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Streszczenie

Bialko hnRNP UL1 jest zaangazowane w proces transkrypcji, dziatajac gléwnie
jako negatywny regulator hamujacy ekspresje okreslonych genow. Ponadto, biatko
hnRNP ULI1 wuczestniczy w procesie splicingu oraz w odpowiedzi komorki na
uszkodzenia DNA. Dodatkowo, wyniki naszej grupy badawczej pokazaly po raz
pierwszy, ze hnRNP UL1 przemieszcza si¢ rowniez do jaderek komorek ludzkich.
Poznanie funkcji, jakie biatko to pelni w jaderkach komoérkowych, stanowito gléwny
temat niniejszej rozprawy doktorskiej. Ponadto, podjetam roéwniez probg opisania
wzajemnych interakcji pomiedzy hnRNP UL1, FUS i U7 snRNP, oraz okreslenia roli
biatka hnRNP UL1 w inhibicji gendéw histonowych poza faza S cyklu komoérkowego,
ktora pelni wraz z biatkiem FUS i czastkg U7 snRNP.

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentow wykazatam, ze biatko hnRNP
UL1 w jaderku komorek ludzkich stymuluje transkrypcje gendéw rRNA, ale nie jest
zaangazowane w kolejne etapy biogenezy rybosomoéw. Dalsze eksperymenty z
wykorzystaniem odczynnikow genotoksycznych CPT i1 ETO wskazaly, ze komorki z
wyciszeniem bialkka hnRNP UL1 sa wrazliwsze na uszkodzenia DNA. Ponadto,
pokazatam, ze hnRNP UL1 oddziatuje z biatkami szlakéw naprawy uszkodzen rDNA,
takimi jak YH2A.X, RPA32, XRCCl1 i Chkl, potwierdzajac jego udzial w tych procesach.

Wiyniki kolejnych eksperymentow pokazaty, ze biatko hnRNP UL1 oddziatuje z
biatkiem FUS najsilniej poza faza S cyklu komérkowego. Co ciekawe, zaréwno FUS jak
1 hnRNP ULLI silniej wigzg U7 snRNA przy braku drugiego biatka, wskazujac, ze oba
biatka moga konkurowac¢ o dostepnos$¢ do U7 snRNA. Zauwazytam réwniez, ze poziom
fosforylacji biatka hnRNP UL1 zmienia si¢ w fazach cyklu komorkowego, co sugeruje,
ze to wlasnie ta modyfikacja moze regulowa¢ zmiennym oddzialywaniem hnRNP ULI z
bialkiem FUS; takiej roli nie ogrywaja natomiast metylacje argininy. Wykazalam
ponadto, ze hnRNP ULI nie pelni roli inhibitora ekspresji genéw histonowych w fazie
G1 1 G2 cyklu komoérkowego, wydaje si¢ jednak by¢ inhibitorem ekspresji tych genow w

fazie S.



Abstract

The hnRNP ULL1 protein is involved in transcription, acting mainly as a negative
regulator that inhibits the expression of specific genes. Furthermore, hnRNP UL1 is
involved in splicing and the cell response to DNA damage. In addition, the results of our
research group showed for the first time that hnRNP UL1 also moves into the nucleoli of
human cells. Learning more about the functions of hnRNPULL1 in cell nucleoli was the
main topic of this dissertation. In addition, | also attempted to describe the interactions
between hnRNP UL1, FUS, and U7 snRNP, and to determine the role of the hnRNP UL1
protein in the inhibition of histone genes outside the S phase of the cell cycle, which it
performs together with the FUS protein and U7 snRNP.

Based on my experiments, | showed that the hnRNP ULL1 protein stimulates the
transcription of rRNA genes in the nucleolus of human cells, however, it is not involved
in the subsequent steps of ribosome biogenesis. Further experiments using genotoxic
reagents CPT and ETO indicated that cells with silencing of the hnRNP UL1 protein are
more sensitive to DNA damage. In addition, | showed that hnRNP ULL1 interacts with
proteins of the rDNA damage repair pathways such as yH2A. X, RPA32, XRCC1, and
Chk1, confirming its involvement in these processes.

The results of subsequent experiments showed that the hnRNP UL1 protein
interacts with the FUS protein the highest outside the S phase of the cell cycle.
Interestingly, both FUS and hnRNP UL1 bind U7 snRNA more strongly in the absence
of the other protein, indicating that the two proteins can compete for accessibility to U7
snRNA. | also observed that the phosphorylation level of the hnRNP UL1 protein changes
during phases of the cell cycle, suggesting that this modification may regulate the variable
interaction of hnRNP UL1 with the FUS protein; such a role is not played by arginine
methylations. | further demonstrated that hnRNP UL1 does not play a role as an inhibitor
of histone gene expression in the G1 and G2 phases of the cell cycle but appears to be an
inhibitor of the expression of these genes in the S phase.



1. Wstep
1.1. Bialko hnRNP UL1 (ang. heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U-like protein 1)

Biatko hnRNP ULI, znane roéwniez jako E1B-AP5 (ang. adenovirus early region
1B-associated protein 5), jest zaangazowane w proces transkrypcji, dziatajac gtownie
jako negatywny regulator hamujacy ekspresje okreslonych genéw. hnRNP UL1 odgrywa
réwniez rolg w splicingu, poprzez bezposrednie wigzanie si¢ z DNA i/lub RNA lub
poprzez interakcje z innymi biatkami spliceosomu (Blackwell i in., 2022; Gabler i in.,
1998). Ponadto, biatko hnRNP UL1 jest rowniez zaangazowane w odpowiedz komorki
na uszkodzenia DNA.

Co ciekawe, grupa badawcza Laboratorium Dojrzewania RNA zaobserwowala
lokalizacj¢ biatka hnRNP UL1 w jaderku komorkowym komorek ludzkich. Jaderkowa
lokalizacja hnRNP ULI nie zostala wczes$niej odnotowana. Dlatego, funkcja bialtka
hnRNP UL1 w jaderku komérkowym nie jest znana i stanowi gtowny temat niniejszej

rozprawy doktorskiej.

1.2. Jaderko komorkowe — budowa i funkcja
Jaderko jest dynamiczng cze$cig jadra modulowang przez stres, nowotwory,
infekcje wirusowe, zdarzenia sygnalizacyjne i zmiany w fizjologii komorki (Grummt,
2013). Jaderko komoérkowe jest zorganizowane wokot wielu kopii gendéw rybosomowego
RNA (rRNA), ktore tworzg heterochromatyng okotojaderkowa PH (ang. peri-nucleolar
heterochromatin), w fibrylarnych cze$ciach jaderka (Fig. 1). Heterochromatyna odgrywa
wazng role w funkcjonowaniu jaderka poprzez zapobieganie rekombinacji
homologicznej migdzy powtdérzeniami rDNA, co stabilizuje rDNA i pozwala zachowa¢
strukture jaderka. Utrata wyciszenia koreluje z niestabilno$cig rDNA, rozpadem jaderek
1 starzeniem komérkowym, podkreslajac znaczenie heterochromatyny w funkcjonowaniu
jaderek (Nemeth, 2018). Pierwsza poznang funkcjg jaderka jest synteza rybosomowego
RNA (rRNA) i1 biogeneza rybosoméw (Konikkat 1 in., 2017; Derenzini 1 in., 2017;
Mangan i in., 2017).
Jaderka komorkowe ssakéw sg trojdzielne i sktadaja si¢ z:
e FC (ang. fibrillar center) — o$rodka wtoknistego, w ktorym lokalizuje
polimeraza RNA | (RNA Pol 1) oraz czynniki takie jak topoizomeraza
DNA typu | i czynnik transkrypcyjny UBF (ang. upstream binding

transcription factor);



e DFC (ang. dense fibrillar component) — gestego sktadnika wioknistego,
ktory otacza FC i zawiera czynniki transkrypcyjne, nowo syntetyzowane
pre-rRNA oraz czynniki uczestniczace w dojrzewaniu pre-rRNA; DFC
jest glownym miejscem syntezy pre-rRNA (Huang, 2002);

e GC (ang. granular component) — sktadnika ziarnistego, ktory otacza FC i
DFC i zawiera biatka rybosomowe, czynniki sktadania rybosomow oraz
prawie ukonczone podjednostki pre-rybosomowe; GC jest miejscem
zdarzen zwigzanych z péznym dojrzewaniem — rRNA jest skladane z
biatkami rybosomowymi w podjednostki rybosomowe (Coute i in., 2006;
Tsekrekou i in., 2017; Farley i in., 2015; Mangan i in., 2017) (Fig. 1).

——————

Figura 1. Zdj¢cie z mikroskopu konfokalnego, komorki HeLa WT z wyodrgbnionym
jaderkiem komorkowym. Jaderko przedstawiono na schemacie obok, zaznaczajac: FC —
osrodek wloknisty, DFC — gesty sktadnik widknisty, GC — sktadnik ziarnisty oraz PH —

heterechromatyn¢ okotojaderkowa.

Oprocz rRNA, w jaderku komorkowym znajduja si¢ rowniez inne rodzaje RNA,
gtownie mate jaderkowe RNA (snoRNA, ang. small nucleolar RNA), ktore wchodzg w
sktad kompleksow snoRNP (ang. small nucleolar ribonucleoproteins), katalizujacych
potranskrypcyjne modyfikacje rRNA. Dodatkowo, w jaderku wykryto réwniez
czasteczke SRP (ang. signal recognition particle) oraz spliceosomowe U snRNA (ang.
small nucleolar RNA) wraz z biatkami spliceosomowymi, tworzace U snRNP (ang. small
nuclear ribonucleoproteins), ktore wchodza w sktad spliceosomu. Rola jaderka w
procesie biogenezy snRNP nie jest jeszcze jasna. Wykazano réwniez, ze transkrypty
pochodzace z intronowych sekwencji powtorzonych Alu, syntetyzowanych przez

polimeraze RNA II, sa wzbogacone w jaderkach 1 wymagane do jego integralnosci.
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Nadekspresja AluRNA prowadzila zarowno do zwigkszenia rozmiaru jaderek, jak i do
podwyzszonego poziomu pre-RNA (Caudron-Herger i in., 2015). Wiadomo réwniez, ze
AluRNA oddziatluje z biatkami wigzacymi RNA: nukleoling (NCL), fibrylaryng
(FIB/FBL) 1 nukleofosming (NPM1), ktore sa zlokalizowane w jaderku i kontroluja
zjawisko separacji faz ciecz-ciecz, wymagane do utrzymania struktury jaderka (Caudron-
Herger i in., 2015; Nemeth, 2018).

Wysoka zawarto§¢ kwasoéw nukleinowych i biatek rybosomowych tworzy
unikalne §rodowisko i wptywa na ogolng architekture jaderka (Korsholm 1 in., 2020).
Pomimo $cistego upakowania DNA, ze wzgledu na wystepujace w nim powtdrzone
sekwencje genow rRNA, jaderko jest najbardziej aktywnym transkrypcyjnie rejonem
komoérkowym (Chen 1 Huang, 2001). Miejsca zawierajace kopie genow rRNA nazywane
sg regionami organizatora jaderkowego, NOR (ang. nucleolar organizer regions) i
znajduja si¢ na chromosomach 13, 14, 15, 21 i 22 (Schofer i in., 2018). Pomiedzy
jednostkami rDNA znajduja si¢ dtugie odstgpy —miedzygenowe przestrzenie, IGS (ang.
intergenic spacer) o dtugosci okoto 30 kb, ktore zawieraja elementy regulatorowe. Gen
rRNA jest transkrybowany do jednostki policistronowej 47S pre-rRNA, ktora jest dalej
przycinana i modyfikowana do 18S, 5,8S i 28S rRNA. W kolejnym etapie, czasteczki
rRNA wraz z 5S rRNA sg sktadane w duze i mate podjednostki rybosomowe (Cerqueira
i Lemos, 2019; Correll i in., 2019; Coute i in., 2005; Floutsakou i in., 2013; Mangan i in.,
2019; Nemeth i Grummt, 2018).

rRNA jest syntezowany przez RNA Pol I, przy udziale czynnika UBF (ang.
upstream binding factor) i czynnika SL1 (ang. selective factor 1). W dzielacych si¢
komorkach wyzszych eukariotow, transkrypcja rtDNA jest zatrzymywana w profazie,
réwnolegle z demontazem jaderek, a nastgpnie przywracana ponownie podczas telofazy,
gdy jaderka sa ponownie formowane (Boisvert i in., 2007; Olson i in., 2005; Sirri i in.,
2008). Szczyt tempa transkrypcji genéw rybosomowych osiggany jest w fazie S cyklu
komorkowego 1 pozostaje podwyzszony w fazie G2 (Villacis 1 in., 2018). Réwnolegle do
syntezy pre-rRNA, rRNA jest modyfikowany przez snoRNP, ktore roéwniez sg
zlokalizowane w jaderkach. snRNP kieruja specyficzng dla danego miejsca w rRNA
metylacja 2’-O-rybozy (katalizowang przez 2’-O-metylotransferaze fibrylaryng) oraz
izomeryzacja urydyny do pseudourydyny (katalizowang przez pseudourydynowg syntaze
dyskerynowa, dyskeryne, DKC1) (Maden, 1990; Filipowicz i in, 2002; Kiss 1 wsp., 2006;
Reichow i wsp., 2007).
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Jaderko nie jest tylko maszyng do syntezy rybosomow. W skitad proteomu
jaderkowego wchodzi ponad 4500 roznych biatek. Naleza one do réznych klas
funkcjonalnych, zwigzanych ze strukturg rybosomow, biogenezg rybosomoéw, struktura
chromatyny, metabolizmem mRNA czy translacjg. Oprocz biogenezy rybosomow, biatka
te s zaangazowane w takie szlaki komodrkowe jak: $mieré komorki, cykl komoérkowy,
proliferacja, metabolizm telomeréw, produkcja energii, replikacja, rekombinacja i
naprawa DNA (Coute i in., 2006, Villacis i in., 2018, Grummt, 2013, Anderseni in., 2005,
Pendle i in., 2005). Nalezy podkresli¢, ze profil proteomu jaderkowego jest dynamiczny
1 moze by¢ modulowany przez zmiany fizjologii komorki w trakcie cyklu komérkowego,
a takze moze podlega¢ wptywowi stresu, zdarzen sygnalizacyjnych, rozwoju nowotworu
i infekcji wirusowych (Andersen i in., 2005; Emmott i in., 2009; Raska i in., 2006; Lam
11in., 2010). Biatka mogg by¢ lokalizowane w jaderku rowniez w celu ich modyfikacji.
Ponadto, jaderko jest rezerwuarem biatek ,,nierybosomowych”, zapewniajac dogodny
mechanizm regulacji procesow komorkowych poprzez czasowa sekwestracje i
uwalnianie bialek. Ciagla wymiana biatek pomigdzy jaderkami a otaczajaca je
nukleoplazmg zostala potwierdzona doswiadczalnie przy uzyciu technik
mikroskopowych (Phair i in., 2000 oraz Chen i in., 2001). Przeptyw biatek w kierunku
,»do” 1 ,,z” jaderka obserwowano w odpowiedzi na roézne stresory Srodowiskowe
(promieniowanie UV, hipoksja, glodzenie) lub leczenie farmakologiczne (np.
aktynomycyna D). Jaderko jest takze miejscem zatrzymywania biatek regulujacych cykl
komorkowy, np. kinaz lub biatek regulacyjnych mitozy i mejozy, ktore sg uwalniane z
jaderka w sposob zalezny od cyklu komérkowego (Visintin & Amon, 2000; Coute el.al.,
2005). W jaderkach zidentyfikowano réwniez czynniki zaangazowane w regulacje
starzenia komorki 1 apoptozy.

Warto podkresli¢, ze produkcja rybosoméw jest procesem wysoce
energochlonnym. Dlatego tez funkcja jaderka jest Scisle powigzana ze wzrostem 1
proliferacja komorek. W rzeczywistosci, prawie wszystkie szlaki sygnatowe, ktore
wplywaja na te procesy, bezposrednio reguluja tez synteza rRNA. Jadro komorkowe
monitoruje sygnaty stresu komoérkowego i przekazuje je do maszynerii transkrypcyjnej w
jaderku. W rezultacie, w warunkach stresu synteza rRNA jest wylaczana w celu
zaoszczedzenia energii, ktéra jest wymagana do utrzymania homeostazy komorkowej. W
odpowiedzi na szereg stresoOw, jaderko aktywuje szlak zwany NSP (ang. nucleolar
surveillance pathway), ktory prowadzi do nagromadzenia biatka p53. Podwyzszony

poziom p53 prowadzi do zaburzen biogenezy i funkcji rybosoméw, zatrzymania cyklu
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komorkowego, a w skrajnych przypadkach do $mierci komoérki na drodze apoptozy
(Villacis 1 in., 2018). Jaderko jest rowniez zaangazowane w réznicowanie komorek i
transformacj¢ nowotworowa. Intensywnie dzielgce si¢ komorki nowotworowe wymagajg
wyzszego tempa biogenezy i1 wzrostu rybosomoéw, stad rozmiar i liczba jaderek na
komorke znacznie wzrasta (Villacis i in., 2018).
Warto wspomnieé, ze mutacje lub delecje:

e gendw zwigzanych z biogenezg rybosomow,

e gendw zwigzanych z synteza lub modyfikacjga rRNA,

e gendw kodujacych biatka zwigzane z rybosomami,
moga powodowaé choroby zwane "rybosomopatiami". Nalezg do nich m.in. anemia
Diamond Blackfana, dyskeratoza wrodzona, czy zespot Shwachmana-Diamonda
(Villacis, 2018). Zmiany w jaderkach sa réwniez powszechne w wielu zaburzeniach
neurologicznych zwigzanych z wiekiem, w tym w chorobie Parkinsona, Huntingtona i

Alzheimera.

1.3. Naprawa uszkodzen rDNA

Wysoki poziom transkrypcji genéw rRNA oraz wielokrotnie powtdrzone
sekwencje tych gendéw sprawiaja, ze rDNA jest podatny na uszkodzenia (Tubbs i
Nussenzweig, 2017). rDNA jest jednym z regiondéw, ktore podlegaja najczestszym
rearanzacjom chromosomalnym w nowotworach. Dlatego tez mechanizmy jaderkowe;j
odpowiedzi na uszkodzenia DNA, n-DDR (ang. nucleolar DNA damage response),
istotne w utrzymaniu stabilno$ci genomu, staty si¢ celem badan przeciwnowotworowych
(Velichko i in., 2021).

Szacuje sie, ze pojedyncza komorka przechodzi dziesiatki tysigcy zmian w DNA
w ciaggu doby. Zmiany te dotycza pojedynczych zasad (deaminacja, depurynacja,
depirymidynacja); jednoniciowych i dwuniciowych peknig¢ nici DNA, DSB (ang.
double-strand breaks). DSB sg najrzadziej wystepujacym, ale jednocze$nie najbardziej
szkodliwym rodzajem uszkodzen DNA (Blokhinaa i Buchwaltera, 2020). DSB moga
powstawac¢ jako konsekwencja stresu replikacyjnego lub moga by¢ indukowane przez
substancje chemiczne/enzymy a takze promieniowanie jonizujace, IR (ang. ionizing
radiation) (Vitor i in., 2020). Komorki wyksztatcity dwie gtowne $ciezki odpowiedzi na
DSB: nichomologiczne taczenie koncoéw, NHEJ (ang. non-homologous end joining),
ktora jest szybsza, ale mutagenng $ciezka ponownego taczenia nici DNA (Scully i in.,

2019), oraz rekombinacje homologiczng, HR (ang. homologous recombination), ktora
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jest wolniejsza $ciezka wymagajaca homologicznych sekwencji DNA (Hustedt i
Durocher, 2016; van Sluisi McStay, 2015). Na wybor sciezki - NHEJ czy HR - ma wptyw
wiele czynnikow, w tym: cykl komorkowy, rodzaj uszkodzenia, s$rodowisko
chromatynowe 1 aktywno$¢ transkrypcyjna uszkodzonego locus (Scully i in.,2019).
NHE]J jest aktywny przez caty cykl komorkowy, podczas gdy §ciezka HR zwykle jest
wykorzystywana do naprawy w fazie S i G2, gdy dostepne sg chromatydy siostrzane
(Karanam 1 in., 2012). HR jest preferowanym mechanizmem naprawczym szczegolnie
dla genow aktywnych w fazie G2 (Aymard i in., 2014) (Fig. 2).

W okreslonych warunkach, DSB moga by¢ réwniez naprawiane za pomoca
innych, alternatywnych $ciezek, takich jak SSA (ang. single-strand annealing) i
mikrohomologiczne taczenie zasad, MMEJ (ang. microhomology-mediated end joining)
zwane rowniez alternatywnym NHEJ, alt-NHEJ (Scully 1 in., 2019). W poréwnaniu z
NHEJ i HR, $ciezki te sg bardziej mutagenne i podatne na btedy, moga tez negatywnie
wplywacé na integralno$¢ tDNA. W zwigzku z tym, mechanizm naprawy rDNA przez
SSA i MME] jest tez znacznie rzadziej wykorzystywany w komorkach ssakow.

1.3.1 Reorganizacja jaderka i tworzenie czapeczek jaderkowych

Zaburzenia w rDNA moga powodowaé powstawanie tzw. '"czapeczek
jaderkowych" (ang. nucleolar caps), tj. inwersji jaderka, w wyniku ktorej osrodki FC i
DFC ulegaja kondensacji i wychodza poza o$rodek GC. W jaderkach zachowana jest
struktura dwufazowa, gdzie osrodek DFC jest zwrocony w strong osrodka GC, a osrodek
FC jest skierowany do nukleoplazmy (Korsholm i in., 2020) (Fig. 2). Tworzenie
czapeczek jaderkowych jest szybka (< 1 godz.) odpowiedzia na farmakologiczne
zaburzenie transkrypcji RNA Pol I po traktowaniu aktynomycyng D (Shaw-Tal i in.,
2005; Floutsakou i in., 2013), a wolniejsza (2-6 godz.) odpowiedziag na uszkodzenie
rDNA (Korsholm i in., 2019; van Sluis i in., 2015; Mooser i in., 2020; Pefani i in., 2018).
W tym drugim przypadku, uszkodzenia indukowane w dowolnym miejscu powtorzenia
rDNA, réwniez w obrebie sekwencji IGS, ale nie w genomowym DNA flankujacym
sekwencje rDNA, indukuje tworzenie czapeczek jaderkowych (van Sluis i in., 2015).
Tworzenie czapeczek jaderkowych w odpowiedzi na jakikolwiek bodziec zbiega si¢ z
hamowaniem transkrypcji 1 jest od niego zalezne. Kiedy indukowane sg uszkodzenia
rDNA, aktywowane sg kinazy ATM (ang. ataxia telangiectasia mutated) i ATR (ang.
ataxia telangiectasia and Rad3-related), ktore posrednicza w hamowaniu transkrypcji
(Mooser 1 in., 2020). Odkryto, ze zakldcenie dziatania kinaz ATM lub ATR, ale nie
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kinazy DNA-PKcs (ang. DNA dependent protein kinase catalytic subunit), zachowuje
aktywno$¢ RNA Pol 11 blokuje tworzenie czapeczek jaderkowych (Harding i in., 2015;
Warmerdam i in., 2016; Blokhina i Buchwalter, 2020).

Kiedy kinaza ATM ulega aktywacji w jaderku, reguluje ona aktywnoscig Szeregu
bialek jaderkowych. Gléwnym celem kinazy ATM jest biatko jaderkowe Treacle,
okreslane rowniez jako TCOF1 (ang. treacle ribosome biogenesis factor 1), ktore z kolei
rekrutuje biatko uszkodzen DNA, NBS1 (ang. nibrin). NBS1 wchodzi w sktad kompleksu
MRN, do ktorego nalezg rowniez biatka MRE11 i RADS50. Oba bialka, Treacle 1 NBS1,
sa wymagane do jaderkowego zahamowania transkrypcji (Kruhlak i in., 2007; Larsen i
in., 2014). Treacle rekrutuje rowniez biatko TOPBP1 (ang. DNA topoisomerase 2-binding
protein 1), wymagane do aktywacji kinazy ATR (Mooser i in., 2020). TOPBP1 wigze si¢
z fosforylowang przez ATM C-koncowa domeng Treacle; Treacle jednoczesnie wigze
NBSI, ktore tez jest wymagane do rekrutacji TOPBP1. TOPBP1 wchodzi rowniez w
interakcj¢ z demetylazg histonowa, JMJD6 (ang. jumonji domain containing protein 6)
(Fig. 2).

Tworzenie si¢ czapeczek jaderkowych wymaga rowniez kompleksu LINC (ang.
linker of nucleoskeleton and cytoskeleton) i aktyny, ktore sa zaangazowane w aktywne
przemieszczanie DSB podczas HR, ale nie s3 one wymagane do zahamowania
transkrypcji w odpowiedzi na uszkodzenia rDNA (Marnef i in., 2019).

Segregacja jaderek w odpowiedzi na uszkodzenia rDNA wigze si¢ ze zmianami
w $Srodowisku rekombinacji homologicznej. Jednym z czynnikéw wymaganych do
efektywnego wyciszania transkrypcji tDNA 1 tworzenia czapeczek jaderkowych jest
kompleks HUSH (ang. human silencing hub), ktory promuje trimetylacje H3K9 (ang.
histone H3 lysine 9) (Tchasovnikarova i in., 2015; Marnef i in., 2019). Podobnie,
fosforylacja histonu H2B na serynie 14 (H2BS14) rowniez odgrywa wazng rolg w
odpowiedzi jaderka na uszkodzenia rDNA. Za fosforylacje H2B w odpowiedzi na
uszkodzenia rDNA odpowiada zlokalizowana w jaderkach kinaza MSTI1 (ang.
macrophage stimulating 1) zwigzana z MST2 (ang. macrophage stimulating 2), ktora jest
aktywowana przez kinazg¢ ATM. Przej$ciowe nagromadzenie modyfikacji H2BS14 jest
wymagane do zahamowania transkrypcji rDNA 1 segregacji jaderek (Pefani 1 in.,2018).
W innych miejscach genomu zaobserwowano, ze z miejscami H2BS14 na uszkodzonym
DNA kolokalizuje fosforylowana forma histonu YH2AX (Fernandez-Capetillo i in.,
2004).
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ATM i ATR nie s3 jedynymi kinazami aktywowanymi podczas DSB w jaderkach.
Kinazy Chk1 (ang. checkpoint kinase 1) i Chk2 (ang. checkpoint kinase 2), wymagane do
zatrzymania cyklu komoérkowego, moga przyczynia¢ si¢ do wyciszenia transkrypcji

ponizej szlaku dziatania kinaz ATM/ATR.

1.3.2 NHEJ

Sciezka naprawcza NHEJ zachodzi w aktywnie transkrybujacych jaderkach
komoérkowych i naprawia wickszos¢ DSB w rDNA, bez trwalej aktywacji ATM i
restrukturyzacji jaderek. NHEJ jest inicjowana przez zwigzanie do uszkodzonego DNA
kompleksu biatek Ku70/80 (biatko Ku70 jest kodowane przez gen XRCCB, a biatko Ku80
jest kodowane przez gen XRCC5), zwigzanie to jest niezalezne od kompleksu MRN.
Kompleks Ku70/80 wystepuje w catej nukleoplazmie. Podczas NHEJ, Ku70/80 rekrutuje
czynniki naprawcze, takie jak kinaza DNA-PK, ligaza DNA IV oraz biatko naprawy
DNA XRCC4 (Scully i in., 2019; Bordelet i in., 2019). Zaburzenie lokalizacji jaderkowe;j
kinazy DNA-PK po uszkodzeniu rDNA skutkuje zahamowaniem $ciezki naprawczej
NHEJ, co z kolei prowadzi do wzrostu liczby DSB w rDNA, zahamowania transkrypcji

i tworzenia czapeczek jaderkowych (Marnef'i in., 2019; Harding i in., 2015) (Fig. 2).

1.3.3HR

W przeciwienstwie do naprawy uszkodzen rDNA na S$ciezce NHEJ, ktora
zachodzi w obrgbie jaderek, naprawa na Sciezce HR jest najbardziej widoczna w
czapeczkach jaderkowych. Naprawa HR jest inicjowana w momencie zwigzania
kompleksu MRN, ktory katalizuje resekcje uszkodzonych koncéw DNA, czyli usunigcia
nukleotydow w celu odstonigcia odcinka jednoniciowego DNA, ssDNA (ang. single
stranded DNA). MRN dziata w polaczeniu z: biatkiem CtIP (ang. C-terminal binding
protein 1 (CtBP1) interacting protein), egzonukleaza 1, EXO1, endonukleazg DNA2 i
helikazg zespolu Blooma, BLM. ssDNA jest natychmiast wigzany przez kompleks RPA
(ang. replication protein A), zawierajacy biatko RPA2 (Soniat i in., 2019). RPA jest
nastepnie wypierany przez biatko RADS51 (ang. DNA repair protein RAD51), ktore wraz
z biatkiem BRCA1 (ang. breast cancer type 1 susceptibility protein) tworzy rusztowanie
dla sekwencji homologicznych (Scully i in., 2019). Sekwencja homologiczna i
resekowane sSDNA ulegaja hybrydyzacji, powstaje figura krzyzowa Hollidaya i
nastgpuje synteza uszkodzonego regionu DNA (homologiczna sekwencja jest

wykorzystywana jako matryca do syntezy DNA de novo, w celu zastapienia uszkodzone;j
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sekwencji). Niektore etapy HR zachodza wewnatrz jaderek, jeszcze przed utworzeniem
czapeczek jaderkowych. Na przyktad, fosforylowane biatko Treacle rekrutuje biatka
NBS1 i MREI1 do DSB we wnetrzu jaderka, te komponenty MRN przemieszczajg si¢
nastepnie do czapeczek jaderkowych wraz z rDNA, gdzie wchodza w kontakt z
czynnikami naprawy, w tym: RAD51, RAD52 i BRCA1 (Korsholm i in., 2019; Larsen i
in., 2014; Ciccia i in., 2014). Ogniska RPA, ktére wskazuja na obecno$¢ resekowanego
ssDNA, zostaly opisane zarowno we wnetrzu jaderka, jak i w czapeczkach lub tylko w
czapeczkach jaderkowych (Marnef 1 in., 2019; Mooser i in., 2020; van Sluis i in., 2015)
(Fig. 2).

Wczesne czynniki sygnalizacyjne HR, czyli kompleks MRN i kinaza ATM,
poprzedzaja i wptywaja na formowanie czapeczek jaderkowych. Brak NBS1 lub MRE11
hamuje tworzenie czapeczek jaderkowych. Jednakze, rola innych czynnikow HR w
tworzeniu czapeczek jaderkowych jest bardziej ztozona. Na przyktad, zmniejszenie ilosci
CtIP, kofaktora resekcji, nie wptywa na tworzenie czapeczek jaderkowych, ale zaburza
rekrutacj¢ innych czynnikoéw do tych struktur. Co ciekawe, wyciszenie CtIP wydaje si¢
hamowa¢ przemieszczanie si¢ ognisk NBS1 do czapeczek (Korsholm i in., 2019), co
sugeruje mechanizm sprzezenia zwrotnego, biegnacego od CtIP do kompleksu MRN. Z
drugiej strony, rowniez brak czynnikow resekcyjnych, BLM/DNA?2 i RPA2, zapobiega
tworzeniu czapeczek jaderkowych. Sugeruje si¢, ze resekcja moze promowac
formowanie czapeczek jaderkowych poprzez generowanie sygnatu aktywujacego ATR.
Jednak fakt, ze kinaza ATR moze by¢ aktywowana w wyniku bezposredniej interakcji
Treacle wskazuje, ze aktywacja kinazy ATR moze zachodzi¢ niezaleznie od resekcji w

obregbie jaderek (Mooser i in., 2020).
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DSB rDNA . DFC rDNA

. FC | DsBDNA

Aktywnie transkrybujgce jaderka

Naprawa przez NHEJ

1. Zwigzanie kompleksu Ku70/80 do DSB.
2. Ku70/80 rekrutuje czynniki naprawcze: DNA-PK,
ligaze DNA IV i XRCC4.

Trwate DSB
Inhibicja transkrypciji
Reorganizacja jaderka i formowanie czapeczek jaderkowych

1. ATM ulega aktywacji i inicjuje hamowanie
A J transkrypcji jaderkowej.
2. Gtéwnym celem ATM jest biatko jaderkowe Treacle,

Naprawa przez HR ktdre Hfrrelncrutujre kom;ileks MRNJE![MREZLI, RADSO,
MBS1) i biatko TOPBP1, ktdre aktywuje kinaze ATR.

3. ATR wzmacnia inhibicje transkrypcji jaderkowej i
promuje tworzenie czapeczek jgderkowych.

4. W okreglonych warunkach do tworzenia czapeczki
jaderkowej wymagane s3 rowniei dodatkowe
czynniki, takie jak kompleks keheryna/HUSH, RPA2
(fosfoseryna 33), IMID6 oraz szlak LINC/aktyna.

5. Ponadto, kinazy MST2 i Chkl/Chk2 mogg przyczyniac
sie do hamowania transkrypcii.

6. DSB rDMA w czapeczkach jgderkowych s3
rozpoznawane przez  czynniki  naprawcze: CtiR,
BRCA1l, RPAZ (fosfoseryna 4/8), 53BP1, RADS1,
RADS2.

Figura 2. Odpowiedz na DSB w rDNA. W naprawie DSB uczestniczg dwa szlaki:
nichomologiczne taczenie koncéw- NHEJ, w ktéorym transkrypcja nie zostaje

zahamowana oraz rekombinacja homologiczna- HR, gdzie ATM inicjuje inhibicj¢
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transkrypcji 1 nastgpuje reorganizacja jaderka, w wyniku ktorej powstaja czapeczki

jaderkowe. W przypadku biatka RPA2 seryna jest fosforylowana w pozycji 33 lub 4/8.

1.3.4 Naprawa uszkodzen jednoniciowych rDNA

Tematyka naprawy uszkodzen ssDNA w rDNA jest dosy¢ stabo przebadana,
chociaz sg one liczne, biorgc pod uwage czestotliwo$¢ wystepowania petli R w obrebie
aktywnych powtdrzen rDNA. Szlak naprawy przez wycinanie nukleotydow, NER (ang.
nucleotide excision repair), usuwa i naprawia jednoniciowe zmiany w caltym genomie.
Uszkodzenia rozpoznawane przez NER obejmuja wigzania krzyzowe wywotane
promieniowaniem UV, duze modyfikacje pojedynczych zasad oraz pgtle R. W szlaku
NER dochodzi do wyciecia uszkodzonego ssDNA i syntezy DNA de novo, z
wykorzystaniem nieuszkodzonego ssDNA jako matrycy (Spivak, 2015). NER mozna
podzieli¢ na: szlak globalnej naprawy genomowej, GGR (ang. global genomie repair),
ktory opiera si¢ na dziataniu nukleazy XPF/ERCCI1 usuwajacej zmiany na kazdej z nici
DNA (Spivak, 2015), oraz szlak naprawy sprzezonej z transkrypcja, TCR (ang.
transcription-coupled repair), ktory polega na specyficznej naprawie zmiany tylko na
transkrybowanej nici DNA 1 opiera si¢ na dziataniu enzyméw CSA/CSB (Cockayne
Syndrom A i B). TCR zostal po raz pierwszy opisany jako specyficzna §ciezka, ktora jest
indukowana, gdy RNA Pol II zostaje zatrzymana przez zmiang¢ na nici matrycowe;j
(Spivak, 2015). Co ciekawe, w przeciwienstwie do regiondw genomu transkrybowanych
przez RNA Pol II, rDNA nigdy nie ulega naprawie na $ciezce TCR. Zamiast tego, w
naprawie zmian SSDNA w rDNA wywotanych przez promieniowanie UV Iub
modyfikacje chemiczne, uczestniczy szlak GGR (Christians i in., 1993; Yang i in., 2019).
Nie jest natomiast do kofica wyjasnione, czy NER rozwiazuje petle R w obrebie rDNA.
Natomiast, w innych miejscach genomu nukleazy szlaku NER, XPF/ERCC1 i XPG,
uczestniczg w przetwarzaniu petli R w DSB, ktore nastgpnie sg rozpoznawane i
naprawiane na szlaku naprawy DSB (Sollier i in., 2014; Makharashvili i in., 2018).
Niemniej, nalezy pamigta, ze przeksztalcenie petli R w DSB zwigksza
prawdopodobienstwo naprawy nieefektywnej lub podatnej na btedy, co z kolei prowadzi

do niestabilnosci genomu.

1.4. Rola hnRNP UL1 w naprawie uszkodzen DNA
hnRNP UL1 bezposrednio oddziatuje z biatkiem p53 i hamuje jego aktywno$¢
transkrypcyjng w odpowiedzi na promieniowanie UV (Barral i in., 2005). hnRNPUL1
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oddziatuje takze z kompleksem MRN poprzez biatko NBS1. Biatko hnRNP ULL1, wraz z
kompleksem MRN i biatkiem CtIP, jest rekrutowane do miejsca uszkodzenia DNA i
uczestniczy w naprawie DSB (Polo i in., 2012). Rekrutacja ta wymaga metylacji hnRNP
UL1 przez biatkowg N-metylotransferaze argininy 1, PRMT1 (ang. protein arginine N-
methyltransferase 1) (Lander i in., 2001). Biatko hnRNP UL1 zostato réwniez opisane
jako biatko biorgce udziat w lokalizacji uszkodzen DNA i/lub ich naprawy w kompleksie
z polimerazg poli [ADP-rybozy] 1, PARP1 (ang. poly [ADP-ribose] polymerase 1),
jednym z najwazniejszych bialek wymaganych do utrzymania stabilno$ci genomu (Hong
i1in., 2013). Ponadto, biatko hnRNP UL1 uczestniczy w odpowiedzi na infekcje wirusowa
w $ciezce zaleznej od kinazy ATR (Barral i in., 2005; Hong i in., 2013). Dodatkowo,
hnRNP UL1 oddziatuje z dtugim niekodujacym RNA, IncRNA (ang. long non-coding
RNA), DDSR1 (ang. DNA damage-sensitive RNAL), ktory wptywa na proliferacje
komorek, sygnalizacje uszkodzen DNA i zdolno§¢ do naprawy DNA na drodze HR.
Interakcja DDSR1 z hnRNP ULI1 reguluje dostepnoscig biatka BRCA1 i podjednostki
kompleksu BRCA1-A-RAP80 do DSB (Sharma i in., 2015).

Co interesujace, u pacjentow ze stwardnieniem zanikowym bocznym, ALS (ang.
amyotrophic lateral sclerosis), odkryto heterozygotyczne mutacje w genie biatka hnRNP
UL1, R639C i R468C. Wyniki pracy doktorskiej Kenny'ego M. Pratta (2015) wykazaty,
ze komorki pacjentow z ALS skorelowanym z tymi mutacjami nie mialy defektow
odpowiedzi na DSB ani blednej lokalizacji bialka, ale zdolno$¢ wigzania ssDNA/RNA

przez hnRNP UL1 byta wyraznie zmniejszona.

1.5. Wzajemne interakcje hnRNP UL1, FUS i U7 snRNA

Biatko FUS (ang. fused in sarcoma) roéwniez wigze si¢ z DNA i posredniczy w
utrzymaniu stabilno$ci genomu, rekombinacji DNA 1 szlaku naprawy DNA (Lagier-
Tourenne 1 in., 2010; Sama 1 in., 2014; Yang 1 in., 2010; Dormann 1 in., 2013). Biatko
FUS jest szybko rekrutowane do miejsc DSB w sposob zalezny od polimerazy PARP-1,
a jego wyciszenie znaczaco obniza wydajno$¢ naprawy DNA zaréwno przez mechanizm
HR, jak i NHEJ (Mastracola i in., 2013; Rulten i in., 2013). W odpowiedzi na DSB, FUS
tworzy tez kompleks z deacetylazg histonéw HDAC-1 (ang. histone deacetylases), ktéra
jest krytycznym czynnikiem szlaku naprawy DNA w neuronach postmitotycznych (Wang
1in., 2013). FUS jest bialkiem zlokalizowanym gtéwnie w jadrze komoérkowym, jednakze
wystepuje rowniez w cytoplazmie, gdyz uczestniczy w transporcie mRNA z jadra do

cytoplazmy (Zinszner 1 in., 1997). Biatko FUS zostato réwniez zidentyfikowane w
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proteomie jaderkowym, jednak jego funkcja w tym przedziale komdérkowym nie zostata
do tej pory opisana (Andersen i in., 2005, Kar i in., 2011). Jaderkowa lokalizacja biatka
FUS jest wynikiem odpowiedzi na uszkodzenia DNA (Martinez-Macias i in., 2019).
Obok zaangazowania w metabolizm RNA i1 odpowiedz komérkowg na DSB,
wsrod podobienstw charakteryzujacych oba biatka, FUS i hnRNP UL1, wymieni¢ nalezy
réwniez interakcje z czastka U7 snRNP (ang. U7 small nuclear ribonucleoprotein).
Czastka U7 snRNP to kompleks ztozony z biatek rdzeniowych Sm/Lsm (SmB/B',
SmD3, SmG, SmE, SmF, Lsm10, Lsm11) oraz U7 snRNA. U7 snRNP jest kluczowym
czynnikiem bioragcym udziat w dojrzewaniu 3' konca pre-mRNA zaleznych od replikacji
histonow rdzeniowych (Dominski i in., 2007). Aktywno$¢ ta jest silnie skorelowana z
faza S cyklu komorkowego, podczas ktorej zachodzi replikacja, wymagajaca ogromnej
puli biatek histonowych do upakowania nowo syntetyzowanego DNA. Poziom ekspresji
gendw histonéw wzrasta ~35-krotnie podczas przejscia faz G1/S i gwaltownie spada
ponownie pod koniec fazy S. Przyrost mRNA histonow w fazie S wynika, miedzy innymi,
z wydajnego procesu dojrzewania 3’ konca histonowych transkryptéw. Natomiast,
spadek poziomu mRNA histonéw na granicy faz S/G2 jest efektem szybkiej destabilizacji
mRNA histonéw. Dojrzewanie 3’ konca zaleznych od replikacji transkryptow histonow
rdzeniowych jest odmienne od dojrzewania 3’ kofica innych eukariotycznych pre-mRNA.
Histonowy pre-mRNA nie jest poliadenylowany, a jedynie przecinany tuz za
zakonserwowang strukturg petla. Przecigcie endonukleolityczne zachodzi ponizej
struktury petli, ale przed rejonem bogatym w puryng, zwanym motywem HDE (ang.
histone downstream element), te dwa elementy sa oddzielone od siebie o ~15
nukleotydéw. HDE oddziatuje poprzez oddziatywanie par zasad z 5" koncem U7 snRNA.
Oddziatywanie HDE:U7 snRNP indukuje rekrutacje pozostatych sktadnikéw kompleksu
dojrzewania konca 3’ histonowego pre-mRNA. Konserwatywna struktura petli jest
zwigzana z biatkiem SLBP (ang. stem-loop binding protein) i stabilizuje wigzanie U7
snRNP do histonowego pre-mRNA. Nalezy zwrdci¢ szczegblng uwage na to, ze
histonowe pre-mRNA na koncu 3’ nie posiadajg konca poli(A), O pozwala na szybka i
kontrolowang ekspresj¢ gendw histonowych podczas cyklu komorkowego, zapewniajac
prawidlowy poziom biatek histonowych niezbednych przy pakowaniu nowo
zsyntezowanego DNA. Jezeli ktore§ z pre-mRNA histonow rdzeniowych jest
poliadenylowane na koncu 3’ znaczy to, ze doszto do nieprawidtowego przetwarzania, co
moze skutkowa¢ zaburzeniami w funkcjonowaniu biatek histonowych podczas cyklu

komoérkowego.
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Poziom czastki U7 snRNP pozostaje staty podczas cyklu komorkowego. Niewiele
jednak wiadomo na temat innych funkcji U7 snRNP. Wykazano, ze U7 snRNA (poza
kompleksem U7 snRNP) moze dziala¢ jako regulator transkrypcji, gdyz obniza
aktywno$¢ promotora genu MDR1 poprzez hamowanie wigzania tego motywu DNA
przez czynnik transkrypcyjny NF-Y (Higuchi i in., 2008). Wykazano rowniez, ze podczas
zatrzymania cyklu komorkowego, hnRNP UL1 w kompleksie z U7 snRNP hamuje
ekspresje zaleznych od replikacji genéw histonowych (Ideue i in., 2012). Na podstawie
badan Laboratorium Dojrzewania RNA wiadomo rowniez, ze hnRNP UL1 oddziatuje z
biatkiem FUS w fazie G1 i G2 cyklu komérkowego (Raczynska i in., 2015).

Celem jednego z projektow badawczych, w ktorych bratam udziat, byto opisanie
roli U7 snRNP, FUS i hnRNP UL1 w zahamowaniu ekspresji genéw histonowych poza
faza S cyklu komorkowego. Postawiona hipoteza badawcza zakladata, Zze wzajemne
interakcje tych trzech czynnikéw, U7 snRNP, FUS i hnRNP ULI1, zmieniajg si¢ w
réznych fazach cyklu komoérkowego, a poza fazg S wplywaja negatywnie na ekspresje
gené6w histonéw zaleznych od replikacji. Na podstawie uzyskanych wynikéw
(przedstawionych w tej pracy doktorskiej) mozna przypuszczac, ze biatko hnRNP UL1
nie wptywa znaczaco na inhibicje ekspresji genéw histonowych w fazie G1 i G2 cyklu
komorkowego. Natomiast zauwazyliSmy, ze w fazie S cyklu komodrkowego biatko
hnRNP UL1 moze peli¢ rolg regulatora poziomu ekspresji gendw histonowych
zaleznych od replikacji. Jednakze, sa to wyniki wstgpne, wymagajace Kkolejnych
eksperymentow.

Interesujace jest to, ze wszystkie trzy czynniki s3 zwigzane z zaburzeniem
neurologicznym, ALS. Mutacje zarowno w genie biatka FUS jak i hnRNP ULI, zostaty
zidentyfikowane u pacjentow z ALS (Deng i in., 2014; Pratt, 2015). W Laboratorium
Dojrzewania RNA pokazalismy rowniez w liniach komoérek neuroblastomy SH-SY5Y
oraz Hela, ze U7 snRNA/snRNP jest zlokalizowany w agregatach cytoplazmatycznych
wraz z biatkiem FUS niosagcym mutacje zwigzane z ALS. Taka niewlasciwa lokalizacja
prowadzi do zaburzenia jadrowej aktywnosci zaréwno biatka FUS jaki i czastki U7
snRNP. W konsekwencji, w badanych liniach komoérkowych zaobserwowalismy
obnizong transkrypcje genow histonéw zaleznych od replikacji oraz zaburzenia

dojrzewania konca 3’ histonowych pre-mRNA (Gadgil i in., 2021).
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2. Cel pracy

Gléwnym celem niniejszej pracy doktorskiej bylo wyjasnienie funkcji biatka
hnRNP UL1 w komoérkach ludzkich oraz zweryfikowanie ponizszych hipotez
badawczych:

e Biatko hnRNP ULI uczestniczy w transkrypcji rDNA;

e Bialko hnRNP UL1 bierze udziat w szlaku odpowiedzi na uszkodzenia
rDNA;

e Biatko hnRNP ULI jest wymagane dla integralno$ci genomu.

Ponadto, podjetam réwniez probe opisania wzajemnych interakcji pomiedzy
hnRNP ULL, FUS i U7 snRNP, oraz okreslenia roli biatka hnRNP UL1 w inhibicji genow
histonowych poza faza S cyklu komdrkowego, ktorg petni wraz z biatkiem FUS i czastka
U7 snRNP.
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3. Materialy
3.1. Ludzkie linie komorkowe HEK 293T i HeL.a

Materiat biologiczny uzyty do eksperymentdéw zostat pozyskany z ludzkich linii
komoérkowych HEK 293T: typu dzikiego - HEK WT (ang. wild type); z wyciszeniem
genu HNRNPUL1 - HEK UL1 KO (ang. knockout) przygotowane z wykorzystaniem
systemu CRISPR-Cas9 (rozdziat 4.1.4) oraz ze stabilng nadekspresja biatka hnRNP UL1
- HEK UL1 OE (ang. overexpression) uzyskane z wykorzystaniem technologii
MultiMam™ Stable (rozdziat 4.1.5). Ponadto, w pracy eksperymentalnej korzystano z
linii HelLa typu dzikiego - HeLa WT oraz z linii HeLa z wyciszeniem genu FUS - HelLa
FUS KO, ktore sg dostgpne w naszym laboratorium.

Komorki byty hodowane w pozywce DMEM (ang. dulbecco’s modified eagle’s
medium) (Lonza) zawierajacej 4,5 g/L glukozy i L-glutaminy oraz suplementowanej
dodatkiem 5-10% FBS (ang. fetal bovie serum) (v/v) i roztworem antybiotykow: 100
U/ml penicyliny, 100 pg/ml streptomycyny, 0.25 pg/ml amfoterycyny B (Sigma).

Pozostate odczynniki uzywane w hodowli komorkowej to: trypsyna pH 7,2
(Pracownia Chemii Ogélnej NTD PAN) oraz bufor PBS (ang. phosphate buffered saline)
(Sigma).

3.2. Szczep bakterii
Szczep Escherichia coli - DHS5a: supE44AlacU169(@80lacZAM15)hsdR 17recAl endAl
gyrA96 thi-1 relAl.

3.3. Enzymy, bufory i odczynniki
Izolacja RNA
e TRIzol (Ambion) — 38% nasycony fenol kwasny, 0,8 M tiocyjanian guanidyny,
0,4 M tiocyjanian amonu, 5 mM EDTA, 0,5% SDS (ang. sodium dodecyl
sulphate), 0,1 M octan sodu pH 5,0, 5% glicerol
Trawienie DNA podczas procedury izolacji RNA
e TURBODNase™ 50 U/ul (Ambion)
e Bufor do Turbo DNase™ 10x (Ambion) - sktad zastrzezony przez producenta
Synteza cDNA (ang. complementary DNA)
e  SuperScript™ III Reverse Transcriptase 200 U/ul (Invitrogen)
e RNasin 25 U/ul (Invitrogen)
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e Bufor First-Strand 5x (Invitrogen) - 250 mM Tris-HCIl (2-amino-2-
hydroksymetylo- propano-1,3-diol) (pH 8,3 w 25°C), 375 mM KCI, 15 mM
MgCl»

e Polimeraza E. coli Poly(A) 5 U/ul (Invitrogen)

e Bufor miRNA-RT 2,5x (Thermo Scientific) — 1 M Tris-HCI, 2 M KCI, 100 mM
DTT, 1M MgClz, 100 uM starter miRNA RT

e Mieszanina nukleotydow miRNA 5x (Thermo Scientific) — 100 mM dGTP, 100
mM dCTP, 100 mM dATP, 100 mM dTTP, 40 U/ul RiboLock, 10 mM rATP

Reakcja PCR (ang. polymerase chain reaction)

e Polimeraza Pfu DNA 2,5 U/ul (Thermo Scientific)

e Bufor Pfu DNA 10x (Thermo Scientific) — 200 mM, Tris-HCI (pH 8,8 w 25°C),
100 mM KCI, 100 mM (NHa4)2SO4, 20 mM MgSQOs4, 1 mg/ml BSA (ang. bovine
serum albumin), 1% Triton®X-100

e Polimeraza Dream Taq 5 U/ul (Thermo Scientific)

e Bufor Dream Taq 10x (Thermo Scientific) - 100 mM Tris-HCI (pH 9,0 w 25°C),
500 mM KCI, 20 mM MgCly, 1% Triton®X-100

Defosforylacja koncow 5° plazmidow

e Termoczula alkaliczna fosfataza FastAP 1 U/ul (Promega)

e Bufor FastAP 10x (Promega) - 100 mM Tris-HCI (pH 8,0 w 37°C), 50 mM
MgClz, 1M KClI, 0,2% Triton®X-100, 1 mg/ml BSA

Trawienie enzymami restrykcyjnymi

e Enzymy restrykcyjne FastDigest® 10 U/ul (Thermo Scientific)

e Bufor FastDigest® 10x (Thermo Scientific) — sktad zastrzezony przez producenta
Ligacja insertu do wektora

e Ligaza T4 DNA 5 U/ul (Thermo Scientific)

e Bufor T4 DNA 10x (Thermo Scientific) - 500 mM Tris-HCI (pH 7,5 w 25°C),
100 mM MgClz, 10 mM ATP, 100 mM DTT

Elektroforeza w zelu agarozowym

e Bufor TBE 10x - 10 mM Tris-HCI (pH 8,0) (Bioshop), 95% kwas borowy, 20 mM
EDTA

e Bufor obcigzajacy 6x Orange do DNA - 10 mM Tris-HCI (pH 7,6 w 25°C), 0,03%
ksylencjanol, 60 mM EDTA, 60% glicerol, 0,33% barwnik Orange G
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e Bufor obcigzajacy 2x do RNA - 95% formamid, 0,025% SDS, 0,025% bfekit
bromofenolowy (Sigma), 0,025% ksylencjanol FF, 0,5 mM EDTA
e Markery mas czasteczkowych 1kb Plus lub 100bp Plus (Invitrogen)
Izolacja i pomiar st¢zenia bialek
e Lekki bufor do izolacji biatek - 10 mM Tris-HCI (pH 7,8), 10 mM NaCl, 2 mM
EDTA (pH 8,0), 0,5% Triton®X-100, 1x inhibitor proteaz wolny od EDTA
(Roche)
e Odczynnik barwigcy do oznaczania biatek (ang. protein assay dye reagent)
(Biorad) — sktad zastrzezony przez producenta
e BSA 10 mg/ml (Biolabs)
Immunoprecypitacja (IP)
e PBS-T (ang. phosphate-buffered saline with Tween 20) (Sigma) - 1x PBS, 0,1%
Tween 20
e Kulki magnetyczne z biatkiem G 25 pl/reakcje (Invitrogen)
e Kulki magnetyczne M2 anty-FLAG® 25ul/reakcje (Sigma)
Izolacja jaderek
e Bufor SI - 0,5 M roztwor sacharozy, 3 mM MgCly, 1x inhibitor proteaz wolny od
EDTA, uzupetniono H20O do 50 ml
e Bufor SlI - 1,0 M roztwor sacharozy, 3 mM MgCly, 1x inhibitor proteaz wolny od
EDTA, uzupetiono H20 do 50 ml
Stracanie bialek
e TCA (ang. acidum trichloroaceticum) — 10% TCA
e 0,5% Tween 20
e 90% aceton
Zele poliakrylamidowe oraz elektroforeza bialek
e Bufor A -1M Tris-HCI (pH 8,8), 0,4% SDS
e Bufor B-0,5M Tris-HCI (pH 6,8), 0,4% SDS
e 30% poliakryloamid (BioShop)
e TEMED (N,N,N’,N’-Tetrametyloetylenodiamina) (Sigma)
e 10% APS (ang. ammonium persulfate) (Sigma)
e lzopropanol C3HgO (P.P.H. ,,STANLAB” Sp. z 0.0.)
e Bufor Laemmli 10x — 0,25 M Tris, 1,92 M glicyna, 1% SDS (BioShop)
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Markery biatkowe: PageRuler™ Prestained Protein Ladder oraz PageRuler™
Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific)

Bufor obcigzajacy do biatek SSB 1x — 375 mM Tris-HCI (pH 6.8), 12% SDS,
60% glicerol (Roth), 200 mM DTT (Sigma), 0,1% btekit bromofenolowy

Transfer poélsuchy, barwienie membrany oraz immunodetekcja

Bufor do transferu 10x — 0,25 M Tris-HCI (pH 8,3), 1,92 M glicyna i 0,1-0,25%
SDS

Bufor TBS 10x — 0,5 M Tris-HCI (pH 7,6), 1,5 M NaCl (Sigma)

Roztwor Ponceau S (Sigma)

Odczynnik do  detekcji  chemiluminescencji ECL (ang. enhanced

chemiluminescence) (Amersham™)

Indukcja uszkodzen DNA

Etopozyd (ETO, 25 mM roztwér w DMSO (Dimetylosulfotlenek)) inhibitor
topoizomerazy typu Il (Sigma #E1383)

Kamptotecyna (CPT, 12,5 mM roztwor w DMSO) inhibitor topoizomerazy typu
I (Millipore #208925)

DMSO (Sigma)

Northern blot

Bufor H-E 1x - 20 mM HEPES, 1 mM EDTA (pH 7,8)

SSC 20x - 3 M NacCl, 0,3 M cytrynian sodu

Bufor hybrydyzujacy - 3,5% SDS, 0,375 M NaxHPOQOg4, 0,125 M NaxHPO4, 1%
roztwor odczynnika blokujacego (Roche, 11096176001), 0,1 mg/ml poli[A]

ChIP (ang. chromatin immunoprecipitation)

Bufor lizujacy - 72,3 mM NaCl, 5 mM EDTA (pH 8,0), 0,5% NP-40, 50 mM Tris-
HCI (pH 8,0), 1x inhibitor proteaz wolny od EDTA

Bufor sonikacyjny - 1% SDS, 10 mM EDTA (pH 8,0), 50 mM Tris-HCI (pH 8,0)
i 1x inhibitor proteaz wolny od EDTA

Bufor do rozcienczen - 1 mM EDTA (pH 8,0), 0,01% SDS, 1,1% Triton-X 100,
0,17 M NacCl

Bufor elucyjny - 1% SDS, 0,1 M NaHCO3

Profilowanie polisomow

Bufor do gradientu - 100 mM KCI, 20 mM HEPES (pH 7,6), 5 mM MgCI2, 100
pg/ml cykloheksymid; 5 pl/ml RNasin i 1x inhibitor proteaz wolny od EDTA
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Bufor lizujacy - 10 mM HEPES (pH 7,9), 1,5 mM MgCl,, 10 mM KCI, 0,5 mM
DTT, 1% Triton®X-100, 100 pg/ml cykloheksymid, 100 pg/ml RNasin

FISH (ang. fluorescence in situ hybridization)

Bufor blokujacy - 1% BSA w 1x PBS, 200 mM RVC (ang. ribonucleoside
vanadyl complex)

Bufor do rozcienczen przeciwcial - 1 % BSA w 1x PBS, 40 U/ul RNasin

Bufor ptuczacy 1 - 100% formamid, 1M NaPO4 (pH 7,0), 4x SSC (pH 7,0), 200
mM RVC

Bufor phuczacy 2 - 2x SSC (pH 7,0), 10% Triton®X-100

Bufor phuczacy 3 - 1x SSC (pH 7,0), 10% Triton®X-100

Bufor do hybrydyzacji - 100% formamid, 1M NaPOa (pH 7,0), 20x SSC (pH 7,0),
50% siarczan dekstranu, 200 mM RVC, 10 pg/ul tRNA E.coli, 1 % BSA w 1 x
SSC (pH 7,0), 10 pg/ul DNA ze spermy lososia

Wysoko wydajny bufor pluczacy - 1x SSC (pH 7,0), 100% formamid, 200 mM
RVC

Barwienie immunologiczne

Roztwor blokujacy - 1% BSA w 1x PBS

PLA (ang. proximity ligation assay)

PBST — 1x PBS + 0,5% Triton®X-100
Roztwor blokujacy - 2% BSA, 2,5 ng/ul DNA spermy lososia (10 pg/ul), 0,05%
Tween 20, 1x PBS.

3.4. Startery

FORWARD REVERSE
hnRNPUL1-exon2 5’-CACCGA 5-AAACCT Oligonukleotydy
AAA CGA CGT AGC uzyte do
GTC AGG CTG ACT wyprowadzenia
CTACGAG- CGTTTTC- linii komorkowej
3’ 3’ HEK UL1 KO z
hnRNPUL 1-exon3 S-CACCGT  5-AAACCG cajoon tag
ATG AAG TCC CCG Podkreslono '
AAA ACC GTTTTC sekwencje miejsc
G,GG GACG - T’TC ATAC - restrykcyjnych,
3 3 ktore dodano w
celu ligacji z
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hnRNPUL1KO.CC

U6-Fwd

UL1.Nhel/Nsil

Starter uniwersalny
reverse

Ul snRNA

U6 snRNA

U7 snRNA

5'- TCC GAG
CTG GAG
GGG ACC GC
-3

5’ - GAG GGC
CTATTT CCC
ATG ATT CC -
3’

5"-GCATCG
CTAGCA
TGG ACT
ACA AAG
ACG ATG
ACG ACA
AGG ATG
TGC GCC
GTC-3

5’ - GAT ACC
ATG AAG
GTGGTT -3’

5°-TCG TGA
AGC GTT
CCATATTITT
TAA -3’

5’-GCTCTT
TTA GAA
TTTGTCTA-
3’

5-CCCTCC
TAT CCT
CTC GGT GC
-3

5°—ACA
GGATGC
ATC TAC
TAC TAC
TGT GTA
CTT GTG
CCA-3

5 -GTG
CAG GGT
CCGAGGT -
3’

wektorem PX458 i
PX459 z uzyciem

enzymu Bbsl.

Startery uzyte w
reakcji PCR,
flankujace region
DNA po delecji
genu HNRNPUL1
(Fig. 4B).

Starter uzyty do
kontroli
wklonowania w
plazmidzie
sekwencji
oligonuleotydowej
dla sgRNA.

Startery uzyte do
namnozenia genu
HNRNPUL1 z
metka FLAG w
systemie
MultiMam.
Kursywa
Zaznaczono
sekwencj¢ miejsc
restrykcyjnych
oraz podkreslono
sekwencje¢ metki
FLAG.

Startery uzyte do
syntezy cDNA w
oparciu o
sprzezona reakcje
odwrotnej
transkrypciji.
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HIST2H2AC. TOTAL

HIST2H2AC.EXTENDED

HIST1IH2BC.TOTAL

HIST1IH2BC.EXTENDED

HIST1IH2BJ.TOTAL

HIST1IH2BJ.EXTENDED

HISTIH3E. TOTAL

HIST1IH3E.EXTENDED

HIST1IH4AL. TOTAL

HIST1IH4L.EXTENDED

5°-GCA ACG
ACG AGG
AAC TGA AC
-3’

5’ - CGA AAG
CCA CAA
AGC CAA
AAG -3

5°—-ATC ACC
TCC AGG
GAG ATC CA
-3’

5°—TCC AAG
TAA GCG
TCT TAA
CACC-3’

5°-CCG AAA
AAG GGC
TCC AAG AA
-3’

5" - GCT AAG
TAA ACA
GTG AGT
TGG -3

5-CTATTC
ATG CCA
AAC GCG TG
-3’

5°-CGCATT
CGT GGG
GAG AGG G -
3’

5°—-CAG CCA
TGG ACG
TGGTTT AC -
3’

5°-GCG GCT
GAG TGT
TTT ACT TAC
-3°

5-GGCTTT
GTG GCT
TTCGGTTT
-3’

5’ - GAG

CCA CCA

AAG TGT
CAAATG-3

5’ - GAG

CCTTTG

GGG TTA
GGT GT -3’

5’-CCTCTC
CAGTTC
CTATAT
TCTA-3°

5’-CAC
ATA GAT
GGA ATA
GCT CTC
CTTGC-3°

5’-CAA

GTT ACA

AGG GTT
TGT CAG -3’

5’ - GAG
CCTTTG
GAT TTA
AGGTTT G-
3

5°-TAC

AGC CCT

TTT CAC
GGA CA -3’

5°-TGA

GAA GGG

CCTTTG
AGG AAC -3’

5°—-CTG

CCATAC

GTT TAA
GTGTTC-3’

Startery uzyte w
reakcji qPCR do
analizy poziomu
transkryptow

genow histonow.
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H2AZ. TOTAL

H2AZ.EXTENDED

GAPDH

RFLNB

SCARNAZ2

FIB

RPS6

RPS15

HNRNPUL1

FUS

RDNA.PROMOTER

5-GTG TCA
TTC CAC
ACATCC
ACA -3’

5°-GAC ATT
ATT TCC ACT
CTG GTG -3’

5°—-CTC AAC
GAC CAC
TTT GTC
AAG CTC -3’

5’-TGC CAA
TCCCTG
TGGTGTT -
3’

5°—-TGA AAA
GCT CTCCTC
CTGCG -3

5°-GTG CAT
TCC AGT
TCCCCCTC-
3’

5’-GCCTTT
CTG GGG
CAT GGA GC
-3’

5-AGT GTT
GCG ATT
TGG CGC -3’

5’-GTG ATG
GGC CTA
CGC CG-3°

5"-GTG GTG
GAG GTG
GCAGC-¥

5’ -GGT ATA
TCTTTC GCT
CCGAG-¥»

5°-GGC

ATCCTT

TAG ACA
GTCTTC-3

5-GTGCTT
AGT TAT
TGC TGC
TAG -3’

5’-TCT TAC
TCCTTG
GAG GCC
ATGT-3

5’ -CGA

GCT GAG
CTT ACA
GTGCT -3

5°—-CTC GAT
AAT CAG
TGG CCG GG
-3’

5’ - GAG

GGATGC

CTT GAC
CCG-¥

5" - AAG

AAA GCC

GGG GTC
AAG AG -3’

5’—CCC
GGA CAG
GCCTTCCC
-3’

5’-CGTTTC
TTG CGG
GCAGCAA -
3’

5°—CCT ACC
CCATGC
CACCTCT -
3’

5’ -AGC
GAC AGG

Normalizatory
reakcji qPCR.

Startery uzyte w
reakcji qPCR do
analizy poziomu
ekspresji

wybranych genow.

Startery uzyte w
reakcji qPCR do
analizy
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IGS

RNASS

RNAS5.8S

RNA18S

RNA28S

RNA45S

RNA47S

ETS

ITS1

ITS2

5-TGG TGG
GAT TGG
TCTCTCTC -
33

5’ -CAT ACC
ACC CTG
ACG CG -3’

5" - ACT CGG
CTC GTG
CGTC-¥»

5’ - GAT GGT
AGT CGC
CGT GCC -3

5’ - AGA GGT
AAA CGG
GTG GGG TC
-3’

5’ - GAA CGG
TGG TGT
GTCGTT -3’

5°-GTG CGT
GTC AGG
CGTTCT -3

5’ -CGG AGG
CCC AAC
CTCTCC
GAC GAC
GAC AGG
TCG CCA
GAG GAC
AGC GTG -3°

5°-CCT CGC
CCT CCG
GGC TCC
GTT AAT
GAT C-3°

5’-CTG CGA
GGG AAC

TCG CCA
GAG GA -3’

5’ -CAG CCT
GCG TAC
TGT GAA AA
-3’

5°-CTACAG
CAC CCG
GTATTCCC
-3’

5 -GCG
ACG CTC
AGA CAG G -
3’

5’-GCC TGC
TGCCTT
CCT TGG -3°

5’ -GGG GTC
GGG AGG
AAC GG -3’

5-GCGTCT
CGT CTC
GTCTCACT
-3’
57 -GGG
AGA GGA

GCA GAC
GAG -3’

transkrypcji genow
rRNA

Sondy
zastosowane w
technice Northern
blot (Langhendries
i in., 2016).

Sondy DNA byty
oczyszczane
metoda HPLC i
znakowane przy
uzyciu zestawu
DIG
Oligonucleotide
Tailing, zgodnie z
protokotem
producenta.
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CCC CAG

CCGCGCA -
3 b
U7 snRNA 5’-DIG- CTA - Sonda uzyta w

AAA GAG metodzie FISH.

CTGTAA Sonda jest

CAC-3’ znakowana
dioksygening
(DIG) na koncu 5’

3.5. Wektory genetyczne

Wektory pSpCas9(BB)-2A-GFP - PX458 oraz pSpCas9(BB)-2A-Puro — PX459
uzyte w systemie CRISPR-Cas9 zostaly zobrazowane, odpowiednio, na schemacie 11 2.
Wektor pcDNA3 zostat uzyty do wprowadzenia sekwencji kodujacej genu biatka FUS
(rozdziat 3.6). Mape pustego wektora przedstawiono na schemacie 3. W niniejszej pracy
doktorskiej uzyto rowniez plazmidy kodujace biatko FUS z mutacjami P525L 1 R495X,
dostepne w Laboratorium Dojrzewania RNA, Zaktadu Ekspresji Genow, Instytutu
Biologii Molekularnej i Biotechnologii, Wydziatu Biologii, Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu.

Plazmidy pcDNA3.1 z sekwencja kodujaca genu biatka hnRNP UL1 z metkg HA,
typu dzikiego oraz biatek z mutacjami R639C oraz R468C, otrzymano od prof. Rogera
Grand’a z Institute of Cancer and Genomic Sciences, The Medical School University of
Birmingham, England (Pratt, 2015). Plazmidy pcDNA3.1 z sekwencja kodujaca biatka
hnRNP ULI typu dzikiego (UL1.WT) oraz bialka z mutacjami aminokwasowymi, w
ktorych arginina zostata zastgpiona lizyng w motywie RGG/RG (UL1.RK), otrzymano
od prof. Stéphana Richard’a z Terry Fox Molecular Oncology Group and Segal Cancer
Center, Bloomfield Center for Research on Aging, Lady Davis Institute for Medical
Research and Departments of Oncology and Medicine, McGill University, Montréal,
Québec, Canada (Gurunathan i in., 2015).
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Schemat 1. Mapa plazmidu PX458 - pSpCas9(BB)-2A-GFP (Addgene #48138). Obecna
sekwencja nukleazy Cas9 z Streptococcus pyogenes wraz z 2A-EGFP oraz szkielet do
wklonowania sSgRNA.
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Schemat 2. Mapa plazmidu PX459 - pSpCas9(BB)-2A-Puro (Addgene # 62988). Obecna
sekwencja nukleazy Cas9 z S. pyogenes wraz z 2A-Puromycyng oraz szkielet do
wklonowania sgRNA.
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Schemat 4. Mapa plazmidu pACEMama3 uzytego w systemie MultiMam™ Stable.
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Schemat 5. Mapa plazmidu pMDS uzytego w systemie MultiMam™ Stable.

3.6. Konstrukty genetyczne do ekspresji bialek hnRNP UL1 i FUS

DLUGOSC
NAZWA SEKWENCJI
AMINOKWASOWEJ
ULLWT 856 AA
UL1.RK 856 AA
FUSWT 527 AA
FUS ANT 362 AA
FUS AGly 407 AA
FUS ARRM 441 AA

OPIS

petna sekwencja
biatka hnRNP UL1
arginina zastgpiona
lizyng w motywie
RGG/RG

pelna sekwencja
biatka FUS
sekwencja
pozbawiona N-
konca biatka
sekwencja
pozbawiona regionu
bogatego w glicyne
sekwencja
pozbawiona
domeny RRM

PLAZMID

pcDNAS.1

pcDNAS.1

pcDNA3

pcDNA3

pcDNA3

pcDNA3
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sekwencja

FUS ACT 372 AA pozbawiona C- pcDNA3
konca biatka
mutacje punktowe
FUS ZFM 527 AA ‘é" sekwencj PCDNA3
omeny palca
cynkowego
3.7. Przeciwciala
NAZWA ROZCIENCZENIE | FIRMA
Przeciwciala I-rzedowe
anty-hnRNP UL1 1:5000 Abcam (#ab68480),
1:200 Santa Cruz Biotechnology
(#sc-393434)
anty-FLAG 1:1000 Sigma (#A8592)
anty-HA 1:200 Abcam (#ab9110)
anty-Aktyna 1:50 000 MP (#691001)
anty-Fibrylaryna 1:2000 Santa Cruz Biotechnology
(#sc-25397)
anty-Nukleolina 1:1000 Abcam (#ab22758)
anty-FUS 1:2000 Santa Cruz Biotechnology
(#sc-47711)
anty-yH2A.X 1:500 Santa Cruz Biotechnology
1:200 (#sc-517348)
anty-RPS6 1:5000 Abcam (#ab70227)
anty-RPS15 1:1000 Antikoerper
(#ABIN2786563)
anty-RPA32 1:6000 Bethyl Laboratories (#A300-
1:200 245A)
anty-pChk1 1:1000 Cell Signaling Technology
(#2341)
anty-XRCC1 1:200 Invitrogen (#MA5-13412)
anty-53BP1 1:200 Abcam (#ab175933)
anty-Rad50 1:200 Abcam (#ab124682)
anty-BXDC2/BRIX1 1:500 Santa Cruz Biotechnology
1:200 (#sc-373680)
anty-RPS3A 1:500 Novus Biologicals (#NBP1-
31598)
anty-RBM28 1:1000 Abcam (#ab150800)
anty-SRP14 1:1000 Santa Cruz Biotechnology
(#sc-377012)
anty-RRP1B 1:500 Novus Biologicals (#NBP1-
81533)
anty-NUFIP2 1:800 Proteintech (#17752-1-AP)
anty-RPA194 1:500 Santa Cruz Biotechnology
(#sc-46699)
mysie 1gG 1:1000 Santa Cruz Biotechnology

(#sc-2025)

37




anty-digoxygenin-AP 1:1000 Roche (#11093274910)
fragmenty Fab

Przeciwciala II-rzedowe
kozie anty-krolicze IgG- 1:2900 Santa Cruz Biotechnologies
peroksydaza chrzanowa (#SC-2004)
(HRP)
kozie anty-mysie 1gG- 1:2900 Santa Cruz Biotechnologies
peroksydaza chrzanowa (#SC-516102)
(HRP)
krélicze anty-mysie Alexa 1:200 Thermo Fisher Scientific
Fluor 555 (#A21422)
krélicze anty-mysie Alexa 1:200 Thermo Fisher Scientific
Fluor 488 (#A32723)
kozie anty-krolicze Alexa 1:200 Thermo Fisher Scientific
Fluor 555 (#A32732)
kozie anty-krolicze Alexa 1:200 Thermo Fisher Scientific
Fluor 488 (#A32731)

3.8. Zestawy gotowych odczynnikow i ich zastosowanie

MultiMam™ Stable (Geneva Biotech) - wygenerowanie stabilnej linii
komorkowej z nadekspresja biatka hnRNP ULI.

Directol-zol™ RNA MiniPrep (Zymo Research) — izolacja RNA.
GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific) - izolacja DNA
plazmidowego.

CloneAmp™ HiFi PCR Premix (Clontech Laboratories) — nastawienie reakcji
PCR.

GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific) - oczyszczanie
produktow PCR oraz elucja DNA z zelu agarozowego.

EXTRACTME® Genomic DNA (Blirt) — zestaw do izolacji DNA genomowego
(gDNA).

Lipofectamine®2000 Reagent (Invitrogen), Viromer®RED (Sti) lub X-
tremeGENE HP DNA Transfection Reagent (Roche) - transfekcja kwasow
nukleinowych do komérek eukariotycznych.

Comet Assay Kit (3-well slides) (Abcam) — pomiar uszkodzen DNA w
pojedynczych komorkach.

Phos-tag™ SDS-PAGE (Wako) - oddzielenie form fosforylowanych i
niefosforylowanych biatka.

PowerSYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystem) — nastawienie
reakcji gPCR.
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e UMACS™ Epitope Tag Protein Isolation Kits (MACS Molecular) -
immunoprecypitacja na kulkach magnetycznych.

e ProLong™ Gold (Thermo Scientific) — analizy mikroskopowe.

e CORALL Total RNA-Seq Library Preparation Kit (Lexogen) — przygotowanie
bibliotek RNA.

e Agilent RNA 6000 Nano, Agilent High Sensitivity DNA Kit (Agilent) oraz
QubitTM. dsDNA HS Assay Kit (InvitrogenTM) — ocena jakos$ciowa i iloSciowa
bibliotek RNA.

e DIG Oligonucleotide Tailing Kit (Roche) — zestaw do znakowania sond.

3.9. Mikroskopy
e Mikroskop fluorescencyjny:

Nikon ECLIPSE TE 2000-U

System mikroskopii fluorescencyjnej: X-CITE SERIES 120PC
e Mikroskopy konfokalne:

Olympus Fluoview 1200 1X83,

Zeiss LSM 510

Mikroskop odwrocony: Zeiss Axiovert 200

Kamera UV: Zeiss Axiocam HRc
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4. Metody

4.1. Techniki pracy z komoérkami ludzkimi typu adherentnego

Wszystkie prace i eksperymenty z wykorzystaniem komoérek ludzkich byly
przeprowadzane w komorze laminarnej z horyzontalnym przeptywem powietrza przez
filtry HEPA oraz przy uzyciu sterylnego sprzgtu laboratoryjnego jednorazowego uzytku.
Przed rozpoczeciem pracy, odczynniki byly ogrzewane w tazni wodnej do temperatury
37°C. Linie komorkowe regularnie sprawdzano pod katem zakazenia mykoplazma
(standardowa procedura w Laboratorium Dojrzewania RNA) i tylko niezainfekowane

komorki uzywano do eksperymentow.

4.1.1 Rozmrozenie linii komorkowych

1. W celu rozmrozenia, krioprobowki z zamrozonymi komoérkami umieszczano w
tazni wodnej na 1-2 minuty.

2. Rozmrozone komodrki przenoszono do 15 ml falkonu i wuzupeliano
suplementowang pozywka DMEM do 5 ml. Nastepnie wirowano przez 5 min przy
predkosci 200 g.

3. Po wirowaniu, ssakiem odciggano supernatant, a osad komoérkowy zawieszano w
5 ml suplementowanej pozywki DMEM oraz przenoszono cato$¢ do buteleczki
hodowlanej T-25 (powierzchnia 25 cm?).

4. Buteleczk¢ umieszczano w inkubatorze, gdzie panowaly optymalne warunki do
hodowli i wzrostu komorek: temperatura 37°C, stezenie CO2 5%, wilgotnosé

95%.

4.1.2 Pasaz i hodowla komorek
Hodowle komodrkowe byly prowadzone w specjalnych naczyniach hodowlanych
typu buteleczki lub szalki, w obecnosci suplementowanej pozywki DMEM. Komorki
pasazowano $rednio co 2-3 dzien, gdy poziom konfluencji wynosit 90-100%. Komorki,
ktoérych liczba pasazy przekraczala warto$¢ 15, byty utylizowane.
1. Z naczynia hodowlanego usuwano pozywk¢ DMEM.
2. Komorki przemywano 1x stezonym buforem PBS.
3. Dodawano trypsyne w ilosci 10% objetosci naczynia, rozprowadzano ja po
komorkach i umieszczano naczynie hodowlane w inkubatorze na okoto 3 minuty.
4. Stopien odklejenia komorek od podioza okreslano przy pomocy mikroskopu

swietlnego.

40



5.

Gdy wszystkie komorki byly zawieszone w trypsynie, dodawano
suplementowang pozywke DMEM do objetosci pierwotnej hodowli.

1/10 objetosci hodowli z poprzedniego pasazu przenoszono do nowego naczynia
hodowlanego 1 uzupetliano do koncowej objetosci suplementowang pozywka

DMEM.

. Naczynie umieszczano w inkubatorze, gdzie prowadzono dalszg hodowle.

Niektore eksperymenty wymagaty posiania okreslonej ilo§¢ komoérek, w tym celu

po trypsynizacji (etap 5) komorki zliczano za pomocg automatycznego licznika komorek

Countess Il (Invitrogen). Najpierw, do probowki dodawano 15 pl mieszaniny

komoérkowej 1 mieszano przez pipetownie w stosunku 1:1 z barwnikiem trypan blue,

nastepnie 10 pl mieszaniny podawano na ptytke do liczenia i umieszczano w aparacie

Countess Il, gdzie mierzono liczb¢ zywych komorek w 1 ml. Potrzebng objetos¢ do

eksperymentdéw przenoszono do odpowiedniego naczynia hodowlanego i uzupetniano do

koncowej objetosci suplementowang pozywka DMEM.

4.1.3 Zamrazanie komoérek

1.
2.

10.

Usuwano pozywke DMEM znad komorek.

Przeplukiwano jedna objetoscig 1x stezonego PBS, a nastgpnie usuwano znad
komorek.

Dodawano 10% objetosci trypsyny i rozprowadzano po komorkach, po czym
umieszczano w inkubatorze na okoto 3 minuty.

Nastepnie uzupetniano do objetosci buteleczki suplementowang pozywka DMEM
1 przenoszono catos¢ do falkonu.

Falkon wirowano z predkoscia 200 g przez 5 minut.

Usuwano pozywke znad osadu komorkowego, zawieszano osad w 1 objetosci 1x
stezonego PBS.

Ponownie wirowano z predkoscia 200 g przez 5 minut.

Usuwano PBS znad osadu komoérkowego.

Osad rozpuszczano w niekompletnym DMEM, tak aby liczba komoérek nie
przekraczata ok. 300 tys. w 1 ml krioprobowce.

Komorki rozcienczone w DMEM przenoszono po 400 pl do krioprobdwek,

tworzac kilka alikwot, nastgpnie dodawano 500 pul FBS i 100 ul DMSO.
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11. Krioproboéwki umieszczano w mrozidle z izopropanolem, gdzie komorki sg
zamrazane z predkoscig -1°C/min.

12. Mrozidto umieszczano w zamrazarce (-80°C) na calg noc. Nastepnego dnia
przenoszono krioprobéwki do dewara z cieklym azotem, gdzie mogly byc

przechowywane przez dluzszy czas.

4.1.4 Wyprowadzenie linii komorkowej z wyciszeniem genu HNRNPUL1

Do stworzenia linii komoérkowej HEK 293T typu knockout z wyciszeniem genu
HNRNPUL1 (HEK UL1 KO) wykorzystano system CRISPR-Cas9 oparty na wydajnej
edycji genomu przez nukleazg Cas9, zgodnie ze zmodyfikowanym protokotem opisanym
przez Ran i in., 2013.

1. Za pomocg narz¢dzia ,,CRISPR Design Tool” (https://zlab.bio/guide-design-
resources) zaprojektowano oligonukleotydy dla sgRNA (ang. short guide RNA),
komplementarne do sekwencji docelowej genomowego DNA (rozdziat 3.4.).
sgRNA kieruje nukleazg¢ Cas9 do miejsca przecigcia w genomie, dlatego musi by¢
komplementarny do 20-nukleotydowej sekwencji docelowej (sekwencja
protospacer) w genomowym DNA, a po niej musi nastgpowac sekwencja PAM
(ang. protospacer adjacent motif) NGG, gdzie N- to dowolny nukleotyd (Fig. 4A).
Sekwencja PAM jest niezbedna do przecigcia DNA.

2. Wklonowanie oligonukletydow sgRNA do wektora PX458 (SpCas9-2A-EGFP,
Addgene #48138) i PX459 (SpCas9-2A-Puro, Addgene #62988) za pomoca
enzymu restrykcyjnego Bbsl, w celu koekspresji z Cas9. Na poczatku trawiono
wektory wedlug ponizszego schematu.

Reakcja trawienia:

SKEAD ILOSC/STEZENIE KONCOWE
Wektor PX458 lub PX459 1 pg
Bufor FastDigest (10x) 1x
FastDigest Bbsl 10U

Probe inkubowano w temperaturze 37°C przez 1 godzing. Nastgpnie, enzym
restrykcyjny inaktywowano termicznie przez 20 minut w 65°C 1 oczyszczono
zlinearyzowany plazmid na kolumnach z uzyciem kitu GeneJET Genomic DNA

Purification.
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Nastepnie przygotowano oligonukletydy sgRNA do wklonowania do wektoréw
PX458 1 PX459. W tym celu sporzadzono nastepujaca mieszaning do fosforylacji
1 hybrydyzacji oligonukletydoéw sgRNA (dla kazdej pary):

SKLAD STEZENIE KONCOWE
Oligonukleotyd 1 10 uM
Oligonukleotyd 2 10 uM

Bufor T4 DNA Ligaza (10x) 1x

T4 PNK ouU

Reakcje prowadzono w termocyklerze przy nastepujacych parametrach: 37 °C
przez 30 min.; 95 °C przez 5 min.; schtodzenie termocyklera do 25°C z szybkos$cia
5°C/min. Nastepnie, dupleks fosforylowanych oligonukleotyddéw rozcienczono z
H20 w stosunku 1:200.

Przygotowano reakcje ligacji:

SKLAD ILOSC/STEZENIE KONCOWE
Wektor PX458 lub PX459 po trawieniu 100 ng
Mieszanina oligonukleotydow 20 uM
(rozcienczenie 1:200)
Ligaza T4 S5U
Bufor do ligazy DNA T4 (10x) 1x

Mieszaning ligacyjng inkubowano przez cala noc w 4°C. Nastepnie,
przeprowadzono transformacj¢ kompetentnych komoérek  bakteryjnych
Escherichia coli metoda szoku cieplnego (ang. heat shock), opisang w rozdziale
4.2.1. Do transformacji uzyto 10 pl mieszaniny ligacyjnej. Po transformacji,
komorki bakteryjne wysiano na szalki Petriego ze statg pozywka LB 1 100 pg/ml
ampicyliny. Szalki inkubowano cata noc w 37°C. Nastepnego dnia zaszczepiono
kilka kolonii z kazdej ptytki do 3 ml ptynnej pozywki LB z 100 pg/ml ampicyliny
1 ponownie inkubowano w 37°C przez calg noc. Kolejnego dnia plazmidy
wyizolowano kitem GeneJET Plasmid Miniprep Kit 1 wystano do
sekwencjonowania ze starterem U6-Fwd, w celu sprawdzenia, czy sekwencja
oligonukleotydowa jest prawidlowo umieszczona ponizej promotora U6.
Nastepnie, wysiano komorki HEK 293T na ptytkach 24-dotkowych w ilosci 1,3 x
10° komorek/dotek, w pozywce DMEM bez antybiotykow. W dniu
przeprowadzenia kotransfekcji konfluencja komoérek wynosita okoto 80%.
Kotransfekcje przeprowadzono za pomocy odczynnika Lipofectamina®2000
(rozdziat 4.1.6). Plazmidy zmieszano w roznych proporcjach, aby ich ilo$¢ tacznie
wynosita 500 ng. Po 24-godzinach przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego

sprawdzono, czy komorki sa widoczne (plazmid PX458 zawiera biatko
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fluorescencyjne EGFP), po czym przepasazowano je na 10 cm szalki. Nastgpnego
dnia rozpoczeto selekcje puromycyna, stosujac stezenie 2 pg/ml. Selekcja trwata
20 dni. Po selekcji komorki zbierano, a nastepnie rozcienczano do pojedynczych
komorek i posiewano na ptytki 96-dotkowe. Wzrost komoérek trwat 2-3 tygodnie,
nastepnie pasazowano je najpierw na plytki 24-dotkowe, i kolejno na plytki 6-
dotkowe. Przy konfluencji bliskiej 100% zbierano komorki, polowe z nich
przeznaczono do dlugotrwatego przechowywania, a druga potowe
wykorzystywano do dalszych analiz.

3. Woyciszenie genu HNRNPUL1 i brak ekspresji biatka hnRNP UL1 potwierdzono
poprzez genotypowanie, metodg western blot polaczong z immunodetekcj¢ oraz

technikg immunofluorescencji (Fig. 4).

4.1.5 Wyprowadzenie linii komérkowej ze stabilng nadekspresja bialka
hnRNP UL1
W celu przygotowania linii komorkowej HEK 293 ze stabilng nadekspresja biatka
hnRNP UL1 (HEK UL1 OE), uzyto zestawu MultiMam™ Stable z firmy Geneva Biotech
1 postgpowano zgodnie z dotgczonym protokotem.

1. Sekwencje kodujaca HNRNPUL1 namnozono w reakcji PCR z uzyciem
specyficznych starteréw (rozdziat 3.4.) i polimerazy CloneAmp™ HiFi (rozdziat
4.4.2), nastgpnie plazmid pMDS 1 produkt PCR trawiono enzymami
restrykcyjnymi Nhel i Nsil, defosforylowano (rozdziat 4.4.5 i 4.4.6) oraz
oczyszczano (rozdziat 4.4.4). Gotowy produkt wklonowano w miejsce MCS (ang.
multiple cloning sites) plazmidu pMDS, przy uzyciu standardowych procedur
klonowania (rozdziat 4.4.7). Mieszaning ligacyjna dodano do komoérek E. coli
posiadajacych gen pir (pirHC) i posiewano na zestalong pozywke LB zawierajaca
spektynomycyne (50 pg/ml).

2. Polaczono ze sobg 1 pg plazmidu pMDS (zawierajacego sekwencje kodujaca gen
HNRNPUL1) z 1 pg plazmidu pACEMam3 (docelowy plazmid do nadekspresji),
uzupetniono wodg do 16 pl oraz dodano 2 pl 10x buforu Cre i 1-2 pl rekombinazy
Cre (1-2V).

3. Reakcje inkubowano w 37°C przez godzing.

4. 10-15 pl reakcji zmieszano ze 100 pl komorek kompetentnych. Mieszaning
inkubowano na lodzie przez 15-30 minut. Nastgpnie wykonano transformacje

metodg heat shock, opisang w rozdziale 4.2.1.

44



5. 400 pl pozywki LB dodano do zawiesiny komoérek bezposrednio po transformacji.

6. Zawiesing inkubowano przez catg noc w inkubatorze z wytrzasaniem w 37°C.

7. 50 ul zawiesiny komorkowej wysiano na ptytki ze stala pozywka LB i
antybiotykiem selekcyjnym spektynomycyng (50 pg/ul).

8. Inkubowano przez catg noc w 37°C.

9. Kolonie bakteryjne weryfikowano za pomoca reakcji PCR kolonijny (rozdziat
4.2 .4), produkty reakcji sprawdzano na zelu agarozowym.

10. Transformanty zawierajgce plazmid przenoszono do 3 ml pozywki LB z
antybiotykiem spektynomycyna (50 pg/ul).

11. Inkubowano w inkubatorze z wytrzasaniem w 37°C przez calg noc.

12. Catonocne hodowle komérkowe odwirowywano przy predkosci 4000 g
przez 5-10 minut. plazmid Oczyszczono za pomoca zestawu gotowych
odczynnikow GeneJET Plasmid Miniprep, zgodnie z zaleceniami producenta.

13. Stezenia  oczyszczonych  plazmidéw  mierzono za  pomocag
spektrofotometrii absorpcyjnej UV.

14. Oczyszczony plazmid trawiono w nastgpujacy sposob:

SKEAD ILOSC/STEZENIE KONCOWE
Bufor rCutSmart (10x) 1X
DNA 1 ug
Enzym I-Scel 10U

Préby inkubowano przez godzing w 37°C 1 inaktywowano przez 20 min. w 65°C.

15. Posiano 1x 108 komoérek HEK 293 Flp-In T-rex na buteleczki T-25 w pozywce
DMEM z 10% FBS, bez antybiotykow.

16. Po 24 godzinach od wysiana, komorki transfekowano przy uzyciu nastepujace;j
mieszaniny plazmidow: 9 pg pOG44 (plazmid niezbedny, aby przeprowadzi¢
transfekcje w komorkach HEK 293 Flp-IN T-rex) i 1 pg pACEMam3/pMDS.

17. Zmieszano 10 ul Lipofectaminy®2000 z 500 ul OPTI-MEM.

18. Zmieszano 10 pg DNA plazmidow z 500 ul OPTI-MEM.

19. Po 5 min. inkubacji potaczono zawarto$¢ probéwek z punktu 17. 1 18.

20. Po 20 min. inkubacji dodano mieszaning do komorek.

21. Komérki inkubowano przez 24 godziny w pozywce OPTI-MEM, nastgpnie
wymieniono pozywke na selektywna: suplementowang pozywke DMEM 2z
hygromycyna (100 pg/ml) i zeocyng (50 pg/ml). Pozywke zmieniano co 4 dni na
suplementowang pozywke DMEM z antybiotykami selekcyjnymi.
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22. W celu identyfikacji pozytywnych komorek rozwijajace si¢ kolonie wykazujace

ekspresje eYFP z plazmidu pACEMam3/pMDS ogladano pod mikroskopem

fluorescencyjnym.

23. Po 2-3 tygodniach, metoda rozcienczen do pojedynczej komorki przepasazowano

komorki na 96-dotkowe ptytki. Gdy z pojedynczej komorki powstawata kolonia

pasazowano ja na plytke 6-dotkowa. Po osiggnigciu konfluencji bliskiej 100%

materiat zbierano do dalszych analiz oraz w celu zamrozenia komorek do

dhugotrwatego przechowywania.

4.1.6 Transfekcja przejsciowa komorek ludzkich

e Odczynnikiem X-tremeGENE HP DNA Transfection Reagent

1.
2.
3.

Dzien przed transfekcja posiewano 500 000 komorek do buteleczki T-25.
Bezposrednio przed transfekcja wymieniono pozywke DMEM na $wieza.
Do probowki typu Eppendorf dodawano 6 pg plazmidu i uzupetniano do
objetosci 600 pl pozywka OPTI-MEM. W drugiej probéwce mieszano 6
pl odczynnika X-tremeGENE DNA oraz 591,5 ul pozywki OPTI-MEM.
Nastepnie, zawarto$¢ obu probowek laczono i inkubowano 30 min. w
temperaturze pokojowe;j.

Po inkubacji, kompleks transfekcyjny podawano kropelkowo
bezposrednio na komorki.

Komorki zbierano po 48 godzinach.

e Odczynnikiem Viromer®RED

1.

Kroki 1 1 2 sa identyczne, jak w przypadku odczynnika X-tremeGENE
DNA (rozdzial 4.1.6)

Do probowki dodawano 5 pg plazmidu i1 uzupelniano buforem
Viromer®RED do 540 pl.

Do drugiej probowki dodawano na $cianke 2.4 pl odczynnika
Viromer®RED oraz 57,6 pl buforu Viromer®RED.

Zawarto$¢ probowki zawierajacej plazmid przenoszono do probdwki
zawierajgcej mix odczynnika Viromer®RED z buforem.

Kompleks transfekcyjny inkubowano przez 15 min. w temperaturze

pokojowe;j.

46



6. Nastepnie, kompleks transfekcyjny dodawano kropelkowo bezposrednio
na komorki.

7. Komorki zbierano po 48 godzinach.

e Odczynnikiem Lipofectamine®2000

1. Dzien przed transfekcja na dolek w plytce 24-dotkowej posiewano
130 000 komorek.

2. W probowce rozcienczano 2 pl odczynnika do transfekceji w 50 pl pozywki
OPTI-MEM.

3. W drugiej proboéwce rozcienczano 5 pug plazmidu w 250 pl pozywki OPTI-
MEM.

4. Nastepnie, rozcienczone DNA dodawano do rozcienczonego odczynnika
w stosunku 1:1 i inkubowano 5 min. w temperaturze pokojowej.

5. Poinkubacji, mieszaning transfekcyjna dodawano kropelkowo po 50 pl na
dotek.

6. Komorki zbierano po 48 godzinach.

4.1.7 Synchronizacja komérek

Do synchronizacji uzywano odczynnika nokodazol podawanego do pozywki
DMEM w stezeniu 200 ng/ml. Nokodazol zatrzymuje komoérki na pograniczu faz
G2/mitoza cyklu komorkowego. Po 18 godzinach inkubacji z nokodazolem, komorki
byty uwalniane przez zmiang¢ pozywki na $wiezg i1 kontynuowaty swdj wzrost. Komorki
zbierano nastepnie w odpowiednich punktach czasowych. Schemat postgpowania
zoptymalizowany dla komorek HEK 293T oraz HEK UL1 KO przedstawiono ponize;.

Wydajno$¢ synchronizacji sprawdzano na cytometrze przeptywowym Guava easyCyte™

HT System.
e HEK 293T
18h 1.5h 5.5h 7h
13:30 — 7:30 — 9:00 — 14:30 — 21:30
zbidr zbioér
+ 200ng/ml nokodazol -nokodazol G2 Gl zbidr S

e HEKUL1KO
18h 2h 5h 6h
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14:00 — 8:00 — 10:00 — 15:00 —
zbi6r zbi6r
+ 200ng/ml nokodazol -nokodazol G2 Gl

Komoérki  HelLa  WT  synchronizowano  stosujac  podwdjny  blok
tymidyna/mimozyna. Najpierw dodawano do pozywki tymidyne w stezeniu 2 mM, ktéra
zatrzymywata komorki na pograniczu faz G1/S. Po 17 godzinach inkubacji, pozywke z
tymidyng zamieniano na $wiezg suplementowang pozywke DMEM. Po kolejnych 12
godzinach dodawano mimozyn¢ w st¢zeniu 400 uM, ktoéra blokowata komorki w fazie
G1 cyklu komoérkowego. Po 14 godzinach inkubacji z mimozyng komorki uwalniano z
bloku i zbierano, odpowiednio, po 1 godzinie zsynchronizowane do fazy G1, po 5

godzinach zsynchronizowane do fazy S i po 9 godzinach zsynchronizowane do fazy G2.

4.1.8 Izolacja jaderek
Izolacje jaderek komoérkowych przeprowadzano na podstawie protokotu
opisanego przez Li i Lam, 2015.

1. Komorki wysiewano na szalki Petriego o $rednicy 10 cm w suplementowanej
pozywce DMEM i hodowano do czasu osiagniecia przez komoérki 90%
konfluencji.

2. Godzing przed rozpoczeciem izolacji, zmieniono pozywke¢ DMEM na $§wieza.
Bufor SI i SII schtadzano w -20°C (rozdziat 3.3.).

3. Pozywke DMEM usuwano znad komorek i natychmiast dodawano 30 ml
schlodzonego buforu SI. W trakcie dodawania, przeptukiwano komorki
przyklejone do podtoza szalki, a nastepnie usuwano bufor SI.

4. Szalki umieszczano na lodzie, komorki zbierano za pomoca skrobaczki i
przenoszono do 1,5 ml probowek typu eppendorf. Nastgpnie, uzupelniano
schtodzonym buforem SI do objgtosci 500 pl.

5. Probowki z komorkami umieszczano w sonikatorze z komorg chiodzaca i
poddawano sonikacji przy 50% mocy przez 5 cykli: 10 sekund wilaczone, 10
sekund wylaczone.

6. Po sonikacji, pod otrzymang zawiesing komorek podktadano 700 pl schtodzonego
buforu SII (rozdziat 3.3.).

7. Nastepnie, wirowano przez 5 minut przy predkosci 1800 g w temperaturze 4°C.
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8. Osad uzyskany po wirowaniu zawieral wyizolowane jaderka (NO). Supernatant,

ktéry zawierat frakcj¢ jadrowo-cytoplazmatyczng (CN), ostroznie przenoszono

znad osadu do nowych probowek.

9. W celuuzyskania jaderek o wigkszej czystosci, osad ponownie zawieszano w 500

ul schtodzonego buforu SI i powtarzano kroki 6-8.

10. Czystos¢ i jakos¢ wyizolowanej frakcji NO i CN sprawdzono metodg western blot

potaczong z immunodetekcja z uzyciem przeciwciat rozpoznajacych specyficzne

dla danej frakcji markery (Fig. 6).

4.1.9 Indukcja uszkodzen DNA w komorkach ludzkich

Do eksperymentu immunofluorescencji, komoérki inkubowano z 10 uM ETO, 5
uM CPT i DMSO o stgzeniu odpowiednio 10 uM i 5 uM (jako kontrolg) przez
2,5 godziny.

W przypadku testu z trypanem blue (Levone i in., 2021), komoérki poddawano
dziataniu 0,5 uM ETO lub 0,1 uM CPT. Nastepnie, komorki zbierano po 18, 24,
30, 48, 72 1 80 godzinach i rozcienczano w stosunku 1:1 z odczynnikiem trypan

blue. Zywe komorki liczono za pomocg licznika komérek.

Do testu kometowego, komorki poddawano dziataniu 20 uM ETO 1 10 uM CPT
przez 2,5 godziny, a dalej postgpowano wedtug protokotu dolaczonego do
zestawu Comet Assay. Obrazy uzyskano przy uzyciu konfokalnego mikroskopu
skaningowego Olympus Fluoview 1200 1X83 z filtrem FITC. Do analizy
wynikow  wykorzystano oprogramowanie CASPlab. Analizowano dwa
parametry: %DNA ogona i moment ogona. %DNA ogona obliczano w
nastgpujacy sposob:  %DNA ogona = 100 x intensywno$s¢ DNA
ogona/intensywno$¢ DNA komorki. Moment ogona byl mierzony jako Olive Tail
Moment (OTM): OTM = % DNA ogona x dlugo§¢ momentu ogona. Dla kazdej

proby analizowano 50 komorek.

4.2. Techniki pracy z komorkami bakteryjnymi Escherichia coli

Bakterie byly hodowane na statej badz plynnej sterylnej pozywce Luria-Bertani,

o sktadzie: Bio-Trypton (Bioshop) 1 g/100 ml, ekstrakt drozdzowy (Bioshop) 0,5 g/100

ml, NaCl (Sigma-Aldrich) 1 g/100 ml. W przypadku pozywki, statlej LB do wyzej
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wymienionych sktadnikow dodawano réowniez agar (Bioshop) 1,5 g/100 ml. Pozywki

selekcyjne zawieraly dodatkowo antybiotyk, ampicyline lub kanamycyne¢ (Bioshop), o

stezeniu koncowym 0,05 pg/ml.

4.2.1 Transformacja komorek kompetentnych E. coli metoda szoku cieplnego (ang.

heat shock)

1. Komorki kompetentne przechowywane w -80°C umieszczono na lodzie i
rozmrazano przez okoto 20 minut.

2. 10 pl mieszaniny ligacyjnej (rozdziat 4.4.7) dodawano do zawiesiny bakterii i
inkubowano na lodzie przez kolejne 20 minut.

3. Nastegpnie, probowki umieszczano w termomikserze na 2 minuty w 42°C,
poddajac je szokowi cieplnemu.

4. Kolejno, probéwki umieszczano na lodzie na 3 minuty.

5. Nastepnie, do komodrek dodawano 600 pl ptynnej pozywki LB, umieszczano
probowki w termomikserze 1 inkubowano przez 2 godziny w 37°C z
wytrzasaniem 350 rpm.

6. Probowki wirowano przy predkosci 600 g przez 3 minuty.

7. Znad osadu odpipetowywano 550 ul pozywki, a w pozostatej czgsci zawieszano

osad bakteryjny.

4.2.2 Posiew kultury bakterii na pozywke stala i plynng LB

1.

Bakterie posiewano z zachowaniem i przestrzeganiem zasad sterylnej pracy z
bakteriami: przy zapalonym palniku i1 pod dygestorium. 50 pl zawiesiny
bakteryjnej po transformacji wysiewano na szalk¢ ze stala pozywka LB z
odpowiednim antybiotykiem selekcyjnym (rozdziat 3.2.), rozprowadzajac kulture
bakteryjng szklang glaszczka.

Szalki inkubowano przez cata noc w 37°C.

Kolonie bakteryjne, ktore wyrosty, pobierano z szalki za pomoca sterylnej
koncowki i umieszczano w falkonie zawierajacym ptynng pozywke LB z
antybiotykiem selekcyjnym.

Falkony z pozywka LB i bakteriami inkubowano przez catg noc w 37°C z

wytrzasaniem.
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4.2.3 Izolacja plazmidow

Po catonocnej inkubacji, bakterie wirowano przez 5 minut przy predkosci 600 g.
Po wirowaniu supernatant usuwano, a z osadu bakteryjnego izolowano plazmidowy DNA
za pomocg zestawu gotowych odczynnikéw GeneJET Plasmid Miniprep, zgodnie z

zaleceniami producenta.

4.2.4 PCR kolonijny

Na poczatku przygotowywano matryce, w tym celu dodawano na ptytke 96-
dotkowa po 20 ul ptynnej pozywki LB. Kolejno, sterylng koncéwka przenoszono
pojedyncze kolonie bakteryjne z szalki po catlonocnej inkubacji i umieszczano w dotkach

na plytce. Nastepnie przygotowano mieszaning reakcyjna:

Bufor Dream Taq (10x) 1x
Starter Forward (10 pM) 0,5 uM
Starter Reverse (10 pM) 0,5 uM
dNTP (10 mM) 0,2 mM
Polimeraza Dream Taq (5 U/ul) 25U
Matryca 3ul

Po czym nastawiono reakcje PCR z przygotowanymi probami, wedlug warunkéw

opisanych ponize;j:

Denaturacja wstepna 95 10 min.
Amplifikacja Denaturacja_ 95 30 sek.
26 cykli Hybrydyzacja 55 30 sek.
Elongacja 72 1 min./1 kb
Elongacja koncowa 72 10 min.
Schtodzenie 4 00

Wynik reakcji PCR analizowano w Zelu agarozowym i wybierano odpowiednie kolonie

do dalszych analiz.

4.3. Techniki pracy z RNA
4.3.1 Izolacja RNA

1zolacje¢ RNA i/lub trawienie DNA z udziatem DNazy przeprowadzano z uzyciem
gotowego zestawu odczynnikow Directol-zol™ RNA MiniPrep zgodnie z zaleceniami

producenta.
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4.3.2 Elektroforeza RNA
Elektroforeze RNA prowadzono w 1% zelu agarozowym:
1. 0,5 g agarozy rozpuszczano w 50 ml buforu 1x TBE przez podgrzanie roztworu.
2. Roztwor przestudzano i dodawano 2,5 pl bromku etydyny o st¢zeniu 10 mg/ml.
3. Przygotowywano 0,5 png RNA zawieszonego w 2x stgzonym buforze
obcigzajagcym do RNA (rozdziat 3.3.).
4. Przed natlozeniem na zel, RNA denaturowano przez 5 minut w 65°C.
5. Elektroforeze prowadzono przez 30 minut w buforze 1x TBE przy natezeniu 55

mA, napigciu 200 V.

4.3.3 Synteza cDNA

e Z wykorzystaniem oligo(dT)1s lub losowych heksameréw

oligo(dT)1s lub losowe heksamery 250 ng
RNA 500 ng
dNTP 10 mM
H20 uzupetniono do 13 pl

Mieszaning ogrzewano przez 5 minut w 65°C, a nastepnie przenoszono do lodu na 1

minute, po czym dodawano:

Bufor 5x First-Strand 4 ul
0,1 MDTT 1 ul
RNasin (40 U/ul) 1 pul
SuperScript™ III RT (200 U/ul) 1 ul

Mieszaning inkubowano przez 60 min w 50°C. Naste¢pnie, inaktywowano przez 15 minut
w 70°C.

e Dla krotkich czasteczek RNA

Wyizolowane RNA zawieszano w 8 ul sterylnej H20 1 dodawano mieszaning:

Bufor 2,5x miRNA-RT 10 pl
Mieszanina rybonukleotydow 5x miRNA 5ul
Polimeraza E. coli Poly(A) 1l
SuperScript™ III RT (200 U/ul) 1 ul

Nastepnie, proby inkubowano przez 60 min w 37°C. Inaktywowano przez 10 minut w

85°C.
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4.3.4 gPCR (ang. quantitative PCR)
1. cDNA do reakcji rozcienczano 4-krotnie.

2. Przygotowywano mieszaning zawierajgca:

PowerSYBR® Green PCR Master Mix Sul
Mieszaniny starterow Forward+Reverse 4 ul
Rozcienczona matryca I ul

3. Reakcje qPCR przeprowadzano w termocyklerze QuantStudio™ 6 (Thermo

Fisher Scientific):

Denaturacja wstepna 95 10 min.

Amplifikacja 95 15 sek.

40 cykli 60 1 min.
4.3.5 RNA-seq

Jako$¢ RNA sprawdzano za pomoca zestawu gotowych odczynnikow Agilent
RNA 6000 Nano korzystajac z urzadzenia Agilent Bioanalyzer 2100. Do przygotowania
bibliotek wybierano probki o parametrze integralnosci RNA (RIN) > 8,0. Biblioteki
przygotowywano z 500 ng RNA, z uzyciem zestawu CORALL Total RNA-Seq Library,
zgodnie z instrukcjami producenta. Do oceny jakos$ci bibliotek uzywano zestawu Agilent
High Sensitivity DNA 1 urzadzenia Agilent, a steZenie bibliotek sprawdzano przy uzyciu
zestawu QubitTM dsDNA HS Assay. Sekwencjonowanie RNA przeprowadzono dla
pojedynczych odczytéw dlugosci 75 bp przy uzyciu platformy Illumina NextSeq 500, z
wykorzystaniem serwisu Lexogen NGS (Wieden, Austria). Surowe pliki FASTQ
poddawano obrobce bioinformatycznej w Instytucie Biologii Molekularnej i

Biotechnologii, Wydzialu Biologii, Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

4.3.6 Northern blot

1. 6 pg catkowitego RNA rozdzielano w 1,2% denaturujacym Zelu agarozowym,
zawierajagcym 1x bufor H-E i 6% formaldehyd.

2. Elektroforeze prowadzono przez 7 godzin w 1x buforze H-E z recyrkulacja, przy
napigciu 55 V.

3. Po elektroforezie, Zzel poddawano tagodnej obrobcee alkalicznej (10 min w 50 mM
NaOH/10 mM NacCl), neutralizacji (10 min w 2,5x TBE) 1 zrownowazeniu w 2x
SSC.
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RNA przenoszono na membrang nylonowa Hybond N+ przez noc, metoda
kapilarng z uzyciem buforu 20x SSC, a nastgpnie RNA unieruchamiano na
membranie przez sieciowanie swiattem UV (1200x100 pJ/cm?2).

W celu wykrycia potproduktéw dojrzewania pre-rRNA, membrang najpierw
hybrydyzowano w 10 ml buforu pre-hybrydyzacyjnego przez 1 h w 60°C.

. Nastepnie, roztwor pre-hybrydyzacyjny usuwano i dodawano 5 ml §wiezego
buforu hybrydyzacyjnego wraz z sondg DNA znakowang DIG, o koncowym
stezeniu 2 nM. Membrang inkubowano z sondg przez 1 h w 60°C, a nastepnie
przez noc w 37°C. Zastosowano sondy opisane w rozdziale 3.4.

. Nastepnego dnia membran¢ przemywano dwukrotnie buforem 2x SSC z 0,1%
SDS, a nastepnie szesciokrotnie buforem 0,2x SSC z 0,1% SDS, w temperaturze
hybrydyzacji.

. Po plukaniu, membran¢ poddawano immunodetekcji z uzyciem przeciwciata
przeciwko digoksigeninie, a pasma immunoreaktywne wizualizowano przy
uzyciu substratu chemiluminescencyjnego CDP-Star (Sigma-Aldrich), wedtug
protokotu: membrang ptukano dwukrotnie w 10 ml buforu pluczacego,
blokowano przez 40 min w 10 ml roztworu blokujacego, inkubowano z 10 ml
roztworu przeciwciata (1:2500) przez 1 godzing, plukano czterokrotnie w buforze
ptuczacym, rownowazono przez 5 min w buforze detekcyjnym, inkubowano z

substratem CDP-Star, a nastgpnie naswietlano w aparacie G-BOX (TK Biotech).

4.4. Techniki pracy z DNA
4.4.1 1zolacja DNA genomowego (gDNA)

Izolacje genomowego DNA przeprowadzano za pomoca gotowego zestawu

odczynnikéw EXTRACTME® Genomic DNA postepujac zgodnie z zaleceniami

producenta.

442 PCR

W reakcji PCR wykorzystywano polimerazg¢ DNA Pfu (Thermo Scientific),

natomiast do dlugich matryc - polimerazg¢ DNA CloneAmp™ HiFi PCR Premix

(Clontech Laboratories).

Sktad mieszaniny reakcyjnej z uzyciem polimerazy Pfu:

Bufor (10x) 1x
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dNTP (10 mM) 0,2 mM

Starter Forward 0,24 uM
Starter Reverse 0,24 uM
Polimeraza DNA Pfu (5 U/ul) 5U

Matryca 15-20 ng

Warunki reakcji PCR:

Denaturacja wstepna 95 10 min.
Amplifikacja Denaturacja_ 95 30 sek.
35 cykli Hybrydyzacja 55 30 sek.
Elongacja 72 3 min./1 kb
Elongacja koncowa 72 10 min.
Schiodzenie 4 00

e Sktad mieszaniny reakcyjnej z uzyciem polimerazy DNA CloneAmp™ HiFi:

CloneAmp™ HiFi PCR Premix 1x
Starter Forward 0,2-0,3 uM
Starter Reverse 0,2-0,3 uM
Matryca <100 ng

Warunki reakcji PCR:

Denaturacja wstepna 95 10 min.
Amplifikacja Denaturacja_ 98 10 sek.
35 cykli Hybrydyzacja 55 15 sek.
Elongacja 72 1 min./1 kb
Elongacja koncowa 72 10 min.
Schtodzenie 4 00

4.4.3 Elektroforeza DNA w zelu agarozowym

Do préb dodawano bufor obcigzajacy DNA 6x Orange (rozdziat 3.3.) i markery:
1kb Plus lub 100bp Plus. Przygotowanie Zelu 1 warunki elektroforezy byly takie same,
jak opisano przy elektroforezie RNA (rozdziat 4.3.2).

4.4.4 Elucja DNA z zZelu agarozowego
Ekstrakcje¢ DNA z Zelu agarozowego przeprowadzano za pomoca zestawu

GeneJET Genomic DNA Purification zgodnie z zaleceniami producenta.

4.4.5 Trawienie restrykcyjne
W reakcji trawienia restrykcyjnego plazmidéow i produktow reakcji PCR,

stosowano enzymy restrykcyjne typu FastDigest®.
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Plazmid/Insert 500 ng
Bufor FastDigest (10x) 1x
Enzym 1 U/ul
Mieszaning inkubowano w termomikserze w 37°C przez 2 godziny. Inaktywowano przez

20 minut w temperaturze 80°C.

4.4.6 Defosforylacja koncow 5’

Bufor FastAP (10x) 1x
Enzym FastAP 1U
Plazmid/liniowe DNA 1 ug

Mieszanine inkubowano w termomikserze w 37°C przez 10 minut. Inaktywowano przez

20 minut w temperaturze 65°C.

4.4.7 Reakcja ligacji

Bufor T4 DNA Ligaza (10x) 1x

Ligaza T4 DNA (Su/pL) 0,25U

Wektor 50 ng

Insert wyliczona na podstawie wzoru

Stosunek molowy insertu:wektora wynosit 5:1 lub 3:1. Wzér na podstawie, ktorego

wyliczano objetos¢ insertu:

ng wektora x kb insertu

X insert:wektor stosunek molowy = ng insertu
kb wektora

Reakcja ligacji byla prowadzona przez catg noc w 4°C.

4.5. Techniki pracy z biatkami
4.5.1 Ekstrakcja bialek
1. Zamrozony osad komérkowy z buteleczki T-25 rozpuszczano w 200 ul lekkiego
buforu do ekstrakcji biatek (rozdziat 3.3.).
Mieszaning inkubowano 30 minut na lodzie.
Nastepnie, dodawano 5M roztwor NaCl do koncowego stgzenia 150 mM.

Proby wirowano przy predkosci 16000 g w 4°C przez 30 minut.

o &~ N

Supernatant zawierajacy biatka przenoszono do nowych probowek.
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4.5.2 Kolorymetryczny pomiar stezenia bialek

1.

Odczynnik barwigcy do oznaczania biatek (Biorad) rozcienczano z woda w
stosunku objetosciowym 1:4.

Nastepnie, przygotowywano proby zawierajace 980 pl rozcienczonego
odczynnika, 15 pl buforu do ekstrakcji biatek oraz 5 pl ekstraktu biatkowego.
Proby inkubowano przez 30 minut w ciemnos$ci w temperaturze pokojowe;.
Krzywa wzorcowg przygotowywano wykorzystujac proby o nastepujacych,
wzrastajgcych stezeniach biatka BSA: 2 mg/ml, 4 mg/ml, 5 mg/ml, 8 mg/ml i 10
mg/ml.

Pomiar absorbancji prowadzono wzgledem proby $lepej (bufor do ekstrakcji),
przy dtugosci fali A=595 nm. St¢zenia badanych biatek wyliczono z krzywej

WZOrcowej.

4.5.3 Immunoprecypitacja

Na kuleczkach magnetycznych skoniungowanych z bialkiem G

1. Z ckstraktu biatkowego pobierano 5-10% objetosci na ,,input”.

2. Przygotowywano proby zawierajace: 25 pl kuleczek magnetycznych, 2-3 pg
przeciwciala i bufor PBS-T do koncowej objetosci 400 pl.

3. Proby umieszczano na rotatorze i inkubowano przez godzing w 4°C, przy
predkosci 3-4 rpm.

4. Po inkubacji proby przemywano dwukrotnie 500 ul buforu PBS-T, za kazdym
razem mieszajac na rotatorze z predkoscia 8 rpm przez 10 minut w 4°C.
Supernatant za kazdym razem usuwano, Kkorzystajac ze Statywu
magnetycznego.

5. Do kuleczek dodawano po 250 pg ekstraktu biatkowego i uzupetniano
buforem PBS-T do 400 pl.

6. Proby umieszczano na rotatorze i inkubowano przez dwie godziny w 4°C,
przy predkosci 3-4 rpm.

7. Nastepnie, proby ptukano trzykrotnie 500 pl PBS-T, tak jak opisano w
punkcie 4.

8. Elucje prowadzono przez dodanie 60 pl buforu 1xSSB i inkubacje 10 minut
w 95°C, po czym przenoszono supernatant do nowych proboéwek. Jesli proby

byty przeznaczone do izolacji RNA, elucj¢ prowadzono przez dodanie 100 pl
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odczynnika TRIzol (rozdziat 3.3.) i dalej postepowano wedtug protokotu do
izolacji RNA (rozdziat 4.3.1).

Na kuleczkach magnetycznych skoniungowanych z przeciwcialem anty-

FLAG

1. Z ekstraktu biatkowego pobierano 5-10% objetosci na ,,input”.

2. Do probéwek dodawano po 25 pul kuleczek magnetycznych z przeciwciatem
anty-FLAG i 5-krotnie przemywano buforem PBS-T. Supernatant za kazdym
razem usuwano, korzystajac ze statywu magnetycznego.

3. Nastepnie, do probéwek dodawano po 250 ug ekstraktu biatkowego i
uzupehiano buforem PBS-T do 400 pl.

4. Préby inkubowano na rotatorze z predkosciag 3-4 rpm przez cata noc w 4°C.

5. Nastepnie, proby ptukano trzykrotnie buforem PBS-T, za kazdym razem
mieszajac na rotatorze z predkoscia 8 rpm przez 10 minut w 4°C.

6. Proby eluowano tak samo, jak opisano w punkcie 8 powyzej.

Przy uzyciu pMACS™ Epitope Tag Protein Isolation Kit
W przypadku komérek HEK WT i HEK UL1 KO wystanych do analiz metoda

spektrometrii mas, immunoprecypitacj¢ przeprowadzano z uzyciem gotowego zestawu

odczynnikow pMACS™ Epitope Tag Protein Isolation i1 postgpowano zgodnie z

dolaczonym protokotem.

4.5.4 Stracanie bialek za pomoca kwasu trichlorooctowego - TCA

1.

© N o g B~ WD

Do 100 pl ekstraktu biatkowego dodawano 50% TCA do stezenia koncowego
10% 1 Tween 20 do st¢zenia koncowego 0,5%.

Nastepnie, proby inkubowano na lodzie przez 30 minut.

Po inkubacji, préby wirowano przez 10 minut w 4°C z predkoscia 800 g.

Osady przemywano zimnym 10% TCA.

Proby ponownie wirowano przez 10 minut w 4°C z predkoscig 2800 g.

Osady przemywano dwukrotnie zimnym 90% acetonem.

Proby wirowano przez 10 minut w 4°C z predkosciag 2800 g.

Supernatant usuwano doktadnie znad osadu, po czym osad suszono na powietrzu

w temperaturze pokojowej. Tak przygotowane proby wysytano do analiz.

58



4.5.5 Immunoprecypitacja chromatyny - ChlP

1.

10.

11.

12.

Komorki HEK WT oraz HEK UL1 KO trypsynizowano, przemywano buforem
I1x PBS 1 sieciowano przy uzyciu 10 ml 1% formaldehydu przez 10 minut w
temperaturze pokojowe;j.

Po tym czasie, reakcje¢ sieciowania zatrzymywano dodajac 800 pl 1 M glicyny i
inkubujac przez 3 minuty w temperaturze pokojowe;j, delikatnie mieszajac.
Komoérki wirowano przy predkosci 1000 g przez 1 minute w 4°C, a osad
przemywano buforem 1x PBS, nast¢pnie zawieszano w buforze lizujacym,
pipetujac az do uzyskania jednorodnej zawiesiny.

Po lizie, komorki wirowano przy predkosci 12000 g przez 1 minutg w 4°C, a osad
zawieszano w 1 ml buforu sonikacyjnego.

Komorki poddawano sonikacji przez 30 cykli z wysoka intensywnos$cig: 30
sekund ON/30 sekund OFF, w temperaturze 4°C przy uzyciu sonikatora Bioruptor
Plus, w celu wygenerowania fragmentow DNA o dlugosci od 200 do 700 bp.
Rozmiary pofragmentowanego DNA weryfikowano za pomocg elektroforezy w
zelu agarozowym.

Przed analizg w zelu agarozowym probki poddawano dziataniu 1 U RNazy A w
temperaturze 37°C przez 30 minut. Nastepnie, dodawano 20 ng proteinazy K i
inkubowano przez 2 godziny w temperaturze 45°C przy predkosci 1000 g.

Po sonikacji, resztki komoérkowe usuwano, odwirowujac komorki z predkoscia
11200 g przez 10 minut w 4 °C. Supernatant przenoszono do nowej probowki;
10% supernatantu pozostawiano jako ,,input”.

100 pul roztworu przenoszono do nowej probowki i rozcienczano 10-krotnie
buforem do rozcienczania (rozdzial 3.3.), te probe dalej uzywano jako kontrole
19G.

Pozostaty roztwor rdéwniez rozcienczano dziesigciokrotnie buforem do
rozcienczania i t¢ probe dalej uzywano do immunoprecypitacji.

Do proby kontroli IgG dodawano 1 pg przeciwciata IgG, natomiast do prob
wlasciwych dodawano 5 pg przeciwciata anty-RPA194.

Nastepnie, probki odwirowywano przy predkosci 600 g przez 20 minut w
temperaturze 4°C. Po odwirowaniu, 90% roztworu przenoszono do S$wiezej

probowki, a reszte odrzucano.
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13. W celu immunoprecypitacji, do roztworéw z punktu 11 dodawano 190 pl
kuleczek z biatkiem G i inkubowano przez 6 godzin w 4°C na rotatorze z
predkoscig 50 rpm.

14. Nastepnie, probki przemywano szesciokrotnie buforem do lizy, za kazdym razem
umieszczajac na rotatorze na 3 minuty w 4°C. Ostatnie przemycie prowadzono w
buforze TE.

15. Do kuleczek magnetycznych dodawano po 200 pl buforu elucyjnego i mieszano
na rotatorze przez 15 minut z predkoscig 10 rpm w temperaturze pokojowe;.

16. Po separacji na statywie magnetycznym, supernatant przenoszono do nowych
probéwek i dodawano po 8 ul 5 M NaCl i 4 ul 0,5 M EDTA pH 8.0, w celu
usuni¢cia wigzan krzyzowych z immunoprecypitowanej chromatyny; proby
inkubowano przez noc w 65°C na rotatorze z predkoscig 10 rpm.

17. Proby poddawano dalszemu trawieniu przez dodanie 10 ug RNazy A i inkubacje
w temperaturze 37°C przez 30 min. Nast¢pnie, dodawano 8 pl 1 M Tris-HCI (pH
8,0),4 ul 0,5M EDTA 120 ng Proteinazy K, a proby inkubowano przez 2 godziny
w 45°C, wytrzasajac W termocyklerze z predkoscia 1000 rpm.

18. Wytragcony DNA analizowano metoda qPCR z uzyciem specyficznych par

starterow, opisanych w rozdziale 3.4.

4.5.6 Western blot polaczony z immunodetekcja
e Przygotowanie zeli poliakyloamidowych (PAA)

Sktad zelu rozdzielajacego:

Bufor A (4x) 1x

30% PAA 8-15%

H20 uzupetniano do 10 ml
TEMED 33l

APS 33 ul

Sktad Zelu zaggszczajacego:

Bufor B (4x) 1x

30% PAA 5%

H20 uzupelniano do 5 ml
TEMED 12,5 ul

APS 25 ul
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Najpierw przygotowywano mieszaning buforu, PAA i1 wody, bezposrednio przed

wylaniem zelu miedzy szyby dodawano katalizatory polimeryzacji, TEMED i APS.

Proces polimeryzacji zelu trwat okoto 30 minut.

¢ Elektroforeza w warunkach denaturujacych SDS-PAGE (ang. sodium

dodecyl sulphate—polyacrylamide gel electrophoresis)

1.

Gotowe, spolimeryzowane zele umieszczono w aparacie do elektroforezy
wypetnionym buforem 1x Laemmli (rozdziat 3.3.).

Proby biatkowe obcigzano buforem 1x SSB i denaturowano przez 5 minut w
95°C, po czym naktadano na zel.

Elektroforeze prowadzono wedtug parametrow: 250 V, 25 mA, 300 W przez
1,5 godziny.

e Transfer polsuchy

1.

W aparacie do transferu uktadano tzw. , kanapke”, ktora sktadata sig, po kolei,
z: trzech bibut Whatmann uprzednio namoczonych w buforze do transferu
(rozdziat 3.3.), membrany PVDF (aktywowanej wcze$niej w metanolu), zelu
po rozdziale, trzech bibul Whatmann uprzednio namoczonych w buforze do
transferu.

Transfer prowadzono przez 1 godzing, przy parametrach 15 Vi 1,5 A.

Po transferze, membrane blokowano w 15 ml buforu TBS-T z dodatkiem 5%
BSA lub 5% odtluszczonego mleka, inkubujac na kotysce przez catg noc w

4°C.

e Immunodetekcja

1.

2.

Membrang inkubowano z przeciwciatami I-rzgdowymi w buforze TBS-T
mieszajgc na kotysce przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Optymalne
rozcienczenia przeciwcial uzytych do eksperymentow przedstawiono w
rozdziale 3.8.

Nastepnie, membrang ptukano trzykrotnie w buforze TBS-T, mieszajac na
kotysce przez 10 minut w temperaturze pokojowe;.

Membrang inkubowano z przeciwcialami Il-rzedowymi (rozdziat 3.8) w
buforze TBS-T mieszajac na kotysce przez 1 godzing w temperaturze
pokojowej.
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4. Membran¢ ponownie plukano, tak jak opisano w punkcie 2.

5. Na membran¢ nakladano odczynnik do chemiluminescencji (ECL),
(odczynnik A i odczynnik B uprzednio zmieszany w proporcji 1:1).
Membrang¢ inkubowano przez 10 minut w temperaturze pokojowe;.

6. Membran¢ wywolywano w aparacie do chemiluminescencji G-BOX.

Wybarwianie membrany odczynnikiem Ponceau S

1. Membrang barwiono kilka sekund w odczynniku Ponceau S.

2. Nastepnie ptukano kilkakrotnie w wodzie destylowanej w celu pozbycia si¢
tla.

3. Zdjecie wykonywano w aparacie Azure Biosystem.

4.5.7 Spektrometria mas

Analiz¢ spektrometrii mas przeprowadzono w Laboratorium Spektrometrii Mas,

Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk (PAN), Warszawa, Polska.

4.5.8 Phos-taq

Eksperyment zostat przeprowadzony zgodnie z protokotem dotaczonym do

odczynnika Phos-tag™ SDS-PAGE.

4.5.9 Profilowanie polisomow

1.

Do eksperymentu posiewano 5 x 10% komoérek HEK WT oraz HEK UL1 KO, w
buteleczkach T175 (175 cm?), w pozywce suplementowanej DMEM bez
antybiotykow, w trzech powtorzeniach biologicznych.

Po 24 godzinach od posiania, do komoérek dodawano 100 pg/ml cykloheksymidu
i inkubowano 5 minut w 37°C w celu zahamowania elongacji translacji i
zwigzania rybosoméow na transkryptach.

Po tym czasie komorki przemywano zimnym buforem 1x PBS zawierajagcym 100
pg/ml cykloheksymidu i zbierano do 1,5 ml probowek przez zeskrobanie.
Komorki wirowano przy predkosci 200 g przez 5 minut w 4°C 1 lizowano w 500
ul zimnego buforu lizujacego.

Po 10 minutach inkubacji na lodzie lizaty odwirowywano przy predkosci 1500 g
przez 5 minut w 4°C.

Supernatant zbierano i mierzono warto$¢ OD przy 260 nm.
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7.

10-60% gradient ciagly sacharozy przygotowywano przy uzyciu Gradient Station
(BioComp) w buforze do gradientu (rozdziat 3.3).

Probki w ilosci odpowiadajacej 10 OD naktadano na schtodzony gradient
sacharozy 1 wirowano przy predkosci 287730 g przez 2 godziny 40 minut w 4°C,
w ultrawirowce Beckman Coulter, rotor SW 41Ti.

Po wirowaniu, zbierano 12 frakcji o objetosci 0,97 ml, za pomoca urzadzenia
Gradient Frakcjonator (BioComp), profile polisoméw analizowano za pomoca

programu Gradient Profiler.

4.6. Techniki mikroskopowe

46.1
1.
2.

o 0k~ w

10.

11.

12.
13.
14.
15.
16.

FISH polaczony z immnofluorescencja

Komoérki przemywano buforem 1x PBS.

Komorki utrwalano w 250 pl 4% PFA (w PBS) przez 15 minut w temperaturze
pokojowe;j.

Przeptukiwano dwukrotnie buforem 1x PBS.

Przemywano dwukrotnie przez 5 minut schtodzonym 70% EtOH.
Permeabilizowano w 70% EtOH w 4°C przez 24 godziny.

Przemywano trzykrotnie przez 5 minut buforem 1x PBS w temperaturze
pokojowe;j.

Blokowano komorki trzykrotnie przez 10 minut roztworem blokujacym w
temperaturze pokojowe;j.

Inkubowano z przeciwciatem I-rzedowym przez 1 godzing w 37°C, nastepnie
przez kolejng godzing w temperaturze pokojowe;j.

Przemywano trzykrotnie przez 10 minut roztworem blokujacym.

Inkubowano z przeciwciatem IlI-rzgdowym przez 45 minut w temperaturze
pokojowe;j.

Przemywano trzykrotnie przez 5 minut buforem 1x PBS w temperaturze
pokojowe;j.

Przemywano dwukrotnie buforem 1x PBS.

Przemywano dwukrotnie 1x SSC.

Plukano przez 5 minut w 2x SSC w temperaturze pokojowe;.

Wstepng hybrydyzacj¢ prowadzono przez 10 minut w temperaturze pokojowe;.
Dodawano 75 ng sondy na 150 pl buforu pre-hybrydyzacyjnego. Hybrydyzacje

prowadzono przez cala noc w 42°C.
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17. Przemywano dwukrotnie przez 30 minut w 42°C buforem ptuczacym 1.

18. Przemywano dwukrotnie przez 15 minut w 42°C buforem ptuczacym 2.

19. Przemywano dwukrotnie przez 15 minut w 42°C buforem ptuczacym 3.

20. Przemywano dwukrotnie przez 10 minut w 42°C wysoko wydajnym buforem
pluczacym (rozdziat 3.3.).

21. Ptukano przez 10 minut wysoko wydajnym buforem pluczacym z DAPI (100
ng/ul).

22. Przemywano dwukrotnie przez 10 minut w 42°C wysoko wydajnym buforem

ptuczacym.

4.6.2 Barwienie immunologiczne
e Utrwalenie komérek

1. Komorki hodowano na 8-dotkowych plytkach mikroskopowych w ilosci
koncowej 50000 komorek/dotek.

2. Z dotkéw odsaczano pozywke DMEM.

3. Komorki dwukrotnie przeptukiwano 200 ul buforu 1x PBS.

4. Do komoérek dodawano 200 ul 4% PFA (paraformaldehyd), ptytki
mikroskopowe umieszczano na kotysce laboratoryjnej 1 inkubowano przez 12
minut w temperaturze pokojowej.

5. Po tym czasie komorki pigciokrotnie przemywano 200 pl buforu 1x PBS,

ostatnie ptukanie pozostawiano na 3 minuty.

e Permeabilizacja blony komérkowej
1. Do komérek dodawano 200 ul 1x PBS z dodatkiem 0,5% Triton®X-100, po czym
inkubowano na kotysce przez 15 minut w temperaturze pokojowe;j.

2. Komorki przeptukiwano trzykrotnie 200 pl 1x PBS.

1. Po utrwalaniu i permeabilizacji blony komdrkowej, komoérki inkubowano w
roztworze blokujacym przez 30 minut 1 utrwalono w 4% PFA przez 5 minut.

2. Potem komorki inkubowano z przeciwciatami I-rzedowymi (1:200) w
roztworze blokujagcym przez 1 godzing (rozdziat 3.8.).

3. Nastepnie, komorki plukano trzykrotnie przez 10 minut w buforze 1x PBS.

4. Kolejno, komorki inkubowano z przeciwciatami Il-rzedowymi (1:200) w

roztworze blokujacym przez 45 minut (rozdziat 3.8.).
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5. Ponownie komorki ptukano trzykrotnie przez 10 minut buforem 1x PBS.

6. Nastepnie, komorki barwiono roztworem DAPI przez 10 minut.

7. Zdjecia wykonywano przy uzyciu konfokalnego mikroskopu skaningowego
Olympus Fluoview 1200 1X83 z obiektywem olejowym 60x. Do akwizycji
obrazéw wykorzystano trzy kanaty o nastgpujacych parametrach wzbudzenia:
488 nm dla Alexa Fluor 488, 559 nm dla Alexa Fluor 555 i 405 nm dla DAPI.

Uzyskane obrazy analizowano za pomocg oprogramowania ImageJ.

4.6.3 PLA

1.
2.

10.
11.
12.

13.

14.
15.

Komorki ptukano 250 pl buforu 1x PBS.

Nastepnie, dodawano 250 ul 4% PFA i pozostawiano na 10 minut w temperaturze
pokojowe;j.

Komorki plukano trzykrotnie w 200 pl buforu 1x PBS przez 5 minut w
temperaturze pokojowe;j.

Do komoérek dodawano 250 ul buforu PBS-T i inkubowano przez 15 minut w
temperaturze pokojowej na kotysce laboratoryjne;.

Komorki ptukano trzykrotnie w 250 pl 1x PBS przez kilka minut w temperaturze
pokojowe;j.

Do komoérek dodawano 250 pl roztworu blokujacego i inkubowano przez 30
minut w temperaturze pokojowej.

Roztwor blokujacy usuwano i dodawano 200 ul buforu 1x PBS-T z dodatkiem
przeciwciat [-rzedowych.

Inkubowano przez 1 godzing w temperaturze pokojowej na kolysce
laboratoryjnej.

Roztworem blokujagcym ptukano trzykrotnie mieszajac przez 10 minut w
temperaturze pokojowej na kotysce.

Do komorek dodawano 150 pl sondy PLA.

Inkubowano przez 1 godzing w temperaturze pokojowe;.

Komorki plukano dwukrotnie mieszajac przez 10 minut w buforze 1x PBS w
temperaturze pokojowej na kotysce.

Plukano dwukrotnie mieszajgc przez 5 minut w 250 ul buforu do ptukania A w
temperaturze pokojowej na kotysce.

Do ligacji dodawano 120 pl roztworu ligujacego.

Inkubowano przez 30 min. w temperaturze 37°C.
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16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.
23.

Plukano dwukrotnie mieszajac przez 2 minuty w 250 pl buforu do ptukania A w
temperaturze pokojowej na kotysce.

Do komorek dodawano 120 pl roztworu do amplifikacji.

Inkubowano przez 2 godziny w temperaturze 37°C.

Plukano trzykrotnie przez 10 minut w 250 pl buforu do plukania B w temperaturze
pokojowej na kotysce.

Plukano przez 5 minut w 250 ul 0,1x buforu do ptukania B w temperaturze
pokojowej na kotysce.

Plukano przez 10 minut w 250 pl 0,1x buforu do ptukania B + DAPI (0,1 pg/ml)
w temperaturze pokojowej na kotysce.

Ptukano trzykrotnie przez 5 minut z 0,1x buforem do ptukania B na kotysce.
Usuwano bufor i nakladano krople preparatu Prolong Gold, nastepnie

pozostawiano do wyschni¢cia na 24 godziny.
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5. Wyniki

5.1. Rola hnRNP UL1 w jaderkach komodrek ludzkich

W pracy doktorskiej skupitam si¢ na poznaniu nieznanych dotad S$ciezek
molekularnych, w ktérych moze uczestniczy¢ biatko hnRNP UL1. Gléwne badania pracy
zainicjowata obserwacja, ze hnRNP ULI kolokalizuje w jaderkach komoérek ludzkich z
markerem jaderkowym, nukleoling (Fig. 3A). Analizy te wykonalam z pomoca dr Agaty
Stepien, wykorzystujac technike FISH (rozdziat 4.6.2) potaczong z immunofluorescencjg
(rozdziat 4.6.3). Co ciekawe, lokalizacja hnRNP UL1 czesciowo pokrywala si¢ z
lokalizacja jaderkowa biatka FUS oraz czasteczki U7 snRNA (Fig. 3B, C). O ile FUS byt
identyfikowany w proteomie jaderkowym komorek HelLa WT (Levone i in., 2021),
obserwacje o jaderkowej lokalizacji hnRNP UL1 1 U7 snRNA nie byly do tej pory
raportowane w literaturze naukowej. Z uwagi na ograniczony czas, W niniejszej pracy
doktorskiej skupitam si¢ jedynie na poznaniu roli biatka hnRNP UL1 w jaderkach

komoérkowych.

5.1.1 Wyprowadzenie linii typu knockout z wyciszeniem genu HNRNPUL1 w
komorkach HEK 293T

Na poczatku, w celu przeprowadzenia wielu eksperymentéw opisanych ponizej,
wyprowadzitam lini¢ komérkowa z wyciszeniem genu HNRNPUL1L.

Lini¢ komorkowa HEK 293T z delecjg w obrebie genu HNRNPUL1 (HEK UL1
KO) wyprowadzitam przy uzyciu systemu CRISPR-Cas9, opartego na edycji genomu z
uzyciem nukleazy Cas9 (rozdziat 4.1.4) (Fig. 4A). W celu sprawdzenia skutecznosci tej
strategii, czgs¢ sekwencji obejmujaca region delecji analizowalam metoda PCR przy
uzyciu starteréw zaprojektowanych kilka par zasad przed i kilka par zasad za miejscem
ciecia (Fig. 4B). Wyciszenie ekspresji genu HNRNPULL potwierdzitam na poziomie
biatka metoda western blot potaczong z immunodetekcjg (rozdziat 4.5.6), a nastepnie
immunofluorescencja z uzyciem przeciwciat anty-hnRNP UL1 (rozdziat 4.6.3) (Fig. 4C
i D).
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Figura 3. Kolokalizacja hnRNP UL1 z nukleoling, U7 snRNA i FUS w jaderkach
komoérkowych komorek HeLa WT. (A) Kolokalizacja hnRNP UL1 i nukleoliny, uzyto
przeciwcial anty-nukleolina i anty-hnRNP UL1. Do barwienia jader uzyto DAPIL (B)
Kolokalizacja hnRNP UL1 i U7 snRNA, (C) kolokalizacja hnRNP ULI1 z FUS; biate
strzalki wskazujg lokalizacj¢ jaderkowa. Uzyto przeciwciata anty-FUS i anty-hnRNP
ULl oraz sond¢e komplementarng do U7 snRNA. Obserwacje mikroskopowe
przeprowadzita dr Agata Stgpien (Laboratorium Dojrzewania RNA, Zaktad Ekspresji
Genow, Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet

im. Adama Mickiewicza).
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Figura 4. Wyprowadzenie linii komérkowej z wyciszeniem genu HNRNPUL1. (A) Do
przygotowania komorek HEK UL1 KO wykorzystano system CRISPR-Cas9. Wybrano
dwie sekwencje docelowe zlokalizowane na egzonach 2 i 3 (szare pola). Sekwencje
docelowe o dtugosci 20 pz (czarna linia) sa poprzedzone na koncu 3' motywami 5'-NGG
(motywy przylegajace do protospaceru (PAM)) (szara linia), gdzie N oznacza dowolny
nukleotyd. Oligonukleotydy reprezentujace sekwencje naprowadzajace, tzw. gRNA (ang.
guide RNA) (Forward i Reverse) zawieraja nawisy (zaznaczone na szaro) z miejscami

restrykcyjnymi rozpoznawanymi przez enzym restrykcyjny Bbsl, wymaganymi przy
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ligacji do plazmidow pSpCas9-2A-EGFP lub pSpCas9-2A-Puro. (B) W celu
potwierdzenia delecji fragmentu genu HNRNPUL1 w linii komérkowej HEK UL1 KO,
wykonano reakcje PCR ze starterami flankujacymi fragment usuni¢tej sekwencji. Po
elektroforezie w zelu agarozowym, oczekiwany produkt o dtugosci 7500 pz byt widoczny
tylko w komoérkach HEK WT. W komérkach HEK UL1 KO, po usuni¢ciu czesci
sekwencji genu HNRNPUL1, widoczny byt produkt o dlugosci 3600 pz. * - produkty
niespecyficzne. (C) Analiza western blot polagczona z immunodetekcja 1 (D)
immunofluorescencja z uzyciem przeciwciata anty-hnRNP UL zostaty wykonane w celu
potwierdzenia wyciszenia biatka hnRNP UL1 w komodrkach HEK UL1 KO, w
porownaniu z komorkami HEK WT (kontrola). Aktyna (Fig. 4C) i FUS (Fig. 4D) zostaty
uzyte jako kontrole. Do barwienia jader komoérkowych uzyto DAPI.

5.1.2 Wplyw hnRNP UL1 na poziom rRNA i bialka rybosomowe

W celu analizy wplywu wyciszenia biatka hnRNP ULI na transkryptom
jaderkowy, przygotowatam biblioteki catkowitego RNA izolowanego z komorek HEK
UL1 KO 1 HEK WT (rozdziat 4.3.5), bez etapu usuwania rRNA. Do izolacji uzytam préb
po frakcjonowaniu do frakcji CN i NO (rozdziat 4.1.8) (Fig. 5). Tak przygotowany RNA
zostal poddany wysokoprzepustowemu sekwencjonowaniu (RNA-seq). Na podstawie
uzyskanych wynikow zidentyfikowalam transkrypty, ktorych poziom zmieniat si¢ w

komoérkach HEK UL1 KO w poroéwnaniu z komoérkami typu dzikiego.

70



@)

g <

AT = -

i ) ==

Y W Yo\

TR W i

T T T T

O = oz

= O =z O
Aktyna < |40 kDa -

FIB |

Figura 5. Sprawdzenie jakosci wyizolowanych jaderek z komoérek HEK UL1 KO i HEK
WT. Przeciwciato anty-fibrylaryna (FIB) zostato uzyte jako marker frakcji NO, natomiast

przeciwcialo anty-aktyna zostato uzyte jako marker frakcji CN.

Jak pokazuje w Tabeli 1., gdzie umieécitam wybrane transkrypty, zarowno we
frakcji CN, jak 1 NO, zaobserwowatam znaczaco obnizone (warto$¢ p<0.05) poziomy 58S,
5.8S, 188, 28S 1 45S rRNA, w komoérkach HEK UL1 KO w poréwnaniu z komoérkami
HEK WT.

Tabela 1. Ekspresja wybranych genow rRNA w komorkach z wyciszeniem hnRNP ULL1.

Identyfikator | Srednia Krotnosé p.value | p.adj Frakcja
genu bazowa zmiany

RNA5-8SP8 | 92224,52912 | 0,300 0,000 | 0,000 CN
RNAS5SP74 111,7623806 | 0,378 0,005 0,020 CN
RNA5-8SN3 | 52744,81405 | 0,526 0,030 | 0,202 NO
RNAS5SP506 | 310,3483873 | 0,546 0,020 | 0,165 NO
RNA18SN3_1 | 1329605,513 | 0,597 0,033 0,210 NO
RNA45SN3_1 | 2388683,306 | 0,615 0,036 |0,219 NO
RNA28SN1 1019822,894 | 0,624 0,035 0,217 NO
RNA18SN3 2506339,157 | 0,738 0,005 0,020 CN
RNA45SN3 1 | 4109132,44 | 0,793 0,021 0,068 CN
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Nastepnie, w celu identyfikacji biatek oddziatujagcych z hnRNP UL1 w jaderku
komoérkowym, przeprowadzitam przejSciowg ekspresje biatka hnRNP UL1 z metka
FLAG w komorkach HEK 293T (rozdziat 4.1.6). Dwadziescia cztery godziny po
transfekcji izolowatam ekstrakty biatkowe z calych komorek i1 poddawatam je
immunoprecypitacji z przeciwcialem anty-FLAG; komorki nietransfekowane
stosowalam jako kontrole. Immunoprecypitowane biatka poddatam identyfikacji z
uzyciem spektrometrii masowej. Wsrdod czynnikow oddziatujacych z hnRNP UL1
znajduje si¢ 5 biatek okreslonych jako biatka rybosomowe lub biatka biorace udziat w
sktadaniu rybosomow (Fig. 6A, B). Wszystkie wybrane biatka wykazuja lokalizacje
jaderkowa. Naleza do nich: RRP1B (ang. riobosomal RNA processing protein 1 homolog
B), BXDC2/BRX1 (ang. ribosome biogenesis protein BRX1 homolog), RBM28 (ang.
RNA-binding protein 28), NUFIP2 (ang. nuclear fragile X mental retardation-interacting
protein 2) RPS3A (ang. 40S ribosomal protein S3a).
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Q14684 RRP1E 3.8 0 4901  0,002311 0,03575
Q3TDN6 BRIX1 138 0 3,867 0,03222 0,181
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Figura 6. Identyfikacja biatek, ktore oddziatuja z hnRNP ULI. (A) Ekstrakt biatkowy z
komorek HEK 293T po przejsciowej nadekspresji FLAG-hnRNP UL1 wykorzystano do
immunoprecypitacji potagczonej ze spektrometrig mas. IP (Ave spectral) 1 kontrola (Ave
spectral) to Srednie liczby widm wykrytych dla danego biatka, odpowiednio dla IP i
kontroli. PotoZenie biatek opisanych w (A) zostaty zaznaczone na wykresie (B).

Podsumowujac, zar6wno wyniki immunofluorescencji (Fig. 3), RNA-seq (Tabela 1) jak
1 IP (Fig 6) sugeruja, ze hnRNP UL1 moze by¢ zaangazowany w jaderku komorkowym

w transkrypcje¢ genow rRNA, dojrzewanie pre-rRNA, i/lub biogenezg rybosomow.
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5.1.3 Wplyw hnRNP UL1 na regulacje¢ transkrypcji genow rRNA

W kolejnym etapie badatam wydajnos¢ transkrypcji genéw rRNA oraz poziom
prekursorow (45S 147S) 1 dojrzatych rRNA (58S, 5.8S, 18S 128S) w komorkach HEK WT
i HEK UL1 KO, za pomocg, odpowiednio, techniki ChIP oraz RT-qPCR i Northern blot.
Eksperyment ChIP (rozdziat 4.5.5) przeprowadzitam na frakcjach catych komoérek (WC)
z uzyciem przeciwciata anty- RPA194 (podjednostka RNA Pol I), nastgpnie wykonatam
gPCR ze starterami zaprojektowanymi do amplifikacji r6znych regionéw genu rRNA
(Fig. 7A). Jak wida¢ na Fig. 7B, wigzanie RNA Pol I w regionie promotora rDNA oraz
w regionach 5.8S, 18S i 47S rDNA jest istotnie obnizone w komodrkach z wyciszeniem
hnRNP ULI1. Wyniki te wskazuja, ze hnRNP UL1 moze odgrywac role w transkrypcji
genoéw rRNA 1 posredniczy¢ w wigzaniu RNA Pol I do loci genéw rRNA w jaderkach
komorkowych, co prowadzi do represji transkrypcyjnej w komodrkach z wyciszeniem
hnRNP ULL. Aby to potwierdzi¢, wykonatam reakcje qPCR na cDNA przygotowanym
z RNA izolowanego z frakcji WC, NO i CN, komérek HEK WT i HEK UL1 KO (Fig.
8A-C). Jak wida¢ na figurze 8A-B, zaobserwowatam obnizony poziom 5.8S rRNA we
frakcji WC i CN, natomiast obnizony poziom 47S i 28S rRNA zaobserwowatam we
frakcji jaderkowej (Fig. 8C). We frakcji jaderkowej zaobserwowalam roéwniez obnizony
poziom 5S rRNA, ktdry jest syntetyzowany przez polimeraze RNA III.

Nastepnie, metodg Northern blot z uzyciem sond pozwalajacych na identyfikacje
prekursoré6w rRNA, produktow posrednich dojrzewania pre-TRNA i dojrzatych rRNA
(rozdziat 4.3.6), wykonang przez dr Patrycje¢ Plewke (Laboratorium Dojrzewania RNA,
Zaktad Ekspresji Genow, Instytut Biologii Molekularnej 1 Biotechnologii, Wydziat
Biologii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza) wykazaliémy, ze zgodnie z wynikami
ChIP-qPCR, akumulacja pierwotnych transkryptow 47S i w konsekwencji produktow
posrednich 308, 26S, 21S i 18S-E rRNA, jest obnizona w komorkach HEK UL1 KO (Fig.
8D).
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Figura 7. Regulacja ekspresji genéw rRNA przez hnRNP UL1. (A) Schemat
przedstawiajacy 47S pre-rRNA wraz z pozycjami starteréw i sond uzytych, odpowiednio,
w qPCR i Northern blot. Migjsca par starterow PCR zaznaczono kolorem niebieskim: A
— promotor rDNA, B — 47S rDNA, C- 45S rDNA, D — 18S rDNA, E — 5.8S rDNA, F —
28S rDNA i G — IGS rDNA. Kolorem z6ttym oznaczono sondy do Northern blot: 5’ETS,
ITS1 1 ITS2. (B) Wigzanie RNA Pol I w r6znych regionach rRNA oceniano iloSciowo
metoda ChIP potaczong z qPCR w komorkach HEK UL1 KO w poréwnaniu z
komoérkami HEK WT. 5S rRNA zostat uzyty jako kontrola negatywna. Stupki btedow
przedstawiaja wartosci SD z trzech powtorzen biologicznych. Wartosci P obliczono za
pomocy testu t-Studenta, a istotno$¢ statystyczng przedstawiono w nastgpujacy sposob:

*P <0,05; **P <0,01; ***P <0,001.
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Figura 8. Regulacja ekspresji genéw rRNA przez hnRNP UL1. Ekspresje genow rRNA
analizowano we frakcji WC (A) oraz we frakcji CN (B) i NO (C) wyizolowanych z
komoérek HEK WT 1 HEK UL1 KO. Stupki btedéw przedstawiaja wartosci SD dla trzech
powtdrzen biologicznych. Warto$ci P obliczono za pomocg testu t-Studenta, a istotnosé¢
statystyczng przedstawiono w nastepujacy sposob: *P < 0,05; **P <0,01; ***P <0,001.
(D) Calkowity RNA izolowany z komérek HEK WT 1 HEK UL1 KO rozdzielono w Zelu
denaturujagcym i poddano analizie metoda Northern blot. Membrany inkubowano z
sondami 5’ETS, ITS1 1 ITS2.

Ponadto, sprawdzitam ekspresj¢ przyktadowych genow bialek rybosomowych,
kodujacych RPS6 1 RPS15, oraz fibrylaryny, w komoérkach HEK WT i HEK ULI KO,
zaobserwowalam obnizony poziom wszystkich trzech mRNA (Fig. 9A). Natomiast, nie
zaobserwowalam zadnych zmian w poziomie odpowiadajacych im biatek (Fig. 9B).
Kiedy przeprowadzilam analiz¢ polisoméw w komodrkach HEK WT i HEK UL1 KO
(rozdziat 4.5.9), nie zaobserwowatam rowniez zadnych zmian w profilach rybosomow
ani polisoméw po wyciszeniu hnRNP ULI (Fig. 10). Wszystkie te wyniki wskazuja, ze
hnRNP UL1 jest zaangazowany w transkrypcje genow rRNA, ale nie w kolejne etapy

biogenezy rybosomow.
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Figura 9. Poziom mRNA i biatek rybosomowych (RPS6 i RPS15) oraz fibrylaryny (FIB)
w komoérkach HEK UL1 KO w poréwnaniu z komoérkami HEK WT. (A) Poziomy mRNA
biatek rybosomowych oraz FIB analizowano metoda RT-qPCR. Stupki btedow
przedstawiaja warto$ci SD z trzech powtorzen biologicznych. Wartosci P obliczono za
pomocy testu t-Studenta, a istotno$¢ statystyczng przedstawiono w nastgpujacy sposob:
**p <0,01. (B) Analiza metoda western blot potaczong z immunodetekcja z uzyciem
przeciwcial anty-RPS6, anty-RPS15 i anty-FIB. Aktyng uzyto jako kontrole natozenia.

Eksperyment przeprowadzono w trzech powtorzeniach biologicznych.
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Figura 10. Profilowanie polisoméw w komorkach HEK UL1 KO w poréwnaniu z
komoérkami HEK WT. Natozono profile absorbancji polisoméw wyizolowanych z

komoérek HEK WT (linia czerwona) 1 HEK UL1 KO (linia czarna).
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5.1.4 Rola hnRNP UL1 w naprawie uszkodzen rDNA

Obserwacja, ze hnRNP ULI1 jest zlokalizowany w jaderkach komoérkowych
sktonita mnie do postawienia kolejnego pytania, czy biatko to angazuje si¢ w naprawe
uszkodzen jaderkowego DNA, podobnie jak uczestniczy w naprawie uszkodzen
jadrowego DNA (Gurunathan i in., 2015). W celu odpowiedzi, najpierw
przeanalizowatam poziom markera uszkodzen DNA, YH2A.X, w komoérkach HEK ULI
KO. Jednak nie zaobserwowatam zadnych istotnych zmian, co wskazuje, ze komorki
pozbawione hnRNP ULI nie generuja wigcej uszkodzen DNA niz komorki WT (Fig. 11).
Nastepnie, przeanalizowatam kolokalizacje obu bialek w jaderkach komoérkowych w
warunkach kontrolnych (DMSO) oraz po traktowaniu odczynnikami genotoksycznymi
ETO (10 uM) 1 CPT (5 uM) przez 2,5 h. Dodatkowo, kolokalizacj¢ hnRNP UL1 i yH2A.
X badalam w tych samych warunkach w komdrkach HeLLa FUS KO, aby sprawdzi¢, czy
biatko FUS uczestniczy w tej jaderkowej funkcji hnRNP ULI. Wiadomo, ze FUS i
hnRNP UL1 oddziatuja ze sobg i1 kolokalizujg w jadrach komorkowych (Raczynska i in.,
2015). Jak wida¢ na Figurze 12A, B, po uszkodzeniach DNA wywotanych ETO i CPT,
biatka hnRNP UL1 1 YH2A.X kolokalizowaty gtownie w jadrze komorkowym, jednak po
traktowaniu CPT oba czynniki silnie agregowaty rowniez w jaderkach (biate strzaltki),
zwlaszcza na ich obrzezach (zotte strzatki). Taka lokalizacja biatek po indukcji uszkodzen
DNA sugeruje ich udzial w naprawie podwodjnych uszkodzen DNA 1 rekrutacji do
czapeczek jaderkowych. Co ciekawe, w komodrkach HeLa FUS KO nie zaobserwowatam
wyraznych réznic w porownaniu z komérkami HeLa WT (Fig. 12B), co wskazuje na to,

ze wyciszenie FUS nie wptywa na lokalizacj¢ hnRNP UL1 w jaderkach komorkowych.
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Figura 11. Badanie poziomu YH2A.X w komoérkach HEK WT i HEK UL1 KO. Komorki

barwiono przy uzyciu przeciwciat anty-yH2A.X i anty-hnRNP UL1. Do barwienia jader
uzyto DAPL
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Figura 12. Kolokalizacja hnRNP UL1 i YH2A.X po indukcji uszkodzen DNA. (A, B)
Barwienie immunologiczne przy uzyciu przeciwciat anty-yH2A.X i anty-hnRNP UL1 w
komorkach HeLLa WT (A) i HeLa FUS KO (B), traktowanych ETO i CPT. Jako kontroli

uzyto komorek traktowanych DMSO. Przyktadowe miejsca kolokalizacji oznaczono
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bialymi strzatkami, a agregaty na obrzezach jaderek — z6ttymi strzatkami. Do barwienia

jader uzyto DAPI.

Nastepnie, sprawdzitam czy wyciszenie hnRNP ULI1 zwigksza wrazliwo$¢
komorek na uszkodzenia DNA. W tym celu porownatam przezywalno$¢ komérek HEK
WT i HEK UL1 KO po indukcji uszkodzen DNA przez ETO i CPT. Jak przedstawia Fig.
13A, komorki z delecja hnRNP UL1 byty bardziej wrazliwe na oba odczynniki niz
komorki WT, osiggajac punkt minimalnej przezywalnosci i wykazujac najwigksza
réznice po 24-30 h. Po tym czasie wrazliwo$¢ obu rodzajow komorek stala si¢ ponownie
poréwnywalna. Wynik ten sugeruje, ze komérki HEK UL1 KO wykazujg zwigkszong
wrazliwos¢ na uszkodzenia DNA 1 potencjalnie spowolniony proces naprawy, co
wskazuje na rol¢ hnRNP UL1 w naprawie uszkodzen DNA 1 integralno$ci genomu.

W innym podejsciu przeprowadzitam test kometowy, aby zmierzy¢ uszkodzenia
DNA, wywotane przez ETO i CPT w komoérkach HEK WT i HEK UL1 KO w
poréwnaniu z komoérkami traktowanymi DMSO. Do obliczeh wykorzystatam dwa
parametry: % ogona DNA (ang. tail DNA%) i moment ogona (ang. tail moment), ktore sa
wskaznikami uszkodzen DNA, i pozwalaja oceni¢ migracje materiatu genetycznego do
tzw. ,,ogona”. Jak wida¢ na Figurze 13B, wéréd komorek poddanych dziataniu zaréwno
ETO,jak 1 CPT, ogony komet byty dtuzsze w komdérkach HEK UL1 KO niz w komodrkach
HEK WT, co potwierdzily rowniez pomiary. Obserwacja ta potwierdza, ze komorki z

wyciszeniem hnRNP UL1 wykazujg zwigkszong podatno$¢ na uszkodzenia DNA.
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Figura 13. Udzial hnRNP UL1 w odpowiedzi na uszkodzenia DNA (DDR) w jaderkach
komorkowych. (A) Ocena wrazliwo$¢ komorek HEK UL1 KO na uszkodzenia DNA w
porownaniu z komoérkami HEK WT po traktowaniu ETO i CPT. (B) Uszkodzenia DNA
oceniano testem kometowym w komoérkach HEK UL1 KO w poréwnaniu z komorkami
HEK WT, po indukcji uszkodzen DNA za pomoca ETO i CPT. Komorki traktowane
DMSO wykorzystano jako kontrole negatywna. Analizie poddano 50 komorek z kazdej
proby. Stupki bledow przedstawiajg wartosci SD z trzech powtorzen biologicznych.
Wartosci P obliczono za pomocg testu t-Studenta, a istotnos¢ statystyczng przedstawiono

W nastgpujacy sposob: *P < 0,05; **P <0,01; ***P <0,001.

Ponadto, aby przyblizy¢ role hnRNP UL1 w naprawie jaderkowego DNA,
sprawdzitam jego oddzialywanie z bialkami, ktorych funkcja w szlaku naprawy
uszkodzen DNA zostala juz opisana: YH2A.X, Chkl, RPA32, 53BP1, RAD50, XRCCl1
(Feijoo i in., 2001; He i in., 1995; Lee i Paull, 2004; Paull i in., 2000; Wang i in., 2002;
Whitehouse i in., 2001).

Najpierw przeprowadzitam eksperyment IP z uzyciem przeciwciata anty-hnRNP
ULL, na frakcji NO i CN komoérek HEK WT, a nastepnie analize western blot i
immunodetekcje z uzyciem przeciwciat anty-hnRNP UL1, anty-pChk1 i anty-pRPA32.
Jak juz wspomnialam we wstgpie pracy, biatko RPA32 jest cze$cig kompleksu RPA,
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ktory rozpoznaje jednoniciowe pgknigcia DNA 1 jest jednym z gtéwnych kompleksow
uczestniczagcych w szlaku naprawy DNA zaréwno w jadrze, jak i w jaderku
komoérkowym. Kinaza Chk1 odgrywa wazng role dziatajac w punkcie kontrolnym cyklu
komorkowego i bierze udziat w zatrzymaniu cyklu komérkowego po uszkodzeniu DNA.
Jak widaé na Fig. 14A, oba biatka oddziatujg z hnRNP UL1, zar6wno we frakcji NO, jak
i frakcji CN komorek HEK WT.

Kolejne analizy w celu doprecyzowania, w ktorym szlaku DDR uczestniczy
biatko hnRNP ULI, przeprowadzitam na liniach komérkowych HEK293 ze stabilng
ekspresja FLAG-hnRNP UL1 — linia HEK UL1 OE. Linie zostaly przygotowane przy
uzyciu systemu MultiMam™ Stable i linii komorkowych HEK293 Flp-In™-293 (Life
Tech) (rozdziat 4.1.5). IP wykonatam z uzyciem przeciwciat anty-FLAG a nast¢pnie
analizowatam obecno$¢ bialek 53BP1, RADS50 1 XRCC1 we frakeji
immunoprecypitowanej. Biatko 53BP1 jest zaangazowane w sygnalizacj¢ i naprawe
podwojnych uszkodzen DNA w komorkach ludzkich; RADS0 nalezy do kompleksu
MRN, uczestniczacego w naprawie podwdjnych uszkodzen DNA; a XRCC1 uczestniczy
w naprawie jednoniciowych peknig¢ DNA poprzez posredniczenie w tworzeniu
kompleksow biatkowych naprawiajacych uszkodzenia DNA. Jak wida¢ na Fig. 14B, w
tym eksperymencie zaobserwowatam jedynie stabe oddziatywanie hnRNP ULI z
XRCCI1 we frakcji NO. Jednakze, immunofluorescencja z uzyciem przeciwciatl anty-
hnRNP UL1 i anty-XRCC1 wykonana w komoérkach HEK WT po indukcji uszkodzen
DNA, nie potwierdzita kolokalizacji tego bialkka z hnRNP ULl w jaderkach
komoérkowych (Fig. 15A). Ponadto, w tym eksperymencie zaobserwowatam roéwniez
bardzo staba kolokalizacj¢ hnRNP UL1 z 53BP1, RAD50 i RPA32 w jaderkach
komorkowych (Fig. 15B-D).
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Figura 14. Oddzialywanie hnRNP UL1 z biatkami zaangazowanymi w lokalizacjg
uszkodzen i naprawe DNA. (A) IP przeprowadzono z uzyciem przeciwciata anty-hnRNP
UL1 1 ekstraktow bialkowych z frakcji NO i CN komoérek HEK WT. Biatka
identyfikowano metoda western blot potagczong z immunodetekcja z uzyciem przeciwciat
anty-hnRNP UL1, anty-pChkl i anty-PRPA32. Do eksperymentu uzyto czterech
niezaleznych powtorzen biologicznych z kazdej frakcji. Input stanowit 5% catkowite;j
objetosci ekstraktow biatkowych uzytych w eksperymencie; do kontroli negatywnej
uzyto kulek magnetycznych bez przeciwcial. (B) IP z przeciwciatem anty-FLAG na
ekstraktach biatkowych z frakcji NO i CN komoérek HEK UL1 OE. Do eksperymentu
uzyto trzech niezaleznych powtorzen biologicznych z kazdej frakcji. Input stanowit 5%
catkowite] objetosci ekstraktow biatkowych uzytych w eksperymencie; do kontroli
negatywne] uzyto kulek magnetycznych bez przeciwcial. Do  barwienia
immunologicznego uzyto przeciwcial anty-53BP1, anty-RAD50, anty-FLAG i anty-
XRCCI. Aktyna zostata uzyta jako kontrola natozenia. * - sygnat niespecyficzny.
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Figura 15. Kolokalizacja hnRNP UL1 ze znanymi markerami DDR w komodrkach HEK
WT, po indukcji uszkodzen DNA przez ETO i CPT. Uzyto przeciwciatl: (A) anty-hnRNP
UL1 i anty-XRCC1; (B) anty-hnRNP ULL1 i anty53BP1; (C) anty-hnRNP UL1 i anty-
RAD50; (D) anty-hnRNP UL1 i anty-RPA32. Komorki traktowane DMSO uzyto jako
kontrola negatywna. Do barwienia jader uzyto DAPI.
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Podsumowujac t¢ czgs¢ badan, wykazatam, ze:
e Biatko hnRNP UL zostato zlokalizowane w jaderkach komorek ludzkich;
e biatko hnRNP ULI1 stymuluje transkrypcje genéw rRNA;
e komorki HEK UL1 KO byly bardziej wrazliwe na uszkodzenia DNA;
e biatko hnRNP UL1 oddziatuje z biatkami lokalizacji i naprawy uszkodzen
DNA: yH2A.X, RPA32, XRCC1 i Chkl w jaderkach komorek ludzkich,

co sugeruje jego udzial w naprawie uszkodzen DNA;

5.2. Rola hnRNP UL1, U7 snRNP i FUS w regulacji ekspresji genow histonowych
Druga $ciezka badawcza, w ktérej uczestniczylam podczas realizacji niemniejsze;j
rozprawy doktorskiej, dotyczyla wyjasnienia roli biatka hnRNP ULL1 1 FUS oraz czastki
U7 snRNP w hamowaniu ekspresji genow histonow zaleznych od replikacji poza faza S
cyklu komoérkowego. Aby sprawdzi¢ te hipoteze, przeprowadzitam seri¢ eksperymentow

opisanych ponize;.

5.2.1 Analiza poziomu hnRNP UL1 w fazach cyklu komérkowego

Na poczatku zoptymalizowalam protoko6t do synchronizacji komoéorek HEK WT i
HEK ULl KO (rozdziat 4.1.7) 1 sprawdzitam wydajno$¢ synchronizacji do
poszczegdlnych faz cyklu komorkowego na cytometrze przeplywowym Guava®
easyCyte™. Synchronizacj¢ komorek przeprowadzitam w celu wykonania kilku
eksperymentéw opisanych ponizej, miedzy innymi do sprawdzenia poziomu biatka
hnRNP UL1 w poszczegdlnych fazach cyklu komoérkowego komodrek dzikich, czy
poziomu ekspresji gendéw histonowych w poszczegdlnych fazach cyklu komorkowego w
warunkach wyciszenia hnRNP UL1. Wynik synchronizacji dla liniit WT przedstawia
figura 16., podobna wydajnos¢ synchronizacji uzyskatam dla linii komoérkowych HEK

UL1 KO.
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Figura 16. Synchronizacja komoérek HEK WT z zastosowaniem bloku nokodazolowego.
Komoérki wybarwiano jodkiem propidyny i analizowano w cytometrze przeplywowym.
Na wykresach przedstawiono odsetek procentowy komorek w fazach G1, S 1 G2, w
asynchronicznych komorkach HEK WT (AS) i komorkach zsynchronizowanych do faz
G1, Si G2 (odpowiednio podkreslonych na wykresach).

Aby sprawdzi¢ poziom biatkka hnRNP UL1 w poszczegdlnych fazach cyklu
komorkowego, po optymalizacji protokotu zsynchronizowatam komoérki HEK WT do faz
G1, S1G2, anastgpnie z zebranych komorek wyizolowatam ekstrakty biatkowe (rozdziat
4.5.1). 30 pg mieszaniny bialek rozdzielitam w zelu poliakryloamidowym, nastgpnie
przeniostam na membrang metoda western blot 1 identyfikowalam metoda
immunodetekcji (rozdziat 4.5.6) z uzyciem przeciwciat anty-hnRNP UL1 i anty-Aktyna
(rozdziat 3.7.). Jak wida¢ na figurze 17., poziom biatka hnRNP UL1 w poszczegdlnych
fazach cyklu komérkowego wzgledem komorek asynchronicznych wyglada nastepujaco:
w fazie G1 - 1,05, w fazie G2 - 0,6, w fazie S - 0,7. Pomiar intensywnosci prazkow
wykonatam w programie MultiGauge, normalizacj¢ prowadzilam wzgledem aktyny.
Wynik eksperymentu wskazuje, ze biatko hnRNP UL1 wystepuje w najwigkszej ilosci w

fazie G1 cyklu komoérkowego.
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Figura 17. Analiza poziomu biatka hnRNP UL1 w fazach cyklu komorkowego: G1, S
oraz G2, metoda western blot potaczong z immunodetekcja z uzyciem przeciwcial anty-
hnRNP ULL1 i anty-Aktyna. Aktyna oraz ekstrakt biatkowy z komorek asynchronicznych

(AS) zostaty uzyte jako kontrole natozenia.

5.2.2 Analiza poziomu biatka FUS i U7 snRNA w liniach HEK UL1 KO oraz
poziomu bialka hnRNP UL1 w liniach HeLa FUS KO

Poziom obu biatek, FUS i hnRNP ULI1, sprawdzilam odpowiednio, w liniach
HEK UL1 KO oraz HeLa FUS KO, wzgledem linit HEK WT oraz HeLa WT, metoda
western blot potaczong z immunodetekcjg (rozdzial 4.5.6) z uzyciem przeciwciatl anty-
FUS i anty-hnRNP UL1. Wynik eksperymentu widoczny na figurze 18. wskazuje, ze
poziom biatka FUS jest obnizony w linii HEK UL1 KO (0,4), natomiast poziom biatka
hnRNP ULI jest nieco podwyzszony w linii HeLa FUS KO (1,48) (Fig. 18A-B). W
przypadku U7 snRNA, nie zaobserwowalam istotnych statystycznie rdéznic w poziomie
tej czasteczki w liniach HEK UL1 KO, co $§wiadczy o tym, ze hnRNP ULI1 nie jest
czynnikiem regulujacym poziom U7 snRNA (Fig. 18C). Natomiast wedlug publikacji
Raczynska i in., 2015, zaobserwowano spadek poziomu U7 snRNA w liniach
komorkowych po wyciszeniu biatka FUS, co moze wynika¢ z udzialu biatka FUS w

biogenezie czastek snRNP (Gerbino i in., 2013).
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Figura 18. Wptyw wyciszenia badanych biatek na poziom FUS, hnRNP UL1 oraz U7
snRNA. (A) Poziom biatka FUS w linii HEK UL1 KO oraz (B) poziom biatka hnRNP
UL1 w linii HeLa FUS KO sprawdzono metoda western blot polaczong z
immunodetekcja. Aktyn¢ uzyto jako kontrole natozenia. (C) Poziom ekspresji U7 snRNA
w komorkach HEK UL1 KO, znormalizowany do poziomu U6 snRNA. Stupek bledow

przedstawia wartosci SD z trzech powtdrzen biologicznych.

5.2.3 Analiza wzajemnych oddzialywan FUS i hnRNP UL1

Nastepnie, przeprowadzilam analize wzajemnych interakcji FUS i hnRNP ULL.
W tym celu dr Agata Stgpien wykonata analize oddziatywan FUS i hnRNP ULLI in vivo,
metoda PLA (rozdziat 4.6.4), ktora przeprowadzita w komorkach Hela
asynchronicznych (AS) 1 komoérkach zsynchronizowanych do faz cyklu komérkowego:
G1, S 1 G2. Najsilniejszg interakcje pomiedzy FUS 1 hnRNP ULI1 zaobserwowaty$Smy w
fazie G1 cyklu komdérkowego (Fig. 19). Wynik ten jest zgodny z rezultatami naszej grupy,
opublikowanymi w Raczynska i in., 2015, gdzie w eksperymencie immunoprecypitacji
zaobserwowano najsilniejsze oddziatywanie bialek FUS 1 hnRNP UL1 w fazie G1 1 G2
cyklu komoérkowego. Wyniki te sugeruja, ze oba biatka moga wspotdziata¢ w fazie G1 w

inhibicji ekspresji genow histondw zaleznych od replikacji.
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Figura 19. Analiza oddziatywania biatka FUS i hnRNP UL1 w fazach cyklu
komorkowego metoda PLA, w komoérkach HeLa AS oraz zsynchronizowanych do faz
G1, S i G2. Gorny panel przedstawia wyniki PLA z przeciwciatami anty-FUS i anty-
hnRNP ULI, dolny panel przedstawia natozenie DAPI z PLA. Eksperyment wykonata dr
Agata Stepien.

W dalszej czgsci projektu postanowitam ustali¢, ktéra domena FUS jest niezbgdna
do interakcji z hnRNP UL1. W tym celu wykonalam transfekcje przejsciowa komorek
HeLa FUS KO (z uzyciem odczynnika X-tremeGENE HP DNA Transfection Reagent,
rozdziat 4.1.6) konstruktami do nadekspresji wariantoéw biatka FUS z dotaczong metka
FLAG, opisanymi w rozdziale 3.6., a nast¢pnie przeprowadzilam IP z uzyciem
przeciwcial anty FLAG. Zaobserwowatam, ze biatko hnRNP UL nie oddziatuje tylko z
fragmentem biatka FUS pozbawionym konca C (Fig. 20), co sugeruje, ze wlasnie koniec

C bialka FUS jest niezbedny do interakcji z hnRNP ULL.
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Figura 20. ldentyfikacja domeny FUS wymaganej do interakcji z hnRNP ULL.
Eksperyment IP przeprowadzono na kuleczkach magnetycznych skoniungowanych z
metka-FLAG. Biatka identyfikowano metoda western blot potagczong z immunodetekcja,
uzyto przeciwciata anty-hnRNP UL1 i anty-FLAG. ACT - FUS bez konca C; ARRM -
FUS bez motywoéw RRM; AGly - FUS bez motywu bogatego w Gly; ZFM - FUS z
mutacjami punktowymi w obrgbie motywu palca cynkowego. INPUT stanowil 5%
catkowitej objetosci ekstraktu uzytego do eksperymentu.

5.2.4 Badanie poziomu modyfikacji potranslacyjnych bialka hnRNP ULI1 i ich
wplywu na oddzialywanie z bialkiem FUS

W fazie S cyklu komorkowego, biatko FUS aktywuje zalezng od replikacji
ekspresje genow histonowych, a poza ta faza moze petni¢ rolg inhibitora, dzialajac w
kompleksie z innymi bialkami, np. hnRNP UL1 (Raczyfska i in., 2015). W celu
okreslenia, w jaki sposob te dwie przeciwstawne funkcje FUS mogg by¢ przetaczane
podczas cyklu komorkowego, sprawdzitam czy modyfikacje potranslacyjne biatka
hnRNP UL1 sg zalezne od cyklu komoérkowego i czy moga wptywaé na oddziatywanie z
biatkiem FUS. Najpierw, przeanalizowatam status fosforylacji hnRNP UL1 w cyklu
komoérkowym z uzyciem systemu Phos-tag™ (rozdziat 4.5.8). Jak wida¢ na figurze 21.,
w fazach G1 1 G2 cyklu komorkowego zaobserwowalam gtownie fosforylowang forme
biatka (prazek migrujacy wolniej), natomiast w fazie S widoczne sg obie formy biatka,

zarowno fosforylowana, jak i defosforylowana (Fig. 21). Tak wigc, status fosforylacji
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biatka hnRNP UL1 wydaje si¢ by¢ regulowany w cyklu komoérkowym. Biorac pod uwage
poprzednie wyniki, wskazujace na silniejsze oddziatywanie hnRNP UL1 z FUS w fazie
G1 1 G2 cyklu komorkowego, sugeruje, ze to fosforylowana forma biatka hnRNP ULI

wchodzi w interakcje z FUS.

G2

AS Gl1 S
Fosforylowane biatka —" -

Defosforylowane biatka =

Figura 21. Fosforylowana/defosforylowana forma biatka hnRNP UL1 w r6znych fazach
cyklu komoérkowego. Uzyto odczynnika Phos-taq™, ktéry laczac si¢ z grupami
fosforanowymi, spowalnia migracj¢ fosforylowanych form biatka w Zzelu PAA. Wynik
migracji analizowano technika western blot polagczong z immunodetekcja z uzyciem

przeciwciata anty- hnRNP UL1.

Ponadto, sprawdzitam rowniez, czy metylacja reszt argininowych w bialtku
hnRNP UL jest niezbedna do interakcji z FUS. Komoérki HeLa transfekowatam
przejsciowo (z uzyciem odczynnika Viromer®RED, rozdziat 4.1.6) plazmidem
kodujagcym zmutowang wersj¢ biatka hnRNP ULl — UL1.RK (rozdziat 3.6), gdzie
argininy w motywie RGG/RG zastagpiono lizyng. Nastepnie, przeprowadzitam IP na
kuleczkach magnetycznych skoniugowanych z przeciwciatem anty-hnRNP UL1, wynik
analizowatam technikg western blot potaczong z immunodetekcja, uzywajac przeciwciat
anty-hnRNP UL1 oraz anty-FUS. Wynik eksperymentu wskazuje, ze brak metylacji w
domenie RGG/RG biatka hnRNP ULI nie zaburza interakcji z FUS (Fig. 22).
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Figura 22. Wplyw metylacji argininy w hnRNP UL1 na oddziatywanie z biatkiem FUS.
IP przeprowadzono z uzyciem ekstraktu biatkowego z asynchronicznych komorek HelLa
po transfekcji przej$ciowej plazmidem z mutacjami hnRNP UL1 — UL1.RK. Wynik
analizowano technika western blot potaczong z immunodetekcja z wykorzystaniem
przeciwciat anty-hnRNP ULL i anty-FUS. INPUT stanowit 5% catkowitej objetosci
ekstraktu biatkowego uzytego do IP.

5.2.5 Analiza interakcji FUS i hnRNP UL1 z U7 snRNA w liniach HeLa FUS KO i
HEK UL1 KO

Nastepnie, przeanalizowatam interakcje bialek hnRNP ULI 1 FUS z czasteczka
U7 snRNA, w komorkach, odpowiednio, HeLa FUS KO i HEK UL1 KO, wzgledem
komorek typu dzikiego. Wykonalam immunoprecypitacie¢ RNA (RIP) z uzyciem
przeciwciat anty-FUS i anty-hnRNP UL1 (rozdziat 4.5.3). Wynik eksperymentu
wskazuje, ze gdy ekspresja genu HNRNPUL1L jest wyciszona, FUS silniej wigze U7
snRNA. Podobnie, hnRNP ULI1 wigze silniej U7 snRNA w komorkach z wyciszeniem
ekspresji genu FUS (Fig. 23). Sugeruje to, ze oba biatka moga konkurowaé o wigzanie z
U7 snRNA w komorce. Jednakze nalezy pamigtac, ze zgodnie z wynikiem eksperymentu
opisanego w rozdziale 5.2.2, Fig. 18., poziom biatka FUS jest obnizony w komorkach
HEK UL1 KO, podczas gdy poziom biatka hnRNP UL1 jest podwyzszony w komoérkach
HeLa FUS KO. Zmiana zaobserwowana na figurze 23. jest wiec wypadkowa wigzania
U7 snRNA 1 réznicy w poziomie obu biatek, FUS 1 hnRNP UL1, wynikajacych z braku,
odpowiednio, hnRNP UL1 i FUS w komorkach.
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Figura 23. Oddziatywanie biatek FUS i hnRNP ULI1 z czasteczka U7 snRNA. Poziom
U7 snRNA analizowano metodag RT-qPCR po eksperymencie RIP w komoérkach HEK
UL1 KO 1 HeLa FUS KO wzgledem komorek dzikich, z uzyciem przeciwcial,
odpowiednio, anty-FUS i anty-hnRNP ULI. Stupki btgdéw przedstawiajg wartosci SD z
trzech powtorzen biologicznych. Wartosci P obliczono za pomoca testu t-Studenta, a

istotno$¢ statystyczng przedstawiono w nastepujacy sposob: **P < 0,01; ***P < 0,001.

5.2.6 Analiza ekspresji genow histonow zaleznych od replikacji

Kolejnym etapem byto sprawdzenie czy biatko hnRNP UL1 wptywa na
transkrypcje gendw histonow zaleznych od replikacji oraz czy hamuje ekspresj¢ genow
histonowych poza faza S cyklu komoérkowego.

Aby odpowiedzie¢ na to pytanie, sprawdzitam poziom ekspresji wybranych
gendw histonéw zaleznych od replikacji: HISTIH2BC, HIST2H2AC i HIST1H2BJ, w
synchronizowanych komorkach HEK UL1 KO w poréwnaniu z synchronizowanymi
komoérkami typu dzikiego, technika RT-qPCR (rozdziat 4.3.4). Pary staterow
zaprojektowano w taki sposob, aby analizowaé¢ 1 poréwnaé poziom wszystkich
transkryptow z poziomem transkryptow niewlasciwie przecigtych (wydtuzonych,
poliadenylowanych) (Raczynska 1 in., 2015). Takie podejscie pozwolito zbadaé
jednocze$nie wptyw hnRNP ULI na transkrypcje genoéw histonowych i dojrzewanie
konca 3' ich pre-mRNA. Proby normalizowano do poziomu wszystkich i przycietych
transkryptow histonu H2A.Z, ktory jest poliadenylowany i ktoérego ekspresja nie jest
regulowana w cyklu komorkowym ani nie zalezy od U7 snRNP.

Zgodnie z oczekiwaniami, w komérkach HEK WT zalezna od replikacji ekspresja
gendw histonowych wzrasta w fazie S cyklu komérkowego w poréwnaniu z fazg GI1 1

G2. W fazie S zaobserwowalam zar6wno podwyzszony poziom wszystkich transkryptow
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(Fig. 24A) jak 1 nizszy poziom niewtasciwie procesowanych, wydtuzonych transkryptow
(Fig. 24B). Natomiast, po wyciszeniu genu HNRNPUL1, réznice w transkrypcji i
dojrzewaniu konca 3' pre-mRNA pomigdzy fazami cyklu komorkowego sg bardziej
znaczgce. Ekspresja genéw histonowych rowniez wzrasta w fazie S cyklu komoérkowego,
ale ten wzrost jest silniejszy niz w komorkach HEK WT. Z kolei, poziom transkryptow
w fazie G2 byt obnizony w komoérkach HEK UL KO, podczas gdy w fazie GI1 nie
zaobserwowalam znaczgcych roznic migdzy linig WT 1 KO. W analizie niewlasciwie
procesowanych transkryptéw zaobserwowatam, ze ich poziom w komorkach HEK UL1
KO maleje w fazie S w stopniu podobnym jak w komorkach typu dzikiego; natomiast w
fazie G2 zmiana ta jest nawet wicksza, zwlaszcza w przypadku transkryptow histonu
H2BC 1 H2AC (Fig. 24B). Uzyskane wyniki wskazuja, ze podobnie jak biatko PC4
(Brzegk i in., 2018), hnRNP UL1 wptywa na zahamowanie ekspresji gendéw histondw
zaleznych od replikacji, ale tylko w fazie S cyklu komérkowego; transkrypcja tych genow
w fazie S jest wydajniejsza po wyciszeniu biatka. Nie zauwazyli$my natomiast istotnych
réznic w poziomie transkryptow w fazie G1 cyklu komérkowego, w komodrkach HEK
UL1 KO w poréwnaniu z komérkami kontrolnymi HEK WT.

Pierwotna hipoteza badawcza, ktora zaktadata, ze biatko hnRNP UL1 wraz z
biatkiem FUS oraz czastka U7 snRNP moze mie¢ wptyw na inhibicje ekspresji genow
histonowych poza faza S cyklu komoérkowego, nie zostata potwierdzona. Wedtug moich
obserwacji, w komorkach po wyciszeniu hnRNP ULI réznice w poziomie transkrypcji
genow histonow zaleznych od replikacji sg wieksze niz w przypadku komorek dzikich,
jednakze zmiana ta dotyczy tylko fazy S cyklu komorkowego. Oddziatywanie hnRNP
ULL1 z FUS w fazie G1 i G2 cyklu komérkowego moze wigc wigzaé si¢ z inng $ciezkg
molekularng, w ktorej oba biatka uczestniczg. Niemniej, aby to potwierdzi¢, potrzebne sg

kolejne badania.
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Figura 24. Analiza poziomow ekspresji genow histonowych w komorkach HEK WT i
HEK UL1 KO w fazach GI, S i G2 cyklu komodrkowego. Poréwnanie poziomow
transkryptow (A) catkowitych do (B) niewtasciwie procesowanych (poliadenylowanych)
dla genow HIST1IH2BC, HIST2H2AC i HIST1H2BJ. H2A.Z zostal uzyty jako
normalizator. Shupki bledow przedstawiaja SD z trzech powtdrzen biologicznych.
Wartosci P obliczono za pomoca testu t-Studenta, a istotnos$¢ statystyczng przedstawiono

W nastepujacy sposob: *P <0,05; **P <0,01; ***P <0,001.
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6. Dyskusja
6.1. Funkcje bialka hnRNP UL1 w jaderkach komorek ludzkich

Wyniki esperymentow opisanych w niniejszej rozprawie doktorskiej wskazaty, ze
biatko hnRNP ULI1 jest zlokalizowane w jaderkach komorek ludzkich (Fig. 3).
Wyciszenie genu HNRNPUL1 powoduje zmieniong ekspresj¢ genow rRNA, o sugeruje
role hnRNP UL1 w syntezie rRNA i ich dojrzewaniu (Fig. 7). Wykazatam, ze hnRNP
UL1 wptywa na rekrutacj¢ RNA Pol I do promotorow genéw rRNA i regiondéw 5.8S, 18S
1 47S rDNA, wskazujac tym samym na jego funkcje w transkrypcji genow rRNA w
jaderku komérkowym (Fig. 8). Ponadto, biatko hnRNP UL1 reguluje poziom prekursora
47S rRNA 1 co za tym idzie jego produktéw posrednich 308S, 26S, 21S 1 18S-E rRNA,
dziatajac jako aktywator. Zaobserwowalismy réwniez, ze hnRNP ULI oddziatuje z
biatkami rybosomowymi (Fig. 9) oraz moze zmienia¢ ekspresje wybranych genow biatek
rybosomowych, chociaz nie wptywa ani na poziom bialek rybosomowych RPS6 i RPS15
(Fig. 9B) ani na poziom polisomow (Fig. 10). To sugeruje, ze biatko hnRNP UL1 moze
by¢ zaangazowane w transport biatek rybosomowych, ale nie w biogeneze rybosomow.
Brak wspotzalezno$ci migdzy poziomem mRNA a poziomem biatek rybosomowych nie
jest zaskakujacy, biorgc pod uwagg istotng funkcje, jaka biatka rybosomowe ogrywaja
we wzroscie komorek. Wykazano, ze regulacja transkrypcyjna nie odgrywa znaczacej
roli w mechanizmie dostosowywania biosyntezy rybosoméw do specyficznych wymagan
komorek, a produkcja biatek rybosomowych jest regulowana glownie na poziomie
translacyjnym i potranslacyjnym (Caldarola i in.,2009). Dlatego zmniejszony poziom
transkryptu moze by¢ rownowazony zwiekszong translacja lub stabilnos$cig biatka.

Inng funkcja, jaka hnRNP UL1 pelni w jaderku komoérkowym, jest udziat w
naprawie uszkodzen n-DNA, podobnie do funkcji jaka biatko to petni w jadrze komorki.
Z publikacji naukowych wiemy, ze hnRNP UL1 i hnRNP UL2 wspdlnie stymuluja
resekcje konca DNA 1 promujg sygnalizacje¢ zalezng od ATR oraz naprawe¢ DSB przez
HR, wptywajac na zywotnos¢ komorek. Zaobserwowalam, ze komorki z wyciszeniem
hnRNP UL1 wykazywaty zwigkszong wrazliwo$¢ na uszkodzenia DNA, co skutkowato
zwigkszong liczbg martwych komorek. Podobne wyniki uzyskano dla komorek z
wyciszeniem Treacle 1 MREI11, ktore sg kluczowymi biatkami zaangazowanymi w n-
DDR 1 szlak naprawy HR w jaderku (Korsholm i in., 2019; Korsholm 1 in., 2020; Mooser
11in., 2020). Ponadto, zbadatam interakcje biatka hnRNP UL1 z nastepujacymi biatkami:
YH2A.X, 53BP1, RAD50, RPA32, XRCCI i Chkl, zaangazowanymi w roézne $ciezki
naprawy uszkodzen DNA (Fig. 14).
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Biatko YH2A.X to histon H2A.X w formie ufosforylowanej, ktéry jest wymagany
do zatrzymania cyklu komérkowego i naprawy uszkodzen DNA po DSB (Griesbach i in.,
2021). Wiadomo, ze n-DDR w jaderku ma cechy wspolne z DDR w jadrze komorkowym,
jest to jednak niezalezna odpowiedz na uszkodzenia rDNA. Jedng z podstawowych roznic
jest inny sktad chromatyny rDNA, gdzie histon H2A.X ma znacznie mniejsza zaj¢tos¢
nukleosomow, wige po aktywacji ATM mozna zaobserwowa¢ zmniejszong lokalizacje
fosforylowanej formy H2A.X w jaderku (Harding 1 in., 2015; Korsholm i in., 2020). I
rzeczywiscie, w moich badaniach zaobserwowatam nieliczne punkty wskazujace na
kolokalizacj¢ biatka YH2A.X z biatkiem hnRNP UL1 w jaderku, niemniej $wiadczy to o
oddziatywaniu tych dwoch biatek ze sobg i udziale w sygnalizacji uszkodzen rDNA (Fig.
11). Co ciekawe, po indukcji uszkodzen DNA za pomocg odczynnika CPT, zard6wno w
komorkach HeLa WT, jak i HeLa FUS KO, obserwowatam kolokalizacj¢ hnRNP UL1 z
histonem yH2A.X gtéwnie na obrzezach jaderek komoérkowych (Fig. 12). Swiadczy to o
tym, ze po uszkodzeniu DNA biatkko hnRNP ULI1 jest rekrutowane do czapeczek
jaderkowych, gdzie posredniczy w szlaku naprawy na §ciezce HR.

Z kolei, 53BP1 odgrywa kluczowga role w naprawie DSB poprzez promowanie
sciezki NHEJ i specyficzne przeciwdziatanie funkcji biatka BRCA1 biorgcego udziat w
naprawie na $ciezce HR (Callen i in., 2013). Nie zaobserwowatam specyficznych
oddziatywan pomig¢dzy biatkkami hnRNP UL1 i1 53BP1.

W jadrze komérkowym podczas odpowiedzi komorkowej na DSB, hnRNP UL1
wigze si¢ z NBS1, ktory jest cze$cig kompleksu MRN, zaangazowanego w naprawe DSB
na $ciezce HR zaré6wno w jadrze, jak i jaderku komoérkowym (de Jager M i in., 2021).
Podczas realizacji niniejszej pracy doktorskiej analizowatam oddziatywanie w jaderkach
komorkowych hnRNP UL1 z inng podjednostka kompleksu MRN, RAD50. Nie
zaobserwowatam jednak specyficznych interakcji pomigdzy hnRNP UL1 a RAD50 ani
we frakcji NO, ani CN. Biatko hnRNP ULI dziala przez caty okres naprawy DNA, nie
tylko przy rekrutacji MRN 1 CtIP, ale rowniez by promowac rekrutacje helikazy BLM do
miejsc uszkodzen DNA. Rekrutacja hnRNP UL1 do DSB jest zalezna od kompleksu
MRN i PARPI, by¢ moze wigc hnRNP UL1 oddziatuje z NBS1 rowniez w jaderku, co
nalezaloby potwierdzi¢ (Barral i in., 2005; Blackford 1 in., 2017; Gurunathan i in., 2015;
Hong i in., 2013; Polo i in., 2012; Sharma i in., 2015).

RPA32, znany rowniez jako RPA2, jest sktadnikiem kompleksu RPA, ktory
rozpoznaje ssDNA 1 jest jednym z gléwnych kompleksow zaangazowanych w $ciezke

naprawy uszkodzen DNA zaréwno w jadrze, jak 1 jaderku komorkowym. Kompleks RPA
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za posrednictwem biatka regulatorowego ATRIP aktywuje kinaze¢ ATR, ktora jest
glownym regulatorem $ciezki naprawy uszkodzen dwuniciowego DNA i uczestniczy w
rekrutacji czynnikow naprawy DSB: RADS1 1 RADS2. Kinaza ATR rekrutuje rowniez
biatka takie jak endonukleazy XPA 1 XPG, ktore sg zaangazowane w napraw¢ DNA
poprzez wycigcie nukleotydu (Sleeth i in., 2007). Moje wyniki wskazuja na silne
oddziatywanie biatka hnRNP UL1 z RPA32, wskazujac ponownie na udzial biatka
hnRNP UL1 w $ciezce naprawy HR. Jednak eksperyment immunofluorescencji nie
pokazal silnej kolokalizacji tych dwoch biatek w jaderku, co moze wynika¢ z
ograniczonej ilo$ci obu biatek w tym przedziale komorkowym (Fig. 15D).

Z kolei, XRCCI1 uczestniczy w naprawie uszkodzen ssDNA posredniczac w
tworzeniu kompleksow biatek DDR. Moje wyniki wskazuja na oddziatywanie biatka
hnRNP UL1 z biatkiem XRCC1 we frakcji NO, sugerujac, ze biatkko hnRNP UL1 bierze
udzial rowniez w naprawie ssDNA. Jest to pierwsze doniesienie na temat roli hnRNP
UL1 w naprawie uszkodzen ssDNA w jaderku komérkowym poprzez interakcje z
XRCC1 (Fig. 14B).

Natomiast, serynowo-treoninowa kinaza biatkkowa Chk1l jest wymagana do
zatrzymania cyklu komorkowego i aktywacji naprawy DNA po DSB. Chkl jest rowniez
aktywowana po uszkodzeniach jaderkowego DNA (Mooser i in., 2020). Oddzialywanie
biatka hnRNP UL1 z kinaza Chkl wskazuje na udziat biatka hnRNP UL1 w dalszych
etapach naprawy rDNA po DSB, poniewaz kinazy Chk1 i Chk2 moga przyczynia¢ si¢ do
wyciszania transkrypcji ponizej ATM 1 ATR.

Podsumowujac, moje wyniki wskazuja, ze hnRNP ULI1 oddziatuje we frake;ji
jaderkowej przede wszystkim z biatkami: YH2A.X, RPA32, XRCCI1 i Chkl (Fig. 141
15), sugerujac tym samym jego lokalizacje w miejscach uszkodzen rDNA 1 udzial w
réznych $ciezkach naprawczych w jaderku komoérkowym.

Ostatnio wykazano, ze w rekrutacji czynnikow DDR do miejsc uszkodzen DNA
uczestniczy biatko FUS. Ponadto, aktywacja DDR 1 formowanie kompleksow
naprawczych w jadrze wymaga zjawiska separacji faz ciecz-ciecz, LLPS (ang. liquid—
liquid phase separation), zaleznego od FUS (Levone i in., 2021). Wykazano rowniez, ze
FUS zmienia lokalizacj¢ po indukcji peknie¢ DNA przez topoizomeraze typu I (TOP1),
a takze lokalizuje si¢ w jaderkach komorkowych w odpowiedzi na inhibicje polimerazy
RNA 1l (Martinez-Macias i in., 2019). Wedlug naszych badan, biatko FUS wchodzi w
interakcje z biatkiem hnRNP UL1 w jadrze komorek ludzkich (Fig. 3C) (Raczynska i in.,

2015). Bazujgc na danych literaturowych postanowili$my sprawdzi¢, czy réwniez w
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jaderku oba biatka ze sobg oddzialujg i biorg udziat w sygnalizacji i naprawie rDNA po
uszkodzeniach wywotanych przez ETO, inhibitor topoizomerazy typu II i CPT, inhibitor
topoizomerazy typu I. Wyniki naszych eksperymentow wskazaly, ze oba bialtka
oddziatujg ze sobg rowniez w jaderku komérkowym (Fig. 3), jednak wyciszenie biatka
FUS nie miato znaczacego wptywu na lokalizacj¢ hnRNP UL1 w jaderkach (Fig. 12).
Lokalizacje¢ biatka hnRNP UL1 w jaderku obserwowali$my zaréwno w linii komorkowe;j
HeLa WT jak i HeLa FUS KO, co wiecej, po uszkodzeniach rDNA wywotanych przez
CPT, w obu typach komoérek biatko hnRNP ULI1 lokalizowato si¢ silnie na obrzezach
jaderek, sugerujac rekrutacj¢ tego biatka do czapeczek jaderkowych i udziat w $ciezce
naprawy HR uszkodzonego rDNA.

Podsumowujac, wyniki moich badan sugeruja dwie funkcje biatka hnRNP UL1 w
jaderkach komorek ludzkich: jako aktywatora transkrypcji genow rRNA oraz czynnika
zaangazowanego w naprawe uszkodzen jaderkowego DNA, zaréwno jednoniciowych jak
i dwuniciowych pgknig¢ DNA, w tym w S$ciezke naprawy HR. Szczegoéty tych

mechanizmdow pozostaja jednak wciaz niejasne 1 wymagaja kolejnych badan.

6.2. Rola bialka hnRNP UL1 w inhibicji ekspresji genow histonowych

Jedna z funkcji biatka hnRNP ULI, oprocz funkcji regulatora transkrypcji i
udzialu w odpowiedzi komoérkowej na uszkodzenia DNA, jest inhibicja zaleznej od
replikacji ekspresji genow histonowych w kompleksie z U7 snRNP, w warunkach
zatrzymania cyklu komérkowego (Ideue 1 in., 2012). Na poczatku mojej pracy doktorskiej
rozpoczetam projekt badawczy, ktorego celem bylo wykazanie udziatu kompleksu U7
snRNP/hnRNP UL1 w inhibicji ekspresji genow histonowych poza fazag S cyklu
komorkowego. Kompleks U7 snRNP petni kluczowa role w fazie S cyklu komoérkowego
podczas dojrzewania kofica 3’ transkryptéw histondw rdzeniowych.

Wczesniejsze badania grupy Laboratorium Dojrzewania RNA oraz doniesienia
literaturowe (Godfrey i in., 2009; Raczynska 1 in., 2015) wykazaty, ze zarowno biatka
kompleksu U7 snRNP jak i U7 snRNA, ulegaja stabilnej ekspresji podczas trwania catego
cyklu komérkowego, co moze $wiadczy¢ o roli tego kompleksu rowniez poza faza S
cyklu. Zaktadalismy wiec, ze U7 snRNP moze przetacza¢ swoje funkcje z aktywatora na
represora i wraz z biatkiem hnRNP UL1 w fazie G1 1 G2 cyklu komdrkowego pehic role
inhibitora ekspresji genow histonowych.

Wiadomo roéwniez, ze biatko FUS wiaze hnRNP UL1 w fazie G1 1 G2 cyklu

komoérkowego (Raczynska et al., 2015). PostawiliSmy zatem hipotez¢ badawcza, ktéra
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zaktadata, ze U7 snRNP wraz z biatkami hnRNP UL1 1 FUS dziata jako represor ekspresji
genoéw histonowych poza fazg S cyklu komorkowego. Co ciekawe, obnizony poziom
biatka FUS w liniach HEK ULI KO sugeruje, ze bialko hnRNP ULI moze by¢
aktywatorem ekspresji/poziomu biatka FUS. Natomiast, poziom biatka hnRNP UL1 w
liniach HeLa FUS KO jest podwyzszony, co sugeruje, ze biatko FUS moze by¢
negatywnym regulatorem ekspresji/poziomu biatka hnRNP ULI1 (Fig. 18). Z kolei,
poziom transkryptu U7 snRNA w liniach HEK UL1 KO nie zmienil si¢ statystycznie
istotnie, co wskazuje, ze biatko hnRNP UL1 nie ma wptywu na poziom U7 snRNA.

W pierwszej czgsci moich badan potwierdzitam, ze zgodnie z nasza hipoteza
badawcza, biatka FUS i hnRNP ULI1 oddziatujg ze sobg najsilniej poza faza S cyklu
komorkowego, gtéwnie w fazie G1 cyklu komorkowego. Analize wzajemnych interakcji
przeprowadziliémy technikg PLA w komorkach HeLa synchronizowanych do fazy G1, S
i G2 (Fig. 19). Nastepnie, w eksperymencie IP wykazatam, ze to C-koncowa domena
biatka FUS jest niezbedna do odzialywania z hnRNP ULI (Fig. 20).

W kolejnym etapie chciatam okresli¢, jak przeciwstawne funkcje hnRNP UL1 sa
przelaczane zaleznie od fazy cyklu komodrkowego. Dlatego sprawdzilam poziom
potranslacyjnej modyfikacji biatka hnRNP ULI1, fosforylacji, w réznych fazach -
zmiennie modyfikowane aminokwasy to potencjalne miejsca odpowiedzialne za
zréznicowane oddzialywania. W tym celu uzylam odczynnik Phos-taq, ktory umozliwit
rozdzielenie w zelu biatkowym form biatka w pelni fosforylowanych od
defosforylowanych (Fig. 21). Wykazatam, ze poziom formy
fosforylowanej/defosforylowanej biatka hnRNP ULI zmienia si¢ w zaleznos$ci od fazy
cyklu komoérkowego, 1 ze prawdopodobnie hnRNP UL1 w formie fosforylowane;j
oddziatuje z FUS. Z kolei, w eksperymencie IP po przejsciowej transfekcji plazmidem
kodujacym biatko hnRNP UL1 z mutacjami w sekwencji RGG/RG wykazalam, zZe
metylacje argininy nie majg wptywu na oddziatywanie z FUS (Fig. 22).

W nastepnym etapie podjetam probe okreslenia czy FUS 1 hnRNP UL1 reguluja
wzajemne oddzialywania z U7 snRNP. Aby odpowiedzie¢ na to pytanie, zaplanowatam
eksperyment immunoprecypitacji RNA (RIP) w komorkach HeLa FUS KO oraz HEK
UL1 KO. Wynik eksperymentu pokazat, ze zarowno FUS jak 1 hnRNP ULI silniej wigza
U7 snRNA przy braku drugiego biatka, sugerujac, ze oba biatka konkuruja o dostepnos¢
do U7 snRNA (Fig. 23).

Ponadto, sprawdzitam wptyw wyciszenia biatka hnRNP UL1 na ekspresj¢ gendw

histonowych w roznych fazach cyklu komoérkowego. Zgodnie z oczekiwaniami, w
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komorkach typu dzikiego ekspresja genéw histonow zaleznych od replikacji wzrasta w
fazie S cyklu komoérkowego (Fig. 24A). W fazie tej, w poréwnaniu z fazami G1 i G2,
zaobserwowatam zarowno podwyzszony poziom catkowitych transkryptow (zwigkszona
transkrypcja) jak i obnizony poziom niewtasciwie procesowanych (poliadenylowanych)
transkryptow (wyzsza wydajnos$¢ dojrzewania konca 3’). Jednak po wyciszeniu hnRNP
ULLI (komorki UL1 KO), réznice w transkrypcji i wydajnosci dojrzewania konca 3’ w
fazie S cyklu komorkowego sa wigksze. Moze to wskazywac, ze biatko hnRNP UL1
odgrywa role represora ekspresji genow histonowych zaleznych od replikacji tylko w
fazie S cyklu komérkowego. Natomiast w fazach G1 i G2 cyklu komorkowego, biatko

hnRNP UL1 nie wptywa na inhibicje¢ ekspresji tych genow.
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7. Podsumowanie
Bialko hnRNP UL zostalo zlokalizowane w jaderkach komoérek ludzkich;
biatko hnRNP UL1 stymuluje transkrypcje genow rRNA,
komorki HEK UL1 KO sg bardziej wrazliwe na uszkodzenia DNA;
biatko hnRNP ULI oddziatuje z biatkami lokalizacji i naprawy uszkodzen
DNA: yH2A.X, RPA32, XRCC1 i Chkl w jaderkach komorek ludzkich,
co sugeruje jego udzial w naprawie uszkodzen rDNA,
biatka FUS 1 hnRNP UL1 oddziatuja ze sobg najsilniej poza fazg S cyklu
komoérkowego;
po wyciszeniu hnRNP UL1 poziom biatka FUS maleje, natomiast poziom
U7 snRNA pozostaje bez zmian. Z kolei, poziom hnRNP UL1 wzrasta po
wyciszeniu biatka FUS.
zarowno FUS jak 1 hnRNP UL1 silniej wigzag U7 snRNA przy braku
drugiego biatka, wskazujac, ze oba biatka moga konkurowa¢ o dostepnosé
do U7 snRNA,;
poziom form fosforylowanej/defosforylowanej biatka hnRNP ULI
zmienia si¢ w zalezno$ci od fazy cyklu komorkowego 1 moze mie¢ wpltyw
na zmienne oddziatywanie z biatkiem FUS, takiego wpltywu nie maja
metylacje argininy w biatku hnRNP UL1;
biatko hnRNP UL1 nie hamuje ekspresji genow histonowych w fazie G1
czy G2 cyklu komoérkowego, wydaje si¢ jednak by¢ inhibitorem ekspresji

tych genow w fazie S.
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