Uniwersytet Mikotaja Kopernika
Wydzial Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych

Magda Rudzka

ROZPRAWA DOKTORSKA
Potranskrypcyjna regulacja ekspresji

genow zwiqzana z retencjq transkryptow
na terenie jgdra komorkowego

Praca doktorska wykonana
W Zaktadzie Biologii Komorki
Katedry Biologii Komoérkowej i Molekularne;j

Promotor pracy: dr hab. Dariusz Jan Smolifiski, prof. UMK

Promotor pomocniczy: dr Agnieszka Kotowerzo-Lubnau

Torun 2020






PODZIEKOWANIA

Sktadam serdeczne podzigRowania

Promotorowi niniejszej rozprawy dr hab. Dariuszowi Janowi Smoliriskiemu za opiekg merytoryczng, cenne

wskazowki, poswiecony czas, wyrozumiatoSc i cierpliwosc.

Promotorowi pomocniczemu dr Agnieszce Kotowerzo-Lubnau za pomoc przy wyRonywaniu niniejszej

pracy, wsparcie i oRazang Zyczliwosc.

Pracownikom Zakfadu Biologii Komdrki za mitq atmosfere pracy oraz serdecznost.

Rodzinie, Przyjaciotom, oraz Kolezankom i Kolegom doktorantom Wydziatu Nauk Biologicznych i

Weterynaryjuych za nieocenione wsparcie i wspaniatq atmosfere.



FINANSOWANIE
Niniejsza praca powstata przy finansowym udziale:

1. Narodowego Centrum Nauki (grant Preludium 10 2015/19/N/NZ3/02410, przyznany dla
autora rozprawy; grant Sonata 11 2016/21/D/NZ3/00369, wykonawstwo autora rozprawy).

2. Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska (granty badawcze UMK dla mtodych
naukowcOw oraz uczestnikow studiow doktoranckich, przyznany dla autora rozprawy w
latach 2014, 2015, 2016).



PUBLIKACJE
W trakcie realizacji studiow doktoranckich opublikowano nastepujace prace:

Hyjek M, Wojciechowska N, Rudzka M, Kotowerzo-Lubnau A, Smolinski DJ (2015) Spatial
regulation of cytoplasmic snRNP assembly at the cellular level. J Exp Bot. 2015 Dec; 66(22):
7019-30



Spis tresci

Strona
WyKaz SKIOtOW ... 9
L. SEIESZCZENIE ..ottt 14

2.1. Ekspresja genow kodujacych biatka ... 18
2.1.1. Mechanizm transkrypcji genéw kodujacych biatka ....................... 18
2.1.1.1. Polimeraza ITRNA .. ..o i 19

2.1.1.2. Inicjacja transkrypeji ....ooeeeiiniiiii i 21

2.1.1.3. Elongacja transkrypeji .....oeveenriinieiiiiiiiiiieiieiieiannnns 23

2.1.1.4. Dotaczanie czapeczki do konca 5’ pre -mRNA ................ 24

2.1.1.5. Mechanizm splicingu ..........ccoieiiiiiiiiiiiiiiiiiieieea, 26

2.1.1.6. Poliadenylacja 3’ pre-mRNA ...t 34

2.1.1.7. Terminacja transSKrypeji «..ooveereenreineeniinieaeeiienneeeannnnn 35

2.1.2. Eksport mRNP z jadra komérkowego do cytoplazmy .................... 36

2.2. Gloéwne procesy zwigzane z regulacjg ekspresji genow w komorkach
CUKATTIOtYCZNYCR. ...ttt s 41
2.2.1. Regulacja ekspresji gendéw poprzez opoznienie eksportu do
cytoplazmy- retencja na terenie jadra komorkowego ..........ccceeeeene. 42
2.2.2. Regulacja ekspresji genow na terenie cytoplazmy .....................ee. 46

2.3. Mikrosporocyty modrzewia europejskiego podczas diplotenu profazy |

00110772 2 PP 50

3. GBI PrACY oo 53
4, Materialy ... ..o 55
4.1. Material badaWcCzZy .......ooviuiiiii i, 55

4.2, OlgonuKICOtYAY ....uvinniii i 56
4.3. Przeciwceiala ..o 59
4.4, OdezynniKi ...o.ooeiii i 60

4.5. Roztwory, bufory i mieszaniny ..............ooeeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieannannnn, 62



D MBEOAY .ottt 64

5.1. Analizy MiKroSKOPOWE .....ouuiieiiiiiti it 64
5.1.1. Przygotowanie materiatu do obserwacji mikroskopowych .............. 64
5.1.2. Lokalizacje biatek i RNA ..........coiiiiiiiiii e, 0D
5.1.3. MIKIOSKOPIA ..oviitiiti et 68
514, Analizaobrazu ..........ccooiiiiii 69

5.2. Odwrotna transkrypcja i PCR w czasie rzeczywistym do zmierzenia
poziomu ekspresji genow kodujacych biatka Sm.......................... 69
5.3. Analizy kwasow nukleinowych ... 73
5.3.1. lzolacja RNA do analizy transkryptomu w cyklu syntezy,
gromadzenia i transportu poli(A) RNA ..., 73
5.3.2. Frakcjonowanie i izolacja RNA do analiz transkryptomu
CytoplazmatyCznego ........ooueiuiiiii e 74

5.3.3. Analiza ilosciowa i jako$ciowa kwasé6w nukleinowych ................. 76

5.3.4. Przygotowanie bibliotek cDNA do sekwencjonowania .................. 76

5.3.5. Sekwencjonowanie i analiza bioinformatyczna ........................... 79

B, WWYNIKI .o 80

6.1. Poli(A) RNA ulega retencji na terenie jadra komorkowego .................... 80
6.2. Wzor ekspresji gendéw podczas cyklu syntezy, gromadzenia i transportu

POLICA) RN A 84

6.3. mRNA wykazuja rozny czas retencji na terenie jadra komorkowego......... 90

6.4. Retencja mRNA na terenie jadra komorkowego nie prowadzi do jego

0 [=To - To o] | PP 112

6.5. mRNA ulegaja retencji jako pre-MRNA ... 117
6.6. Pre-mRNA ulegaja retencji, az do trzeciego stadium cyklu ..................... 120

T DYSKUSIA et 126
7.1. Retencja poli(A) RNA na terenie jadra komérkowego .......................... 126

7.2. CykKl syntezy, gromadzenia i transportu poli (A) RNA ... 127

7.3. Jadrowa retencja mRNA reguluje tempo eksportu i czas translacji ............ 130



7.4. mRNA ulegaja retencji w réznym stopniu dojrzatosci ...................oeenie. 131

7.5. Domeny jadrowe zaangazowane w retencje mRNA ............ccccconiieninnnnn. 137

7.6. Retencyjne mRNA ulegajg translacji po eksporcie do cytoplazmy............ 140

7.7 PerSPCKEYWY .ttt e 141

8. POOSUMOWAENIE ... .uiuiiitiiii e 143
WyKkaz rycin 1 tabel. ... ..o e 145
1351 111 2 O 147

N 00) (318157 111 2 161



WYKAZ SKROTOW

AGO ARGONAUTE

(SRP)RNA  czasteczki rozpoznajace sygnat

acBSA acetylowana albumina wolowa

ACT aktyna

Aly Transcriptional coactivator

AS alternatywny splicing

ATP adenozyno-5'-trifosforan

BP punkt rozgat¢zienia intronu

BrdU 5-Bromo-2'-deoxyuridine

BRE element rozpoznajacy czynnik
TFIIB

BSA albumina wotowa

BTA podstawowy kompleks
transkrypcyjny

CB ciatlo Cajala

CBC kompleks wiazacy czapeczke

CDK cyklino-zalezna kinaza

cDNA complementary DNA

CE enzymy czapeczkujace

CELL2 celulaza

CF czynnik cigcia

CHO-A
ChREBP
c-jun
Clk
c-myc

CPSF

CRM1
crsl

CTD

CTK1
CTN-RNA
DBP5

DEPC
Dl
DIG
DNJ
DPE
DSIF

dsRNA

Cholesterol oxidase precursor

Carbohydrate-responsive
element-binding protein
transcriptional factor

cdc2-like kinase
transcriptional factor

czynnik specyficznos$ci cigcia i
poliadenylacji

eksportyna 1
meiotic-specific cyclin

C-koncowa domena podjednostki
1 polimarazy 1l RNA

non-receptor tyrosine kinase

cationic amino acid transporter 2
RNA
ATP-dependent RNA helicase

Diethyl pyrocarbonate
zatrzymany intron
digoksygenina

DNaJ domain protein

element promotora

DRB Sensitivity Inducing Factor

dwuniciowy RNA



DTT

DXO

EDTA

EEC
eFla
EF1Al
elF

ER
Fcpl

FG

FISH

Gemin
GLE
GMP
GO

GTF

GTP

Hela

hnRNP

ditiotreitol

family proteins are
“deNADding” enzymes that
remove the NAD™ cap from an
MRNA

kwas
etylenodiaminotetraoctowy
wczesny kompleks elongacyjny

czynnik elongacji translacji 1a
czynnik elongacyjny lalfa 1
czynnik incijacji translacji

retikulum endoplazmatyczne
fosfataza Fcpl

powtorzenia fenyloalanino-
glicynowe

fluorescencyjna hybrydyzacja
in situ

SMN-associated proteins
nukleoporyna GLE

guaninio monofosfataza

Gene Ontology

gtéwne czynniki transkrypcyjne

guanino trifosfataza

linia komorek ludzkich raka
szyjki macicy

Heterogeneous nuclear
ribonucleoproteins

Inr

InsPg

LHCP
LSm
LT-a
MAD

mCAT2
mESC

Mex67

miRNA

Mipl
NAD7
NcRNA
NELF

NIrp6

NLS

NMD

NO

element inicjatorowy

inozytol heksakifosforan

retencyjny intron

chlorophyll a-b binding protein
Sm-like

limfotoksyny-a

mouse anti-DIG IgG

mysi kationowy transporter
aminokwasow 2

mysie embrionalne komorki
macierzyste

mMRNA export factor 67

micro RNA

Nuclear Pore-associated Protein
NADH dehydrogenase subunit 7
niekodujace RNA

negative elongation factor

NOD-like receptor family pyrin
domain containing 6

sygnat lokalizacji jadrowej

Nonsense-mediated mRNA decay

szlak syntezy tlenku azotu

10



NPC

NRS
NS

NTC
NUDCD2
Nup

NXFL/NXT1
ORF

PABC

PABP
Paip
PAP

PBS

PCR

PEP

PERA40
PFA

PHAX

PIC

PIPES

kompleks porow jadrowych

sygnat retencji jadrowej
speckles

no template control
domain-containing protein 2
nukleoporyny

heterodimeryczne czynniki
eksportu
otwarta ramka odczytu

a-helikalna domena wigzaca

peptyd

biatko wigzace poli(A) RNA
biatko oddzialujace z PABP
polimeraza poli(A)
buforowana fosforanem so6l
fizjologiczna

reakcja fancuchowa polimerazy

plastid-encoded plastid RNA
polymerase

peroksydaza
paraformaldehyd

phosphorylated adaptor for
RNA export
kompleks reinicjacyjny

piperazine-N, N'-bis(2-
ethanesulfonic acid) buffer

Pol Il RNA

Pol I RNA A
Pol IRNA O

poli(A) RNA
pre-mRNA
Pro

Prp2p
PTBP1

PTC

pz
gPCR

RBP

reml

RIN

RISC

RNMT
RPB (1-12)

RRM

rRNA

RS

polimeraza Il RNA

hipoufosforylowana polimeraza
I RNA

hiperufosforylowana polimeraza
I RNA

poliadenylowane RNA

prekursorowe RNA
prolina

DEAH-box protein

biatko wigzace trakt
poliprymidynowy

kodon wczesnej terminacji
transkrypcji

pary zasad

ilosciowa reakcja tancuchowa
polimerazy
biatko wigzagce RNA

meiotic-specific cyclin

wskaznik integralosci RNA

RNA-induced silencing complex

metylotransferaza guaninowa
podjednostka polimerazy Il RNA
motyw rozpoznajacy RNA
rybosomalny RNA

domena bogata w argining 1
seryne

11



RS6
RT
Rtr 1

RUST

SAGA

scaRNA

SDH

SEM
Ser
siRNA

Sm

SMN

SNAP

SnoRNP

SNRNP

SPN1

SR

SRSF10

40S ribosomal protein S6
odwrotna transkrypcja
regulator transkrypcji 1
nieproduktywny splicing i

translacja

Spt-Ada-Gen5b-Acetyl
transferase transcriptional co-
activator complex

small Cajal body RNA

dehydrogenaza bursztynianowa

btad standardowy srednie;j
seryna
small interfering RNA

smith antigen
survival of motor neuron

biatkowy kompleks inicjujacy
SnRNA

small nucleolar
ribonucleoprotein

small nucleolar
ribonucleoprotein
snurportyna 1

biatko bogate w seryng i
argining

Serine And Arginine Rich
Splicing Factor10

SSA
SSC
Ssu72

Sub2

Susl

TAF

TAP

TBA
TBP
TEF

TFII
TGS

THO

Thr

TMG

TSS

Tyr

TREX

spliceostatyna A
saline-sodium citrate buffer
fosfataza Ssu72

protein suppresses
heterochromatic silencing at
telomere

mRNA export factor

TATA-binding protein associated
factor

Transporter associated with
antigen processing

protein complex

tubulina

biatko wigzace kasete TATA
czynnik elongacji transkrypcji

czynnik transkrypcyjny
polimerazy Il RNA
enzym syntetazy
trimetyloguanozynowej
kompleks wydtuzania
transkrypcji

treonina

czapeczka trimetyloguanozynowa

miejsce startu transkrypcji

tyrozyna

transkrypcyjny kompleks
eksportu mRNA

12



tRNA

U2AF

UAP56

transportowe RNA
U2 auxiliary factor

DEAD box protein

UTR

Yral

untranslated region

Yeast RNA Annealing protein

13



1. STRESZCZENIE

Problem badawczy: Ekspresja genow kodujacych biatka w komorkach eukariotycznych jest
procesem S$ci$le kontrolowanym na kazdym z etapow, poczgwszy od zmian w strukturze
chromatyny i interakcji miedzy sekwencjami typu cis-DNA, a dzialaniem czynnikow trans,
ktére s wymagane do aktywacji lub wyciszenia genow. Oprocz konstytutywnej ekspresji
genow, transkrypcja okreslonych genow moze by¢ indukowana w odpowiedzi na etap cyklu
komoérkowego, jak réwniez na bodzce, w tym stres, czy indukcj¢ hormonalng. Regulacja
ekspresji genow moze wystapi¢ juz podczas trwania procesu transkrypcji, a takze procesow
kotranskrypcyjnych, takich jak: 5’ czapeczkowanie, splicing, czy poliadenylacja.

Badania przeprowadzone w ostatnich latach dotycza rowniez waznej roli regulacji procesu
ekspresji w okresie potranskrypcyjnym, zwigzanej z takimi procesami jak transport czy
degradacja pre-mRNA i mRNA. Jednym z nowo odkrytych proceséw regulacji
potranskrypcyjnej jest retencja mRNA na terenie jadra komoérkowego. Retencja mRNA
koordynuje tempo eksportu mRNA na teren cytoplazmy w zaleznosci od obecnego stanu
metabolicznego 1 zapotrzebowania komorki. Retencji mogg ulega¢ zarowno w petni dojrzate
MRNA, jak i pre-mRNA z zachowang sekwencjg intronowa do czasu, az splicing zostanie w
petni ukonczony. Wydaje si¢, ze mechanizm kontroli tempa translacji, poprzez zatrzymanie
mRNA na terenie jadra, jest kluczowy w komorkach charakteryzujacych si¢ pulsacyjna
aktywnoscia transkrypcyjna. Taka koordynacja pozwala na translacje biatek, zgodnie z
biezacym zapotrzebowaniem komorki, pomimo obnizenia jej aktywnosci transkrypcyjne;j.
Dotychczasowe badania nie wskazuja jednak jaki mechanizm odpowiedzialny jest za retencje

transkryptow u roslin nasiennych.

Cel pracy: Celem niniejszej pracy byto zbadanie procesu retencji mRNA na terenie jadra
komorkowego podczas profazy pierwszego podziatu mejotycznego w mikrosporocytach
modrzewia. Jest to nowy mato poznany mechanizm potranskrypcyjnej regulacji ekspresji
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genow, ktory moze zwigzany by¢ z: (1) przygotowaniem komorki do szybkiego uruchomienia
wzmozone] aktywnosci metabolicznej, (2) czasowym wyciszeniem genomu, podczas ktorego
niezbedna jest translacja okreslonych transkryptéw kodujacych biatka metabolizmu
podstawowego, ktore ulegaja ckspresji we wczesniejszym  okresie aktywnosci

transkrypcyjnej.

Wyniki: Wykazano, iz w mikrosporocytach modrzewia europejskiego dochodzi do regulacji
ekspresji genow, poprzez zatrzymanie na terenie jadra komorkowego MRNA, ktore
prawdopodobnie niezbedne jest podczas kolejnych etapéw rozwoju mikrosporocytow.
Zidentyfikowano transkrypty, ktére eksportowane sa na teren cytoplazmy i potencjalnie
ulegaja translacji. Analiza mikroskopowa wykazata, ze mMRNA wykazuja rézny czas retencji
na terenie jadra komoérkowego. Wykazano, ze niektore z transkryptow gromadzone byty w
ciatach jadrowych, takich jak ciata Cajala, czy jaderko. Okazato si¢, iz mRNA, ktére
najdtuze] ulegajg retencji na terenie jadra komorkowego przechowywane sg w formie
niedojrzatej, z zachowang sekwencja intronowa. Na podstawie otrzymanych wynikow wraz z
dostepnymi doniesieniami literaturowymi zaproponowano, iz retencja na terenie
nukleoplazmy oraz domen jadrowych mRNA oraz pre-mRNA z zachowang sekwencja
intronowa Stanowi nowy mechanizm potranskrypcyjnej regulacji ekspresji gendw W

komorkach roslin nasiennych o pulsacyjnej aktywnosci transkrypcyjne;j.
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Research problem: Expression of genes encoding proteins in eukaryotic cells is a process
strictly controlled at each of the stages, ranging from changes in the structure of chromatin
and the interaction between cis-DNA type sequences and the action of trans factors that are
required to activate or silence genes. In addition to constitutive gene expression, transcription
of specific genes can be induced in response to the cell cycle stage as well as to stimuli,
including stress or hormonal induction. The regulation of gene expression may occur already
during the transcription process, as well as cotranscription processes such as 5’-capping,
splicing or polyadenylation.

Research conducted in recent years also relates to the important role of regulating the
expression process in the post-transcriptional period, associated with such processes as
transport or pre-mRNA and mRNA degradation. One of the newly discovered post-
transcriptional regulation processes is mMRNA retention in the cell nucleus. The retention of
MRNA coordinates the rate of mRNA export to the cytoplasm depending on the current
metabolic state and cell demand. Both fully mature mRNA and pre-mRNA with retained
intron sequence can be retained until splicing is fully completed. The mechanism for
controlling the rate of translation, by retaining mRNA in the nucleus, appears to be key in
cells characterized by pulsed transcriptional activity. Such coordination allows for the
translation of proteins following the current demand of the cell, despite the decrease in its
transcriptional activity. However, to-date research does not indicate which mechanism is

responsible for transcript retention in seed plants.

Aim of the study: This study aimed to investigate the mRNA retention process in the cell
nucleus during the first meiotic division prophase in larch microsporocytes. This is a new
little-known mechanism of post-transcriptional regulation of gene expression, which may be
associated with: (1) preparation of the cell for rapid activation of increased metabolic activity,

(2) temporary silencing of the genome, during which it is necessary to translate certain
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transcripts encoding the basic metabolism proteins that undergo expression before

transcriptional activity.

Results: It has been shown that in European larch microsporocytes, gene expression is
regulated by retaining mRNA in the cell nucleus, which is probably necessary during the
subsequent stages of microsporocyte development. Certain transcripts have been identified
that are exported to the cytoplasm and potentially translated. Microscopic analysis showed
that mRNAs exhibit different retention times within the nucleus. It has been shown that some
of the transcripts were accumulated in nuclear bodies, such as Cajal bodies or nucleolus. It
occurred that the mRNAs which retain the longest in the nucleus are stored in an immature
form, with the retained introns. Based on the results obtained, together with the available
literature, it was proposed that retention in the nucleoplasm and nuclear domains of mMRNA
and pre-mRNA with the retained introns is a new mechanism of post-transcriptional

regulation of gene expression in seed plants cells with pulsatile transcriptional activity.
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2. WSTEP

2.1. Ekspresja genow kodujacych bialka

Ekspresja genéw kodujacych biatka w komodrkach eukariotycznych jest ztozonym procesem,
sktadajacym si¢ z wielu etapow. Pierwszym z nich jest transkrypcja przy udziale polimerazy
Il RNA. Podczas jej trwania, nowopowstate pre-mRNA sg poddawane procesom dojrzewania:
5" czapeczkowaniu, splicingowi i 3° poliadenylacji. Nastepnie transkrypty oddysocjowuja od
miejsca transkrypcji, transportowane sg na teren cytoplazmy i ulegajg translacji. Kazdy z
etapow ekspresji genow podlega regulacji koordynowanej przez szereg S$cisle okreslonych
biatek (Peck i wsp. 2019). Na kazdym z etapow ekspresji mozliwa jest jej regulacja, od ktorej

zalezy czy 1 kiedy dojdzie do powstania funkcjonalnego bialka.

2.1.1. Mechanizm transkrypcji genéw kodujacych bialka

Sam przebieg procesu transkrypcji podobnie jak wszystkie etapy przetwarzania mRNA
wymaga szeregu biatek, ktore zapobiegaja tworzeniu si¢ ko-transkrypcyjnych hybryd
RNA:DNA. Wptywaja one na elongacje transkrypcji, a takze kontroluja jakos¢ mRNA w
powstajacych kompleksach mRNP (Hieronymus 1 Silver 2004).

Jeszcze przed rozpoczeciem procesu transkrypcji, dochodzi do regulacji ekspresji genow
poprzez modyfikacje w samej strukturze chromatyny. Zmiany w strukturze chromatyny i
interakcjach pomiedzy sekwencjami Cis-DNA, a dziataniem czynnikéw trans sg wymagane
do aktywacji lub wyciszenia gendéw (Struhl 1996, Schaefke i wsp. 2018). Oprocz
konstytutywnej regulacji ekspresji genéw, wplyw na transkrypcj¢ okreslonych genéw moze
mie¢ takze etap cyklu komorkowego, a takze stres komorkowy, czy indukcja hormonalna.
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Synteze mMRNA przeprowadza wielopodjednostkowy enzym polimeraza 1l RNA wraz z
zestawem ogolnych czynnikéw transkrypcyjnych (GTFs) (Hahn 2004). Czynniki te biorg
udziat w rozpoznawaniu sekwencji promotorowych, rekrutacji polimerazy, interakcji z
czynnikami regulujacymi, rozwijaniu podwdjnej nici DNA oraz rozpoznawaniu miejsca startu
transkrypcji (TSS) (Griinberg i Hahn 2013). Proces transkrypcji sktada si¢ z trzech etapow:

inicjacji, elongacji oraz terminacji.

2.1.1.1. Polimeraza Il RNA

W komorkach eukariotycznych transkrypcje genow kodujacych biatka, a takze wigkszosci
niskoczasteczkowych RNA przeprowadza polimeraza 11 RNA (Pol 1l RNA). Enzym ten jest
wysoce konserwowanym ewolucyjnie 1 zlozonym kompleksem biatkowym. Sktada si¢ z
dwoch duzych podjednostek (RPBI1 i RPB2) i dziesieciu mniejszych (RPB3-RPB12) (Xie i
Pombo 2006). Najwicksza podjednostka (RPB1) zawiera unikalng domene¢ C-koncowa (CTD)
ztozong z tandemowo utozonych sekwencji heptapeptydu Tyrl-Ser2-Pro3-Thr4-Ser5-Pro6-
Ser7 (YSPTSPS), ktore moga ulega¢ fosforylacji oraz defosforylacji. Powtdrzenia te sg
konserwowane ewolucyjnie, jednak ich liczba jest rézna u poszczegdlnych gatunkow.
Polimeraza II RNA w komorkach drozdzy zawiera 26-29 powtorzen, u muszki owocowe;]
(Drosophila melanogaster) 42 powtorzenia, u Arabidopsis thaliana 34 powtodrzenia,
natomiast u ssakow 52 (Hsin i Manley 2012, Yang i wsp. 2014). Stopien fosforylacji domeny
CTD jest skorelowany z aktywnoscig transkrypcyjna (Bentley 2002, Zorio 1 Bentley 2004), a
jej usuniecie powoduje zmniejszenie ogoélnego poziomu transkrypcji (Zorio i Bentley 2004).

Wzor modyfikacji domeny CTD podczas procesu transkrypcji jest bardzo dynamiczny i
wymaga aktywno$ci szeregu fosfataz oraz kinaz. Jedng z kinaz uczestniczacych w
foforylowaniu domeny CTD jest kinaza CDKY7, ktora jest podjednostka kompleksu kinaz
zwigzanych z czynnikiem transkrypcyjnym TFIIH. Czynnik ten jest niezbg¢dny podczas
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aktywacji polimerazy Il RNA. Podczas inicjacji transkrypcji kinaza CDK7 fosforyluje Ser5 i
Ser7 (Ryc.1). Nastepnie, podczas elongacji kinaza CDK9 fosforyluje Ser2 i prawdopodobnie
Thr4, podczas gdy grupy fosforanowe na Ser5-P i Ser7-P sg stopniowo usuwane przez
fosfatazy (Rtrl 1 Ssu 72) (Ryc.l). Podczas dalszych etapow elongacji kinaza CDKI12
prawdopodobnie rowniez fosforyluje Ser2. Podczas terminacji transkrypcji fosfataza Fcpl
defosforyluje Ser2-P, oraz prawdopodobnie Thr4-P, dzigki czemu Pol II RNA, moze by¢

wykorzystana w kolejnej rundzie transkrypcyjnej (Ryc.1) (Hsin i Manley 2012).

Inicjacja=> Elongacja > Terminacja

2 4
P
£p§ SPg -"{i 2pd ll’/@sp F P
é\o m7G./ f AAA(A),

Ryc. 1 Modyfikacje domeny CTD podczas cyklu transkrypcyjnego. Za (Hsin i Mantley 2012),

zmienione.

Domena CTD polimerazy 1l RNA jest kluczowym elementem kontrolujacym powstawanie
prawidtowej czasteczki mRNA, gdyz zapewnia ona ,rusztowanie” dla czynnikow
zaangazowanych we wszystkie etapy procesu transkrypcji i dojrzewania (Stiller 1 Hall 2002).
Unikalna struktura CTD, ktéra zawiera liczne powtdrzenia heptapeptydu, zapewnia

mozliwo$¢ regulacji poprzez fosforylacje i konformacyjng izomeryzacje. Pozwala to nie tylko
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modulowaé aktywnos$¢ polimerazy, ale takze rekrutowaé rozne kompleksy wielobiatkowe
zaangazowane w biosynteze mRNA w okreslonych punktach cyklu transkrypcji (Belostotsky
1 Rose 2005). Domena CTD dziata jak platforma do interakcji z réznymi czynnikami
biosyntezy RNA (Greenleaf 1993), aby zlokalizowa¢ je w poblizu transkrybowanego RNA
oraz posredniczy¢ pomigdzy polimerazg II RNA. Powtdérzenia heptapeptydu sg substratami
dla kilku kinaz i fosfataz, ktére modyfikuja reszty seryny podczas transkrypcji do interakcji z

czynnikami transkrypcyjnymi na réznych jej etapach (Zorio i Bentley 2004).

2.1.1.2. Inicjacja transkrypcji

Proces inicjacji transkrypcji jest $cisle kontrolowany i rozpoczyna si¢ montazem kompleksu
preinicjacyjnego, ktérego zadaniem jest rozpoznanie promotora i rekrutacja oraz aktywacja
polimerazy 1l RNA. Promotory genow kodujacych biatka, zawieraja kombinacje
specyficznych sekwencji DNA, rozpoznawanych przez czynniki transkrypcyjne. W sktad
promotoréw wchodza zazwyczaj takie elementy jak: kaseta TATA, element inicjatorowy- Inr,
element rozpoznawany przez czynnik TFIIB- BRE oraz element promotora DPE. Wigkszo$¢
promotoréw tej klasy gendow zawiera jeden lub wiecej z tych elementéw, jednak Zzaden z nich
nie jest absolutnie niezbgdny dla funkcjonowania promotora (Hahn 2004). Kaseta TATA oraz
element inicjatorowy Inr stanowiag tzw. rdzen promotora. Kaseta TATA, bedaca miejscem
wigzania biatka TBP, jest potozona najblizej miejsca startu transkrypcji. Sekwencja
inicjatorowa Inr, stanowigca obszar otaczajacy miejsce startu transkrypcji, do ktorego wigza
si¢ biatka regulatorowe wraz z elementem DPE, odpowiedzialna jest za wigzanie bialek TAF,
ktore wchodza w sktad kompleksu jednego z ogélnych czynnikow transkrypcyjnych TFIID

(Burke i Kadonaga 1997). Element BRE rozpoznawany jest z kolei przez czynnik
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transkrypcyjny TFIIB 1 odpowiedzialny jest za prawidlowg orientacje maszynerii
transkrypcyjnej na promotorze (Hahn 2004).

Inicjacja transkrypcji jest procesem wieloetapowym. U organizmow eukariotycznych
polimeraza Il RNA nie ma zdolnosci bezposredniego wigzania z promotorem. Niezbedne jest
ztozenie kompleksu preinicjacyjnego (PIC), sktadajgcego si¢ z ogodlnych czynnikow
transkrypcyjnych (GTF): TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF i TFIIH i RNAP 11 A (Sikorski
I Buratowski 2009). Aby w pelni uformowac aparat transkrypcyjny wymagane sa oprocz
polimerazy II RNA i GTF, jeden badz kilka aktywatoréw i mediatorow. Aktywator wigze si¢
do sekwencji wzmacniajacych promotora, natomiast mediator rekrutowany jest przez
aktywator, gdyz nie ma zdolnosci do wigzania specyficznych sekwencji DNA. Mediator
oddziatuje fizycznie z polimerazg i moze by¢ rekrutowany do promotora niezaleznie od
pozostatych sktadnikéw maszynerii transkrypcyjnej. Mediator ma réwniez zdolno$¢
regulowania fosforylacji domeny CTD polimerazy Il RNA poprzez czynnik TFIIH (Woychik
i Hampsey 2002). Podczas poczatkowych etapow inicjacji transkrypcji czynnik TFIID wigze
si¢ z kaseta TATA. Kompleks TFIID zbudowany jest z biatka TBP oraz okoto 14 czynnikow
oddziatujacych z TBP, zwanych w skrocie TAF (Struhl 1996). Do funkcji bialek TAF nalezy
miedzy innymi rozpoznawanie sekwencji promotorowych oraz regulacja transkrypcji, gdyz
wchodza one w interakcje z aktywatorami transkrypcji i czynnikami modyfikujacymi
chromatyne (Lee i Young 2000). Nastepnie przylaczony zostaje czynnik TFIIA, ktory
stabilizuje wigzanie czynnika TFIID z kaseta TATA. Czynnikiem niezb¢dnym do zwigzania
polimerazy 1l RNA z miejscem startu transkrypcji jest TFIIB, stanowigcy rodzaj ,.tgcznika”
pomiedzy czynnikami transkrypcyjnymi, a enzymem. Nastgpnie przylacza si¢ kompleks
nieufosforylowanej polimerazy II RNA wraz z czynnikiem TFIIF, TFIIH 1 TFIIE, ktorego
przytaczenie stabilizuje trojsktadnikowy kompleks DNA-TBP-TFIIB (Woychik i Hampsey

2002), tworzac tzw. podstawowy kompleks transkrypcyjny (BTA).
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TFIIH jest wielosktadnikowym kompleksem biatkowym 1 jako jedyny z ogolnych czynnikow
transkrypcyjnych posiada aktywnosci kinazy i helikazy. Fosforyluje on seryne w c-koncowej
domenie CTD polimerazy 1l RNA, prowadzac do powstania aktywnego kompleksu

transkrypcyjnego i opuszczenia sekwencji promotorowych przez enzym.

2.1.1.3. Elongacja transkrypcji

Cecha charakterystyczng przej$cia z etapu inicjacji do etapu elongacji cyklu transkrypcyjnego
jest zmiana fosforylacji polimerazy Il RNA. Przechodzi ona z formy hipoufosforylowanej
(Pol 11 A) do formy hiperufosforylowanej (Pol Il O) (Xie i Pombo 2006, Washburn i
Gottesman 2015, Saldi i wsp. 2016). Pierwszym etapem elongacji jest opuszczenie przez
polimerazg II RNA promotora, podczas ktoérego polimeraza przestaje by¢ w fizycznym
kontakcie z elementami sekwencji promotorowej i z czg$cia czynnikéw zwigzanych z
promotorem, dzigki czemu zwigksza si¢ jej przyczepnos¢ do powstajacego RNA (Dvir 2002,
Fouqueau i Werner 2017). Etap ten zakonczony jest powstaniem wczesnego kompleksu
elongacyjnego (EEC), kiedy RNA stabilnie zwigze si¢ z kompleksem transkrypcyjnym
(Sounders i wsp. 2006, Fouqueau i Werner 2017). Komples EEC podlega ciggtym kontrolom
oraz modyfikacjom zanim stanie si¢ produktywnym kompleksem elongacyjnym, procesowi
temu czesto towarzyszy wstrzymanie procesu transkrypcji w poblizu promotora
proksymalnego, ktore nazywane jest drugim etapem elongacji transkrypcji (Ericson i wsp.
2018). Polimeraza II RNA zatrzymuje si¢ w regionie 5’ 1 dziatajg na nig negatywne czynniki
elongacji transkrypcji (DSIF i NELF) (Sounders i wsp. 2006). Jest to tzw. punkt kontrolny
przed gldéwnym etapem elongacji, aby sprawdzi¢ czy polimeraza II RNA jest dobrze
przygotowana do tego etapu, pozwala on na regulacje ekspresji genow na poziomie

transkrypcji (Sounders i wsp. 2006). Kolejnym etapem procesu elongacji jest wznowienie
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aktywnosci polimerazy II RNA, a w konsekwencji dalsze etapy powstawania czgsteczki
RNA. Negatywne czynniki elongacji transkrypcji sg odtaczane od polimerazy, natomiast
dofaczaja si¢ pozytywne (kompleks czynnika b —P-TEFb, sktadajacy si¢ z kinazy biatkowe;,
kinazy CDKO9 i cykliny T; TFIIS) (Price 2000). Czynnik b-P-TEFb zmienia fosforylacje
domeny CTD w pozycji seryny 2, co jest kluczowym elementem wznowienia aktywnoS$ci
polimerazy Il RNA. Przytaczanie kolejnych rybonukleotydow zachodzi w kierunku 5°-3’
(Brown 2001). Podczas przebiegu elongacji powstajacy RNA jest sparowany z DNA
matrycowym w rozbudowanym heterodupleksie wielkosci okoto 9 - 12 bp (Korzheva i
Mustaev 2001). Na tym etapie dochodzi do modyfikacji powstajacego transkryptu. Jedng z
nich jest czapkowanie zachodzace zaraz po zapoczatkowaniu transkrypcji, czyli dotaczenie
czapeczki 7- metyloguaninowej do konca 5’ transkryptu, ktore odbywa si¢ przy udziale trzech
enzymow: fosfatazy, guanylotransferazy i metylazy (Proudfoot 2000). Drugim procesem jest
splicing, czyli usunigcie sekwencji intronowych z pre-mRNA. Ostatnim jest poliadenylacja
konca 3°, czyli przylaczenie ogona poli(A) skladajacego si¢ z okoto 250 reszt
adenozynowych. Modyfikacja ta stabilizuje czagsteczke nowopowstatego transkryptu oraz
chroni jej konce przed atakiem rybonukleaz, a takze pelni wazng role¢ w procesie transportu

MRNA do cytoplazmy (Romanathan i Chan 2014).

2.1.1.4. Dolaczanie czapeczki do konca 5’ pre -mRNA

Dotaczanie czapeczki do konca 5° nowopowstalego transkryptu odbywa si¢ na bardzo
wczesnych etapach procesu transkrypcji, zwykle po transkrypcji okoto 20 nukleotydow RNA
(Jurado i wsp. 2014). Wstrzymanie procesu transkrypcji podczas drugiego etapu elongacji
ulatwia przeprowadzenie procesu czapeczkowania nowopowstatego transkryptu, poprzez
interakcje pomigdzy pozytywnym czynnikiem elongacji transkrypcji (P-TEFb), a sktadnikami
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aparatu czapeczkujacego. Liczne badania wskazujg, ze jest to punkt kontrolny, ktory ma
zapewni¢, iz tylko transkrypty z prawidtowo uformowang czapeczka na koncu 5’ bedg dalej

transkrybowane (Pei i wsp. 2003).

Formowanie dojrzalej czapeczki wymaga trzech odrgbnych reakcji enzymatycznych
katalizowanych przez enzymy czapeczkujace (CE) takich jak: trifosfataza RNA, transferaza
guanylilowa i metylotransferaza guaninowa (RNMT) (Romanathan i Chan 2014). W
pierwszym etapie trifosfataza RNA usuwa y-fosforan z pierwszego nukleotydu pre-mRNA
(5’-ppp) (Ryc. 2). Reakcje poprzedza przejscie GTP w GMP, ktory nastepnie jest
przenoszony przez transferaz¢ guanylinowa na pierwszy nukleotyd pre-mRNA (Ryc. 2), gdzie
powstaje pomigdzy fosforanem GMP a fosforanem na koncu 5’ nowopowstatego transkryptu,
wigzanie 5’5 -trifosforanowe (5°-Gppp). Nastgpnie metylotransferaza guaninowa dodaje
grupe metylowa do guanozyny (Ryc. 2), tworzac czapeczke 5°-m’Gppp (Hirose i Manley
2000).

22220z, & g 0.
0 polniny \ Pol i :'*-: ¥ ol ,
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czapeczkowanie konca 5' metylacja czapeczki

Ryc. 2 Proces czapeczkowania kornca 5’ nowopowstajgcego transkryptu. Za (Cole i Cowling

2008), zmienione.

Czapeczka 5’-m’Gppp na koncu 5° pre-mRNA odgrywa wazng role w koordynacji roznych
proceséw podczas pdzniejszych etapéw ekspresji genow. Jest to w duzej mierze zwigzane z
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czynnikami biatkowymi, ktore dolaczane sg do czapeczki w jadrze komorkowym
(kompleksem wigzgcym czapeczke — CBC), jak i w cytoplazmie (czynnikami elF4)
(Romanathan i Chan 2014). Wigzanie kompleksu CBC reguluje procesy takie jak przebieg
dalszych etapoéw procesu transkrypcji, poprzez rekrutacje czynnikéw do promotora w celu jej
regulacji. CBC wplywa takze na montaz spliceosomu, poprzez wigzanie z kompleksem
U4/U6'U5 snRNP, dojrzewanie konca 3’ pre-mRNA, poprzez wigzanie z czynnikami obrobki
konca 3° pre-mRNA, wigzacymi si¢ w miejscu poliadenylacji, oraz eksport RNA na teren
cytoplazmy poprzez interakcj¢ z jadrowymi czynnikami eksportu (Gonatopoulos-Pournatzis i
Cowling 2014). Natomiast po transporcie mMRNA na teren cytoplazmy do CBC rekrutowane
sa czynniki elF4, ktére niezbedne sg podczas procesu translacji (Choe 1 wsp. 2012). Pre-
mRNA, ktére majg nieprawidtowo uformowang czapeczke, ulegaja degradacji, ktora polega
na jej usuni¢ciu przez egzonukleazy deczapeczkujace (rodzing enzyméw DXO) oraz

egzonukleolitycznej degradacji (Jurado i wsp. 2014).

2.1.1.5. Mechanizm splicingu

Jedng z cech gendéw kodujacych biatka w komorkach eukariotycznych jest rozdzielenie
sekwencji kodujacych — eksonow sekwencjami niekodujgcymi jakimi sg introny. Sekwencje
niekodujgce usuwane sg z pierwotnego transkryptu w procesie splicingu. Proces usuwania
introné6w zazwyczaj odbywa si¢ podczas transkrypcji. Przeprowadzany jest przez duzy
kompleks rybonukleoprotein zwany spliceosomem (Lorkovi¢ i wsp. 2000). Spliceosom
zawiera rdzen, skladajacy si¢ z pigciu matych jadrowych rybonukleoprotein (snRNP): U1,
U2, U4, U5 i U6 snRNP (Simkova i Stanék 2012) oraz duzej liczby czynnikéw biatkowych.

Wszystkie SnRNP zbudowane sg z snRNA, wspolnego zestawu biatek Sm (B/B’, D3, D2, D1,
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E, F i G) lub LSm (U6 snRNA) oraz duzej liczby biatek specyficznych dla danego snRNP
(Will i Lihrmann 2011).

Spliceosom funkcjonuje na drodze licznych interakcji RNA-RNA, RNA-biatko oraz biatko-
biatko, doktadnie usuwajgc introny oraz faczac eksony w odpowiedniej kolejnosci (Hastings i
Krainer 2001).

Formowanie katalitycznie aktywnego spliceosomu nastgpuje poprzez utworzenie czterech
kompleksoéw spliceosomalnych: E, A, B i C. Tworzenie spliceosomu (Ryc. 3) rozpoczyna si¢
przytaczeniem Ul snRNP do pre-mRNA w miejscu splicingowym 5 intronu. Rownolegle do
traktu pirymidynowego (region bogaty w pirymidyny (U lub C) potozony przed koncem 3’
sekwencji intronowej), przytacza si¢ biatkowy czynnik U2AF, dzigki czemu pre-mRNA moze
wejs¢ w szlak splicingu (Smolinski i wsp. 2003). Nastepnie U2 snRNP przylacza si¢ do
miejsca rozgale¢zienia intronu, w obrebie ktorego znajduje si¢ aktywna adenina (Ryc. 3). Ten
ATP-zalezny proces przeksztalca kompleks E w kompleks A, ktory czesto okreslany jest
mianem pre-spliceosomu (Ryc. 3, Will i Lihrmann 2011). W dalszym etapie do U2 snRNP
przytacza si¢ uformowany wczesniej kompleks U4/U6-US snRNP tworzac kompleks B (Ryc.
3, Smolinski i wsp. 2003). Koncowym etapem jest utworzenie kompleksu C (Ryc. 3), ktory
jest formowany poprzez remodelowanie interakcji RNA-RNA oraz RNA-biatko (Hastings i
Krainer 2001). Podczas tego etapu nast¢puje takze przegrupowanie catego kompleksu, w
wyniku czego U6 przesuwa Ul z miejsca splicingowego 5°, natomiast U6 i U2 wchodza w
interakcje, a U5 taczy miejsca splicingowe wigzac si¢ z koncami eksonu w 3" i 5° miejscach
splicingowych (Smolinski 1 wsp. 2003). Nastepnie od kompleksu oddysocjowujg Ul 1 U4
snRNA, dzigki czemu tworzy si¢ aktywny spliceosom 1 zostaje pobudzona aktywnos$¢

katalityczna U2 i U6 snRNA.
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Ryc. 3 Cykl tworzenia katalitycznie aktywnego spliceosomu. Za (Krummel i wsp. 2010),

I

zmienione.

Proces splicingu odbywa si¢ poprzez dwie reakcje transestryfikacji. Podczas pierwszej grupa
2°-OH adenozyny, znajdujaca si¢ w obrebie punktu rozgalezienia intronu (BP) (Ryc. 4),
atakuje wigzanie 3’5’-fosfodiestrowe w miejscu splicingowym 5’ss, co skutkuje jego
rozerwaniem i uwolnieniem konca 5’ intronu (Kambach i wsp. 1999). Dochodzi do
przemieszczenia wigzan i wytwarza si¢ wigzanie 2°5’-fosfodiestrowe pomiedzy grupg OH
adenozyny, a reszta fosforanowa pierwszego nukleotydu intronu. Grupa OH ostatniego
nukleotydu eksonu po zaj$ciu pierwszej reakcji jest wolna i staje si¢ aktywna. Natomiast

intron zwija si¢ tworzac charakterystyczng strukture lassa (Smolinski i wsp. 2003). W drugiej
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reakcji transestryfikacji wolna grupa 3°-OH eksonu 5’ atakuje wigzanie fosfodiestrowe

miedzy intronem a miejscem splicingowym 3’ kolejnego eksonu. Powoduje to usunig¢cie

intronu w postaci lassa oraz potaczenie dwoch sekwencji eksonu (Ryc. 4).

szlak
poliprymidynowy

aktywna adenozyna

— ekson

Ryc. 4 Mechanizm splicingu. Za (Garcia-Blanco 2003), zmienione.
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Opodznienia lub btedy podczas splicingu prowadza do powstawania defektywnych molekut.
Dlatego proces ten podlega wielu kontrolom. Pierwszymi badaniami, ktore wskazaly na
jadrowa kontrole przebiegu procesu splicingu, zostaty przeprowadzone na drozdzach. Mutacja
czynnika Prp2p, ktory bierze udziat w pdznych etapach aktywacji spliceosomu, powoduje
zahamowanie wycinania intronéw, jednak nie zapobiega montazowi spliceosomu.
Eksperyment ten wskazal na wystapienie jadrowej degradacji pre-mRNA, ktora zapobiega

akumulacji potencjalnie toksycznych pre-mRNA (Bousquet-Antonelli i wsp. 2000).

Kanoniczne biatka Sm

Biatka Sm to rodzina wysoce konserwowanych ewolucyjnie krotkich polipeptydow (9-29
kDa) (Zieve i Khusial 2003). Biatka z rodziny Sm mozna podzieli¢ na dwie glowne
podrodziny: (1) kanoniczne biatka Sm (zwane takze rdzeniowymi) oraz biatka LSm (podobne
do Sm, ang. Sm-like). Kazde biatko tworzace kanoniczny pierScien Sm ma wigc swoj
odpowiednik w pierscieniu LSm (Scofield i Lynch 2008). Kanoniczne biatka Sm to grupa 8
niskoczasteczkowych polipeptydow: B', B, D3, D2, DI, E, F oraz G (Patel i Bellini 2008).
Wszystkie poza biatkami SmB 1 SmB’ kodowane sg przez oddzielne geny. Bialka SmB 1
SmB’ powstajg natomiast na skutek alternatywnego splicingu pojedynczego genu i r6znig si¢
11 aminokwasami na koncu C (Patel i Bellini 2008).

Biatka z rodziny Sm posiadaja wysoce konserwowane motywy Sml 1 Sm2. Badania
krystalograficzne ujawnity, ze motywy te ukladaja si¢ w przestrzenng domen¢ (zwana ,,Sm
fold” lub domen¢ Sm), zlozona z pigcioniciowej antyrownoleglej struktury p-kartki
(Kambach 1 wsp. 1999). Badania wykazaty, ze domeny te odpowiedzialne s3 =za
oddzialywania pomigdzy poszczegdlnymi biatkami Sm (Hermann i wsp. 1995). Kolejna

cechg wspolng dla wszystkich biatek z rodziny Sm jest zdolno$¢ bezposredniej interakcji
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centralnego poru pierscienia z RNA w miejscach bogatych w uracyl, zarowno w komorkach
prokariotycznych (Tor6 i wsp. 2001), jak i eukariotycznych (Urlaub i wsp. 2001).

Biatka z rodziny Sm biorg udziat w niemal wszystkich najwazniejszych procesach obréobki i
dojrzewania RNA. Kanoniczne biatka Sm s3 niezbednym elementem podjednostek
spliccosomalnych, biorgcych udzial w wycinaniu intronéw z pre-mRNA (Kiss 2004).
Pierécien kanonicznych biatek Sm stanowi rdzeniowa domeng czterech z pigciu U snRNP
(matych jadrowych rybonukleoprotein bogatych w urydyng¢) wchodzacych w sktad tzw.
konstytutywnego spliceosomu (Matera i Wang 2014). Proces biogenezy snRNP jest ztozonym
wieloetapowym procesem, ktory przebiega zaréwno na terenie jadra komoérkowego jak i
cytoplazmy. snRNA (U1, U2, U4 i U5) transkrybowane sg przez polimeraze 11 RNA. Wyjatek
stanowi U6 snRNA, ktory transkrybowany jest przez polimerazg III RNA, a jego biogeneza
odbywa si¢ tylko na terenie jadra komoérkowego (Will i Lithrmann 2001). Transkrypcja
snRNA inicjowana jest przez bialkowy kompleks inicjujacy snRNA (SNAPc) (Ryc. 6, Matera
i Wang 2014, Will i Lihrmann 2011). Czapeczkowanie na koncu 5°, jak i 3’ cigcie zachodzg
ko-transkrypcyjnie (Ohtani 2018). Czapeczka m'G transkrybowanego pre-snRNA jest
rozpoznawana jako pierwsza przez kompleks wigzacy czapeczke (CBC) (Izaurralde 1 wsp.
1994, Pabis i wsp 2013). Nastgpnie wigzany jest czynnik PHAX (Ohno i wsp. 2000). W
nukleoplazmie receptor eksportu CRM1 wraz z RanGTP (Patel 1 Bellini 2008) oddziatywuje z
PHAX, co powoduje translokacje pre-snRNA do cytoplazmy przez kompleks poru jadrowego
(Ryc. 6, Askjaer i wsp. 1999). Badania wskazujg jednak, ze przed eksportem do cytoplazmy
pre-SnRNA transportowane jest do ciat Cajala (Ryc. 6, Smith i Lawrence 2000), co wskazuje
na ich role w formowaniu kompleksu eksportujacego (Matera 1 Wang 2014, Lanfranco 1 wsp.
2017).

Po eksporcie do cytoplazmy czynniki eksportujgce oddysocjowujg (Kiss 2004), nastepnie

kompleks SMN-Gemin, ktéry zawiera biatka SMN i siedem bialek Gemin (2-8) wspomagaja
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montaz siedmiu bialek Sm do miejsca Sm (Sm-site) (Zieve i wsp. 1988). Przylgczenie
pierscienia Sm jest procesem kilkuetapowym. Biatka Sm wystepuja w trzech kompleksach:
D1-D2, D3-B (lub D3-B") i E-F-G (Hermann i wsp. 1995, Raker i wsp. 1996, Kambach i wsp.
1999). W pierwszej kolejnosci powstaje pentameryczny kompleks E-G-F/D1-D2, ktory
tworzy tzw. domen¢ subrdzeniowa na transkrypcie U snRNA. Nastepnie dochodzi do
przytaczenia dimeru B/B’-D3, co umozliwia zamknigcie pier§cienia Sm i powstanie stabilnej
domeny rdzeniowej (Ryc. 6, Fischer i wsp. 1997, Urlaub i wsp. 2001, Smolinski i wsp. 2003,
Patel i Ballini 2008).

Kompleks SMN-Gemin posredniczy takze w  rekrutacji enzymu syntetazy
trimetyloguanozynowej (TGS), ktora uczestniczy w hypermetylacji czapeczki na koncu 5’
snRNA w wyniku czego powstaje charakterystyczna czapeczka trimetyloguanozynowa (m*G,
TMG) (Mattaj 1986, Mouaikel i wsp. 2003), a takze egzonukleolitycznego cigcia konca 3’
transkryptu (Ryc. 6, Matera i Wang, 2014, Lanfranco i wsp. 2017).

Domena rdzeniowa i czapeczka m®G uwazane sa za sygnal lokalizacji jadrowej (NLS)
(Fischer i wsp. 1993, Plessel i wsp. 1994). Sygnat ten jest rozpoznawany specyficznie przez
receptor importyn¢ [ oraz snurportyn¢ 1 (SPN1) (Ryc. 6). Po reimporcie do jadra
komorkowego, UsnRNP gromadzg si¢ ponownie w ciatach Cajala (CB), gdzie podlegaja
ostatnim etapom dojrzewania takim jak metylacja i pseudourydylacja przez scaRNA (Jady i
Kiss 2001, Darzacq i wsp. 2002). Nastepnie do snRNA przylaczaja si¢ specyficzne biatka dla
kazdego U snRNA. Dojrzate juz snRNP gromadzone sa w skupiskach ziarnisto$ci
interchromatynowych nazywanych speckles wystepujacych blisko aktywnych transkrypcyjnie
genow. Dzigki tej bliskosci mogg dostarczy¢ bardzo szybko U snRNP do miejsc transkrypcji

(Kiss 2004) (Ryc. 6).
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W przypadku biogenezy U6 snRNA, pre-snRNA lokalizowane sg na terenie jaderka, gdzie

poprzez snoRNA (mate jaderkowe RNA) ulegaja ostatnim etapom dojrzewania (Ryc. 6,

Ohtani 2018).
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Ryc. 5 Model biogenezy snRNA w komorkach ssakow. Za (Ohtani 2018), zmienione.
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2.1.1.6. Poliadenylacja 3> pre-mRNA

Ostatnim etapem dojrzewania pre-mRNA jest poliadenylacja konca 3°, ktéra odbywa si¢
przed zakonczeniem procesu transkrypcji. Zachodzi ona w dwoch etapach: (1)
endonukleolityczne rozcigcie prekursorowej czasteczki mRNA, (2) dodanie na koncu 3’
konca poli(A).

Rozcigcie pre-mRNA wymaga wielu biatek: czynnika specyficznosci cigcia i poliadenylacji
(CPSF), czynnika stymulacji cigcia (CstF), dwoch czynnikow cigcia (CFI i CFII), polimerazy
poli(A) (PAP), ktora dodaje adenozyny do wolnej grupy 3’-OH po rozcigciu prekursorowej
czasteczki mRNA (Hocine i wsp. 2010). Poliadenylacja rozpoczyna si¢ po zSyntetyzowaniu w
pre-mRNA sekwencji AAUAAA i sekwencji bogatej w GU. Do sekwencji AAUAAA
przytacza sie czynnik CPSF oraz PAP. CstF poprzez swoja malg podjednostke wigze si¢
natomiast z sekwencjag GU na pre-mRNA (Hirose i Manely 2000). Nastepnie czynniki cigcia
CFI 1 CFII tacza si¢ z CstF i PAP. Specyficzna endonukleaza rozcina pre-mRNA za
sekwencja AAUAA, a polimeraza poli(A) dodaje do nowopowstatego konca 3’ kolejne
adeniny, budujac ogon poli(A) (Hollerer i wsp 2013). Prawidlowy przebieg poliadenylacji
nowopowstatego transkryptu jest niezwykle wazny podczas eksportu dojrzalego mRNA z
jadra komorkowego do cytoplazmy, a takze stabilizacji mRNA, czy procesu translacji (Jurado
1 wsp. 2014). Jednym z koordynatoréw prawidlowego przebiegu procesu poliadenylacji jest
biatko wigzace poli(A) (PABP), ktore dotaczane jest do powstajacego ogona poli(A) (Qu i
wsp. 2009, Mangus i wsp. 2003, Hocine i wsp. 2010). Biatko PABP sklada si¢ z czterech
motywow rozpoznajacych RNA (RRM: RRML1, 2, 3 i 4) oraz czgéci C-koncowej zawierajacej
a-helikalng domene wigzaca peptyd (PABC). Dwa n-koncowe motywy RRM (RRM1-2)
wigzg poli(A) RNA oraz elF4G. Ponadto PABP zawiera miejsca wigzania innych czasteczek

waznych dla translacji i metabolizmu RNA 1 biatek. Paip 2 (biatko oddziatujace z PABP)
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moze wigzac si¢ z RRM2-3 w PABP, zamiast poli(A) RNA i elF4G, powodujagc hamowanie

translacji (Machida i wsp. 2018).

2.1.1.7. Terminacja transkrypcji

Prawidlowy przebieg terminacji transkrypcji ma kluczowe znaczenie dla uwolnienia
polimerazy II RNA, a takze zapobiega tworzeniu anty-sensownych RNA, ktore mogg
zakloca¢ transkrypcje prawidlowych mRNA (Richard i Manley 2009). Sygnatem niezbgdnym
do rozpoczecia terminacji transkrypcji gendw kodujacych biatka jest poliadenylacja konca 3’
nowopowstatego transkryptu (Eaton i West 2018). Istniejg dwa modele wyjasniajace przebieg
procesu terminacji transkrypcji: (1) model allosteryczny (anty-terminatorowy), (2) model
torpedy. Model allosteryczny zaklada, iz poprzez wytworzenie konca poli(A) na nowo
zsyntetyzowanym RNA dochodzi do zmian konformacyjnych w kompleksie elongacyjnym,
poprzez dysocjacje czynnikow elongacyjnych i/lub asocjacje czynnikéw terminacji
transkrypcji (Hirose 1 Manley 2000). Natomiast model torpedy zaklada dziatanie
egzonukleazy trawigcej 3’ produkt ciecia. Cigcie transkryptu w obrgbie dinukleotydu CA jest
zasygnalizowane polimerazie przez dzialanie 5’-3’egzonukleazy, ktora szybko degraduje
produkt 3’ cigcia. Dzigki temu polimeraza tatwiej oddysocjowuje od matrycy DNA. Miejsce
terminacji moze ulec przesuni¢ciu w wyniku zmiany ilo$ci reszt w miejscu terminacji, a takze
w wyniku mutacji w miejscu ciecia lub w miejscu sekwencji sygnalnej poli(A) (Yonaha i
Proudfoot 2000). Domena CTD polimerazy 11 RNA ulega stopniowej defosforylacji w pozycji
Ser2-P, dzigki czemu moze by¢ wykorzystana w kolejnej rundzie transkrypcyjnej (Hsin i

Manley 2012).
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2.1.2. Eksport mRNA z jadra do cytoplazmy

Przygotowanie mRNA do eksportu jest wysoce skoordynowanym procesem. Rozpoczyna si¢
juz po dolaczeniu czapeczki, kiedy transkrypt ma 25-30 nt i konczy si¢ asocjacja i dysocjacja
biatek do mRNA formujac wraz z nim kompleksy rybonukleoproteinowe (mRNP), ktére sg
zdolne do transportu na teren cytoplazmy (Stewart 2010, Azimi i wsp. 2014). Tylko poprawne
przeprowadzenie jadrowej biosyntezy mRNA 1 rekrutacja czynnikow eksportowych skutkuje
jego transportem do cytoplazmy. Jesli jednak transkrypcja nie jest poprawnie
przeprowadzona, mRNA moze zosta¢ rozpoznane przez jadrowa maszyneri¢ sprawdzajaca
jako$¢ mRNA 1 zatrzymane w jadrze komdrkowym, usunigte przez jadrowy egzosom, lub
wprowadzone na szlak NMD (Carmody i Wente 2009).

Kazde z mRNA posiada pie¢ miejsc do ktorych moga przylaczy¢ si¢ specyficzne biatka dla
tego regionu: czapeczka na 5 koncu, 5° UTR, otwarta ramka odczytu (ORF), 3° UTR, ogon
poli(A) (Rissland 2017). Niektore RNP podlegaja dynamicznej wymianie bezposrednio przed
transportem przez kompleksy porow jadrowych (NPC), podczas gdy inne pozostajg trwale
zwigzane z MRNA, az do zwigzania z rybosomami, zanim zostang ponownie importowane na
teren jadra komorkowego. Powszechnie uwaza si¢, ze maszyneria eksportowa rozpoznaje
sygnaty w obregbie kompleksow biatkowych, a nie w samym mRNA (lglasias i Stutz 2008).
Niezwykle wazng role odgrywa transkrypcyjny kompleks eksportu mRNA (TREX),
transportowany przez maszyneri¢ splicingowa. Po dojrzewaniu mRNP pos$redniczy on wraz z
czynnikami splicingowymi SR w rekrutacji heterodimerycznych czynnikow eksportu
NXFI/NXTI1 za posrednictwem kompleksu biatek rdzeniowych okreslanych jako kompleks
wydtuzania transkrypcji (THO). TREX jest wysoce konserwowanym kompleksem, ktory
wystepuje zarowno u drozdzy, jak 1 u krggowcoOw. U ludzi ztozony jest z biatek UAP56 1 Aly

(u drozdzy Sub2 i Yral), jak rowniez zasocjowany jest z wielopodjednostkowym
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kompleksem THO (Masuda i wsp. 2005). W komoérkach drozdzy Saccharomyces cerevisiae
kompleks THO wigze si¢ z powstajgcym mRNA podczas transkrypcji 1 uczestniczy zar6wno
w elongacji transkrypcji, jak i eksporcie mRNA. Mutacja w jednym z komponentow
kompleksu THO powoduje nieefektywny przebieg elongacji i eksportu oraz zatrzymanie
transkryptow w skupiskach, ktore znajduja si¢ w poblizu miejsc ich transkrypcji (Strasser i
wsp. 2002). Kompleks TREX u drozdzy zwigzany jest z elongacja transkrypcji, eksportem
MRNA, jak i tworzeniem konca 3’ pre-mRNA. Wykorzystanie w badaniach mutantow
kompleksu TREX, wykazato iz indukujg one defekty w elongacji i zatrzymanie polimerazy Il
RNA w poblizu konca 3'. Mutacje te zapobiegaja rearanzacji mRNP, powodujac dysocjacje
czynnikow poliadenylacji, hamujac tym samym poliadenylacje i uwalnianie mRNA z miejsca
transkrypcji (Saguez i wsp. 2008).

Badania przeprowadzone przez Cheng i wsp. (2006) na komodrkach ludzkich wskazuja, iz w
komoérkach eukariotycznych kompleks TREX dolaczany jest do nowopowstajacego
transkryptu blisko konca 5°, co moze wskazywac¢ na rolg czapeczki w rekrutacji kompleksu
transkryptow ulegajacych splicingowi. Usunigcie czapeczki z pre-mRNA powoduje brak
asocjacji niektorych z elementéw kompleksu TREX, a takze zatrzymanie eksportu do
cytoplazmy (Cheng i wsp. 2006). Kompleks TREX podczas eksportu mRNP na teren
cytoplazmy zwigzany jest z receptorem eksportu jadrowego u drozdzy Mex67/TAP, ktory
przenosi kompetentne czasteczki mRNP z jadra przez bezposrednia interakcje z
nukleoporynami w NPC. Ze wzgledu na niskie powinowactwo wigzania mRNA, Mex67/TAP
wymaga bialek adaptorowych do polaczenia z dojrzatymi transkryptami gotowymi do
eksportu.

Po biosyntezie mRNA 1 asocjacji z NXF1/NXT1, komponenty THO/TREX s3 usuwane z
MRNP (Ryc. 6, Natalizio i Wente 2013) i moze by¢ ono eksportowane do cytoplazmy.

Nastepnie mRNP jest rekrutowany do kompleksu poru jadrowego (NPC).
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NPC jest duzym, wielosktadnikowym kompleksem o wielkosci okoto 100 MDa u krggowcow
sktadajagcym sie z okoto 30 réznych biatek, zwanych nukleoporynami (Nup) (Wente i Rout
2010). Nukleoporyny w NPC posiadaja powtorzenia fenyloalanino-glicynowe (FG), ktore sg
miejscami przylaczenia dla receptoréw transportowych. Peryferycznie zlokalizowane
nukleoporyny oddzialywuja z rdzeniem poru jadrowego formujac pierScien zar6wno po
stronie jadrowej, cytoplazmatycznej, jak 1 w otoczce jadrowej (Wente i Rout 2010). Po stronie
jadrowej Nup tworza widkna, ktore tacza si¢ w tzw. koszyczek jadrowy. Natomiast po stronie
cytoplazmatycznej witokna nie tworza zadnej struktury, ale wolno zawieszone sa w
cytoplazmie (Wente i Rout 2010).

Po rekrutacji mRNP do NPC, mRNP transportowane jest do cytoplazmy, dzigki zwigzaniu si¢
NXF1/NXT1 z powtorzeniami FG nukleoporyn (Ryc. 5, Azimi i wsp. 2014). Po przejsciu na
teren cytoplazmy NXF1/NXT1 zwigzane z mRNP oddzialuje z ATP-zalezng helikazg RNA
DBPS5, ktora katalizuje oddysocjowanie biatek zwigzanych z mRNA. Proces ten regulowany
jest przez nukleoporyng GLE1, inozytol heksakifosforan InsPg i cytoplazmatyczny kompleks
biatek poru jadrowego (NUP214) (Ryc. 5, Wickramasinghe i Laskey 2015). Ta przestrzenna
regulacja aktywnos$ci zapobiega ponownemu re-importowi mRNP do jadra komorkowego, a
tym samym zapewnia kierunkowo$¢ eksportu mRNA (Lin i wsp. 2018). Czynniki eksportu
NXF1/NXT1 sg re-importowane do jadra komorkowego za pomocg biatek jadrowej
maszynerii importujacej (Stewart 2010). Po eksporcie mRNA z jadra komoérkowego do
cytoplazmy, do czapeczki wigze si¢ kompleks elF4F (Ryc. 5), zawierajacy czynnik inicjacji
translacji eIF4E, helikazg¢ RNA eIF4A oraz biatko rusztowania elF4G. W kolejnym etapie
tworzony jest kompleks preinicjacyjny 43S (zawierajacy matg podjednostke rybosomowsg i
kolejne czynniki inicjacji translacji), rekrutowany do mRNA poprzez interakcje migdzy elF3 1

elF4F. Kompleks preinicjacyjny skanuje 5° UTR transkryptu i po odnalezieniu kodonu start
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translacji stymuluje przytaczenie duzej podjednostki rybosomowej, a w konsekwencji

utworzenie petnego rybosomu (Weill i wsp. 2012) i translacje.
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Ryc. 6 Etapy eksportu mRNA na teren cytoplazmy. Za (Wickramasinghe i Laskey 2015),
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Przeprowadzone badania wykazaty wiele mechanizmow, ktore koordynujg proces transportu
mRNP do cytoplazmy. Jednym z procesow, ktory ma znaczgcy wptyw na eksport mRNA jest
splicing. Moze on wzmocni¢ rekrutacje czynnikéw eksportowych, co skutkuje wzrostem
eksportu mRNA na teren cytoplazmy (Cullen 2003). Stanowi to kolejny czynnik wptywajacy
na efektywnos¢ eksportu mRNP. Badania przeprowadzone na ekstrakcie jader komdérkowych
Xenopus laevis, w ktorych przeprowadzano splicing in vitro wykazywaty, iz mMRNP ktore
ulegaly splicingowi byty bardziej wydajnie eksportowane niz mRNP, ktore nie zawieraly
czynnikow splicingowych (Luo i Reed 1999). Splicing nie jest jednym z wymogoéw dla
eksportu mRNP, ale podczas jego trwania, dotgczane sg czynniki eksportu, ktore go utatwiaja
1 wplywaja na jego tempo (Cullen 2003).

Badania przeprowadzone przez Lund i Guthrie (2005) wykazaty, ze ATP-zalezna helikaza
RNA DBP5 promuje dysocjacje receptora eksportowego Mex67 od mRNP na pierscieniu
jadrowym. Mutacje powstajace w DBP5 powoduja zwigkszong sile wigzania Mex67 z
poliadenylowanymi mRNP, co skutkuje defektywna dysocjacja do mRNP (Lund i Guthrie
2005). Chociaz uwaza si¢, ze DBP5 promuje przede wszystkim eksport w potaczeniu z
wioknami cytoplazmatycznymi NPC, w mutantach DBP5, poli(A) RNA akumuluje si¢ w
jadrze 1 koncentruje si¢ w kilku jadrowych skupiskach (Lund i Guthrie 2005).

Liczne doniesienia wskazuja, iz w proces regulacji eksportu mRNA zaangazowany jest takze
sam kompleks poru jadrowego. Wykazano, iz locus genu galaktokinazy moze by¢ zwiazany z
otoczka jadrowa w paczkujacych drozdzach, w celu zainicjowania procesu transkrypcji
(Taddei 2007) lub do koordynacji procesu transkrypcji i eksportu (Iglesias i Stutz 2008).
Identyfikacja biatka Susl u drozdzy, ktore jest czescig dwoch kompleksow: kompleksu
transkrypcyjnego  SAGA i kompleksu eksportowego zwigzanego z NPC TREX-2

zasugerowalo fizyczne sprzezenie aktywowanych gendow ze strong jadrowg NPC (Rodriguez-
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Navarro i wsp. 2004). Podobnie, nukleoporyny (Nups) okazaly si¢ wigza¢ i zmieniaé

konformacj¢ chromatyny (Ishii i wsp. 2002).

2.2. Glowne procesy zwigzane z regulacja ekspresji genéw w komorkach

eukariotycznych

W komorkach eukariotycznych ekspresja genow kodujacych biatka jest $cisle kontrolowana
na kazdym z etapow, poczawszy od aktywacji genu do powstania prawidlowego mRNA,
ktoéry zostanie przetransportowany na teren cytoplazmy, aby ulec translacji. Komorki
eukariotyczne zawieraja szeroki zakres regulacji ekspresji genow, od zmian w konformacji
chromatyny, aktywacji genu w odpowiedzi na stan metaboliczny lub bodziec zewnetrzy, a
takze regulacji podczas procesu transkrypcji (Doma i Parker 2007, Houseley i Tollervey
2009). W ostatnich latach coraz wiecej badan koncentruje si¢ na kluczowej roli regulacji
ekspresji gendw, ktora zawiera precyzyjne mechanizmy koordynujace synteze¢ produktu
koncowego w zaleznos$ci od obecnego stanu metabolicznego i zapotrzebowania komorki.
Mechanizmy regulacji ekspresji genow odpowiedzialne sg za utrzymanie dynamicznej
rownowagi pomig¢dzy transkrypcja de novo transkryptu, a translacja biatka. Kontrola ekspresji
gendOw moze zachodzi¢ zar6wno na terenie jadra komodrkowego, ale takze na terenie
cytoplazmy.

Aby zapewni¢ prawidlowy przebieg ekspresji genow, w komoérkach wyksztatcito sie kilka
mechanizméw  zapobiegajacych przedwczesnemu uwalnianiu nieprawidtowych lub
niedojrzatych pre-mRNA lub mRNA do cytoplazmy. Ich transport oraz translacja
spowodowatoby powstanie niefunkcjonalnych i wadliwych biatek, powodujac stres lub

smier¢ komorki.
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Jednym z nich jest wystepowanie rdzeniowych czynnikow splicingowych tylko na terenie
jadra komorkowego oraz zablokowanie ich transportu do cytoplazmy. Wiele biatek dotgczajac
do mRNP sygnalizuje prawidtowe zakonczenie etapow przetwarzania, dzieki czemu mozliwe
jest rozréznienie miedzy prawidtowymi i nieprawidlowymi RNA. Kolejnym z mechanizmow
jest koordynacja procesu splicingu z eksportem mRNA, dzigki czemu czynniki eksportu sa
rekrutowane tylko do mRNA, ktore zakonczyty juz splicing. Kompetentne do eksportu mRNP
sg kontrolowane w porach jadrowych, a wadliwe mRNP sg zatrzymywane na terenie jadra
komoérkowego. Nieprawidlowe mRNA s3 rozpoznawane i degradowane na drodze NMD

(Wegener i Miiller- McNicoll 2017).

2.2.1. Regulacja ekspresji genow poprzez opodznienie eksportu do

cytoplazmy- retencja na terenie jadra komérkowego

Przeprowadzone badania wskazuja jednak, iz oprocz kontroli jakosci mRNA, ktora od razu
prowadzi do degradacji nieprawidtowego transkryptu, istniejg takze mechanizmy pozwalajace
na czasowg retencjc mRNA 1 pozZniejszg jego degradacj¢. Badania przeprowadzone na
drozdzach Saccharomyces cerevisiae wykazaty, iz nieprawidlowe mRNA mogg ulegac
retencji: (i) w miejscu transkrypcji podczas inicjacji lub elongacji, (ii) gdy splicing jest
nieprawidtowo przeprowadzony, (iii) w NPC (Liu i wsp. 2014).

Legrain i Rosbash wykazali, iz u drozdzy intron, ktory nie ulegl splicingowi, ale byt
rozpoznany na wczesnhym etapie przez spliceosom powoduje retencj¢ takiego transkryptu na
terenie jadra komorkowego, a pdzniej jego degradacje (Legrain i Rosbash 1989). Podobny
mechanizm zatrzymania pre-mRNA z intronem w miejscu transkrypcji wykazano u ssakow.
Badania przeprowadzone z uzyciem genow reporterowych wykazaly, iz transkrypty z

zachowanym jednym intronem pozostawaly w miejscu transkrypcji, a polimeraza II RNA
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byla zatrzymywana na 3’ koncu transkryptu. Nieprawidtowe dojrzewanie 3’ konca
transkryptu prowadzito do degradacji takiego transkryptu przez jadrowy egzosom (Almeida i
wsp. 2010).

Retencja transkryptu w kompleksie poru jadrowego =zwigzana jest z rekrutacjg
endorybonukleazy Swtlp, ktora przejsciowo taczy sie z NPC, aby zainicjowac degradacje
transkryptu, zapobiegajac jego eksportowi (Skruzny i wsp. 2009). Czasowa retencja na terenie

jadra i pdzniejsza jego degradacja moze zapobiegaé¢ syntezie defektywnych biatek.

W ostatnich latach wykazano jednak, iz retencja mRNA na terenie jadra komoérkowego nie
musi prowadzi¢ do jego degradacji. W wielu typach komoérek zaobserwowano, Zze znaczna
cz¢$¢ poliadenylowanych transkryptow (okolo 30%) zostaje zatrzymana na terenie jadra
komoérkowego, nie ulega degradacji, a takze nie jest wykrywana na terenie cytoplazmy
(Herman i wsp. 1976). Obecnie wiadomo, ze niektére z tych transkryptéw stanowia dlugie
niekodujace RNA (IncRNA) - podobne do mRNA - ktére podobnie jak mRNA ulegaja
splicingowi, poliadenylacji, posiadaja czapeczk¢ na koncu 5° 1 pelnig rdézne funkcje
regulatorowe (np. transkrypcyjnej, czy translacyjnej regulacji ekspresji genow). Druga grupe
stanowig niekodujace RNA (ncRNA) do ktérych naleza m.in. czasteczki rozpoznajace sygnat
(SRP)RNA, jadrowe snRNA, jaderkowe snoRNA, miRNA, a takze rybosomalne, czy
transferowe RNA (Inagaki i wsp. 2005). Badania wskazuja, iz ncRNA odgrywaja kluczowa
role w regulacji ekspresji genow m.in. poprzez epigenetyczne modyfikacje chromatyny,
wplywajac na spadek lub wzrost aktywnos$ci transkrypcyjnej, poprzez zmiany w strukturze
chromosomow.

Zjawiskiem do$¢ powszechnym jest akumulacja tzw. dtugowiecznego mRNA w cytoplazmie
komorek, w ktorych zostata wyciszona aktywos$¢ transkrypcyjna, tj. oocytach (Picton 1 wsp.

1998), czy cytoplazmie dojrzatych ziaren pytkowych (Tuppy 1982, Zienkiewicz i wsp. 2006),
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ktore przechowywane jest do dalszych etapow rozwoju tych komorek. Sugeruje to, ze te
MRNA nie ulegaja natychmiastowej translacji po syntezie, ale sg akumulowane i
translatowane w konkretnym etapie zycia komorki.

Badania wskazujg, iz na terenie jadra komoérkowego istniejg podobne mechanizmy regulacji
ekspresji genow, polegajace na zatrzymaniu mRNA. Doniesienia dotyczace zar6wno
zwierzat, jak 1 roslin, ujawniaja, ze rowniez transkrypty kodujace biatka mogag byc
zatrzymywane w jadrze komérkowym (Averbeck i wsp. 2005, Boothby i wsp. 2013, Halpern i
wsp. 2015). Poniewaz pre-mRNA jest poddawane modyfikacjom jeszcze w trakcie trwania
syntezy RNA, w pelni dojrzale mRNA moze powsta¢ w stosunkowo krotkim czasie. Zatem
ten dhlugi okres retencji jadrowej wskazuje, ze najprawdopodobniej jadro pelni dodatkowa
wczesniej pomijang rolg. Jadrowa retencja mRNA moze by¢ zwigzana z bodzcami
zewnetrznymi, dziatajacymi na komorke. Badania przeprowadzone na Schizosaccharomyces
pombe i Saccharomyces cerevisiae ujawnily, iz po stresie cieplnym dochodzi do akumulacji
polil(A) RNA na terenie jadra komorkowego, podczas gdy mRNA kodujace biatka
odpowiedzi na stres cieplny byty eksportowane do cytoplazmy (Cole 1 Saavedra 1997).
Badania jadrowej retencji mRNA sugeruja, ze mechanizm ten jest takze obecny w komorkach
nie poddawanych stresowi. Najnowsze badania przeprowadzone na komoérkach linii
generatywnej- mikrosporocytach modrzewia oraz komodrkach somatycznych- komoérkach
merystematycznych Allium cepa, Lupinus luteus i Arabidopsis thaliana (Kotowerzo i wsp.
2009, Niedojadlo 1 wsp. 2014) wykazaty, iz ilo§¢ poli(A) RNA na terenie jadra znacznie
przewyzsza jego 1lo$¢ na terenie cytoplazmy. Wskazuje to na znaczaca role regulacji ekspresji
genow poprzez opoznienie eksportu, a takze prawdopodobnie translacji, co umozliwia synteze
okreslonych biatek zwigzanych z réznymi procesami komorkowymi (Brandt i wsp. 2006,

Grosskortenhause i wsp. 2006).
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Badania przeprowadzone na ludzkich fibroblastach, w ktorych wykrywano inkorporowane in
vivo BrUTP, aby zlokalizowa¢ nowo zsyntetyzowane transkrypty wraz z lokalizacjg poli(A)
RNA wykazaly niska kolokalizacje tych dwoch czasteczek (Fay i wsp. 1997). Otrzymane
wyniki wskazuja, iz poli(A) RNA obecne w jadrze komorkowym prawdopodobnie pochodzi z
poprzedniej rundy transkrypcji 1 zostalo zatrzymane na terenie jadra komérkowego. Badania
przeprowadzone przez Susor i wsp. (2015a, b) na oocytach ssakow wykazaty, ze po okresie
wysokiej aktywnosci transkrypcyjnej podczas wzrostu, jadro (pecherzyk zarodkowy, GV)
staje si¢ transkrypcyjnie nieaktywne. Oocyty wykorzystuja tylko transkrypty syntezowane i
przechowywane w jadrze podczas wczesnych etapéw rozwoju. Ekspresja tych transkryptéw
jest regulowana potranskrypcyjnie i ich translacja jest czasowo regulowana (Susor i wsp.
20154, b).

W mikrosporach paproci Marsilea vestita podczas réznicowania spermatyd zostal
zaobserwowany podobny mechanizm regulacji ekspresji genow. W komorkach, ktore sa
wyciszone transkrypcyjnie, nadal dochodzi do syntezy bialek. Komorki wykorzystuja mRNA,
ktore zostato zsyntetyzowane we wczesniejszych etapach rozwoju. Badania wskazuja takze,
ze niektore transkrypty ulegaja translacji w $cisle okreslonych stadiach rozwoju spermatyd.
Biatka, ktorych nie obserwowano we wczesnych stadiach, obserwuje si¢ w pozniejszych,
pomimo wyciszenia transkrypcji. W badaniach tych wykazano, iz mRNA, ktore ulega retencji
na terenie jadra komorkowego zawiera introny. Retencja i po6zniejsze usuwanie introndw z
pre-mRNA reguluje translacje podczas szybkiej, kontrolowanej potranskrypcyjnie
spermatogenezy u tego gatunku (Boothby i wsp. 2013). Analiza transkryptomu ujawnita duzg
grupe transkryptow z retencyjnymi intronami, ktore kodujg biatka niezbedne do rozwoju
gamet. Wskazuje to, iz u paproci dochodzi do $cisle kontrolowanej potranskrypcyjnej
regulacji spermatogenezy u tego gatunku, poprzez retencje transkryptow mRNA

zawierajacych introny (Boothby i wsp. 2013).
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Podobny mechanizm regulacji ekspresji genow zaobserwowano rowniez w dzielacych sie
mejotycznie komoérkach drozdzy (Averbeck i wsp. 2005) oraz zarodkach kurzych podczas
gastrulacji (Mensilla i wsp. 2005).

Retencja mMRNA na terenie jadra komérkowego prawdopodobnie zapobiega przedwczesnej
translacji transkryptow, ktore koduja biatka niezbedne komoérkom somatycznym w kolejnych
etapach cyklu komoérkowego, oraz komoérkom generatywnym, w réznych etapach rozwoju.
Jadrowa retencja mRNA kodujacego biatka jest kolejnym mechanizmem potranskrypcyjnej
regulacji ekspresji gendéw. Mechanizm ten umozliwia koordynacj¢ zlozonych proceséw, ktore
wplywaja na ekspresje genéw kodujacych bialka, a zatem wplywaja na poziom syntezy
poszczegbOlnych bialek, ktore sa niezbedne podczas aktualnego stanu metabolicznego 1
zapotrzebowania komoérki. Niemniej jednak mechanizm odpowiedzialny za jadrowa retencje

mRNA u roslin nasiennych pozostaje stabo poznany.

2.2.2. Regulacja ekspresji genow na terenie cytoplazmy

Cytoplazma poprzez swoja ztozono$é¢, funkcjonuje jako centrum koordynacji réwnowagi
miedzy procesami, ktorych rezultat stanowi ekspresja genu na pozadanym poziomie, w
zalezno$ci od aktualnego stanu metabolicznego i zapotrzebowania komoérki. Jednym z
najistotniejszych procesow kontroli jakosci RNA na terenie cytoplazmy jest NMD, ktory
rozpoznaje i degraduje czgsteczki mRNA zawierajace przedwczesny, nonsensowny kodon
powodujacy zbyt wczesng terminacje translacji (PTC). Usuwanie mRNA zawierajacych PTC
zapobiega powstawaniu skroconych form biatek, potencjalnie szkodliwych dla komorki.
Intensywne badania ostatnich lat wykazaty, ze kontroli NMD podlegaja nie tylko wadliwe
transkrypty, ale 1 te prawidlowe o funkcji fizjologicznej. Kontroli podlegaja m.in. transkrypty

wplywajace na réznicowanie komorek, odpowiedzi na stres czy rozwoju choroby (Nickless 1
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wsp. 2017). Istnieje wiele mechanizméw, ktére moga prowadzi¢ do PTC w prawidtowych
transkryptach. Jednym z nich jest alternatywny splicing, ktory powoduje powstanie szeregu
izoform mRNA, ale moze takze prowadzi¢ do powstania PTC i skierowa¢ transkrypt na droge
NMD. Na przyktad biatko wigzace trakt poliprymidynowy (PTBP1) moze represjonowac
splicing 11 intronu wlasnego mRNA, prowadzac do degradacji na drodze NMD. PTBP1
negatywnie reguluje wilasng ekspresje. Rodzina biatek bogata w argining i seryng (SR),
réwniez regulowana jest przez alternatywny splicing zwigzany z NMD. Jest to tak zwany
nieproduktywny splicing i translacja (RUST), ktore sa mechanizmem kontrolujagcym poziom
czynnikow splicingowych i innych biatek wigzagcych RNA (Ni i wsp. 2004).

Kodon stop, ktory jest powodem degradacji na drodze NMD, moze rowniez tworzy¢ si¢ jesli
glowny region kodujacy mRNA poprzedzony jest przez otwarta ramke odczytu (ORF).
Analiza transkryptomiczna wykazata, ze dlugie regiony 3° UTR sg jednym z przyczyn NMD,
chociaz dlugos¢ 3° UTR nie jest jako taka uwazana za przyczyng NMD danego transkryptu
(Toma i wsp. 2015).

Jednym z kluczowych etapow potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genow na terenie
cytoplazmy jest takze regulacja procesu translacji. Regulacja tego procesu gldwnie odbywa
si¢ podczas inicjacji translacji. Do czapeczki mRNA na terenie cytoplazmy przytacza si¢
kompleks elF4F zawierajacy czynnik inicjacji translacji eIF4E, helikaz¢ RNA elF4A oraz
biatko rusztowania elF4G (wigzace si¢ z bialkiem PABP na ogonie poli(A)). Regulacja
translacji moze zachodzi¢ poprzez globalng regulacje translacji lub regulacje okre$lonych
grup mRNA. Globalna regulacja translacji zachodzi poprzez modyfikacje i dostepnosc
czynnikow translacyjnych. Fosforylacja elF2a zmniejsza ilo§¢ aktywnych kompleksow
inicjacyjnych, a zatem prowadzi do szybkiej redukcji procesu translacji w komorce.
Dostepnos¢ elF4E kontrolowana jest przez biatka wiazace 4E (4E-BP), ktore uniemozliwiaja

oddziatywanie z elF4G, a tym samym hamujg asocjacj¢ matych podjednostek rybosomalnych
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z mRNA. Regulacja okre§lonych grup transkryptow zachodzi poprzez specyficzne bialka
wigzagce RNA (RBP), czesto rozpoznajagce motywy regulatorowe zawarte w 3” 1 5 UTR
transkryptu, uniemozliwiajagc w ten sposob interakcje z elF (Halbeisen 1 wsp. 2008).
Zahamowanie translacji mRNA nie zawsze prowadzi do jego degradacji. Proces ten jest
czesto wykorzystywany przez komoérke w celu tymezasowej zmiany profilu ekspresji biatek w
odpowiedzi na sygnaty zewnatrzkomorkowe.

Zgodnie z modelem zamknigtej petli elF4G oddziatujac jednoczesnie z elF4E na koncu 5’
oraz PABP na koncu 3> mRNP, powoduje przestrzenne przyblizenie obu koncéw transkryptu,
co wpltywa na stabilizacj¢ czasteczki, a takze umozliwia inicjacj¢ translacji. Utworzenie
zamknigtej petli umozliwia koordynacje pomigedzy translacja, a degradacja mRNA, a takze
prawdopodobnie recykling rybosoméw oraz zapobiega niekontrolowanej degradacji
czapeczki (Mangus i wsp. 2003).

Specyficzne oddziatywania RNA-biatko w regionie 3° UTR moga wplywaé zarowno na
translacj¢ jak 1 stabilizacj¢ mRNA. Skracanie lub wydluzanie tego regionu powoduje
usunigcie lub wprowadzenie dodatkowych miejsc regulatorowych, co umozliwia wybor
alternatywnych miejsc poliadenylacji transkryptu i powstawanie izoform mRNA (Sandberg i
wsp. 2008). Modyfikacja w regionie 3° UTR wptywa na potranskrypcyjna regulacje translacji
mRNA poprzez modyfikacj¢ dtugosci ogona poli(A) (Richter 2007).

Regulacja ekspresji gendw na terenie cytoplazmy, oprocz koordynacji poprzez biatka
regulatorowe, moze odbywac si¢ takze za pomoca kompleksow rybonukleoproteinowych,
rozpoznajacych docelowy transkrypt na =zasadzie komplementarnosci sekwencji ze
specyficznym RNA. MicroRNA (miRNA) po asocjacji z biatkiem efektorowym
ARGONAUTE (AGO) kieruja przytaczeniem rybonukleoproteinowego kompleksu RISC do

docelowego mRNA na zasadzie parowania zasad, co stymuluje endonukleolityczne cigcie
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transkryptu lub blokowanie translacji, a zatem potranskrypcyjne wyciszenie ekspresji genow
(Mallory i wsp. 2004).

Wiele procesow potranskrypcyjnej obrobki mRNA w cytoplazmie zachodzi na terenie
wyspecjalizowanych, konserwowanych ewolucyjnie, nieobtonionych, bogatych w
rybonukleoproteiny mikrodomen, nazywanych ciatami cytoplazmatycznymi (Moser i Fritzler
2010). Stanowig one miejsce regulacji czasu translacji oraz degradacji transkryptow mRNA,
oraz funkcjonuja jako centrum koordynacji rdéwnowagi migdzy tymi procesami (Parker i
Sheth 2007). W literaturze opisano kilka rodzajéw cytoplazmatycznych ciat uczestniczacych
w potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genow. Jednym z rodzajow takich struktur sa P-
bodies, ktore ze wzgledu na obecno$¢ catej gamy czynnikdéw uczestniczacych zaréwno w
stabilizacji (Xu i Chua 2009), jak i degradacji transkryptow (Beggs 2005). P-bodies uwazane
sa za swoiste centra sortowania mRNA 1 kierowania ich na droge translacji lub degradacji w
zalezno$ci od bodzcow zewnetrznych oraz stanu fizjologicznego komoérki (Lavut i Raveh
2012). Kolejnym znanym typem cial cytoplazmatycznych sa granule stresowe. Ich
powstawanie jest wynikiem zablokowania translacji mRNA w komorce pod wplywem stresu
w wyniku fosforylacji czynnika inicjujacego translacje elF2a (Moser 1 Fritzler 2010). Granule
stresowe uznawane s3 za magazyny, z ktorych po powrocie do warunkéw fizjologicznych,
mRNA genéw referencyjnych moga powraca¢ do cytoplazmy i ulega¢ translacji na
polisomach.

Granule plciowe wystepujace jedynie w komodrkach linii plciowej, zlokalizowane sa
najczesciej w poblizu otoczki jadrowej (Voronina i wsp. 2011). Postuluje sie, ze ich funkcja w
obrobce, degradacji i/lub kompartmentalizacji (polaryzacji) kluczowych dla rozwoju komoérek
ptciowych i zarodka MRNA jest niezbedna dla prawidlowego ich rozwoju i odréznicowania

(Arkov i Ramos 2010).
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2.3. Mikrosporocyty modrzewia europejskiego podczas diplotenu profazy |

mejozy

Badania przeprowadzone na mikrosporocytach modrzewia europejskiego wykazaty, ze
diploten stanowi najbardziej aktywny transkrypcyjnie okres podczas pierwszego podziatu
mejotycznego. Podczas tego okresu mejocyty charakteryzuja si¢ naturalnie wystgpujacymi
cyklicznymi zmianami konformacji chromatyny. Podobnie do komoérek wydzielniczych
ssakow (Halpern i wsp. 2015) transkrypcja w mikrosporocytach odbywa si¢ w pulsach
transkrypcyjnych (Kotowerzo-Lubnau i wsp. 2015). Dekondensacja chromatyny dodatnio
skorelowana jest z okresami intensywnej transkrypcji, natomiast podczas okresow
kondensacji chromatyny, poziom aktywnosci transkrypcyjnej znaczaco obniza si¢. Badania
poziomu nowo powstatego transkryptu wykazaty, iz podczas diplotenu wystgpuje piec
okreso6w wysokiej aktywnosci transkrypcyjnej, ktore przedzielone sg krotkimi okresami jej
obnizenia (Ryc. 7). Kazdy z pigciu okresow wysokiej aktywnosci transkrypcyjnej zwigzany

jest z pojedynczym cyklem syntezy, gromadzenia i transportu poliadenylowanego RNA.
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Ryc. 7 Aktywnos¢ transkrypcyjna mikrosporocytow podczas diplotenu profazy I mejozy. 1-5

okresy wysokiej aktywnosci transkrypcyjnej. Za (Kolowerzo-Lubnau i wsp. 2015), zmienione.

Dalsze badania wykazaty, ze etapy wysokiej aktywnos$ci transkrypcyjnej sa poprzedzone
wzrostem syntezy 1 akumulacji czynnikow splicingowych 1 rRNA w jadrze (Smolinski 1 wsp.
2007, Kotowerzo 2010, Kotowerzo-Lubnau i wsp. 2015).

Cyklom syntezy, gromadzenia i transportu poli(A) RNA skorelowanych ze wzrostem
aktywnosci transkrypcyjnej, towarzyszy rowniez cykliczna biosynteza komplekséw UsnRNP.
UsnRNA wchodza w sklad tzw. konstytutywnego spliceosomu, niezbg¢dnego podczas procesu
splicingu (patrz rozdziat 2.2.). Ich synteza skorelowana jest z de novo formowaniem ciat
Cajala (CB) bedacych ciatami jadrowymi zaangazowanymi w dojrzewanie i montaz
podjednostek spliceosomalnych po ich reimporcie z cytoplazmy (Smolinski i wsp. 2011). W
obrebie kazdego cyklu biogenezy snRNP wzorzec lokalizacji zarowno Sm i U snRNA
odpowiada kolejnym etapom montazu tych elementéw splicingowych. Wykazano, ze w
okresach intensywnej ekspresji elementow splicingowych, cytoplazmatyczny etap

dojrzewania snRNP jest koordynowany przez ciata cytoplazmatyczne bogate w SnRNP,
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nazwane CsBs (Hyjek i wsp. 2015), w ktérych gromadzg si¢ komponenty dojrzatych snRNP,
takie jak U snRNA z wpeklni uformowang czapeczkg trimetyloguanozynowa oraz biatka Sm

(Smolinski 1 wsp. 2011).
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3. CEL PRACY

Kontrolowana ekspresja okreSlonych genéw w komorce jest podstawg funkcjonowania
wszystkich organizméw zywych. W ostatnich latach coraz wigcej badan skupia si¢ na
kluczowej roli zdarzen potranskrypcyjnych w regulacji ekspresji genoéw. Procesy te
wspottworza wazny 1 precyzyjny mechanizm koordynujacy powstawanie ostatecznego
produktu genu, w zalezno$ci od aktualnego stanu metabolicznego i zapotrzebowania komorki.
Jednym z nowo poznanych mechanizméw potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genow jest
retencja mRNA na terenie jadra komorkowego. Ze wzgledu na stosunkowo niewielkg liczbe
doniesien na temat retencji mRNA u ro$lin, takze samo zjawisko retencji pozostaje mato
poznane. Ponadto, brak jest danych literaturowych zwigzanych zzaangazowaniem w ten
mechanizm domen jadrowych. Wstepne obserwacje mikroskopowe przeprowadzone w
naszym zespole badawczym wykazaly, ze w mikrosporocytach modrzewia wystepuja
nastepujace po sobie okresy wzmozonej aktywnoS$ci transkrypcyjnej zwigzanej z syntezg
znacznych iloéci poliadenylowanych transkryptow (poli(A) RNA). Nowo syntetyzowane
poli(A) RNA nie jest jednak transportowane od razu do cytoplazmy, a zatrzymywane jest na
terenie jadra komorkowego. Celem niniejszej pracy doktorskiej bylo opisanie zjawiska
retencji MRNA w pojedynczym cyklu syntezy, gromadzenia i transportu poli(A) RNA.
Wysunigto hipoteze, ze retencia mRNA na terenie jadra komodrkowego stanowi
potranskrypcyjny mechanizm regulacji ekspresji genéw niezbednych w kolejnych etapach
rozwoju komorki roslinnej. W celu realizacji postawionych wyzej celow, zaplanowano

nastepujace zadania badawcze:

(1) identyfikacja transkryptow, ktore ulegaja ekspresji w mikrosporocytach podczas cyklu

syntezy, gromadzenia i transportu poli(A) RNA,
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(2) okreslenie czasu retencji mMRNA w cyklu, oraz zaangazowanie domen jagdrowych w ich

retencje,

(3) przesledzenie cyklu eksportu wybranych transkryptow ulegajacyh ekspresji w

mikrosporocytach,

(4) weryfikacja w jakiej formie (dojrzatej, czy nie dojrzalej) transkrypty, ulegaja retencji na

terenie jadra komorkowego.
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4. MATERIALY

4.1. Material badawczy

Materiat badawczy stanowily mikrosporocyty modrzewia europejskiego (Larix decidua Mill.)
podczas diplotenu profazy I podzialu mejotycznego. Mikrosporocyty charakteryzuja sig¢
niezwykle dlugim przebiegiem mejozy, w ktérej sama profaza I trwa okoto sze$ciu miesiecy.
Badania przeprowadzone w kilku sezonach wegetacyjnych wykazaty, iz niezaleznie od
temperatur w danym sezonie, zarowno czas trwania, jak i wzorzec dystrybucji jest podobny.
Mikrosporocyty w pazdzierniku inicjujg stadium leptotenu, a diploten konczg na przetomie
marca 1 kwietnia. W warunkach naturalnych komorki te wykazuja relatywnie wysoka
synchroniczno$¢ rozwojowa. Dzigki temu z pylnikéw modrzewia uzyska¢ mozna stosunkowo
duza i1 jednorodna populacje mikrosporocytéw w poszczegolnych fazach mejozy, co znacznie
utatwia badania procesow zachodzacych w tych komorkach. Dodatkowo, mikrosporocyty
modrzewia charakteryzujg si¢ stosunkowo cienkg pekto-celulozows $ciang komoérkowa, co
znacznie utatwia pozyskanie protoplastow do badan in situ. Wybrane komorki charakteryzuja
si¢ takze duzym rozmiarem (ok. 70 pum S$rednicy), co pozwala na doktadng obserwacje
mikroskopowa poszczegélnych subkompartymentow komorkowych, a takze mikrodomen
jadrowych i cytoplazmatycznych.

Badania prowadzone w Zaktadzie Biologii Komoérki UMK wykazaty, ze mikrosporocyty
modrzewia W poszczegdlnych stadiach rozwojowych charakteryzuja si¢ naturalnymi
fluktuacjami metabolizmu: stopnia kondensacji chromatyny, aktywnosci transkrypcyjnej
(Kotowerzo-Lubnau i wsp. 2015), poziomu syntezy rRNA (Smolinski i wsp. 2007) oraz
przestrzennej lokalizacji elementow maszynerii splicingowej (Smolinski i wsp. 2011). Co
wiecej, w komorkach tych w sposéb naturalny dochodzi do nastepujacych po sobie cykli

formowania i zanikania struktur zaangazowanych w metabolizm RNA, takich jak jadrowe
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ciata Cajala oraz cytoplazmatyczne ciata bogate w snRNP lub mMRNA (Smolinski i wsp. 2011,
Hyjek i wsp. 2015, Hyjek i wsp. 2019).

Opisane powyzej cechy umozliwiaja obserwacje poszczegdlnych etapow metabolizmu
rybonukleoprotein w warunkach fizjologicznych w mikrosporocytach Larix decidua, nie

indukowanych przez eksperymentatora.

4.2. Oligonukleotydy

Oligonukleotydy zostaty zsyntetyzowane przez firm¢ Genomed.

Nazwa Sekwencja (5°-3°) Znakowa
nie

Hybrydyzacja in situ

poli(A) RNA T(T)29 Cy3
PEP mRNA TGTAACCCGTGCATAAGGTCCACTCGAACGTGC DIG
CELL2 mRNA TTCCGATTGCAGAGAGTCACTGTAAGCGCCT DIG
LHCP mRNA | AACGCAGCCAAGCGCCCCCAACATGGCCCATCT DIG
NAD7 mRNA TCCATGGATAGTTTCATTTGACATCGTGATGG DIG
eF1a MRNA TGGTGACCTTTGCACCAGTGGGATCCTTCT DIG
ACT mRNA TCTTCTGGAGCAACTCGAAGCTCATTGTAGA DIG
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elF5b mRNA TCTTCACACCAAGTTCATCTGCAAGCTCACGAG DIG
DNJ mRNA TCTTTAAGGGCATCCTCTCCATACTGGTCA DIG
PER40 mRNA TGAATGTTGCACAACGTGCCTTTCCTATTGTA DIG
SDH mRNA ACTTGTTCGTCTCTTCATAGACCTCCCCACCAAT DIG
TBA mRNA ACTGTTGGTGATCTCGGCTACCGAGAGCT DIG
PABP4 mRNA ACTCCATAAAGCCATAGCCCTCTGACTGTCCA DIG
RS6 mRNA TTCCTTTGCAGAGTCAATGGTGTCACAAGCC DIG
RPB10 mRNA GTAATTCAAAAGCTTCTCrATGAGATC DIG
SmD1 AGGAGTTGACATAAGTATGAATACACATCT
Sm mRNA Sm D2 CTATTCACTTTGGATTTCTAAGAACAATAAT DIG
SmD2 GTATATAATTTCCTCTTCAAAAACTACTTTTCTCT
SmE AATACAAGGTTCATGTACTCATCAAATC
SmG mRNA CTTGTCCATGTACTTCTTGAGATCCG DIG
pre-mRNA ATTTCTTATTCTTATACCAGTGAAATGTGA DIG
SmG- intronl
pre-mRNA GTTATGATATTTTAAGGCAGTTTAAAATGATAT DIG
SmG- intron2
pre-mRNA TTTTATCACATTGAAATATTTGAAAACAAC DIG

SmG- intron3
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pre-mRNA GAAAAACATATCTAAGTTCAAGAAAT DIG
SmD1- intronl

pre-mRNA ATTCTTTGAACTTGCACTACTTTGTAGAG DIG
SmD1- intron2

pre-mRNA GTATATTCTTGGAACTTATGGATCATGAA DIG
SmD2- intronl

pre-mRNA TTGAATACAAACAATAGTTGCAAAGAACATTCC DIG
SmD2- intron2

pre-mRNA AGAAAGGTTAAAATATGCTGAATGGAGTAT DIG
SmD2- intron3

pre-mRNA AAAAGCAAAGATAAGACGATTGATG DIG

RPB10 ATCTAGCAATATGAAGACAAGTCCAAAAATAT

gPCR

F_SmG mRNA TCCTTTCGAGGCAAACGGAG -
R_SmG mRNA GGCAACTTTGGAACCTCACG -
F_ACT mRNA CGGGGTTTGCTGGAGATGA -
R_ACT mRNA GCCCCATACCAACCATCACA -

F_EF1Al TTGTGCGAGTCTCTCTGCTC -

MRNA
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R_EFIA1l
MRNA

CAAAAACGCCTGGCAGAGTC

4.3. Przeciwciala

Nazwa Klonalno$é | Pochodzenie Rozpoznawany Firma Znakowanie
antygen
Przeciwciala pierwotne
anty-BrdU | monoklonalne mysie bromourydyna GE -
Healthcare
Fosforylowana
Ser2 w domenie
3E10 monoklonalne szczurze CTD Chromotek -
polimerazy 1l
RNA
Centers for
Disease
ANANo.5 poliklonalne ludzkie Sm groer:/terg:igr;d -
Atlanta GA
30333, USA
Thermo
anty-DIG | monoklonalne krolicze DIG Fisher -
Scientific
MAD monoklonalne mysie DIG Roche -
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Przeciwciala wtorne

Thermo
anty-mysie | poliklonalne kozle mysie 19G Fisher Alexa 488

Scientific
Thermo

anty-krolicze | poliklonalne kozle krolicze 1gG Fisher Alexa 488
Scientific
Thermo

anty-krolicze | poliklonalne kozle krolicze IgG Fisher Alexa 488+
Scientific
Thermo

anty-ludzkie | poliklonalne kozle ludzkie 1gG Fisher Alexa 488
Scientific

4.4 Odczynniki

Nazwa Firma

5-bromouracyl Sigma-Aldrich

acetylowana BSA (acBSA) Aurion

Agenocourt RNAClean XP Beckman Coulter

albumina wotowa (BSA) Sigma-Aldrich

alkohol etylowy POCH S.A.

alkohol izopropylowy POCH S.A.

borowodorek sodu (NaBHy) Sigma-Aldrich

celulaza Onozuka R10 Serva

chlorek potasu (KCI) POCH S.A.

chlorek wapnia (NacCl) POCH S.A.

chloroform POCH S.A.

cytrynian trojsodowy (CsHsNazO7) POCH S.A.

diwodorofosforan potasu (KH,PO,) POCH S.A.

ditiotetriol (DTT) Fluka

EDTA Sigma-Aldrich
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fenol:chloroform
formamid

glycoBlue Coprecipitant
Hoechst 33342

kwas cytrynianowy (CgHgO7)
octan potasu
paraformaldehyd 16%
pektynaza

Pipes

ProLong Gold

Triton X-100

Tris

Trizol

TriReagent

Twin 20

wodorofosforan sodu (Na;HPO,)

Enzymy i inhibitory

DNaza Turbo (2U/ pl)

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Ambion

Life Technologies
POCH S.A.
Sigma-Aldrich
Polysciences
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Invitrogen
Sigma-Aldrich
POCH S.A.

Sigma-Aldrich

SYBR® Green PCR Master Mix
RevertAid Reverse Transcriptase
Inhibitor proteaz cOmplete Mini, EDTA-free

Zestawy odczynnikow

PicoPure RNA Isolation Kit

Direct-zol RNA MiniPrep

RNA 6000 Pico Kit

High Sensitivity DNA Kit

Qubit dsDNA HS Assay Kit

KAPA Library Quantification Kit

MiSeq Reagent Kit v3 (150 cycle)

Total RNA-seq Library Prep Kit

Ribo-Zero rRNA Removal Kit

TruSeq Stranded Total RNA with Ribo-Zero Plant

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Roche

Thermo Fisher Scientific
Zymo Research

Agilent

Agilent

Thermo Fisher Scientific
Roche

Illumina

Lexogen

Illumina

Illumina
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4.5. Roztwory, bufory i mieszaniny

Bufor PBS 10x (500ml)

NaCl 40 g

KCl1lg

Na,H PO4 7,2 g

KH2PO4 1,2 g

woda bidestylowana

Bufor autoklawowano (121°C, 1 atm., 20 minut) i ustalano pH = 7,2.

Bufor cytrynianowy 10x (500 ml)

Bufor A — kwas cytrynianowy (4,2 g/200 ml H,0)
Bufor B — cytrynian trojsodowy (8,5 g/300 ml H,0)
Roztwory mieszano, a nast¢pnie ustalano pH = 4,8.

Bufor hybrydyzacyjny

stezenie koncowe

formamid 30%
SSC 4x
100x mieszanina Denhardt’a (1% Ficoll 400, 1% PVP, 1% BSA) 5x
EDTA 1 mM
bufor fosforanowy 50 mM

20x SSC (200 ml)

NaCl 35,06 ¢

cytrynian trojsodowy 17,64 g

woda bidestylowana

Roztwoér mieszano, a nastepnie ustalano pH = 7,0.
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Bufor RNP do ekstrakcji frakcji cytoplazmatycznej

stezenie koncowe

Tris-HCI pH =9,0 200 mM
octan potasu 110 mM

Triton X-100 0,5 % (v/v)

Tween 20 0,1 % (v/v)

DTT 2,5 mM

inhibitor proteaz Roche 1 tabletka/10 ml

inhibitor RNaz 40 U/ml
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5. METODY

5.1. Analizy mikroskopowe
5.1.1. Przygotowanie materialu do obserwacji mikroskopowych

Izolacja protoplastow

Kwiatostany meskie Larix decidua Mill. zbierano w odstepach tygodniowych, od
pazdziernika do marca, w pieciu kolejnych sezonach wegetacyjnych (lata 2013 — 2018).
Okres ten odpowiada kolejnym stadiom profazy | mejozy.

Po usunieciu tusek okrywajacych, $wiezo zebrane kwiatostany utrwalano w 4%
paraformaldehydzie (PFA) w 0,AM buforze PIPES o pH 7,2 przez 12h. W celu
wyeliminowania powietrza znajdujacego si¢ w materiale roslinnym, przez pierwsza godzing
utrwalanie prowadzono na lodzie w pompie prozniowej (0,1 MPa), a nastepnie przez 11h w
temperaturze +4°C. Utrwalony materiat ptukano w trzech zmianach buforu PBS pH 7,2 (3x
10 min) oraz trzykrotnie w 0,01M buforze cytrynianowym pH 4,8 (3x 5 min). Do
immunodetekcji nowo powstatych transkryptow pylniki przed utrwalaniem inkubowano w 80
umol 5-bromouracylu przez 90 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie, pylniki
przeptukiwano buforem PBS i utrwalono.

Nastepnie mikrosporocyty izolowano poprzez mechaniczne rozgniatanie pylnikow szklang
bagietka na szkietku zegarkowym w 0,01M buforze cytrynianowym pH 4,8. W celu usunigcia
sciany  komorkowej, pozyskang zawiesing komorkowa poddawano  trawieniu
enzymatycznemu w mieszaninie: 4% celulazy Onozuka R10 i 27 U/ml pektynazy w 0,01M
buforze cytrynianowym pH 4,8. Inkubacje prowadzono przez 12,5 min w temperaturze 37°C,
przy ciggtym mieszaniu (100 rpm). Po trawieniu materiatl ptukano trzykrotnie w 0,01 M

buforze cytrynianowym pH 4,8 (3x 3 min) oraz trzykrotnie w PBS pH 7,2 (3x 3 min).
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Nastepnie protoplasty zawieszano w PBS i nakladano na uprzednio zmrozonych (-80°C)

zelatynowanych szkietkach podstawowych i1 pozostawiano do wyschnigcia.

5.1.2. Lokalizacje bialek i RNA

Przed przystapieniem do wykonania reakcji, protoplasty uwadniano i permeabilizowano w
0,1% roztworze Triton X-100 w PBS pH 7,2 przez 30 min, a nastgpnie ptukano w PBS pH 7,2
(3x 3 min). Kontrole specyficznosci wszystkich reakcji przeprowadzono wedlug podanych
ponizej protokotéw, z ominigciem etapu inkubacji z przeciwcialem pierwotnym (inkubacja w
acBSA w PBS pH 7,2) oraz z omini¢gciem sondy oligonukleotydowej (inkubacja z samym

buforem hydrydyzacyjnym).

Lokalizacja nowopowstatych transkryptow i poli(A) RNA

Reakcje wykonywano zgodnie z protokotem:

1. Inkubacja z mysim przeciwcialem pierwotnym anty-BrdU, w stosunku 1:1000 w nukleazie,
w wilgotnej komorze, przez noc w temperaturze +4°C

2. Ptukanie w PBS pH 7,2 (5x 3min).

3. Inkubacja z przeciwcialem wtornym anty-mysim sprzezonym z Alexad88, w stosunku
1:1000 w 0,01% acBSA w PBS pH 7,2, w wilgotnej komorze, przez 1h w temperaturze
+37°C.

4. Ptukanie w PBS pH 7,2 (5x 3min).

5. Inkubacja z sondg oligo(dT) sprzezong z Cy3, w stosunku 1:500 w buforze
hybrydyzacyjnym, w wilgotnej komorze (wypetnionej 30% formamidem) w temperaturze
+26°C przez noc

6. Ptukanie w wodnych roztworach SSC:
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e 4xSSC (5x1min),

e 2xSSC (5x1min),

e 1xSSC (1x 10 min),

e PBS (1 x 3 min).

7. Inkubacja z roztworem Hoechst, w stosunku 1:5000 w PBS pH 7,2, przez 5 min w
temperaturze pokojowe;j.

8. Plukanie w PBS pH 7,2, osuszenie.

9. Zamknigcie preparatow w medium przedtuzajacym efekt fluorescencji ProLong Gold.

Lokalizacia mRNA i poli(A) RNA

Reakcje wykonywano zgodnie z protokotem:

1.Inkubacja z sondag oligonukleotydowa sprz¢zona z DIG, w stosunku 1:200 w buforze
hybrydyzacyjnym, w wilgotnej komorze (wypetnionej 30% formamidem) w temperaturze
+26°C przez 4h, nastepnie dodano sond¢ oligo(dT) sprzezong z Cy3, w stosunku 1:500 w
buforze hybrydyzacyjnym i inkubowano w tych samych warunkach przez noc.

2. Ptukanie w wodnych roztworach SSC:

4 x SSC (5 x 1 min),

2x SSC (5 x 1 min),

1 x SSC (1 x 10 min),

PBS (1 x 3 min).
3. Inkubacja z kréliczym przeciwciatem pierwotnym anty-DIG, w stosunku 1:200 w 0,01%
acBSA w PBS pH 7,2, w wilgotnej komorze, przez noc w temperaturze +11°C.

4. Ptukanie w PBS pH 7,2 (5x 3 min).
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5. Inkubacja z przeciwciatlem wtornym anty-kroliczym sprzezonym z Alexa488/Alexa488+,
w stosunku 1:1000 w 0,01% acBSA w PBS pH 7,2, w wilgotnej komorze, przez 1h w
temperaturze +37°C.

6. Ptukanie w PBS pH 7,2 (5x 3 min).

7. Inkubacja z roztworem Hoechst, w stosunku 1:5000 w PBS pH 7,2, przez 5 min w
temperaturze pokojowe;j.

8. Plukanie w PBS pH 7,2, osuszenie.

9. Zamknigcie preparatow w medium przedtuzajacym efekt fluorescencji ProLong Gold.

Lokalizacja bialek Sm 1 mRNA Sm

Reakcje wykonywano zgodnie z protokotem:

1. Inkubacja z 0,1% NaBH, (2x 5 min).

2. Plukanie 1x PBS pH 7,2.

3. Inkubacja z 2% acBSA w PBS pH 7,2 przez 15 min w temperaturze pokojowej.

4. Inkubacja z ludzkim przeciwcialem pierwotnym anty-Sm (ANA No. 5), w stosunku 1:300
w 0,2% acBSA w PBS pH 7,2, w wilgotnej komorze, przez noc w temperaturze +11°C.

5. Ptukanie w PBS pH 7,2 (5x 3min).

6. Inkubacja z przeciwcialem wtéornym anty-ludzkim sprzezonym z Alexa488, w stosunku
1:200 w 0,01% acBSA w PBS pH 7,2, w wilgotnej komorze, przez 1h w temperaturze +37°C.
7. Ptukanie w PBS pH 7,2 (5 x 3 min).

8. Inkubacja z sondami oligonukleotydowymi sprzgzonymi z DIG, w stosunku 1:200 w
buforze hybrydyzacyjnym, w wilgotnej komorze (wypetlionej 30% formamidem) w
temperaturze +26°C przez noc.

9. Plukanie w wodnych roztworach SSC:

67



4 x SSC (5 x 1 min),

2 x SSC (5 x 1 min),

1 x SSC(1 x 10 min),

PBS (1 X 3 min).

10. Inkubacja z mysim przeciwcialem pierwotnym anty-DIG (MAD), w stosunku 1:200 w
0,05% acBSA w PBS pH 7,2, w wilgotnej komorze, przez noc w temperaturze +11°C.

11. Ptukanie w PBS pH 7,2 (5x 3 min).

12. Inkubacja z przeciwcialem wtéornym anty-mysim sprzezonym z Alexa488, w stosunku
1:1000 w 0,01% acBSA w PBS pH 7,2, w wilgotnej komorze, przez 1h w temperaturze
+37°C.

13. Plukanie w PBS pH 7.2 (5 x 3min).

14. Inkubacja z roztworem Hoechst, w stosunku 1:5000 w PBS pH 7,2, przez 5 min w
temperaturze pokojowe;j.

15. Ptukanie w PBS pH 7,2, osuszenie.

16. Zamknigcie preparatow w medium przedtuzajacym efekt fluorescencji ProLong Gold.

5.1.3. Mikroskopia

Mikroskopia konfokalna

Obserwacje prowadzono z wykorzystaniem konfokalnego laserowego mikroskopu
skaningowego Leica TCS Sp8, wyposazonego w 7 linii lasera wzbudzajacego fluorescencje
od UV (405 nm) do dalekiej czerwieni (633 nm). W celu zapewnienia odseparowania

rejestrowanych sygnalow pomiedzy kanatami, skanowanie preparatdéw prowadzono w trybie
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sekwencyjnym (osobno dla kazdego kanatu). Cigcia optyczne wykonywano z interwatem 0,5

um. Wyniki rejestrowano za pomocg oprogramowania LAS AF.

5.1.4. Analiza obrazu

Do obroébki i analizy obrazu wykorzystano oprogramowanie ImageJ (Schneider i wsp. 2012).

Pomiary ilo$ciowe

Obrazy przeznaczone do pomiardéw ilo$ciowych rejestrowano przy identycznych warunkach
akwizycji (moc lasera, zakres zbieranego $wiatta przez detektor, wzmocnienie na
fotopowielaczu, rozdzielczo$¢). W celu wyeliminowania niespecyficznego tta (wynikajacego
glownie z autofluorescencji  cytoplazmy komoérek roslinnych), na podstawie
przeprowadzonych reakcji kontrolnych ustalono poziom odcigcia tta (ang. threshold), ktory
nastepnie uwzgledniano przed rozpoczgciem pomiaréw. Dla kazdego wariantu (stadium)
wykonywano pomiary dla 10 — 30 komorek, w zaleznos$ci od eksperymentu. Poziom

fluorescencji wyrazono w jednostkach wzglednych, jako $rednia intensywno$¢ na pmS.

5.2. Odwrotna transkrypcja i PCR w czasie rzeczywistym do zmierzenia

poziomu ekspresji genow kodujacych bialka Sm

Izolacja RNA

1.Swiezo zebrane kwiatostany meskie Larix decidua Mill. natychmiast zamrazano w ciektym

azocie i przechowywano w temperaturze -80°C. Materiat ro$linny rozcierano w ciektym
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azocie, a nastepnie dodawano 1 ml odczynnika Trizol, doktadnie mieszano i inkubowano
przez 5 min. Nastepnie wirowano przy predkosci 12000 xg przez 5 min w temperaturze +4°C,
supernatant pobierano do nowej probowki typu eppendorf i inkubowano 5 min.

2. Dodawano po 200 pl chloroformu, doktadnie mieszano i inkubowano 3 min. Nastepnie
wirowano przy predkosci 12000 xg przez 15 min w temperaturze +4°C.

3. Fazg wodng zbierano do nowych probowek typu eppendorf i ponownie taczono z
chloroformem w stosunku 1:1 (v/v). Mieszaning wirowano przy predkosci 12000 xg przez 15
min w temperaturze +4°C.,

4. Fazg wodng zbierano do nowych proboéwek typu eppendorf i wytrgcano w obecnosci
izopropanolu w stosunku 1:1, 3M octanu sodu pH 5,2 (24 pl) oraz GlycoBlue (6ul). RNA
wytracano przez 1h w temperaturze -80°C.

5. Probki wirowano przy predkoéci 18000 xg przez 30 min w temperaturze +4°C. Supernatant
usuwano.

6. Otrzymany osad ptukano dwukrotnie w zimnym 75% etanolu (500 pl) i wirowano przy
predkosci 14000 rpm przez 5 min w temperaturze +4°C. Supernatant usuwano.

7. Otrzymany osad suszono przez 10 min w temperaturze +37°C. Nastepnie RNA
rozpuszczano w 17 pl Hp0.

8. W celu wyeliminowania zanieczyszczen DNA, probki poddawaniu inkubacji z DNaza
TURBO DNA-free (Thermo Fisher Scientific) zgodnie z zaleceniami producenta. Reakcje
prowadzono w objetosci 20 ul, przez 30 min w temperaturze +37°C.

9. Po inaktywacji, probki wirowano przy predkosci 14000 rpm przez 1,5 min w temperaturze
pokojowej. RNA przenoszono znad osadu do nowych probowek typu eppendorf.

10. Nastepnie, RNA oczyszczano z zastosowaniem mieszaniny fenol:chloroform pH 4,5.
Objetos¢ RNA wyrownywano do 200 pl oraz dodawano mieszaning fenol:chloroform pH 4,5

w stosunku 1:1. Po zwirowaniu (12000 rpm przez 5 min), faz¢g wodng przenoszono do nowej
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probowki typu eppendorf i mieszano z chloroformem w stosunku 1:1. Probki ponownie
wirowano (12000 rpm przez 5 min).

11. Faze wodng zbierano do nowych probdéwek typu eppendorf i wytragcano w obecnosci
100% etanolu w stosunku 1:2,5 (v/v) przez noc, w temperaturze -80°C.

12. Probki wirowano przy predkosci 12000 rpm przez 20 min w temperaturze +4°C.
Supernatant usuwano.

13. Otrzymany osad ptukano w zimnym 75% etanolu (500 pl) i wirowano przy predkosci
12000 rpm przez 5 min w temperaturze +4°C. Supernatant usuwano.

14. Otrzymany osad suszono przez 5 - 10 min w temperaturze pokojowej. Nastgpnie RNA

rozpuszczano w 12-20 ul H,O.

Odwrotna transkrypcja

W celu otrzymania cDNA do analiz PCR w czasie rzeczywistym, RNA poddawano odwrotnej
transkrypcji (RT, ang. reverse transcription). Zastosowano enzym RevertAid Reverse
Transcriptase (Thermo Fisher Scientific) oraz startery oligo(dT), zgodnie z zaleceniami
producenta enzymu. Reakcje¢ prowadzono zgodnie z protokotem:

e denaturacja RNA (5 min, +65°C),

e odwrotna transkrypcja (1h, +42°C),

e inaktywacja (10 min, +70°C).

Otrzymane cDNA przechowywano w temperaturze -20°C.

PCR w czasie rzeczywistym (gPCR, ang. quantitative PCR)

Mieszanina reakcyjna (30 ul) sktadata si¢ z: 15 pl odczynnika 2X Power SYBR Green PCR

MasterMix (Thermo Fisher Scientific), 1 ul matrycy cDNA oraz pary specyficznych starterow
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(0,2 uM kazdy). Reakcje prowadzono z wykorzystaniem aparatu RotorGene 6000

Thermocycler (Qiagen, Venlo, The Netherlands). Stosowano nastepujacy profil termiczny:

Etap Temperatura Czas trwania Liczba cykli
denaturacja wstepna 95°C 10 min 1
denaturacja 95°C 30s

przy}q‘fzame 52°C 60s 45
starterow

amplifikacja 72°C 60s

denaturacja od 72 do 95°C 5s na kazdy 1°C 1

Specyficznos¢ reakcji potwierdzono przez pojawienie si¢ jednego piku w analizie krzywej

topnienia. Wartosci Ct zostaly okreslone za pomocg Real-time PCR Miner (Zhao i Fernald

2005). Wzgledng ekspresje genéw obliczono na podstawie modeli obliczeniowych

skorygowanych pod wzgledem wydajnosci (Pfaffl 2004) z normalizacja do dwoch genow

referencyjnych: czynnika lalfa 1 (EF1A1, numer dostgpu NCBI: JX157845) i aktyny (numer

dostegpu NCBIL: AB523401). Wszystkie analizy wykonywano w trzech powtdrzeniach

technicznych. Dla kazdej pary starterow wykonywano dodatkowo reakcje kontrolne bez

matrycy cDNA (NTC, ang. no template control).
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5.3. Analizy kwasow nukleinowych

5.3.1. Izolacja RNA do analizy transkryptomu w cyklu syntezy,
gromadzenia i transportu poli(A) RNA

Swiezo zebrane kwiatostany meskie Larix decidua Mill. zbierano podczas czwartego cyklu
syntezy, gromadzenia i transportu poli(A) RNA okreslonego na podstawie badan in situ.
Wszystkie etapy eksperymentéw wykonywano na lodzie oraz przy zastosowaniu warunkoéw
wolnych od RNaz (roztwory, bufory, odczynniki, probéwki, koncoéwki do pipet, itd.). Po
usunieciu tusek okrywajacych, ze $wiezo zebranych kwiatostanow, mikrosporocyty
izolowano poprzez mechaniczne rozgniatanie pylnikow szklang bagietka na szkietku
zegarkowym w PBS z DEPC pH=7,2. W celu usuni¢cia tkanek okrywajacych, zawiesing
filtrowano przy uzyciu sterylnych sit komoérkowych (100 pum). Otrzymang zawiesing
wirowano w +4°C przez 10 min przy predkosci 10000xg. Supernatant wylewano, natomiast
zawiesing komorek zawieszano w 200 ul Extraction Buffer w przypadku izolacji PicoPure
RNA Isolation Kit, lub 500ul TriReagent przy izolacji Direct-zol RNA Miniprep. Podczas
izolacji PicoPure RNA Isolation Kit mieszaning komérkowa inkubowano w +42°C przez 30
min, nastgpnie wirowano 2 min przy predkosci 5000xg, pobierano supernatant i mieszano go
w stosunku 1:1 (v/v) z 70% etanolem. Dalsza procedura przebiegata zgodnie z zaleceniami
producenta. Przy izolacji Direct-zol RNA Miniprep mieszaning inkubowano przez 5 min w
temperaturze pokojowej, nastepnie wirowano przez 10 min przy predkosci 10000 xg w temp.
+4°C. Pobierano supernatant i mieszanogo z 100% etanolem w stosunku 1:1 (v/v). Dalsza

procedura przebiegala zgodnie z zaleceniami producenta.
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5.3.2. Frakcjonowanie i izolacja RNA do analiz transkryptomu

cytoplazmatycznego

Swiezo zebrane kwiatostany meskie Larix decidua Mill. natychmiast zamrazano w ciektym
azocie i przechowywano w temperaturze -80°C.

W celu pozyskania frakcji cytoplazmatycznej, material roslinny rozcierano w cieklym azocie,
a nastepnie dodawano bufor do ekstrakcji rybonukleoprotein w proporcji 10 ml na 1,5 g
materiatu (bufor RNP; 200 mM Tris-HCI pH 9,0, 110 mM octan potasu, 0,5 % (v/v) Triton X-
100, 0,1 % (v/v) Tween 20, 2,5 mM DTT, inhibitor proteaz Roche). Po rozmrozeniu na lodzie
(~5 min), materiat filtrowano przez pojedyncza warstwe Miracloth (o 22-25 pum; Merck
Milipore) i wirowano w wiréwce wychylnej przy predkosci 1500xg, przez 2 min w
temperaturze +4°C. Uzyskany supernatant stanowit frakcje cytoplazmatyczng komorek
pylnika, wykorzystywang do dalszych oznaczen.

Probki nastepnie poddawano izolacji RNA.

1. Do probek dodawano po 1 ml odczynnika Trizol 1 inkubowano przez 5 min. Nastepnie
dodawano po 200 pl chloroformu, doktadnie mieszano 1 wirowano przy predkosci 10000xg
przez 10 min w temperaturze +4°C.

2. Faze wodng zbierano do nowych probowek typu eppendorf i ponownie taczono z
chloroformem w stosunku 1:1 (v/v). Mieszaning wirowano przy predkosci 10000xg przez 10
min w temperaturze +4°C.

3. Faze wodng zbierano do nowych probowek typu eppendorf i wytragcano w obecnosci
izopropanolu w stosunku 1:1, 3M octanu sodu pH 5,2 (24 ul) oraz GlycoBlue (6 ul). RNA
wytracano przez 1h w temperaturze -80°C.

4. Probki wirowano przy predkoséci 18000 xg przez 30 min w temperaturze +4°C. Supernatant

usuwano.
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5. Otrzymany osad ptukano dwukrotnie w zimnym 75% etanolu (500 pl) i wirowano przy
predkosci 14000 rpm przez 5 min w temperaturze +4°C. Supernatant usuwano.

6. Otrzymany osad suszono przez 10 min w temperaturze +37°C. Nastepniec RNA
rozpuszczano w 17 ul H,O.

7. W celu wyeliminowania zanieczyszczen DNA, probki poddawaniu inkubacji z DNaza
TURBO DNA-free (Thermo Fisher Scientific) zgodnie z zaleceniami producenta. Reakcje
prowadzono w objetosci 20 ul, przez 30 min w temperaturze +37°C.

8. Po inaktywacji, probki wirowano przy predkosci 14000 rpm przez 1,5 min w temperaturze
pokojowej. RNA przenoszono znad osadu do nowych probowek typu eppendorf.

9. Nastepnie RNA oczyszczano z zastosowaniem mieszaniny fenol:chloroform pH 4,5.
Objetos¢ RNA wyréwnywano do 200 pl oraz dodawano mieszanine fenol:chloroform pH 4,5
w stosunku 1:1. Po zwirowaniu (12000 rpm przez 5 min), faz¢ wodng przenoszono do nowej
probéwki typu eppendorf i mieszano z chloroformem w stosunku 1:1. Probki ponownie
wirowano (12000 rpm przez 5 min).

10. Faze wodng zbierano do nowych probowek typu eppendorf i wytrgcano w obecnosci
100% etanolu w stosunku 1:2,5 (v/v) przez noc, w temperaturze -80°C.

11. Probki wirowano przy predkosci 12000 rpm przez 20 min w temperaturze +4°C.
Supernatant usuwano.

12. Otrzymany osad plukano w zimnym 75% etanolu (500 pl) i wirowano przy predkosci
12000 rpm przez 5 min w temperaturze +4°C. Supernatant usuwano.

13. Otrzymany osad suszono przez 5 - 10 min w temperaturze pokojowej. Nastgpnie RNA

rozpuszczano w 12-20 pl H20.
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5.3.3. Analiza iloSciowa i jakoSciowa kwasow nukleinowych

RNA oraz biblioteki cDNA poddawano analizie na aparaturze NanoDrop 2000 (Thermo
Fisher Scientific) oraz na aparaturze Bioanalyzer 2100 (Agilent). Do analizy RNA stosowano
gotowy zestaw odczynnikow RNA 6000 Pico kit (Agilent), natomiast do analizy bibliotek
cDNA — High Sensitivity DNA kit (Agilent), zgodnie z zaleceniami producenta. Dodatkowo,
biblioteki cDNA poddawano analizie ilo$ciowej metoda fluorymetryczng na aparaturze Qubit,

przy zastosowaniu zestawu odczynnikow Qubit dsSDNA HS Assay Kit.

5.3.4. Przygotowanie bibliotek cDNA do sekwencjonowania

Svynteza bibliotek cDNAdo analizy transkryptomu w cyklu syntezy, gromadzenia i transportu

poli(A) RNA

Po analizie jakosciowej i iloSciowej, RNA poddano deplecji rybosomalnego RNA przy uzyciu
Ribo-Zero Plant rRNA Removal Kit (Illumina) zgodnie z protokotem udostgpnionym przez
producenta. Nastgpnie RNA oczyszczano przy pomocy Agenocourt RNAClean XP Kit
zgodnie z zaleceniami producenta. RNA ponownie poddawano analizie jakosciowej i
ilosciowej, a nastgpnie wykorzystano je jako matryce do syntezy bibliotek ¢cDNA do
sekwencjonowania. Zastosowano dostepny komercyjnie zastaw odczynnikow Total RNA Seq
Library Preparation Kit (Lexogen), przeznaczony do sekwenatora MiSeq (lllumina).
Wszystkie etapy przygotowania bibliotek cDNA wykonywano zgodnie z protokotem
udostepnionym przez producenta. Etapy te obejmowaly kolejno: hybrydyzacje starterow i
stoperow, odwrotng transkrypcje i ligacje, Synteze dwuniciowego cDNA, oczyszczanie,

wzbogacenie bibliotek z wykorzystaniem PCR, ponowne oczyszczanie (Ryc. 8).
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Ryc. 8 Schemat protokotu przygotowania bibliotek cDNA do sekwencjonowania za pomocg

zestawu Total RNA Seq Library Preparation Kit (Lexogen).

Svynteza bibliotek cDNA do analizy transkryptomu cytoplazmatycznego

Po analizie jakosciowej 1 ilosciowej, RNA wykorzystano jako matryce do syntezy bibliotek
cDNA do sekwencjonowania. Zastosowano dostepny komercyjnie zastaw odczynnikow
TruSeq Stranded Total RNA with Ribo-Zero Plant (Illumina), przeznaczony do sekwenatora
MiSeq (Illumina). Wszystkie etapy przygotowania bibliotek cDNA wykonywano zgodnie z

protokotem udostepnionym przez producenta. Etapy te obejmowaly kolejno: deplecje
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rybosomalnego RNA, fragmentacj¢ RNA, odwrotng transkrypcje, syntez¢ dwuniciowego

cDNA, adenylacj¢ koncow 3’°, ligacj¢ adapterow TruSeq oraz wzbogacenie bibliotek z

wykorzystaniem PCR (Ryc. 9).
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Ryc. 9 Schemat protokotu przygotowania bibliotek cDNA do sekwencjonowania za pomocg

zestawu TruSeq Stranded Total RNA with Ribo-Zero Plant (I1lumina).
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Analiza ilo$sciowa gPCR

Ostateczne stgzenie bibliotek c¢DNA oznaczano metodg ilosciowego PCR w czasie
rzeczywistym (qPCR, ang. quantitative PCR) przy uzyciu zestawu odczynnikow KAPA

Library Quantification Kit Illumina (KAPA Biosystems), zgodnie z zaleceniami producenta.

5.3.5. Sekwencjonowanie i analiza bioinformatyczna

Sekwencjonowanie oraz wstepna analiza danych zostaly wykonane w Interdyscyplinarnym
Centrum Nowoczesnych Technologii UMK w Toruniu. Biblioteki cDNA sekwencjonowano
na aparaturze MiSeq Illumina, zgodnie z zaleceniami producenta. Zastosowano zestaw
odczynnikow do sekwencjonowania MiSeq Reagent Kit v3 (150 cycle; [llumina). Otrzymane
odczyty zostaty przefiltrowane pod wzgledem jako$ci przy pomocy programu PRINSEQ-lite
(Schmieder i Edwards 2011) (przycinanie do $redniej jakosci>=30, brak N, dlugos¢ po
przycieciu min. 100 nt). Odczyty spelniajace kryteria jakos$ci byly nastepnie sktadane w
kontigi (ang. contigs), odpowiadajace pojedynczym transkryptom z uzyciem programu Trinity
(Grabherr i wsp. 2011). Wyniki otrzymano w postaci listy transkryptéw w formacie FASTA
do dalszej analizy. Wybrane sekwencje cDNA postuzyty jako dane wejsciowe dla BLASTX
(dla potencjalnych sekwencji mMRNA). Nast¢pnie na podstawie analizy homologii kazdemu
biatku zostata przypisana potencjalna funkcja (przy zastosowaniu terminologii GO, ang. Gene
Ontology). Analizy funkcjonalne wykonywano przy uzyciu oprogramowania BLAST2GO
(Gotz i wsp. 2008).
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6. WYNIKI

6.1. Poli(A) RNA ulega retencji na terenie jadra komorkowego

Weczesniejsze badania przeprowadzone w mikrosporocytach modrzewia europejskiego
wykazaty, ze podczas diplotenu wystepuje pig¢ okresow wysokiej aktywnos$ci
transkrypcyjnej, przedzielonej okresami jej wyciszenia (patrz Ryc. 7). Kazdy z pieciu
okresow wysokiej aktywnosci transkrypcyjnej zwigzany jest z synteza oraz transportem
poliadenylowanego RNA do cytoplazmy. Znaczna czgs¢ nowo syntetyzowanego poli(A)
RNA obserwowana jest nadal na terenic jadra komorkowego, nawet w okresie, gdy
aktywnos$¢ transkrypcyjna znaczaco maleje. W jadrze komoérkowym akumulacja RNA
obserwowana jest zaroOwno na terenie nukleoplazmy jak 1 w ciatach Cajala, a transport do
cytoplazmy odbywa si¢ dopiero w pdzniejszych etapach cyklu.

Do dalszej analizy wybrano czwarty okres wysokiej aktywno$ci transkrypcyjnej
mikrosporocytow (patrz Ryc. 7), ktory charakteryzowal si¢ najwyzszym poziomem syntezy
transkryptow oraz najdtuzszym czasem trwania (Kotowerzo-Lubnau i wsp. 2015), co w
znaczaCy sposob utatwito obserwacje kolejnych stadiow cyklu.

Przestrzenne i ilo$ciowe analizy wybranego cyklu, ujawnity wystepowanie czterech stadiow,
ktore charakteryzowaty si¢ odmienng dystrybucja oraz poziomem poliadenylowanego RNA
(Ryc. 10, 11).
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Ryc. 10 Przestrzenna dystrybucja poli(A) RNA w cyklu syntezy, gromadzenia i transportu
poli(A) RNA. Szczegotowy opis w tekscie. CB — ciato Cajala, J- jgderko. Skala 10 um.
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Ryc. 11 Poziom jgdrowego i cytoplazmatycznego poli(A) RNA w czterech kolejnych stadiach
cyklu. Stupki bledow wskazujq blgd standardowy sredniej (SEM).

W pierwszym stadium poli(A) RNA znajdowato si¢ gldwnie na terenie jadra komorkowego,
zar6wno na terenie nukleoplazmy, jak i ciat Cajala (CB) (Ryc. 10A). Poziom poli(A) RNA na
terenie jadra komorkowego w tym stadium byt najwyzszy podczas catego cyklu (Ryc. 11).
Wysoki poziom poli(A) RNA skorelowany byt z wysokim poziomem nowo
zsyntetyzowanych transkryptow (Supl. la,b,c). Etap ten wskazuje na intensywng synteze
poliadenylowanego RNA de novo. Podwodjne znakowanie poli(A) RNA oraz aktywnej formy
polimerazy Il RNA, ujawnito, iz podczas tego etapu cyklu mozna wyrézni¢ dwa wzorce
dystrybucji aktywnej formy polimerazy Il RNA (stadium la i Ib). Podczas stadium la (Ryc.
12a), wysoki poziom jadrowej puli poli(A) RNA skorelowany byt z wysokim poziomem
aktywnej formy polimerazy Il RNA, co wskazuje na moment syntezy poli(A) RNA. Podczas
stadium Ib (Ryc. 12b), poziom aktywnej polimerazy II RNA byt niski, podczas gdy wzor
lokalizacji poli(A) RNA pozostawal niezmieniony. Sugeruje to, iz znaczna cze¢$¢ Nowo
transkrybowanego poli(A) RNA nie jest natychmiast eksportowana do cytoplazmy, ale jest

tymczasowo zatrzymana na terenie jadra komorkowego.
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Ryc. 12 Lokalizacja aktywnej formy polimerazy 1l RNA w | stadium cyklu. CB- ciafo Cajala,
J- jgderko. Skala 10 um.

Podczas drugiego stadium cyklu poli(A) RNA nadal obserwowano na terenie nukleoplazmy i
CB, natomiast pojawily si¢ rowniez transkrypty na terenie cytoplazmy w strefie okoto
jadrowej. Nagromadzenie poli(A) RNA wykazato charakterystyczny wzor, analogiczny do
ksztaltu sieci retikulum endoplazmatycznego otaczajacego jadro komoérkowe. Z tego powodu
wzor ten nazwano "podobnym do ER" (Ryc. 10B, powigkszenie). Poziom poli(A) RNA na
terenie jadra komorkowego zmniejszyt sie, natomiast zaobserwowano wzrost poziomu tych
czasteczek na terenie cytoplazmy (Ryc. 11). Poczawszy od drugiego stadium cyklu poziom
nowo powstalych transkryptow znacznie si¢ zmniejszyt i utrzymywal si¢ na bardzo niskim
poziomie az do konca cyklu (Supl. 1).

Podczas trzeciego stadium odnotowano bardzo duzy spadek puli nukleoplazmatycznej poli(A)
RNA, chociaz poli(A) RNA nadal obserwowano na terenie CB (Ryc. 10C). Spadek puli
nukleoplazmatycznej zwigzany byt ze wzrostem poziomu transkryptoéw na terenie cytoplazmy
(Ryc. 11). Wzor ,,podobny do ER” byt nadal widoczny, chociaz byt bardziej rozproszony w
cytoplazmie w poréwnaniu z poprzednim stadium (Ryc. 10C).

Czwarte stadium charakteryzowalo si¢ najnizszym poziomem puli poli(A) RNA w jadrze

komorkowym, natomiast najwyzszym w cytoplazmie (Ryc. 10D, 11). Nadal obserwowano
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poli(A) RNA na terenie CB, natomiast na terenie cytoplazmy widoczne byty liczne drobne

skupiska, wypeliajace cala jej objetos¢ (Ryc. 10D).

6.2. Identyfikacja transkryptow mRNA ulegajacych syntezie w badanym

okresie

Przeprowadzono analiz¢ transkryptomu mikrosporocytow, w celu sprawdzenia jakie
transkrypty sg syntetyzowane w trakcie pojedynczego cyklu (IV) aktywnosci transkrypcyjne;.
RNA izolowano w kilku powtorzeniach oraz uzyto dwoch komercyjnie dostepnych zestawow
odczynnikow (PicoPure RNA Isolation Kit, lub Direct-zol RNA Miniprep.). RNA poddano
analizie jakosciowej metodg elektroforezy kapilarnej. Analiza potwierdzita prawidtowy dla
catkowitego RNA rozklad elektroforetyczny, z dwoma intensywnymi prazkami
odpowiadajagcymi 18S oraz 25S rRNA w odpowiedniej proporcji (wskaznik integralnosci
RNA (RIN) = 8.0; Ryc. 13A). W probie kontrolnej nie zarejestrowano zadnego sygnatu. Po
analizie jakos$ciowej i ilosciowej, otrzymane RNA postuzyto jako matryca do syntezy
bibliotek cDNA do sekwencjonowania. Zastosowano dostgpne komercyjnie zestawy
odczynnikow Ribo-Zero Plant rRNA Removal Kit (Illumina) oraz Total RNA Seq Library
Preparation Kit (Lexogen), przeznaczony do sekwenatora MiSeq (lllumina). Etapy
przygotowania bibliotek obejmowaty kolejno: deplecje rybosomalnego RNA, hybrydyzacje
starterOw 1 stoperow, odwrotng transkrypcje 1 ligacje, synteze dwuniciowego cDNA,
oczyszczanie, wzbogacenie bibliotek z wykorzystaniem PCR, oraz ponowne oczyszczanie
(patrz Ryc. 8). Analiza jako$ciowa potwierdzita odpowiednig do sekwencjonowania jakos¢
bibliotek. Obserwowano wzbogacenie cDNA w zakresie dtugosci 200-300 pz (Ryc. 13B). Po
walidacji ilosciowej (QPCR z zastosowaniem systemu KAPA) oraz normalizacji, biblioteki

poddano sekwencjonowaniu na aparaturze MiSeq (lllumina).
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Ryc. 13 Analiza jakosciowa RNA (A) i cDNA (B) podczas przygotowywania bibliotek do
sekwencjonowania (szczegoly w tekscie). PP — do izolacji RNA uzyto PicoPure RNA Isolation
Kit, D- do izolacji uzyto Direct-zol RNA Miniprep. (B— biblioteki cDNA przygotowane na
podstawie catkowitego RNA), Kontrola — H;0.

W wyniku sekwencjonowania otrzymano 220400 sekwencji transkryptow. Dhugosc
otrzymanych sekwencji mieScita si¢ w zakresie 120 - 7289 bp.

Wybrane sekwencje cDNA postuzyty jako dane wejsciowe dla BLASTX (dla potencjalnych
sekwencji MRNA) oraz BLASTN (dla pozostatych sekwencji) (przeszukiwano bazg¢ danych (nr)
NCBI dla roslin zielonych). Wigkszo$¢ transkryptéw wykazywato najwiekszg homologie do
genow roslin z rodziny sosnowatych (Pinaceae, Ryc. 14): Pinus taeda (6397 transkryptow),
Picea glauca (6128 transkrypty) oraz Picea sitchensis (2008 transkryptow).
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Ryc. 14 Analiza dystrybucji wynikow BLAST pod wzgledem gatunku. Wykres przedstawia
liczbe najwyzszych wynikow BLAST dla analizowanych sekwencji u najczesciej przypisanych

gatunkow roslin.

Dalsze analizy przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania BLAST2GO. Po
zidentyfikowaniu sekwencji kodujacych, wykonano analize¢ wzbogacenia i wybrano 1024
transkrypty mRNA, ktorych poziom w badanym okresie byt najwyzszy (Supl. 2, ptyta CD).
Nastepnie rozpoczeto etap adnotacji funkcjonalnej wybranej grupy transkryptoéw, czyli
przypisywania potencjalnym produktom gendéw ich funkcji przy pomocy terminologii GO
(ang. Gene Ontology). 540 sekwencjom przypisano 214 112 terminow GO. W Kategorii
,,proces biologiczny” najwigkszej liczbie transkryptow przypisano role w transkrypcji (2742),
translacji (1903), tworzeniu mitochondriow (1570), metabolizmie zwigzkéw azotu (1285),
tworzeniu cytoszkieletu (1219), oraz fotosyntezie (1042). Terminy z kategorii ,,funkcja
molekularna” obejmowaly gldwnie aktywno$ci enzymatyczne: hydrolazy (4494), ATPazy
(1385) oraz transferazy (1340). Pozostale terminy z tej grupy obejmowaly aktywnos¢

86



transportera transbtonowego (4557), oraz aktywno$¢ czynnika transkrypcyjnego (1026).
Klasyfikacja pod wzgledem lokalizacji w komorce (kategoria ,.kompartment komdrkowy”)
wykazata wzbogacenie w terminach takich jak biatka: plastydow (4512), mitochondriow

(2805), btonowe (2517), aparatu Golgiego (2439) czy retikulum endoplazmatycznego (1999).

transkrypcja/transcription 2742
translacja/translation 1903
struktura mitochondriéw/mitochondrion organization 1570
metabolizowanie zwigzkow azotu/nitrogen compound metabolic process 1285
struktura cytoszkieletu/cytoskeleton organization 1219
fotosynteza/photosynthesis 1042
faldowanie bialek/protein folding 744
przetwarzanie RNA/RNA processing 649
metabolizowanie biatek/meprotein metabolic process 512
lokalizacja/localization 480
modyfikacja bialek/protein modification process 428
odpowiedzZ na bodziec/response to stimulus 425
potranskrypcyjne wyciszanie genow/posttranscriptional gene silencing 395
cykl komorkowy/cell cycle 383

metabolizowanie zwigzkoéw cyklicznych/organic cyclic compound metabolic

256
process
metabolizowanie k(_)m(')rkowych zwigzkow aromatycznych/cellular aromatic 055
compound metabolic process
ekspresja gendw/gene expression 255
struktura plastydow/plastid organization 253
transport 238
metabolizowanie kwasow nukleinowych/nucleic acid metabolic process 236
proces utleniania i redukcji/oxidation-reduction process 223
metabolizowanie fosforu/phosphorus metabolic process 222
biosynteza amidow/amide biosynthetic process 216
biosynteza peptydow/peptide biosynthetic process 216
metabolizowanie kwasow karboksylowych/carboxylic acid metabolic process 213
metabolizowanie kwasdéw organicznych/organic acid metabolic process 213
proteoliza/proteolysis 213
fosforylacja/phosphorylation 212
transport transbtonowy/transmembrane transport 212
regulacja ekspresji gendw/regulation of gene expression 209
odpowiedz na stres/response to stress 209
transport jondw/ion transport 206
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metabolizm mMRNA/MRNA metabolic process 205
regulacja metabolizmu RNA/regulation of RNA metabolic process 205
biogenez:a kompleksow rybonukleoprotein/ribonucleoprotein complex 203
biogenesis

transport biatek/protein transport 202
przetwarzanie mMRNA/MRNA processing 200
splicing RNA/RNA splicing 192
potranskrypc_yjna regulacja ekspresji genéw/posttranscriptional regulation of 158
gene expression

transkrypcja mMRNA/mRNA transcription 96
jadrowa retencja pre-mRNA w miejscu transkrypcji/nuclear retention of pre- 61
MRNA at the site of transcription

inne 339807

funkcja molekularna (GO)

liczba

GO

terminow

aktywno$¢ hydrolazy/hydrolase activity 4494
aktywno$¢ transportera transblonowego/transmembrane transporter activity 4557
aktywnos$¢ ATPazy/ATPase activity 1385
aktywno$¢ transferazy/transferase activity 1340
aktywno$¢ czynnika transkrypcyjnego/transcription factor activity 1026
wigzanie rybonukleotydow/ribonucleotide binding 982
wigzanie nukleotydéw/nucleotide binding 746
aktywno$¢ transportera/transporter activity 418
aktywno$¢ peptydazy/peptidase activity 380
aktywno$¢ katalazy/catalytic activity 357
E:J_iq;_anie organicznych zwigzkow cyklicznych/organic cyclic compound 330
inding
wigzanie zwigzkoéw heterocyklicznych/heterocyclic compound binding 329
wigzanie jondw/ion binding 290
wigzanie kwasow nukleinowych/nucleic acid binding 264
wigzanie matych molekul/small molecule binding 257
wigzanie fosforanow nukleozydow/nucleoside phosphate binding 257
wigzanie anionéw/anion binding 256
wigzanie pochodnych weglowodanow/carbohydrate derivative binding 251
wigzanie kationow/cation binding 236
wigzanie jonéw metali/metal ion binding 233
wigzanie RNA/RNA binding 231
wigzanie biatek/protein binding 231
wigzanie nukleozyddéw/nucleoside binding 229
wigzanie rybonukleozydow/ribonucleoside binding 227
aktywnos$¢ oksydoreduktazy/oxidoreductase activity 220
wigzanie DNA/DNA binding 218
aktywnos¢ pirofosfatazy/pyrophosphatase activity 212
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aktywnos¢ nukleozydo-trifosfatazy/nucleoside-triphosphatase activity 212
wigzanie purynowych rybonukleozydow/purine ribonucleoside binding 211
wigzanie purynowych nukleozydoéw/purine nucleoside binding 211
wigzanie kofaktoréw/cofactor binding 206
aktywno$¢ liazy/lyase activity 205
wigzanie jonéw metali przejsciowych/transition metal ion binding 204
aktywno$¢ kinazy/kinase activity 203
aktywno$¢ ligazy/ligase activity 200
aktywno$¢ dimeryzacji biatek/protein dimerization activity 199
wigzanie ATP/ATP binding 199
aktywno$¢ kinazy biatek/protein kinase activity 196
wigzanie koenzymow/coenzyme binding 195
wigzanie lipidéw/lipid binding 194
wigzanie biatek cytoszkieletu/cytoskeletal protein binding 185
aktywnos$¢ czynnikow translacyjnych, wigzanie RNA/translation factor 183
activity, RNA binding

aktywnos¢ polimerazy RNA/RNA polymerase activity 173
wigzanie transkrypcyjnych regulatorow regionu DNA/transcription regulatory 157
region DNA binding

wigzanie NAD/NAD binding 154
wigzanie miejsca splicingowego 3’ pre-mRNA/pre-mRNA 3'-splice site 106
binding

wigzanie snRNA/SnRNA binding 102
inne 111889

komponent komérkowy (GO)

liczba

terminow

GO

plastyd/plastid 4512
mitochondrium/mitochondrion 2805
btona/membrane 2517
aparat Golgiego/Golgi apparatus 2439
retikulum endoplazmatyczne/endoplasmic reticulum 1999
chromosom/chromosome 1817
cytoplazma/cytoplasm 1790
rybosom/ribosome 1637
jadro/nucleus 1462
cytoszkielet/cytoskeleton 1146
wakuola/vacuole 989
mikrotubule/microtubule 982
endosom/endosome 770
fotosystem/photosystem 747
peroksysom/peroxisome 636
region zewnatrzkomorkowy/extracellular region 580
chromatyna/chromatin 500
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por jadrowy/nuclear pore 476
$ciana komorkowa/cell wall 377
jaderko/nucleolus 346
lizosom/lysosome 169
filament aktynowy/actin filament 162
apoplast/apoplast 141
nukleosom/nucleosome 136
granule rybonukleoproteinowe/ribonucleoprotein granule 125
c_ytoplazmatyczne granule rybonukleoproteinowe/cytoplasmic 195
ribonucleoprotein granule

P-body 121
plazmodesma/plasmodesma 115
symplast 115
centrosom/centrosome 108
ciata jadrowe/nuclear body 105
nukleoid/nucleoid 96
wrzeciono mitotyczne/mitotic spindle 94
polisom/polysome 86
amyloplast/amyloplast 85
cytoplazmatyczne granule stresowe/cytoplasmic stress granule 69
ciato Cajala/cajal body 65
etioplast 53
centriole 52
P granule 44
inne 45026

Ryc. 15 Adnotacja funkcjonalna mRNA.

6.3. mRNA wykazuja rézny czas retencji na terenie jadra komorkowego

W celu sprawdzenia, ktore transkrypty sg potencjalnie funkcjonalne i mogg ulegaé translacji
przeprowadzono analize transkryptomu cytoplazmatycznego. Po izolacji czystej frakcji
cytoplazmatycznej komorek pylnika, wyizolowane RNA podobnie jak przy wczesniejszej
analizie transkryptomicznej (patrz rozdzial 6.2.) poddano analizie jako$ciowej metoda
elektroforezy kapilarnej, ktora potwierdzita prawidlowy rozklad elektroforetyczny dla
catkowitego RNA. Po analizie jakosSciowej 1 iloSciowej, otrzymane RNA postuzylo jako
matryca do syntezy bibliotek cDNA do sekwencjonowania. Zastosowano dostgpny
komercyjnie zastaw odczynnikow TruSeq Stranded Total RNA with Ribo-Zero Plant

(IMumina), przeznaczony dla sekwenatora MiSeq (Illumina). Etapy przygotowania bibliotek




cDNA obejmowaty kolejno: deplecj¢ rybosomalnego RNA, fragmentacje¢ RNA, odwrotng
transkrypcje, synteze dwuniciowego cDNA, adenylacje koncoéw 3°, ligacje adapterow TruSeq
oraz wzbogacenie bibliotek (patrz Ryc. 9). Analiza jakos$ciowa potwierdzita odpowiednia do
sekwencjonowania jakos¢ bibliotek. Obserwowano wzbogacenic cDNA w zakresie dlugosSci
300-500 pz. Po walidacji ilosciowej (qPCR z zastosowaniem systemu KAPA) oraz
normalizacji, biblioteki poddano sekwencjonowaniu na aparaturze MiSeq (Illumina).

W wyniku sekwencjonowania otrzymano 7001 sekwencji transkryptow znajdujacych si¢ na
terenie cytoplazmy (Supl. 3, ptyta CD). Dlugos¢ otrzymanych sekwencji miescita sie¢ w
zakresie 200- 10795 bp. Wigkszos¢ ztozonych odczytow obejmowata zakres 200 — 395 pz, co
stanowito 75% catkowitej puli. W celu identyfikacji transkryptéw, otrzymane sekwencje
zanalizowano za pomocg BLASTX (dla potencjalnych sekwencji mRNA) oraz BLASTN (dla
pozostatych sekwencji) (przeszukiwano baz¢ danych (nr) NCBI dla roslin zielonych).
Wigkszo$¢ transkryptow wykazywalo najwigksza homologie do gendéw roslin z rodziny
sosnowatych (Pinaceae, Ryc. 16): Picea glaca (2970 transkryptow), Picea sitchensis (1875),
Larix chinesis (117), oraz Larix decidua (106).
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liczba wynikow BLAST

Picea glauca

Picea sitchensis

Larix chinensis

Larix decidua

Pinus taeda

Ginkgo biloba

Pinus strobus

Larix kaempferi
Amborella trichopoda
Pinus tabuliformis
Pinus radiata

Cycas taitungensis
Pseudotsuga menziesii
Cryptomeria japonica
Picea abies

Pinus pinaster
Arabidopsis thaliana
Nelumbo nucifera
Cyprinus carpio

Gnetum gnemon

inne
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Ryc. 16 Analiza dystrybucji wynikow BLAST pod wzgledem gatunku mRNA znajdujgcych sie
na terenie cytoplazmy. Wykres przedstawia liczbe najwyzszych wynikow BLAST (ang. top
BLAST hits) dla analizowanych sekwencji u najczesciej przypisanych gatunkow roslin.

Dalsze analizy przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania BLAST2GO. Po
zidentyfikowaniu sekwencji kodujacych rozpoczeto etap adnotacji funkcjonalnej, czyli
przypisywania potencjalnym produktom genow ich funkcji przy pomocy terminologii GO
(ang. Gene Ontology). 3283 sekwencjom (44%) przypisano tacznie 307 714 terminow GO.
Analiza funkcjonalna wykazata, ze cytoplazmatyczny transkryptom obejmowal 5 glownych
grup mRNA kodujacych bialka zwigzanych z: (i) transkrypcja 1 procesami modyfikacji
potranskrypcyjnej, (ii) rybosomami, translacja 1 modyfikacja potranslacyjng biatek, (iii)
mitochondriami 1 przemianami energetycznymi, (iv) fotosynteza 1 plastydami, (v)
cytoszkieletem i syntezg $ciany komorkowej (Ryc. 17).

W kategorii ,,proces biologiczny” najwigkszej liczbie transkryptow w poszczegdlnych
grupach przypisano role w metabolizowaniu nukleotydéw (1621), metabolizowaniu biatka (2

621), hydrolizie ATP (2849), fazie $wictlnej fotosyntezy (586), oraz organizacji cytoszkieletu
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(332). Transkrypty klasyfikowane pod wzgledem funkcji molekularnej zwigzane byly z
elementem strukturalnym rybosomu (1002), aktywnoscig dehydrogenazy NADH (1545),
aktywnos$cig polimeraz RNA (1949), wigzaniem chlorofilu (521), oraz wigzaniem tubuliny
(304). Klasyfikacja transkryptow pod wzgledem lokalizacji w komorce (kategoria
,kompartment komorkowy”’) wykazata, iz transkrypty kodowaty gltownie biatka plastydow
(8036), mitochondriow (6 368), btony (5 414) oraz cytoplazmy (3 790), czy rybosoméw (2
996).

Transkrypcja i procesy modyfikacji potranskrypcyjnej 25898
metabolizowanie nukleotydow/nucleotide metabolic process 1621
metabolizowanie rybonukleotydow/ribonucleotide metabolic process 1604
ekspresja genow/gene expression 1289
metabolizowanie kwasow nukleinowych/nucleic acid metabolic process 969
metabolizowanie RNA/RNA metabolic process 938
biosynteza nukleotydow/nucleotide biosynthetic process 792
przetwarzanie RNA/RNA processing 791
biosynteza rybonukleotydow/ribonucleotide biosynthetic process 781
splicing RNA/RNA splicing 565
regulacja ekspresji genow/regulation of gene expression 485
Rybosomy, translacja i modyfikacja potranslacyjna bialek 14441
metabolizowanie biatka/protein metabolic process 2621
metabolizowanie peptydu/peptide metabolic process 1091
translacja/translation 1084
biosynteza peptydu/peptide biosynthetic process 1084
modyfikacja biatek/protein modification process 1526
biogeneza rybosomu/ribosome biogenesis 661
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Mitochondria i przemiany energetyczne 12738
hydroliza ATP/ATP hydrolysis 2849
tancuch transportu elektronow/electron transport chain 784
metabolizowanie ATP/ATP metabolic process 781
biosynteza ATP/ATP biosynthetic process 760
pozyskiwanie energii przez utlenianie zwigzkdéw organicznych/energy 757
derivation by oxidation of organic compounds

oddychanie komorkowe/cellular respiration 755
montaz kompleksu cytochromu/cytochrome complex assembly 647
fosforylacja oksydacyjna/oxidative phosphorylation 460
organizacja mitochondriow/mitochondrion organization 318
transport mitochondrialny/mitochondrial transport 314
Fotosynteza i plastydy 5499
fotosynteza, faza Swietlna/photosynthesis, light reaction 586
fotosyntetyczny tancuch transportu elektronow/photosynthetic electron 495
transport chain

metabolizowanie chlorofilu/chlorophyll metabolic process 475
biosynteza chlorofilu/chlorophyll biosynthetic process 445
fotosyntetyczny transport elektronow w fotosystemie I/photosynthetic 442
electron transport in photosystem |

Cytoszkielet i synteza sciany komérkowej 3254
organizacja cytoszkieletu/cytoskeleton organization 332
organizacja $ciany komorkowej/cell wall organization 633
biogeneza $ciany komorkowej/cell wall biogenesis 622
organ?zac_ja mikrotubul cytoszkieletu/microtubule cytoskeleton 301
organization

organizacja filamentow aktynowych/actin filament organization 281
Inne 302177
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metabolizowanie zwiazkow azotu/nitrogen compound metabolic process 3017
lokalizacja/localization 1901
biosynteza komorkowych zwigzkow azotu/cellular nitrogen compound

biosynthetic process 1320
metabolizowanie komorkowych amidow/cellular amide metabolic process 1101
biosynteza amidéw/amide biosynthetic process 1091

liczba
funkcja molekularna (GO) terminéw
GO
element strukturalny rybosomu/structural constituent of ribosome 1002
aktywnos$¢ czynnika translacyjnego, wigzanie RN A/translation factor activity,
o 645
RNA binding
aktywnos$¢ czynnika inicjacji translacji/translation initiation factor activity 612
aktywnos¢ peptydazy/peptidase activity 610
aktywnos$¢ czynnika elongacji translacji/translation elongation factor activity 309
aktywno$¢ dehydrogenazy NADH/NADH dehydrogenase activity 1545
aktywnos$¢ ATPazy/ATPase activity 773
aktywno$¢ oksydazy cytochromu-c/cytochrome-c oxidase activity 365
aktywno$¢ polimerazy RNA/RNA polymerase activity 1949
aktywnos$¢ regulatora transkrypcji/transcription regulator activity 384
aktywno$¢ czynnika transkrypcyjnego wigzgcego DNA/DNA-binding 376
transcription factor activity
aktywnos$¢ koregulatora transkrypcji/transcription coregulator activity 307

©
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wigzanie chlorofilu/chlorophyll binding 521

transporter elektrondw, przenoszenie elektronéw w cyklicznym szlaku
transportu elektronéw podczas aktywnosci fotosyntetycznej/electron
transporter, transferring electrons within the cyclic electron transport pathway
of photosynthesis activity

wigzanie tubuliny/tubulin binding 304

384

wigzanie aktyny/ actin binding 302

aktywno$¢ transportera transblonowego/transmembrane transporter activity

7005
aktywno$¢ hydrolazy/hydrolase activity 2854
aktywnos¢ katalityczna/catalytic activity 2446
wigzanie pochodnych weglowodanow/carbohydrate derivative binding 2365

liczba

komponent komorkowy (GO) terminow
GO

plastyd/plastid 8036
mitochondrium/mitochondrion 6368
btona/membrane 5414
cytoplazma/cytoplasm 3790
rybosom/ribosome 2996
jadro/nucleus 2277
chromosom/chromosome 2174
retikulum endoplazmatyczne/endoplasmic reticulum 1867
cytoszkielet/cytoskeleton 1624
aparat Golgiego/Golgi apparatus 944
wakuola/vacuole 901
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mikrotubula/microtubule 866
endosom/endosome 791
region zewnatrzkomoérkowy/extracellular region 632
jaderko/nucleolus 577
chromatyna/chromatin 361
nukleosom/nucleosome 354
$ciana komorkowa/cell wall 296
peroksysom/peroxisome 294
apoplast 284
por jadrowy/nuclear pore 257
inne 82727

Ryc. 17 Adnotacja funkcjonalna mRNA znajdujgcych sie na terenie cytoplazmy.

Przeprowadzono analize przestrzenna lokalizacji mRNA in situ w cyklu, aby zweryfikowac,
czy wszystkie mRNA z gtéwnych grup transkryptow obecne na terenie cytoplazmy, naleza do
transkryptow ulegajacych retencji na terenie jadra komorkowego, a nastgnie eksportowi na
teren cytoplazmy. Sposrod transkryptow uzyskanych podczas analizy transkryptomu
cytoplazmatycznego mikrosporocytow, wybrano 15, ktore reprezentowaly gtowne klasy
MRNA pod wzgledem funkcjonalnym oraz ilosciowym, po analizie wzbogacenia. Dla
wybranych  mRNA zaprojektowano specyficzne sondy oligonukleotydowe. Nastepnie
wykorzystujac zaprojektowane sondy wykonano reakcje fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ
w celu zbadania zmian dystrybucji wybranych transkryptow podczas cyklu. Wsrod badanych
transkryptow obecne byly mRNA kodujace biatka zwigzane z fotosynteza i plastydami:
biatko wigzace chlorofil a-b (LHCP, Ryc. 21I-L), plastydowa polimeraza RNA (PEP, Ryc.
21A-D), transkrypcja i procesami modyfikacji potranskrypcyjnej: podjednostka 10
polimerazy Il RNA (RPB10, Ryc. 18A-D), biatka Sm (Ryc. 18E-H), bialko wigzace ogon
poli(A) 4 (PABP4, Ryc. 20M-P), rybosomami, translacja i modyfikacja potranslacyjng
bialek: biatko malej podjednostki rybosomowej S6 (RS6, Ryc. 20R-U), czynnik inicjacji
translacji 5b (elF5b, Ryc. 20E-H), czynnik elongacji translacji la (EFla, Ryc. 21R-U),
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mRNA biatek uczestniczagcych w faldowaniu- biatko z domeng DNaJ (DNIJ, Ryc. 19I-L).
Ponadto, mRNA zwigzane z mitochondriami i przemianami energetycznymi: podjednostka
7 dehydrogenazy NADH (NAD7, Ryc. 21M-P), dehydrogenaza bursztynianowa (SDH, Ryc.
20E-H), oraz mRNA zwigzanych z cytoszkieletem i synteza Sciany komorkowej: aktyna
(ACT, Ryc. 19A-D) i tubulina (TBA, Ryc. 20I-L), biatek zewnatrzkoméorkowych zwigzanych
z metabolizmem $ciany komoérkowej- perkosydaza 40 (PER40, Ryc. 20A-D), a takze mRNA
kodujace celulazg (CELL2, Ryc. 21E-H).

Analiza dystrybucji mMRNA wykazata, ze w mikrosporocytach Larix decidua czas retencji
mRNA na terenie jadra komorkowego jest rozny dla réznych transkryptéw. Biorgc pod uwage
kryterium czasu retencji na terenie jadra oraz stadium cyklu w ktérej mRNA pojawia si¢ na
terenie cytoplazmy wyrdzniono trzy grupy transkryptow: (1) transkrypty, ktorych poziom
jadrowy jest wysoki przez wigkszo$¢ cyklu, a pojawianie si¢ transkryptow w cytoplazmie
nastepuje pod koniec cyklu (dtugoretencyjne), (2) transkrypty, ktorych retencje na terenie
jadra obserwowano do I/Il stadium, a w II/I1l stadium poziom transkryptow w cytoplazmie
wzrastal (krotkoretencyjne), (3) transkrypty, ktorych poziom jadrowy i cytoplazmatyczny od
poczatku cyklu byl porownywalny (nieretencyjne).

Transkrypty dlugoretencyjne

Do pierwszej grupy transkryptow nalezaly mRNA zwigzane z transkrypcja i1 procesami
modyfikacji potranskrypcyjnej: mRNA podjednostki 10 polimerazy Il RNA (RPB10) oraz
mRNA biatek Sm (Sm mRNA, Ryc. 18). mRNA RPB10 oraz Sm mRNA gromadzily si¢, az
do IIT stadium na terenie jadra komoérkowego przy niewielkim transporcie do cytoplazmy
(Ryc. 18A-C, E-G). mRNA widoczne byto w tych stadiach w formie rozproszonej na terenie
nukleoplazmy, lokalizowane bylo takze na terenie ciat Cajala (CB) (Ryc. 18A-C, E-G).
Dopiero podczas IV stadium mRNA (RPB10, Sm) widoczne byto gtownie na terenie
cytoplazmy.

Otrzymane wyniki wskazuja, ze wzor zmian dystrybucji dlugoretencyjnych mRNA jest
podobny do przebiegu zmian dystrybucji ogoélnej puli poliadenylowanych transkryptow. W
poczatkowych stadiach poziom transkryptow w jadrze komorkowym jest wyzszy niz na
terenie cytoplazmy, pomimo transportu juz w drugim stadium transkryptow na teren

cytoplazmy.
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stadium llI

stadium IV

Ryc. 18 Przestrzenna i czasowa dystrybucja mRNA diugoretencyjnych podczas cyklu. Podczas
| stadium cyklu mRNA podjednostki 10 polimerazy Il RNA (RPB10) oraz mRNA biatek Sm
obserwowane byly gtownie na terenie jgdra komérkowego (Ryc. 18A, E). mRNA widoczne

byto w formie rozproszonej na terenie nukleoplazmy, lokalizowane bylo takze duze
nagromadzenie na terenie cial Cajala (CB)(Ryc. 18A, E). W kolejnych dwdch stadiach cyklu
(N-111) nadal obserwowano wysoki poziom transkryptow zarowno na terenie nukleoplazmy,
jak i ciat Cajala (Ryc. 18B-C, F-G). Podczas trwania ostatniego stadium cyklu (1V)
transkrypty widoczne sq gtownie na terenie cytoplazmy, niewielka ilos¢ widoczna jest na
terenie jqdra komorkowego (Ryc. 18D, H). Czerwong ramkq oznaczono stadium, w ktorym
obserwujemy znaczgcy wzrost poziomu MRNA w cytoplazmie. RPB10- podjednostka 10
polimerazy Il RNA, Sm mRNA- biatka Sm, CB — ciato Cajala, J- jgderko. Skala 10 um.

Transkrypty krotkoretencyjne

Drugg grupe transkryptow stanowity mRNA kodujace biatka zwigzane z (i) cytoszkieletem i
syntezg $ciany komoérkowej: aktyna (ACT, Ryc. 20A-D), peroksydaza 40 (PER40, Ryc. 19A-
D) i tubulina (TBA, Ryc. 19I-L); (ii) rybosomami, translacja oraz modyfikacjg potranslacyjng
biatek: czynnik inicjacji translacji Sb (EIF5b, Ryc. 20E-H), biatko z domeng DNal (DNJ,
Ryc. 20I-L) i biatko matej podjednostki rybosomowej S6 (RS6, Ryc. 19R-U); (iii) mMRNA
zwigzane z mitochondriami i przemianami energetycznymi: dehydrogenazy bursztynianowej
(SDH, Ryc. 19E-H); oraz z (iv) transkrypcja i procesami modyfikacji potranskrypcyjne;j:
biatko wigzace ogon poli(A) 4 (PABP4, Ryc. 19M-P).
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Wsrod transkryptow krotkoretencyjnych mozna wyrdznié dwie grupy: (A) transkrypty, ktore
gromadzily si¢ na terenie jadra komoérkowego do II stadium (Ryc. 19C,G,K,O,T) oraz (B)
transkrypty, ktore gromadzity si¢ na terenie jadra komoérkowego tylko w I stadium (Ryc. 20B,
F,J). Niektore z transkryptow podczas poczatkowych stadiow cyklu (I i IT) widoczne byty na
terenie ciat jadrowych: CB (Ryc. 19M-N,R-S, 201-J), oraz jaderka (Ryc. 19M-N,R-S, 20E,I).
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Ryc. 19 Przestrzenna i czasowa dystrybucja mRNA krotkoretencyjnych (retencjaw | i 1l
stadium-A) w cyklu. Podczas I stadium cyklu mRNA obserwowano glownie na terenie jgdra
komorkowego (Ryc. 194,E,I, M,R). Niektore z transkryptow widoczne byly na terenie domen
Jjagdrowych: ciat Cajala (Ryc. 19M,R), oraz jgderka (Ryc. 19M,R). W 11 stadium transkrypty

widoczne byly nadal glownie na terenie jgdra komorkowego (Ryc. 19B,F,J,N,S), oraz na

terenie ciaf jgdrowych: CB, oraz jgderka (Ryc. 19N,S). W kolejnych dwéch stadiach cyklu (111
i IV) mRNA obserwowano glownie na terenie cytoplazmy (Ryc. 19C,D,G,H,K,L,O,P,T,U).
Niewielkie nagromadzenie widoczne byto na terenie nukleoplazmy, brak mRNA na terenie
domen jgdrowych. Czerwong ramkq oznaczono stadium, w ktorym obserwujemy znaczgcy
wzrost poziomu mRNA w cytoplazmie. PER40- peroksydaza 40, SDH- dehydrogenaza
bursztynianowa, TBA- tubulina, PABP4- biatko wigzqce poli(A) 4, RS6- biatko malej
podjednostki rybosomowej S6, CB — ciato Cajala, J- jgderko. Skala 10 pum.
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Ryc. 20 Przestrzenna i czasowa dystrybucja mRNA krotkoretencyjnych (retencja w I stadium-
B) w cyklu. Podczas | stadium mRNA obserwowano glownie na terenie jgdra komorkowego
(Ryc. 20A,E,1). Niektore z transkryptow widoczne byly na terenie cial jgdrowych: CB (Ryc.
201), oraz jgderka (Ryc. 20E,1). W II stadium cyklu transkrypty widoczne byty przy otoczce
Jjadrowej, a takze na terenie cytoplazmy (Ryc. 20B,F,J). mRNA DNJ nadal obserwowano na
terenie CB (Ryc. 20J). W kolejnych dwoch stadiach cyklu (111 i IV) mRNA obserwowano
gtownie na terenie cytoplazmy (Ryc. 20C,D,G,H,K,L). Niewielkie nagromadzenie widoczne
byto na terenie nukleoplazmy, brak mRNA na terenie domen jgdrowych. Czerwong ramkg
oznaczono stadium, w ktérym obserwujemy znaczqcy wzrost poziomu mMRNA w cytoplazmie.
ACT- aktyna, elF5b- czynnik inicjacji translacji 5b, DNJ- biatko z domeng DNaJ, CB — ciato
Cajala, J- jgderko. Skala 10 um.

Transkrypty nieretencyjne

Trzecig grupg transkryptow stanowity mRNA kodujace biatka zwigzane z (i) fotosynteza i
plastydami: plastydowa polimeraza RNA (PEP), biatka wigzacego chlorofil a-b (LHCP); (ii)
cytoszkieletem i $ciang komorkows: celulaza (CELLZ2); (iii) mitochondriami i przemianami
energetycznymi: podjednostka 7 dehydrogenazy NADH (NAD7); oraz (iv) rybosomami,
translacja i modyfikacjami potranslacyjnymi biatek: czynnik elongacji translacji 1a (elF1a).
Transkrypty te nie gromadzity si¢ w duzej ilo$ci na terenie jadra komorkowego i juz podczas
trwania pierwszego stadium cyklu, widoczne byly na terenie cytoplazmy na podobnym
poziomie (Ryc. 21AE,I,M,R). Obserwowano je takze w jaderku (Ryc. 21A,E,1,M), a takze
niektore z nich w CB (Ryc. 21M,R). Otrzymane wyniki wskazuja, iz transkrypty nalezace do
tej grupy nie ulegaja retencji na terenie jadra komorkowego 1 zaraz po syntezie

transportowane sg do cytoplazmy.
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Ryc. 21 Przestrzenna i czasowa dystrybucja mRNA nieretencyjnych w cyklu. Podczas |
stadium mRNA widoczne byto na terenie jgdra komorkowego oraz cytoplazmy (Ryc.
21A4,E,I, M,R). Transkrypty widoczne byly takze na terenie cial jgdrowych: jgderka (Ryc.
21A.E,1,M), a takze niektore z nich na terenie CB (Ryc. 21M,R). Podczas kolejnych stadiow
cyklu (I1-7V) mRNA nadal obserwowano zaréwno na terenie jgdra komorkowego, jak i
cytoplazmy (Ryc. 21B-D, F-H, J-L, N-P, S-U), a takze akumulacje na terenie jgderka (Ryc.
21F,J,N,S) oraz CB (Ryc. 21N,S). Czerwong ramkq oznaczono stadium, w ktorym
obserwujemy znaczgcy wzrost poziomu MRNA w cytoplazmie. PEP- plastydowa polimeraza
RNA, CELL2- celulaza, LHCP- biatko wigzgce chlorofil a-b, NAD7- podjednostka 7
dehydrogenazy, eFla- czynnik elongacji translacji 1a, CB — ciafo Cajala, J- jgderko.
Skala 70 um.

6.4. mRNA ulegajace retencji na terenie jadra komdrkowego to

funkcjonalne mRNA ulegajgce translacji

Jak sugeruja dane literaturowe retencja mRNA na terenie jadra komérkowego moze mie¢ dwa
podioza. Retencji moga ulega¢ wadliwe transkrypty, ktore nie przechodza pozytywnie
kontroli jakos$ci 1 ulegng degradacji, badz transkrypty prawidtowe, ktorych eksport z roznych
przyczyn jest wstrzymywany. Z tego wzgledu podjeto si¢ weryfikacji, czy retencyjne mRNA

obserwowane w mikrosporocytach modrzewia sg transkryptami prawidlowymi, na bazie
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ktorych powstang funkcjonalne biatka. W tym celu przeanalizowano pojedynczy cykl
ekspresji genow kodujacych biatka Sm: od syntezy i dystrybucji dtugoretencyjnego mRNA w
komorce, az do translacji biatka i jego importu do jadra.

Weczesniejsze badania wykazaty, ze w mikrosporocytach modrzewia biatka Sm podobnie jak
poli(A) RNA ulegaja cyklicznej ekspresji, w pieciu cyklach syntezy (Hyjek i wsp. 2015).
Kazdy z tych cykli zwiagzany jest z biogeneza splicingowych U snRNP, a zmiany dystrybucji
biatek Sm odzwierciedlajg kolejne etapy powstawania/funkcjonowania czasteczek UsnRNP w
mikrosporocytach modrzewia. Wykorzystujac wczeéniej opisany model dystrybucji biatek Sm
w poszczegblnych etapach biosyntezy kompleksow snRNP, bedzie mozliwa ocena
funkcjonalnos$ci retencyjnych transkryptéw kodujacych biatka Sm.

Do analizy wybrano jeden z cykli biogenezy UsnRNP (patrz rozdziat 2.4.), ktory sktadat si¢ z
sze$ciu kolejnych etapéw. Wykonana zostata analiza dystrybucji mRNA kodujacych biatka
Sm w korelacji z ich produktami biatkowymi w komorce.

Podczas pierwszego etapu transkrypty mRNA biatek Sm zlokalizowane byly w licznych
skupiskach, glownie przy otoczce jadrowej, zardbwno po stronie cytoplazmatycznej, jak i
jadrowej (Ryc. 22a). Biatka Sm zlokalizowane byty w nukleoplazmie, przy otoczce jadrowej
(Ryc. 22b). Prawdopodobnie podczas tego etapu dochodzi do syntezy mRNA de novo oraz
jadrowego importu biatlek Sm powstatych w poprzedniej rundzie ekspresji Sm.

Podczas trzech kolejnych etapéw nastgpit stopniowy wzrost jadrowej puli mRNA biatek Sm
(Ryc. 22d-1). Podczas drugiego etapu na terenie CB widoczne byty zarowno mRNA biatek
Sm, jak i biatka Sm (Ryc. 22d,e).

Wzrost ilosci MRNA biatek Sm w cytoplazmie odnotowano podczas trzeciego etapu (Ryc.
23A), ktory koreluje ze wzrostem ilosci biatek Sm w tym kompartmencie komérkowym (Ryc.
23B). Otrzymane wyniki moga wskazywa¢ na translacj¢ transportowanych na teren
cytoplazmy mRNA.

Wysoki poziom cytoplazmatyczny obu molekut wystepowalt, az do konca cyklu.
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Sm mRNA biatka Sm + biatka Sm DNA

Ryc. 22 Analiza dystrybucji mRNA biatek Sm w kolokalizacji z biatkowym produktem- biatkami Sm.
Odnotowano wysokq akumulacje mRNA w jgdrze komorkowym, ktore nastepnie eksportowane jest do

cytoplazmy, gdzie moze ulega¢ translacji. CB- ciata Cajala
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Ryc. 23 (A) Analiza ilosciowa poziomu jgdrowego i cytoplazmatycznego mRNA kodujgcy

biatka Sm w mikrosporocytach modrzewia podczas diplotenu, (B) Analiza korelacji pomigdzy

transportem mRNA do cytoplazmy, a syntezq biatka. Stupki bltedow wskazujq blgd

standardowy sredniej (SEM).
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Podczas gdy mRNA biatek Sm byly eksportowane do cytoplazmy, gromadzity si¢ w licznych
skupieniach na terenie cytoplazmy, czesto kolokalizujacych lub bedacych w bliskim
sgsiedztwie akumulacji biatek Sm (Ryc. 22x, powigkszenie). Ten wzor lokalizacji wskazuje
na proces syntezy biatek Sm.

Podczas etapu szostego, poziom bialek Sm w cytoplazmie osiggnagt najwyzszy poziom
podczas catego cyklu biogenezy (Ryc. 23B).

Dodatkowo przeprowadziliSmy analiz¢ poziomu ekspresji jednego z mRNA kodujacego
biatka Sm- SmG wykonang za pomocg metody qPCR podczas poszczegdlnych etapow
biogenezy UsnRNP wykazata, ze najwyzszy poziom ekspresji SmG mRNA (Ryc. 24)
koreluje z najwyzszym poziomem ogoélnej puli mRNA kodujacego biatka Sm mierzonej na

podstawie ilosciowego FISH.

1,5

relatywna ekspresja genu SmG

etap 3 etap 4 etap 5 etap 6

Ryc. 24 Poziom ekspresji mRNA kodujgcego biatka Sm (SmG) mierzony metodg QPCR. Stupki
bledow wskazujg blgd standardowy sredniej (SEM). Faza 3-6 kolejne etapy biogenezy snRNP.

Uzyskane dane wskazuja, ze w mikrosporocytach modrzewia, transkrypty, ktore ulegaja
retencji sa transkryptami funkcjonalnymi, ktore ulegaja translacji. Wskazywaé¢ moze to na
wystepowanie mechanizmu, ktory czasowo zatrzymuje transkrypty na terenie jadra
komorkowego, aby w poOzniejszym czasie ulegly eksportowi oraz translacji na terenie

cytoplazmy.
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6.5. MRNA ulegaja retencji jako pre-mRNA

Badania dotyczace jadrowej retencji mRNA wskazuja, Zze ma ona znaczacy wplyw na
regulacje ekspresji gendw, poprzez regulacj¢ eksportu i opdznienie translacji, CO pozwala na
synteze okre$lonych biatek w scisle kontrolowanym czasie lub warunkach.

Dotychczasowe badania przeprowadzone na komorkach prokariotycznych, jak i
eukariotycznych wykazaty, iz mRNA ulegajace retencji na terenie jadra komorkowego moze
mie¢ roézng form¢ dojrzatosci. mRNA moga ulega¢ retencji zarowno jako pre-mRNA (z
zachowanym jednym lub kilkoma intronami), lub w formie dojrzate;j.

Dlatego kolejnym krokiem w scharakteryzowaniu badanego w niniejszej pracy zjawiska
retencji mRNA na terenie jadra komorkowego byto okreslenie w jakiej formie dojrzatosci
MRNA ulega retencji. W tym celu wykonano analiz¢ dystrybucji pre-mRNA kodujacego
biatka SmG, D1 i D2 oraz pre-mRNA jednej z podjednostek polimerazy Il RNA- RPB10,
ktore nalezaty do grupy transkryptow dlugoretencyjnych. Przeprowadzone wczesniej badania
ujawnity, ze geny bialek SmG i SmD2 zawierajg 3 introny, natomiast SmD1 i RPB10 2
introny. Zaprojektowano specyficzne sondy oligonukleotydowe do pre-mRNA zawierajgcego
sekwencje intronowe wyzej wymienionych mRNA, a nastgpnie, dla kazdej z sond wykonano
reakcje fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) wraz z kolokalizacja poli(A) RNA (Ryc.
25).

Analiza wykazata, iz MRNA nalezace do grupy transkryptow dtugoretencyjnych ulegaja
retencji jako pre-mRNA z zachowang sekwencja intronows.

Pre-mRNA biatka SmG zawierajace pierwszy intron obserwowano praktycznie w calej
obj¢tosci nukleoplazmy, a takze w cialach Cajala (Ryc. 25A). Natomiast transkrypty z drugim
i trzecim intronem lokalizowane byty tylko w okolicach otoczki jadrowej (Ryc. 25B, C).
Otrzymane wyniki moga wskazywac, iz 2 1 3 intron usuwane sa z pre-mRNA SmG juz
prawdopodobnie podczas kotranskrypcyjnego splicingu, a terytorium chromosomowe
zawierajace ten gen/y znajduje si¢ na peryferiach jadra. Natomiast formg retencyjng mRNA
kodujacego biatko SmG w mikrosporocytach zdaje si¢ by¢ mRNA nie w pelni dojrzate z
zachowanym/retencyjnym pierwszym intronem.

Podobng analize przeprowadzono dla mRNA kodujacych biatka SmD1, SmD2 oraz RPB10
(Ryc. 25D-I). Podobnie jak w przypadku mRNA kodujacego biatko SmG ulegaty one retencji
w formie niedojrzatej. Pre-mRNA kodujace biatkko SmD2 ulegato retencji tylko z jednym,
trzecim intronem (Ryc. 25D-F). Natomiast pre-mRNA kodujgce biatka SmD1 i RPB10 z
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wszystkimi intronami, co mozemy zaobserwowaé poprzez ich lokalizacje W calej objetosci
nukleoplazmy i CB (Ryc. 25G-I).
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poli(A) RNA [E{EZ] poli(A) RNA + DNA

RPB10 mRNA

Ryc. 25 Przestrzenna lokalizacja mRNA zawierajgcych introny biatek SmG, D2, D1 i
podjednostki RPB10. E1-E4- eksony, czarnymi i zielonymi prostokgtami oznaczono introny,
zielonym prostokgtem oznaczono intron poddawany analizie. Szczegdtowy opis w tekscie. CB

— ciato Cajala. Skala 10 um.

6.6. Pre-mRNA ulegaja retencji, az do trzeciego stadium cyklu

Ostatnim zadaniem badawczym bylo okreslenie jak dlugo trwa retencja niedojrzatych
transkryptow, oraz kiedy pre-mRNA z zachowanym intronem/ami ulega potranskrypcyjnemu
splicingowi. W tym celu szczegotowej analizie dystrybucji poddano pre-mRNA biatka SmG z
pierwszym intronem retencyjnym, a wycigtymi pozostatymi intronami (Ryc. 26), oraz forme
mRNA po wycieciu intronu retencyjnego (Ryc. 27) podczas cyklu. Przeprowadzona analiza
wykazata, iz forma niedojrzata mRNA biatka SmG obecna jest na terenie jadra komoérkowego
az do III stadium cyklu (Ryc. 26A-C). W tych stadiach pre-mRNA biatka SmG widoczne

bylo zarowno na terenie nukleoplazmy, jak i w ciatach Cajala (Ryc. 26A-C).
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Ryc. 26 Przestrzenna i czasowa dystrybucja niedojrzatej formy mRNA biatka SmG z

zachowangq sekwencjq pierwszego intronu w cyklu. Podczas | stadium obserwowano silne
nagromadzenie pre-mRNA biatka SmG w jgdrze komérkowym (Ryc. 26A4). Pre-mRNA
widoczne byto zarowno na terenie nukleoplazmy, jak i w cialach Cajala. Podczas dwoch
kolejnych stadiow (II-111) lokalizacja pre-mRNA biatka SmG nie ulegla zmianie (Ryc. 26B,C),
widoczne byto ono nadal na terenie nukleoplazmy, jak i CB. Brak akumulacji na terenie jgdra
komorkowego formy niedojrzatej mRNA biatka SmG z zachowang sekwencjq intronu
pierwszego zaobserwowano podczas ostatniego stadium (1V) cyklu (Ryc. 26D). E1-E4-
eksony, zielonym prostokqtem oznaczono intron poddawany analizie. Szczegotowy opis w

tekscie. CB — cialo Cajala. Skala 10 um.
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Nastepnie sprawdzono, czy 1 kiedy zachowane introny sa wycinane z pre-mRNA.
Zaprojektowano sondg¢ dla sekwencji na granicy pierwszego i drugiego eksonu mRNA biatka
SMG (po wycigciu pierwszego intronu) i sprawdzono lokalizacje takich transkryptow podczas
pojedynczego cyklu (Ryc. 27). Juz w pierwszym stadium zaobserwowano w peini dojrzaly
transkrypt (Ryc. 27A). W stadium tym transkrypt obecny byt gtéwnie w nukleoplazmie i co
cickawe, w przeciwienstwie do transkryptu z zachowanym intronem, nie zaobserwowano jego
akumulacji w CB. Prawdopodobnie splicing retencyjnych intronéw odbywa si¢ natychmiast
po uwolnieniu takich transkryptow z CB i przed ich eksportem do cytoplazmy. W kolejnych
stadiach w petni dojrzate transkrypty byly obecne zaréwno w jadrze, jak 1 w cytoplazmie
(Ryc. 27B-D). W drugim stadium zaobserwowano podobny poziom mRNA biatka SmG
zarowno w jadrze (Ryc. 27B), jak i cytoplazmie, podczas gdy w kolejnych stadiach poziom na
terenie jadra komorkowego zmniejszyt sie. Zaobserwowano wzrost poziomu tych czasteczek
na terenie cytoplazmy (Ryc. 27C-D). Prawdopodobnie tempo eksportu i dalszego
wykorzystania tych transkryptow rozni si¢ w zaleznosci od etapu cyklu. W pierwszych dwoch
stadiach znaczna kumulacja w petni dojrzatych transkryptow w jadrze moze wskazywac, ze
szybko$¢ ich eksportu do cytoplazmy nie jest zbyt wysoka. Jednak w kolejnych stadiach
poziom jadrowy znacznie obniza si¢ i mRNA biatek SmG jest wiecej w cytoplazmie, co moze

oznacza¢ znaczny wzrost szybkosci eksportu.
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Ryc. 27 Przestrzenna i czasowa dystrybucja dojrzatej formy mRNA biatka SmG w cyklu.
Podczas | stadium mRNA biatka SmG obserwowane bylo gtownie na terenie jgdra
komorkowego (Ryc. 27A). W stadium Il oraz IIl mRNA biatka SmG widoczne byto na terenie
cytoplazmy oraz jgdra komorkowego na podobnym poziomie (Ryc. 27B,C). W ostatnim
stadium (IV) mRNA nie bylo obserwowane na terenie jgdra komorkowego (Ryc. 27D). mMRNA
widoczne byto glownie na terenie cytoplazmy w postaci licznych drobnych skupien. E1-E4-
eksony, zielonym prostokqgtem oznaczono koniec eksonu 1 i poczgtek eksonu 2, do ktorych
zaprojektowano sonde, hubrydyzujgcq tylko do dojrzatych mRNA. Szczegotowy opis w tekscie.
CB — cialo Cajala. Skala 10 um.
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Drugim badanym mRNA nalezgcym do grupy transkryptow dlugoretencyjnych jest mRNA
RPB10. Przestrzenna analiza lokalizacji pre-mRNA RPB10 z zachowang sekwencja
pierwszego i drugiego intronu, wykazata podobny wzorzec lokalizacji, jak pre-mRNA biatka
SMG. Zaobserwowano wyrazng akumulacje transkryptow w jadrze komorkowym, zarowno w
nukleoplazmie, jak i w ciatach Cajala, podczas pierwszych trzech etapéw cyklu (Ryc. 28A-
C). Niedojrzate transkrypty nie byty widoczne w ostatnim stadium (1V) (Ryc. 28D), podczas
gdy catkowita pula mRNA kodujacego podjednostke 10 polimerazy I RNA widoczna byta w
tym stadium na terenie cytoplazmy (patrz Ryc. 18D).
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Ryc. 28 Przestrzenna i czasowa dystrybucja niedojrzatej formy mRNA podjednostki 10

polimerazy Il RNAz zachowang sekwencjg pierwszego i drugiego intronu w cyklu. 1 — 1V -
kolejne stadia cyklu poli(A) RNA w komdrce. E1-E3- eksony, zielonymi prostokgtami
oznaczono introny poddawane analizie. Szczegétowy opis w tekscie. CB — ciato Cajala. Skala

10 um.
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7. DYSKUSJA

7.1. Retencja poli(A) RNA na terenie jadra komorkowego

Wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej opisuja potranskrypcyjna regulacje
ekspresji genow, oparta na retencji MRNA w jadrze komérkowym. Wcezedniejsze badania
(Kotowerzo-Lubnau i wsp. 2015) wykazaty, ze w mikrosporocytach modrzewia podczas
diplotenu transkrypcja odbywa si¢ w kilku pulsach, w ktorych syntetyzowane sa znaczne
ilosci poliadenylowanych transkryptow. Nie zaobserwowano jednak ich bezposredniego
eksportu na teren cytoplazmy, natomiast stwierdzono, ze przez dtugi okres czasu obecne sa
glownie w nukleoplazmie i CB. Obserwacje te wskazuja, ze w mikrosporocytach dochodzi do
czasowe]j retencji poli(A) RNA na terenie jadra.

Czasowe zatrzymanie mMRNA na terenie jadra komorkowego zaobserwowano takze, m.in. w
ludzkich fibroblastach, w ktorych zaobserwowano malg kolokalizacj¢ pomigdzy nowo
zsyntetyzowanym transkryptem i poliadenylowanym RNA na terenie jadra komorkowego
(Fay i wsp. 1997). Przeprowadzone badania moga wskazywac¢, ze poli(A) RNA pochodzito z
poprzedniej rundy transkrypcyjnej 1 zostalo zatrzymane na terenie jagdra komérkowego.
Badania na komorkach muszki owocowej Drosphila melanogaster w roznych stadiach
embriogenezy, podczas ktérych lokalizowano zar6wno mRNA jak i ich produkty biatkowe,
wykazaty, ze w wigkszosci przypadkow ekspresja gendw przebiega w typowy sposob tj.
transkrypcja, eksport do cytoplazmy 1 biosynteza biatka. Jednak w przypadku niektorych
mRNA obserwowano ich retencj¢ na terenie jadra komodrkowego, a poziom syntezy ich
produktéw byt niewielki lub nie obserwowano go wcale (Lecuyer i wsp. 2007).

Jadrowa retencje mRNA wykazano takze m.in. w komoérkach wydzielniczych (Halpern i wsp.
2015), w komorkach generatywnych 1 roéznicujacych si¢ (Averbeck 1 wsp. 2005, Boothby i
wsp. 2013) czy tez w komorkach poddanych warunkom stresowym (Prasanth i wsp. 2005,
Niedojadto 2014). Jak dotad nie odnotowano jednak takiego rodzaju koordynacji ekspresji
genow w komorkach generatywnych u roslin nasiennych. Dlatego w niniejszej rozprawie
doktorskiej podjeto probe scharakteryzowania regulacji ekspresji gendw, poprzez retencje

mRNA na terenie jadra komorkowego w mikrosporocytach modrzewia.
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7.2. Cykl syntezy, gromadzenia i transportu poli(A) RNA

Przeprowadzona analiza pojedynczego cyklu syntezy, gromadzenia i transportu poli(A) RNA
potwierdzita, ze w mikrosporocytach modrzewia dochodzi do czasowej retencji
poliadenylowanych transkryptow na terenie jadra komoérkowego. W cyklu tym wyodrgbniono
cztery stadia, ktore charakteryzowaly si¢ zmiennym poziomem oraz dystrybucja poli(A)
RNA. Badania wykazaly, ze po syntezie w I stadium transkrypty pozostawaty na duzo
wyzszym poziomie w jadrze niz W cytoplazmie jeszcze w stadium drugim cyklu, co
$wiadczy¢ moze o ich retencji na terenie jadra. Dopiero w trzecim stadium obserwowano
znaczny wzrost poziomu tych transkryptow na terenie cytoplazmy, Ktory skorelowany byt ze
spadkiem ich puli jadrowej. Wskazuje to na eksport wcze$niej zatrzymanych w jadrze
transkryptow.

Pojedynczy cykl syntezy, gromadzenia i transportu poli(A) RNA w mikrosporocytach zostat
poddany dalszym badaniom. Przeprowadzono analiz¢ transkryptomu zaréwno calkowitego
jak 1 cytoplazmatycznego. Identyfikacja transkryptéw obecnych w cytoplazmie miata na celu
wyltonienie potencjanych mRNA, ktore beda ulegaty translacji. Wybrane transkrypty
przeanalizowano pod katem zmian dystrybucji w mikrosporocytach podczas kolejnych
stadiow cyklu. Poniewaz badania zostaly przeprowadzone podczas tego samego cyklu,
mozliwe bylo poréwnanie dtugosci okresu ich gromadzenia w jadrze oraz selektywnego
eksportu poszczegélnych grup transkryptow. Retencja na terenie jadra komorkowego
wptywata na moment pojawienia si¢ mRNA w cytoplazmie. Powyzsze badania wykazaly, ze
transkrypty te roznig si¢ czasem retencji na terenie jadra, a takze tempem i czasem ich
eksportu na teren cytoplazmy.

Biorgc pod uwage kryterium czasu retencji na terenie jadra oraz stadium cyklu w ktorej
mRNA pojawia si¢ na terenie cytoplazmy wyrdzniono trzy grupy transkryptow:

(1) transkrypty, ktorych poziom jadrowy jest wysoki przez wigkszos$¢ cyklu, a pojawianie si¢
transkryptow w cytoplazmie nastepuje pod koniec cyklu (dlugoretencyjne) (Ryc. 29).
Transkrypty te zwigzane byly glownie z transkrypcja i procesami modyfikacji
potranskrypcyjnej,

(2) transkrypty, ktorych retencje¢ na terenie jadra obserwowano do I/II stadium, a w II/III
stadium poziom transkryptow znaczaco wzrastat w cytoplazmie (krotkoretencyjne) (Ryc. 29).
MRNA nalezace do tej grupy kodowaty biatka zwigzane z (i) cytoszkieletem i synteza $ciany

komorkowej; (ii) rybosomami, translacjg oraz modyfikacjg potranslacyjng biatek; (iii) mMRNA
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zwigzane z mitochondriami 1 przemianami energetycznymi; oraz z (iv) transkrypcja i
procesami modyfikacji potranskrypcyjnej,

(3) transkrypty, ktorych poziom jadrowy i cytoplazmatyczny od poczatku cyklu byt
poréwnywalny (nieretencyjne) (Ryc. 29). mRNA kodowaty biatka zwigzane z (i) fotosynteza
i plastydami; (ii) cytoszkieletem i Sciang komoérkowa; (iii) mitochondriami i przemianami

energetycznymi; oraz (iv) rybosomami, translacja i modyfikacjami potranslacyjnymi biatek.
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transkrypty transkrypty transkrypty
dtugoretencyjne krotkoretencyjne nieretencyjne

stadium Il stadium |

stadium Il

stadium IV

Ryc. 29 Schemat pokazujgcy czas retencji oraz zaangazowania domen jgdrowych w ten
proces. A-transkrypty krotkoretencyjne,ulegajgce retencji w I stadium, B- transkrypty
krotkoretencyjne, ulegajqce retencji w I i Il stadium. Kolorem szarym oraz jego odcieniem
oznaczono miejsce i poziom gromadzenia (Wyzszy poziom oznaczono ciemniejszym kolorem)

mRNA, kolorem biatym oznaczono brak gromadzenia mRNA, obszarem kreskowanym
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oznaczono brak gromadzenia sie wszystkich mMRNA w danej grupie w domenie jgdrowej,
czerwonym obrysem komorki oznaczono stadium,w ktorym obserwujemy znaczqgcy wzrost

poziomu mMRNA w cytoplazmie. I-1V- kolejne stadia cyklu, CB-ciato Cajala, J-jgderko

7.3. Jadrowa retencja mRNA reguluje tempo eksportu i czas translacji

Jak wynika z badan transkryptomu oraz dystrybucji poszczegolnych grup transkryptow w
mikrosporocytach modrzewia w jednym pulsie transkrypcyjnym sg syntetyzowane mRNA,
ktore w roznym tempie ulegaja eksportowi do cytoplazmy, co zwigzane jest z translacja
réznych grup biatek w innym czasie cyklu. Roznice te spowodowane sg gtownie dtugoscia
retencji na terenie jadra komodrkowego. Dzigki takiej strategii mikrosporocyty modrzewia,
pomimo krotkotrwalego pulsu transkrypcji moga modulowaé roznorodnoscig proteomu w
znacznie dhluzszym okresie czasu. Podobng strategie obserwowano w komorkach
wydzielniczych ssakow. W komoérkach tych podobnie jak w mikrosporocytach proces
transkrypcji przebiega w pulsach, przedzielonych czasowym spadkiem aktywnosci
transkrypcyjnej. Pulsacyjna transkrypcja prowadzita do gwattownej zmiany ilosci oraz
réznorodno$ci mRNA w komorce, ktére nazywane byto ,hatasem ekspresji genow”. Kiedy
komorki byly aktywne transkrypcyjnie, na terenie jadra komorkowego gromadzito si¢ mRNA,
natomiast kiedy byty nieaktywne jadrowa pula mRNA malata (Halpern i wsp. 2015). Podczas
spermatogenezy mikrospory paproci Marsilea vestita sa wyciszone transkrypcyjnie, pomimo
tego na terenie komorki pojawiaja si¢ nowo zsyntetyzowana bialka. Transkrypty, ktore je
koduja pochodza z poprzedniej rundy transkrypcyjnej. W komorkach tych dochodzi do
regulacji translacji biatka, poprzez retencj¢ mRNA na terenie jadra komérkowego (Boothby i
wsp. 2013). Czasowe zatrzymanie mRNA w jadrze komoérkowym, w pewien sposob
koordynuje fluktuacje wywotane przez nadmiar mRNA na terenie komoérki. Czasowa retencja
w jadrze wplywa na poziom oraz miejsce akumulacji mRNA w komoérkach zwigzane ze
zmianami aktywnosci transkrypcyjnej komorki.

Badania wskazuja, ze w komoérkach generatywnych o pulsacyjnej transkrypcji selektywny
transport mRNA do cytoplazmy odgrywa kluczowa rolg. Gwattowny wzrost poziomu
transkryptow, ktory wystepuje w tych komorkach, musi skutkowa¢ istnieniem mechanizmu,
ktory zapobiega gwattownemu i jednoczesnemu ich eksportowi do cytoplazmy. Retencja na

terenie jadra komodrkowego oraz pozniejszy selektywny eksport mRNA do cytoplazmy
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(Brandt i wsp. 2006, Grosskortenhause 1 wsp. 2006), moze by¢ kluczowg strategia, majaca
znaczenie w rozwoju tych komorek. Transkrypty syntetyzowane podczas wzrostu aktywnosci
transkrypcyjnej, sa czasowo zatrzymywane na terenie jadra komorkowego, aby w okresach

obnizenia jej aktywnosci ulegly eksportowi do cytoplazmy.

7.4. mRNA ulegaja retencji w jadrze w réoznym stopniu dojrzalosci

Badania przeprowadzone w niniejszej pracy doktorskiej wskazuja, iz w mikrosporocytach
jadrowa retencja mRNA dotyczy pre-mRNA z zachowanym intronem/intronami. Wiele badan
sugeruje, iz pre-mRNA, ktore nie przeszto procesu dojrzewania ulega degradacji. Retencja
jadrowa pre-mRNA zostata dobrze opisana u drozdzy. Tylko 5% gendéw u drozdzy zawiera
introny (zwykle tylko jeden), ktore zazwyczaj nie ulegajg alternatywnemu splicingowi.
Hamowanie splicingu u drozdzy powoduje nagromadzenie pre-mRNA w ich miejscach
transkrypcji. Z powodu nieefektywnos$ci poliadenylacji i zatrzymania aktywnosci polimerazy
I RNA, pre-mRNA pozostaje zasocjowane z chromatyng i ostatecznie degradowane przez
jadrowy egzosom (Tutucci 1 Stutz 2011).

Najnowsze badania wskazuja jednak, Ze na terenie jadra komorkowego moze wystepowac
takze mechanizm, w ktorym pomimo niedojrzatosci poli(A) RNA jest ono uwalniane z
miejsca transkrypcji i nie jest od razu degradowane przez egzosom (Yoshimoto i wsp. 2017).
Badania przeprowadzone na komorkach ssaczych, w ktorych zatrzymano splicing za pomoca
spliceostatyny A, dziatajacej jako selektywny inhibitor splicingu, poprzez zablokowanie
asocjacji spliceosomu, wykazaty akumulacje¢ niedojrzatych poliadenylowanych transkryptow
na terenie jadra komorkowego. Wydaje sig, ze nie jest to przyktad alternatywnego splicingu
(AS), podczas ktorego z jednego genu powstaje wigcej niz jedna izoforma mRNA. Rodzaj
powstajacej izoformy mRNA w AS jest wynikiem dziatania mechanizmoéw regulacyjnych,
ktore pozwalaja na uzyskanie na przyklad tkankowo-specyficznego wzoru splicingu badz
zmian komorkowego profilu splicingu na réznych etapach rozwoju. Jest to mozliwe dzigki
wspoldzialaniu  szeregu elementow, sposrod ktorych nalezy wymienié: sekwencje
nukleotydowg oraz strukturg drugorzedowa pre-mRNA, czynniki splicingowe oraz dodatkowe
czynniki bialkowe i niebiatkowe.

Transkrypty z zachowang sekwencja intronowa, ktore ulegaja retencji, nie sa eksportowane do

cytoplazmy 1 pozostajg na terenie jadra komorkowego. Introny w niedojrzalym mRNA
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stanowig jedng z grup retencyjnych introndéw (IR), zwanych ,,zatrzymanymi” intronami (DI)
(Wegener i Miiller-McNicoll 2018). Transkrypty zawierajace DI sg niewrazliwe na NMD, ale
podobnie jak IR, DI negatywnie wplywaja na ekspresj¢ biatka poprzez zapobieganie translacji
odpowiednich mRNA. Jednak, w przypadku DI inhibicja ta jest przemijajgca i odwracalna,
poniewaz mRNA nie ulegaja degradacji. Rézne bodzce, ktore dzialaja na komorke np.
hamowanie aktywno$ci kinazy, uszkodzenia DNA lub aktywacja neuronéw, moze
powodowac szybkie, potranskrypcyjne wycinanie DI w celu koordynacji eksportu jadrowego
(Boutz 1 wsp. 2015). Badania wskazuja iz DI sg krotsze i posiadajg stabsze miejsca
splicingowe 5’ i 3> w porownaniu z intronami, ktore ulegajg ko-transkrypcyjnemu wycinaniu
(Yap i wsp. 2012).

Potranskrypcyjny splicing ,,zatrzymanych” intronéw zostal zaobserwowany w ludzkich,
bezjadrowych ptytkach krwi, ktére powstaja poprzez oderwanie cytoplazmy megakariocytow.
W cytoplazmie tych komorek znajdujg si¢ czynniki splicingowe zdolne do utworzenia
funkcjonalnego spliceosomu jak rowniez pre-mRNA interleukiny-1p zawierajace nie wycigte
introny. Zaréwno pre-mRNA jak i czynniki spliceosomalne zostaty przetransportowane do
ptytek krwi z megakariocytow. W efekcie zewngtrznego bodzca inicjowany jest splicing pre-
mRNA, ktéry nastgpnie ulega translacji na terenie cytoplazmy ptytek krwi (Denis 1 wsp.
2005). Mechanizm regulacji ekspresji dwoch cyklin, crsl i rem1, poprzez potranskrypcyjne
wycinanie introné6w opisano takze w mejotycznie dzielgcych si¢ komorkach drozdzy
(Averbeck i wsp. 2005), oraz zarodkach kurzych podczas gastrulacji (Mensilla i wsp. 2005).
Zachowanie intronu w mRNA zostato zaobserwowane takze w komorkach generatywnych u
roslin. W komorkach, ktore sg wyciszone transkrypcyjnie, podczas spermatogenezy u paproci
Marsilea vestita, roznicujace si¢ spermatydy nie wznawiajg aktywnos$ci transkrypcyjnej, a
wiec wykorzystuja zsyntetyzowane wczesniej mRNA (Boothby i wsp. 2013). Analiza
retencyjnych mRNA wykazata, Zze akumulowane s3 mRNA z zachowang sekwencja
intronowg. Aby sprawdzi¢ czy mRNA z DI przechodzg proces dojrzewania, autorzy
przeprowadzili analiz¢ w ktorej wyizolowali RNA w roznych okresach rozwoju. Analiza
wykazala, ze mRNA z DI bylo obecne od poczatkowych stadiow rozwoju, natomiast dojrzaty
transkrypt, dopiero w 4 godzinie rozwoju. Analiza ilo§ciowa wykazala, ze ilos¢ mRNA z DI
malata wraz z rozwojem komorki, w przeciwienstwie do dojrzalej formy transkryptu.
Poniewaz mRNA z DI, bylo nadal wykrywalne, po pojawieniu si¢ dojrzalego mRNA, autorzy
chcieli wykazac, ze pojawienie si¢ dojrzatego transkryptu w pelni zalezy od splicingu. W tym
celu wykorzystali inhibitor splicingu spliceostatyng A (SSA). Ponowna analiza qPCR

wykazala, iz w mikrosporach, nawet po 8 godzinie rozwoju po zastosowaniu SSA nie
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obserwowano dojrzalej formy mRNA, podczas gdy transkrypt z DI byt obecny.
Zaobserwowano, ze zastosowanie SSA powodowalo wstrzymanie rozwoju komoérek, tuz
przed koncowym podziatem. Otrzymane wyniki wskazuja, ze splicing transkryptow z DI jest
niezbedny podczas prawidlowego rozwoju komoérek. mRNA z DI sg przechowywane w
mikrosporach od poczatku rozwoju gametofitu, nastepnie podczas okreslonego etapu rozwoju
intron ulega potranskrypcyjnemu splicingowi i powstaje dojrzala forma mRNA, ktéra moze
ulega¢ translacji. Kolejnym etapem badan byta analiza funkcjonalna mRNA z DI. Wyniki
wskazujg, ze mRNA z zachowang sekwencjg intronowa nie sg zwigzane z zadng unikatowg
funkcja, procesem ani lokalizacja w komorce. Wykazano, ze biatka kodowane przez te
mRNA zaangazowane s3 w rozw6j komponentow komorkowych, czy proceséw podczas
p6znych etapow rozwoju komorki, takich jak centrosomy, wici, rzeski, roznicowanie gamet,
czy $mier¢ komorki.

Badania transkryptomiczne u paproci Marsilea vestita wykazaty, ze retencji zazwyczaj ulegat
tylko jeden, bardzo krotki (ok. 100 pz) intron, cho¢ geny tych transkryptow posiadaty ich
wiecej. Wskazuje to, ze nowo syntetyzowane transkrypty przechodzg czesciowe dojrzewanie i
retencji ulega tylko jeden $cisle okreslony intron, podczas gdy pozostate ulegaja splicingowi
(Boothby i wsp. 2013).

Mechanizm w ktorym tylko niektore introny pozostaja w retencyjnym pre-mRNA zostal takze
zaobserwowany w mikrosporocytach modrzewia. Analiza trzech transkryptow kodujacych
biatka SmD2, SmDG i SmD1, ktorych geny posiadaja trzy (SmD2, SmG) lub dwa (SmD1)
introny wykazala, iz retencji ulegaty tylko niektdre z nich. W przypadku SmD?2, byt to ostatni
intron, SmG pierwszy intron, natomiast przy SmD1 oba introny. Wyniki wskazujg, 1z
pierwszy intron, ktory ulega retencji w transkrypcie SmG, w dalszych etapach rozwoju
mikrosporocytow, jest usuwany i dojrzaty juz transkrypt jest eksportowany do cytoplazmy.
Podobnie do transkryptow kodujacych biatka Sm G, transkrypt podjednostki 10 polimerazy Il
RNA, w ktorym retencji ulegajg wszystkie introny, w poznych etapach cyklu prawdopodobnie
podlega splicingowi oraz transportowi do cytoplazmy. W literaturze spotka¢ mozna
doniesienia wskazujace, ze poliadenylowane mRNA z DI, ktore zatrzymywane s3 na terenie
jadra komorkowego zawierato podobnie jak w mikrosporocytach tylko jeden lub dwa introny,
ktore nie ulegaty ko-transkrypcyjnemu splicingowi (Jacob i Smith 2017). Badania
potwierdzajg takze, iz wlasnie zewnetrzne introny zostajg zachowane w mRNA z DI, podczas
gdy wewngetrzne sg wycinane ko-transkrypcyjnie (Brugiolo i wsp. 2013). Powyzsze dane wraz

z wynikami uzyskanymi w niniejszej pracy wskazuja, ze regulacja ekspresji genéw zwigzana
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z zatrzymaniem intronow w mRNA, oraz potranskrypcyjnym ich splicingiem jest procesem
konserwowanym u Eukaryota, powszechnym w krolestwie zwierzat, jak i roslin.

Niewiele jest takze informacji dotyczacych mechanizmu prowadzacego do rozpoznania pre-
MRNA z DI. Nieliczne wczesniejsze badania sugerujg, ze prawdopodobnie wczesne
rozpoznanie intronu stanowi kluczowy element wpltywajacy na retencje¢ niedojrzalego mRNA
w jadrze komérkowym (Chang i Sharp 1989). Badania przeprowadzone na komoérkach Hela
wykazaly, ze Ul snRNP i U2AF, ale nie U2 snRNP, sg niezbedne dla jadrowej retencji pre-
MRNA. Wydaje sie, ze utworzenie wczesnego kompleksu splicingowego (E) jest
odpowiedzialne za retencj¢ pre-mRNA (Takemura i wsp. 2011). Jednak badania Casolari i
Silver (2004) wykazaty, ze retencja pre-mRNA na terenie jadra komorkowego nie jest zalezna
tylko od kinetyki splicingu. Moze obejmowaé takze fizyczne interakcje pre-mRNA z
jadrowymi elementami strukturalnymi NPC obejmujacymi biatka Mlpl, ktore sa niezbedne
dla eksportu mRNA. Delecja Mlp1 prowadzi do zwigkszenia ilo$ci pre-mRNA zawierajacych
intron oraz ich ,,wyciek” do cytoplazmy (Casolari i Silver 2004).

Poprzez analiz¢ transkryptomiczng poli(A) RNA w mysich embrionalnych komorkach
macierzystych (mESCs), wykazano bardzo duzy procent jadrowych transkryptow
zawierajagcych introny. Wiele z tych intronow bylo réwniez obecnych 1 czgsto
konserwowanych w zroéznicowanych, komorkach watroby dorostych myszy, jak rowniez w
ludzkich liniach komorkowych. Szczegdtowe badania wykazaly, iz na zatrzymanie mRNA z
DI moze mie¢ wptyw aktywno$¢ kinazy Clk. Kinaza Clk fosforyluje rodzing biatek SR na
terenie jadra komorkowego, ktére sa niezbgdne podczas procesu splicingu. Mechanizm
retencji oraz wycinania retencyjnych intronéw, zwigzany jest z inhibitorem Clk, ktory
promuje potranskrypcyjny splicing lub retencj¢ intronow w wielu transkryptach poprzez
zmian¢ fosforylacji bialek SR. Autorzy wysune¢li hipoteze, ktora wskazuje iz regulacja
dojrzewania transkryptow z DI zwigzana jest z odpowiedzig na zmiany zachodzace na terenie
komorki (Boutz 1 wsp. 2015).

Kolejny mechanizm regulujacy poziom biatka wykazano podczas badania jadrowego biatka
wigzace poli(A) 1 (PABPN1), ktore koordynuje poziom swojego biatka poprzez
zablokowanie eksportu mRNA, ktore je koduje (Bergeron i wsp. 2015). Gdy PABPN1 obecny
jest na wysokim poziomie, wigze si¢ z regionem bogatym w adeniny w obrgbie 3° UTR
wlasnego mRNA, co zapobiega wigzaniu si¢ z czynnikiem splicingowym (SRSF10),
skutkujac zatrzymaniem ostatniego intronu w transkrypcie. Natomiast przy niskim poziomie
PABPNI, ostatni intron jest usuwany z transkryptu potranskrypcyjnie i dojrzate mRNA sa

uwalniane do cytoplazmy i ulegaja translacji.
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Zjawisko retencji introndw w mRNA wyjasnia takze mechanizm w ktérym czynniki retencji
jadrowej przylaczaja si¢ do pre-mRNA, blokujac mozliwo$¢ przytaczenia czynnikow
eksportowych. Przypuszcza si¢ rowniez, ze czynniki te zakotwiczaja pre-mRNA w pewnych
strukturach jadrowych (Takemura 1 wsp. 2011). Wydaje si¢, ze struktury te
najprawdopodobniej speiniaja dodatkowe, nie do konca wyjasnione jeszcze funkcje,
szczegblnie w komorkach roslinnych.

Dane literaturowe wskazujg ze DI ulegajg splicingowi w réznym czasie. Oznacza to na
istnienie mechanizmu regulacji pozwalajagcego na selektywny splicing tylko niektérych
transkryptow. Istnieja dwa prawdopodobne scenariusze, ktére moga wyjasni¢ kontrole
usuni¢cia intronu. Pierwszy z nich zaklada Ze introny zawieraja sekwencje lub pewne
struktury, ktore oddzialywuja z czasowymi regulatorami splicingu (Wang i Burge 2008).
Czasowy regulator ulega translacji, jest aktywowany lub inhibowany przez okreslony czas, a
nastgpnie jest zdolny do interakcji i promowania splicingu DI zawierajacych prawidlowa
sekwencj¢ i/lub strukture. Poprzez posiadanie wielu czasowych regulatorow, komorka moze
skutecznie regulowaé splicing réznych transkryptow z DI w réoznym czasie (Boothby i wsp.
2013). Drugi scenariusz zaktada, iz komorka jest w petni zdolna do splicingu wszystkich DI,
jednakze substraty do splicingu sg ukryte (Deeb i wsp. 2010, Boothby i Wolniak 2011), lub w
inny sposob zablokowane. Odblokowanie transkryptow z DI, powodowataby asocjacje
maszynerii splicingoweji ich splicing (Boothby i wsp. 2013).

Badania przeprowadzone w nieniejszej pracy doktorskiej wskazuja, iz w mikrosporocytach
jadrowe opoznienie eksportu mRNA nie musi dotyczy¢ tylko niedojrzatej formy mRNA.
mRNA (mRNA SmG z usunigtymi wszystkimi intronami), w pierwszym stadium cyklu
ulegato zatrzymaniu na terenie jadra komorkowego, dopiero w II stadium uleglo transportowi
na teren cytoplazmy. Moze wskazywac¢ to, iz W mikrosporocytach Larix dochodzi do
opoznienia eksportu dojrzatego mRNA do cytoplazmy.

Jednymi z pierwszych badan ktore wskazujg, iz dojrzate mRNA gromadzone jest na terenie
jadra komoérkowego, sa badania przeprowadzone na izolowanych jadrach erytroblastow
kurczaka (Ross 1 wsp. 1982) oraz kurzego jajnika (Ciejek i wsp. 1982). llos¢ dojrzatej formy
mRNA B-globiny znaczaco przewyzszata ilo$¢ jego pre-mRNA na terenie jadra
komorkowego. Lokalizacja mRNA z uzyciem mikroskopu elektronowego wyklucza
mozliwos¢ jego cytoplazmatycznego pochodzenia. Badania przeprowadzone na mysich
fibroblastach takze wykazatly, ze ilo$¢ dojrzatej formy mRNA genow c-myc, c-jun, CHO-A i

cyklofiliny, znaczaco przewyzszata transkrypty, ktore tylko cze§ciowo przeszly proces
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splicingu. Zaobserwowano, ze stosunek akumulacji cytoplazmatycznej do jadrowej mRNA
("podziat nukleo-cytoplazmatyczny") znacznie si¢ roéznit w zaleznosci od gendw i typow
komorek. Wyniki te wskazuja, ze w przypadku niektorych mRNA transport jest znacznie
wolniejszy i/lub nieskuteczny niz przewidywano (Gondran i wsp. 1999).

Obecnos¢ dojrzatego mRNA odnotowano takze w komorkach tkanek wydzielniczych ssakow
(watroba, trzustka, jelito). Wsrod tych transkryptow sa m.in. mRNA kodujace czynnik
transkrypcyjny ChREBP (watroba, trzustka, jelito cienkie), glukokinaze, receptor glukagonu
(trzustka) czy NIrp6 (jelito) (Helpern i wsp. 2015). Znakowanie pojedynczej czasteczki in situ
zastosowane do pomiaru czasu przebywania mMRNA na terenie jadra komorkowego ujawnito,
ze transkrypty tych genéw moga spedzi¢ wiele godzin w jadrze, zanim zostang
wyeksportowane do cytoplazmy. Wedtug autoréw jadrowa retencja tych mRNA moze w
sposob efektywny buforowaé poziom i r6znorodno$é¢ cytoplazmatycznego mRNA powstatego
z pojedynczego pulsu transkrypcyjnego oraz regulowaé eksport mRNA, a tym samym
regulowaé tempo 1 wzorzec translacji.

Przedstawione powyzej badania, wskazujg ze dojrzate transkrypty akumulowane na terenie
jadra komorkowego nie sa ukierunkowane na szybka degradacje jadrowa, ale raczej maja
bardzo powolna kinetyke eksportu. Badania wskazuja, ze mRNA, ktore ulega retencji na
terenie jadra moze zwigzane by¢ z czynnikami retencji jadrowej, ktére zapobiegaja jego
eksportowi do cytoplazmy, rekrutacja czynnikow eksportowych do mRNA moze by¢
zablokowana, lub czynniki eksportowe dotaczane sg preferencyjnie do mRNA (Wegener i
McNicoll 2017, Casolari i Silver 2004, Reed 2003). Czynnikami eksportowymi dotgczanymi
preferencyjnie do mRNA mogg by¢ np. biatka hnRNP, ktére, odpowiedzialne sa migdzy
innymi za eksport mRNA do cytoplazmy. HnRNP C posiada sygnat retencji jadrowej (NRS) 1
jego asocjacja lub dysocjacja prowadzi do regulacji eksportu mRNA (lzaurralde i Adam
1998).

Badania wykonane na komoérkach watroby myszy wykazatly, iz w komorkach tych wystepuje
mechanizm jadrowej retencji dojrzalych mRNA, ktory polega na retencji poprzez
"zamknigcie" sekwencji kodujacej biatko mCAT2 (mysi kationowy transporter aminokwasow
2) w dlugim niekodujacym RNA- CTN-RNA (Prasanth i wsp. 2005). Biatko mCAT2 jest
powierzchniowym receptorem zaangazowanym w wigzanie komorkowej L-argininy, ktéra
jest prekursorem syntezy tlenku azotu (NO). Szlak NO jest indukowany w komorkach
poddawanych r6znego rodzaju stresowi, w tym np. po infekcji wirusowej, czy gojeniu ran,
jako cze$¢ komorkowego mechanizmu obronnego. CTN-RNA jest transkrybowany z tego

samego genu co jego kodujacy biatko partner (mCAT2), jednak transkrypcja odbywa si¢ z
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alternatywnego promotora, rowniez miejsce poliadenylacji jest inne. Skutkuje to
wystepowaniem unikalnych regionéw nieulegajacych translacji — 5° UTR 1 3 UTR.
Wykazano, ze we fragmencie 3> UTR CTN-RNA dochodzi do edycji adenozyny do inozyny
w wyniku czego w tym fragmencie powstaja charakterystyczne struktury ,,spinki do wtosow”
na fragmencie okoto 100 pz. Sugeruje si¢, ze to wilasnie ten mechanizm odpowiada za
retencj¢ tego RNA na terenie jadra. W warunkach stresowych CTN-RNA poddawane jest
potranskrypcyjnemu cieciu w regionie 3° UTR co skutkuje ,,uwolnieniem” mRNA podobnym
do mRNA mCAT?2, ktore nastepnie jest eksportowane do cytoplazmy gdzie ulega translacji
do biatka mCAT?2.

7.5. Domeny jadrowe zaangazowane w retencj¢e mRNA

Przeprowadzona przestrzenna i czasowa analiza dystrybucji mRNA w cyklu, wykazata, iz w
mikrosporocytach w proces retencji zaangazowane sg rézne domeny jadrowe (Ryc. 29).
Obserwowano lokalizacje na terenie domen jadrowych takich jak ciata Cajala, czy jaderko.
Wykazano takze, iz w obrebie danej grupy transkryptow, mRNA wykazywato odmienny
wzorzec lokalizacji w obrebie domen jadrowych (Ryc. 29, obszar kreskowany).

Jak dotad regulacja ekspresji gendw polegajaca na retencji mRNA w jadrze komorkowym nie
byla wigzana z zadng ze znanych domen jagdrowych. Domeng jadrowa o znaczacym udziale w
retencji mRNA w niniejszej rozprawie doktorskiej sa ciata Cajala. CBsa strukturami
konserwowanymi ewolucyjnie, wystgpujacymi zar6wno w komoérkach zwierzgcych (Morris
2008) jak 1 roslinnych (Shaw i Brown 2004). Wskazuje to na ich fundamentalng role w
metabolizmie jadra komorek eukariotycznych. W CB zachodzi wiele proceséw zwigzanych z
modyfikacjami r6znych typéw RNA m.in. z dojrzewaniem i montazem snRNP (Frey i Matera
2001, Kiss 2004), rekrutacja i montazem systemu dojrzewania rybosomalnego RNA (Lamond
1 wsp. 2003), dojrzewaniem tRNA (Jarrous 2001) i mRNA histonéw (Wagner i wsp. 2006),
syntezg telomerow (Venteicher i wsp. 2009) czy systemem miRNA i siRNA (Pontes i Pikaard
2008). Wydaje sie jednak, ze dojrzewanie snRNP i montaz podjednostek spliceosomalnych sg
procesami kluczowymi dla CB (Smolinski i wsp. 2011). Akumulacja na ich terenie mRNA
wydaje si¢ by¢ nowa, wczesniej nie opisywang funkcja tych domen jadrowych w komoérkach

eukariotycznych.
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Jak wykazaly badania w niniejszej pracy doktorskiej w mikrosporocytach modrzewia na
terenie cial Cajala akumulowane sg tylko niedojrzate mRNA dlugoretencyjnych transkryptow
(z zachowang sekwencjg intronowa), podczas gdy dojrzale mRNA nie jest obserwowane.
Niedojrzate transkrypty dtugoretencyjne (pre-mRNA SmG i RPB10), lokalizowane sg ha
wysokim poziomie w CB, az do Il stadium. Eksport z CB zwigzany jest z eksportem mRNA
do cytoplazmy. Po uwolnieniu do jadra komérkowego z CB, pre-mRNA podlega szybkiemu
potranskrypcyjnemu dojrzewaniu, eksportowi do cytoplazmy oraz translacji. Retencja
niedojrzatych transkryptow na terenie cial Cajala u modrzewia stanowi potranskrypcyjng
regulacje¢ ekspresji gendw, poprzez opdznienie ich translacji. We wczedniejszych badaniach
wykazano, iz w mikrosporocytach modrzewia na terenie CB akumuluja si¢ mRNA kodujace
biatka, jednak nie rozpatrywano, w jakiej formie dojrzatosci sg one gromadzone. Wsrdd nich
znajdowaly si¢ transkrypty gendw metabolizmu podstawowego tj. mRNA kodujace:
pektynmetyltransferaze, ATPaze, katalazg, peroksydaze czy a-tubuling. Oprécz tych
transkryptow zlokalizowano réwniez transkrypty kodujace biatka wystgpujace powszechnie w
cialach Cajala tj. SmD1, SmD2, SmE jak rowniez mRNA kodujace podjednostki polimerazy
Il RNA — RPB2 i RPB10 (Smolinski i Kotowerzo 2012). Wydaje si¢, ze mechanizm retencji
mRNA na terenie ciat Cajala moze nie wystgpowac jedynie do komodrkach generatywnych
czy roznicujacych si¢. Ostatnie badania wykazaty, ze zjawisko akumulacji poli(A) RNA w
ciatach Cajala obecne jest takze w komorkach somatycznych takich gatunkow roslin jak
Allium cepa, Lupinus luteus czy Arabidopsis thaliana (Niedojadto i wsp. 2014). Ponadto
stwierdzono, iz u A. thaliana w komoérkach merystematycznych korzenia CB odgrywaja
kluczowg rolg w retencji poli(A) RNA, szczegolnie w warunkach stresowych. W mutantach
pozbawionych koiliny (co skutkuje rowniez brakiem CB w komorkach), obserwowano
uposledzenie metabolizmu komoérkowego, prowadzacego do obnizonej zywotno$ci roslin w
warunkach stresu hipoksji (Niedojadto i wsp. 2016). Jednak w mikrosporocytach modrzewia
wydaje si¢, ze gromadzenie mRNA na terenie jadra komodrkowego nie jest zwigzane ze
stresem, ale raczej jest niezbegdne, aby transkrypty w odpowiednim czasie zostaly
wyeksportowane do cytoplazmy. Jak dotad nie zaobserwowano akumulacji pre-mRNA na
terenie ciat Cajala u innych gatunkow. Wyniki te wskazuja, ze retencja pre-mRNA na terenie

CB jest niezbedna przed ich potranskrypyjnym dojrzewaniem i eksportem do cytoplazmy.

Drugg domeng jadrowa, w ktérej zaobserwowano w niniejszej pracy doktorskiej obecnos¢
mRNA jest jaderko. Domena ta odgrywa kluczowa rol¢ podczas dojrzewania, sktadania, czy

eksportu czasteczek rybonukleoproteinowych (RNP), takich jak czasteczki rozpoznajace
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sygnat i telomerazowe RNP, niektore tRNA 1 U6 snRNA. Uczestniczy takze w kontroli cyklu
komoérkowego, rozwoju komorek, procesie starzenia sie, czy stresie komoérkowym (Kim i
wsp. 2009). Nowa rola przypisywang tej domenie jadrowej jest gromadzenie mMRNA.
Niektore z tych obserwacji zostaly wykonane podczas poddawania komoérek roznego rodzaju
stresowi. Usuniecie jednego z komponentow egzosomu, poprzez wywolanie szoku cieplnego,
powodowato znaczng akumulacje poli(A) RNA na terenie jaderka (Carneiro i wsp. 2007).
Nieliczne doniesienia wskazywaty takze, iz w komodrkach nie poddawanych stresowi mRNA
akumulowato si¢ na terenie jaderka (Kim i1 wsp. 2009). Mozliwo$¢, ze niektore mRNA moga
przemieszczaé si¢ przez jaderko przed eksportem do cytoplazmy, zostata po raz pierwszy
opisana podczas badania jader komorkowych ptasich erytrocytow, poprzez ich fuzjg z
komoérkami Hela (Sidebottom i Harris 1969). W powstalych heterokarionach tylko wtedy,
gdy jaderko tworzylo si¢ w aktywowanym jadrze erytrocytow, mRNA moglo by¢
transkrybowane z genomu kurczgcia, transportowane do cytoplazmy, a nast¢pnie ulegato
translacji (Reyes-Gutierrez i wsp. 2014). Prawdopodobnie jaderko odgrywa rol¢ rusztowania
dla interakcji zachodzacych pomigdzy mRNA, a miRNA, by¢ moze przed translacjg w
cytoplazmie. Autorzy badan wysungli hipoteze, ze jaderkowy czynnik lub czynniki wigza si¢
z miRNA, ktore si¢ tam koncentruja, a nast¢gpnie tworza one kompleks z mRNA, aby po
transporcie do cytoplazmy w bardzo krotkim czasie ulec translacji. Utworzenie kompleksu, w
pewien sposob przyspiesza translacje mRNA, ktore jest niezbedne komorce (Reyes-Gutierrez
i wsp. 2014).

Dotychczas jedynymi cialami jadrowymi, oprécz jaderka w ktorych opisywano obecno$¢
poli(A) RNA w tym mRNA byly speckles (NS). Uwaza si¢ ze domeny te funkcjonuja jako
centra kontroli jakosci, przez ktore wszystkie mRNA sg transportowane 1 po przejsciu kontroli
jakos$ci sa one szybko 1 skutecznie eksportowane do cytoplazmy (Dias 1 wsp. 2010). W
konsekwencji, mRNP zatrzymane s3 na terenie jadra, w NS, gdzie prawdopodobnie s3
zakotwiczone poprzez czynniki retencyjne. Jednym z sygnatéw ukierunkowujagcych mRNP do
NS jest domena bogata w argining i seryn¢ (RS), ktora zostata zlokalizowana w wielu
biatkach regulujacych splicing, w tym w czynnikach, ktére prawdopodobnie odpowiadajg za
retencjec mMRNA w NS- U2AF65 i U1-70K, a takze bialkach SR (Hedley i wsp. 1995).
Prawdopodobnie ,,znakuja” one mRNA 1 ukierunkowuja je do NS oraz fizycznie zakotwiczaja
poprzez interakcje z innymi fosforylowanymi biatkami zawierajacymi domene RS (Wegener 1

Miiller-McNicoll 2018).
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7.6. Retencyjne mRNAulegaja translacji po eksporcie do cytoplazmy

Jednym z kluczowych pytan, pozostaje czy mRNA po retencji na terenie jadra komorkowego
I eksporcie do cytoplazmy zachowuje swoja gléwng funkcje- ulega translacji. Aby
odpowiedzie¢ na pytanie, czy w mikrosporocytach modrzewia dochodzi do translacji mRNA,
ktore eksportowane byto do cytoplazmy, przeanalizowalismy pojedynczy cykl ekspresji genu
kodujacego bialko wraz z analiza produktu biatkowego kodowanego przez to mRNA. Do
analizy wybrano rodzing genéw kodujacych biatka Sm. Analiza wykazala, ze wzor
rozmieszczenia mRNA kodujacego biatka Sm, jest Scisle skorelowany z lokalizacja jego
produktu biatkowego. Wraz z eksportem mRNA na teren cytoplazmy sukcesywnie wzrastat
poziom bialek Sm w tym kompartymencie co sugeruje, ze nastgpila translacja mRNA. W tym
przypadku retencja mRNA kodujacych biatka Sm odgrywataby wazng role w regulacji tempa
eksportu i kontrolowania wtasciwego momentu translacji i biosyntezy bialek Sm. Nast¢pnie
biatka transportowane sg do jadra komorkowego, gdzie obserwowane byly zaré6wno w
nukleoplazmie 1 ciatach Cajala, gdzie prawdopodobnie uczestnicza w procesach montazu
podjednostek spliceosomowych oraz splicingu. Podobna korelacje zaobserwowano pomiedzy
lokalizacja innego dtugoretencyjnego mRNA kodujacego podjednoste 10 polimerazy 11 RNA
oraz jego produktu biatkowego. Gdy obserwowano pojawienie si¢ duzych ilosci mRNA na
terenie cytoplazmy, obserwowano takze duze ilosci nieufosforylowanej formy polimerazy Il
RNA (Smolinski i wsp., nieopublikowane).

Wyniki uzyskane w niniejszej rozprawie doktorskiej wskazuja, iz mRNA ktore ulegto retencji
na terenie jadra komoérkowego,oraz eksportowi do cytoplazmy, przechodzi takze wszystkie
procesy kontroli jako$ci na terenie cytoplazmy, takie jak np. NMD (patrz rozdziat 2.2.2.).
mRNA po eksporcie do cytoplazmy nie sg takze prawdopodobnie transportowane do
wyspecjalizowanych, nieobtonionych, bogatych w rybonukleoproteiny mikrodomen,
nazywanych cialami cytoplazmatycznymi (patrz rozdziat 2.2.2., Moser i Fritzler 2010).
Natomiast podlegaja od razu procesowi translacji, aby na terenie komorki doszto do szybkiej

biosyntezy bialek niezbednych na danym etapie rozwoju komorki.

Dane literaturowe wskazuja, iz takze u paproci Marsilea vestita podczas spermatogenezy, w
spermatocytach, ktore sa wyciszone transkrypcyjnie, nadal pojawiaja si¢ nowo
zsyntetyzowane biatka. Komorki wykorzystuja mRNA, ktore zostalo zsyntetyzowane we

wczesniejszych etapach rozwoju i uleglo retencji. Analiza western i northern oraz badanie in
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Vivo translacji ujawnita trzy glowne kategorie biatek: (i) biatka, ktore sg obecne na stalym
poziomie w catym okresie rozwoju, (ii) grupe biatek, ktorych poziom waha si¢ w trakcie
rozwoju 1 (iii) grupe biatek, ktora jest niewykrywalna na poczatku rozwoju, ale ich poziom
wzrasta podczas okreslonych etapow rozwoju komorki (Boothby i wsp. 2013).

Roéwniez u zwierzat, zaobserwowano biatka, ktorych poziom wzrasta w okreslonych etapach
rozwoju np. w mysich komoérkach linii ptciowej. W komorkach tych wykazano obecnos¢
duzej ilosci poliadenylowanych transkryptow, ktore ulegaty retencji na terenie jadra w
obrebie spermatocytow I rzedu. Po uptywie okoto 9 dni od czasu detekcji poli(A) RNA,
dokonano kolejnych pomiaréw, ktore wykazaty okolo 90% spadek ilosci retencyjnych
transkryptow na terenie jader. W trakcie 9 dni, po ktorych dokanano pomiaru, oraz
zakonczeniu  podzialow mejotycznych, obserwowano komorki, ktore byly juz
postmejotycznymi komoérkami spermatyd. Sugeruje to zatem, iz komorki podczas mejozy,
charakteryzujacym si¢ wzmozong aktywno$cig metaboliczng komorek, syntetyzuja duza ilos¢
transkryptow podlegajacych retencji na terenie jadra. Transkrypty te zostang wykorzystane
dopiero po zakonczeniu podziatdw mejotycznych, czyli dopiero w obrebie spermatyd. W
obrebie spermatyd dochodzi do uruchomienia mechanizmu postranskrypcyjnej obrobki, co
prowadzi do powstania dojrzatych, ulegajacych eksportowi na teren cytoplazmy mRNA, oraz

ich translacji (Naro i wsp. 2017).

7.7. Perspektywy

Nadal nie wiadomo, jakie czynniki/ grupy czynnikéw odpowiedzialne sg za transport oraz
zatrzymanie transkryptow na terenie jadra komorkowego. Nasuwa sie¢ tez pytanie jakie
mechanizmy molekularne sg odpowiedzialne za retencje transkryptow w domenach
jadrowych takich jak CB i jaderko, oraz jaki ich sktadnik jest za to odpowiedzialny.

Kwestig otwartg pozostaje takze jaki jest mechanizm rozpoznawania intronu retencyjnego i
jakie czynniki reguluja, jego po6zniejszy splicing. Otrzymane w niniejszej pracy wyniki,
wskazuja, iz w zalezno$ci od zapotrzebowania komorki, retencji ulegaja pewne grupy
transkryptow metabolizmu podstawowego. MRNA transkrybowane sg w okresach wysokiej
aktywnosci transkrypcyjnej, ulegaja retencji w nukleoplazmie i/lub domenach jadrowych, a
nastepniec w okreslonym etapie rozwoju uwalniane sa do cytoplazmy, gdzie podlegaja
translacji. W celu doktadniejszego zrozumienia tego procesu, nalezatoby jednak

przeprowadzi¢ kolejne badania. Niemniej jednak, wyniki przedstawione w niniejszej pracy
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doktorskiej potwierdzajg, ze retencja mRNA na terenie jadra komorkowego stanowi
potranskrypcyjny mechanizm regulacji ekspresji genéw niezbg¢dnych w kolejnych etapach
rozwoju komorki. Dzigki temu komodrka przygotowuje si¢ do szybkiego uruchomienia
wzmozone] aktywnosci metabolicznej, podczas czasowego wyciszenia genomu, podczas
ktorego niezbedna jest translacja okreslonych transkryptéw. Dzigki temu prawdopodobnie
koordynuje zalezne od siebie procesy dojrzewania i obrobki mRNA, oraz wptywa na czasowe
rozdzielenie procesu transkrypcji, od translacji.

Podobienstwa w mechanizmach retencji mRNA na terenie jadra komérkowego wystepujace
w réznych komorkach eukariotycznych, takich jak komorki drozdzy, komorki roslinne, czy
komorki zwierzece, wskazuje, ze jadro oraz domeny jadrowe moga petni¢ wiele funkcji, ktére
nie stanowig ich gtéwnego zadania. Proponujemy, ze retencja na terenie nukleoplazmy, jak i
domen jadrowych stanowi kolejny element skomplikowanej i dynamicznej maszynerii
koordynacji ekspresji genoéw, ktorej zadaniem jest kierowanie losem mRNA w komorce.
Niniejsze wyniki badan stanowig wigc pierwsze doniesienie dotyczace retencji mRNA w
potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genéw w komorkach generatywnych u ro$lin
nasiennych. Tworzg one podstawe do dalszych badan nad procesami i mechanizmami
zaangazowanymi w dojrzewanie komorek linii generatywnej, a takze podstawowych

procesoOw w nich zachodzacych.
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8. PODSUMOWANIE

1. Retencja na terenie jadra komorkowego transkryptow kodujacych biatka stanowi nowy
mechanizm regulacji ekspresji gendbw w komorkach generatywnych roslin nasiennych o

pulsacyjnej aktywnosci transkrypcyjne;j.

2. Transkrypty charakteryzuja si¢ roznym okresem retencji na terenie jadra komoérkowego

oraz miejscem ich gromadzenia.

3. Transkrypty o najdtuzszym czasie retencji, przechowywane sg zarowno w formie dojrzalej,
jak i w formie niedojrzatej, z zachowana/ymi sekwencjami intronowymi na terenie jadra

komorkowego.

4. Retencja mRNA na terenie domen jadrowych, takich jak jaderko (MRNA i pre-mRNA) czy
ciala Cajala (pre-mRNA) stanowi nowa, nie opisywang wczesniej role w regulacji ekspresji

genow.

5. Transkrypty, ktore ulegly retencji na terenie jadra komoérkowego nie ulegajg szybkiej
degradacji, ale sa eksportowane na teren cytoplazmy, gdzie prawdopodobnie ulegaja
translacji.

6. Retencja mRNA metabolizmu podstawowego w nukleoplazmie i domenach jadrowych
zwigzana jest ze zmianami aktywnosci transkrypcyjnej, ktore zalezne sg od stanu kondensacji

chromatyny.

7. Otrzymane wyniki potwierdzaja, ze retencja mRNA na terenie jadra komorkowego stanowi
potranskrypcyjny mechanizm regulacji ekspresji gendw niezbednych w kolejnych etapach
rozwoju komorki. Proces ten moze by¢ zwiazany z: (1) przygotowaniem komorki do
szybkiego uruchomienia wzmozonej aktywnosci metabolicznej, (2) czasowym wyciszeniem
genomu, podczas ktorego niezbedna jest translacja okreslonych transkryptow metabolizmu
podstawowego, ktore ulegaja ekspresji we wczesniejszym okresie  aktywnosci

transkrypcyjnej.
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8. Niniejsze badania stanowig pierwsze doniesienia dotyczace retencji pre-mRNA w

komorkach generatywnych roslin nasiennych.
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WYKAZ RYCIN

Ryc. 1 Modyfikacje domeny CTD podczas cyklu transkrypcyjnego.

Ryc. 2 Proces czapeczkowania konca 5’ nowopowstajacego transkryptu.

Ryc. 3 Cykl tworzenia katalitycznie aktywnego spliceosomu.

Ryc. 4 Mechanizm splicingu.

Ryc. 5 Model biogenezy snRNA w komoérkach ssakow.

Ryc. 6 Etapy eksportu mRNA na teren cytoplazmy.

Ryc. 7 Aktywno$¢ transkrypcyjna mikrosporocytéw podczas diplotenu profazy | mejozy.

Ryc. 8 Schemat protokotu przygotowania bibliotek cDNA do sekwencjonowania za pomoca
zestawu Total RNA Seq Library Preparation Kit (Lexogen).

Ryc. 9 Schemat protokotu przygotowania bibliotek cDNA do sekwencjonowania za pomoca
zestawu TruSeq Stranded Total RNA with Ribo-Zero Plant (Illumina).

Ryc. 10 Przestrzenna dystrybucja poli(A) RNA w cyklu syntezy, gromadzenia i transportu
poli(A) RNA.

Ryc. 11 Poziom jadrowego i cytoplazmatycznego poli(A) RNA w czterech kolejnych stadiach
cyklu.

Ryc. 12 Lokalizacja aktywnej formy polimerazy Il RNA w | stadium cyklu.

Ryc. 13 Analiza jakosciowa RNA (A) i cDNA (B) podczas przygotowywania bibliotek do
sekwencjonowania.

Ryc. 14 Analiza dystrybucji wynikoéw BLAST pod wzgledem gatunku.

Ryc. 15 Adnotacja funkcjonalna mRNA.

Ryc. 16 Analiza dystrybucji wynikéw BLAST pod wzgledem gatunku mRNA znajdujacych
si¢ na terenie cytoplazmy.

Ryc. 17 Adnotacja funkcjonalna mRNA zlokalizowanych na terenie cytoplazmy.

Ryc. 18 Przestrzenna i czasowa dystrybucja mRNA dlugoretencyjnych podczas cyklu.

Ryc. 19 Przestrzenna i czasowa dystrybucja mRNA krotkoretencyjnych (retencja w 1 i 2
stadium-A) w cyklu.

Ryc. 20 Przestrzenna i czasowa dystrybucja mRNA krotkoretencyjnych (retencja w 1
stadium-B) w cyKlu.

Ryc. 21 Przestrzenna i czasowa dystrybucja mRNA nieretencyjnych w cyklu.

Ryc. 22 Analiza dystrybucji mRNA biatek Sm w kolokalizacji z biatkowym produktem-

biatkami Sm.
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Ryc. 23 (A) Analiza ilosciowa poziomu jadrowego i cytoplazmatycznego mRNA kodujacy
biatka Sm w mikrosporocytach modrzewia podczas diplotenu, (B) Analiza korelacji pomigdzy
transportem mRNA do cytoplazmy, a synteza biatka.

Ryc. 24 Poziom ekspresji mRNA kodujgcego biatka Sm (SmG) mierzony metodg Real-time
PCR.

Ryc. 25 Przestrzenna lokalizacja mRNA zawierajacych introny biatek SmG, D2, D1 i
podjednostki RPB10.

Ryc. 26 Przestrzenna i czasowa dystrybucja niedojrzatej formy mRNA biatka SmG z
zachowang sekwencjg pierwszego intronu w cyklu.

Ryc. 27 Przestrzenna i czasowa dystrybucja dojrzatej formy mRNA biatka SmG w cyklu.

Ryc. 28 Przestrzenna i czasowa dystrybucja niedojrzatej formy mRNA podjednostki 10
polimerazy II RNA z zachowang sekwencjg intronowg w cyklu.

Ryc. 29 Schemat czasu retencji oraz zaangazowania domen jadrowych mRNA podczas cyklu.
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SUPLEMENTY

poli(A) RNA transkrypcja poli(A) RNA + DNA

stadium Il stadium |

stadium Il

stadium IV

Supl. 1 -Przestrzenna i czasowa dystrybucja poli(A) RNA w cyklu syntezy, gromadzenia i
transportu poli(A) RNA w korelacji z aktywnoscig transkrypcyjng de novo. |- IV - Kolejne
stadia cyklu poli(4) RNA w komorce. CB — ciato Cajala. Skala 10 um.
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Supl. 2 -plyta CD. Lista wybranych transkryptow wyizolowanych podczas czwartego stadium
syntezy, gromadzenia i transportu poli(A) RNA i ich adnotacja funkcjonalna.

Supl. 3 -phta CD. Petna lista transkryptow znajdujgcych sie na terenie cytoplazmy i ich

adnotacja funkcjonalna.
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