposrednio z obydwiema podjednostkami jadrowego
kompleksu wiazacego czapeczke (AtCBC), tj. AtCBP20 1 AtCBP80.
Za oddziatywania te odpowiedzialny jest ustrukturyzowany rdzen SE.

. Identyfikacja kompleksu SE/AtCBC pozwolita przyblizy¢ zrozumienie
mechanizmu odpowiedzialnego za podwojng role SE i AtCBC w biogenezie
miRNA i splicingu pre-mRNA.

SE oddziatluje bezposrednio z czterema biatkami pomocniczymi kompleksu snRNP
Ul, tj. AtPRP39b, AtPRP40a, AtPRP40b 1 AtLUC7rl. Nieustrukturyzowany koniec
aminowy 1 karboksylowy SE jest zaangazowany w te interakcje. Elementem SE
koniecznym dla zwigzania AtPRP40a, AtPRP40b 1 AtLUC7rl s3 reszty
aminokwasowe 681-700.

. Oddzialywania miedzy SE 1 AtPRP39b, AtPRP40a, AtPRP40b oraz AtLUC7rl
stanowig platform¢ dla kontaktu migdzy maszyneria biogenezy miRNA
i spliceosomem. Moduluja one wydajno$¢ dojrzewania prekursorow miRNA
w zalezno$ci od usytuowania struktury spinki do wlosow wzgledem 5° konca
transkryptu 1 miejsca donorowego intronu, znajdujacego si¢ w prekursorze.

. Nieobecno$¢ SE i1 pomocniczych biatek snRNP Ul w ciatach Cajala potwierdza
brak bezposredniego powigzania miedzy tymi strukturami i1 dojrzewaniem
prekursoréw miRNA.

. Na podstawie wynikoOw niniejszej pracy i danych literaturowych zaproponowano
model przedstawiajacy mechanizm przytgczania si¢ do pri-miRNA biatek
odpowiedzialnych za biogenez¢ miRNA. W modelu tym SE jest istotnym
elementem odpowiedzialnym za kontakt migdzy AtCBC, mikroprocesorem
1 spliceosomem.

. Ze wzgledu na duza liczbe dodatkowych biatek zaangazowanych w biogeneze
miRNA, z ktorych wiele oddzialuje z SE, w celu pelniejszego zrozumienia
biogenezy miRNA, niezwykle istotne jest przeprowadzenie analiz dotyczacych
dynamiki 1 lokalizacji w komodrce komplekséw biatkowych odpowiedzialnych

za ten proces.
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