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PTGS — potranskrypcyjne wyciszanie genéw (ang. posttranscriptional gene silencing)
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WISH — hybrydyzacja in situ prowadzona na catym organizmie (ang. whole mount in situ
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I. Wstep

Wprowadzenie

Rozwo0j oraz codzienne funkcjonowanie organizméw zywych uwarunkowane jest ich
zdolnos$cig do krotko- i dlugodystansowego transportu czasteczek modulujacych procesy
zachodzace zar6wno w pojedynczych komorkach, tkankach, jak i calych organach.
Od ponad dwdch dekad, to jest od momentu odkrycia zjawiska interferencji RNA (RNAI,
ang. RNA interference) do grona tego typu molekut zaliczane sg regulatorowe RNA.
Czasteczki RNA sa obdarzonymi tadunkiem polianionami, nie moga wigc
swobodnie przekracza¢ blon biologicznych, a ich przeptyw pomigdzy komoérkami
lub pomiedzy kompartmentami komorkowymi wymaga udzialu wyspecjalizowanych
biatek transporterowych. Dodatkowo, nalezy pamigta¢, iz RNA moze by¢ no$nikiem
informacji genetycznej (mRNA, genomowy RNA wirusow) lub bezposrednio wptywaé
na proces ekspresji genow (tRNA, rRNA, regulatorowe RNA), stad jego transport
wewnatrzkomorkowy, jak i miedzykomorkowy musi podlega¢ $cistej kontroli 1 regulacji.
Biorgc powyzsze pod uwage, wielkie zainteresowanie oraz liczne dyskusje
naukowcow wzbudza fascynujgca zdolno$¢ organizmoéw zwierzgcych do pobierania
kwaso6w nukleinowych ze srodowiska. Znaczenie biologiczne i ekologiczne tego zjawiska
jest weiaz stosunkowo stabo poznane, podobnie jak podstawy molekularne importu RNA
do komorek. Zdolno$¢ ta wykorzystana zostata do stworzenia szeregu przetomowych
technik stuzacych do badania funkcji genow. Techniki te znane sg pod wspdlng nazwa

technologii wyciszania genow na drodze interferencji RNA.



I-1. Interferencja RNA

Jednym z podstawowych mechanizméw molekularnych umozliwiajacych regulacje
ekspresji gendw 1 utrzymanie homeostazy organizmu jest interferencja RNA. Jest ona,
zakonserwowanym ewolucyjnie procesem wyciszania genoéw inicjowanym przez
dwuniciowe czgsteczki RNA (dsRNA, ang. double-stranded RNA). Przez wiele lat,
obserwowano zjawisko wyciszania ekspresji genow w odpowiedzi na wprowadzenie
do ustroju transgenow w roznych uktadach modelowych: u roslin nazywano ten efekt
kosupresja lub potranskrypcyjnym wyciszaniem genow (PTGS, ang. posttranscriptional
gene silencing) [1], u grzybow — tlumieniem gendéw (ang. gene quelling) [2]. Jednak
podstawy molekularne tych zjawisk pozostawaly nieuchwytne. Przelomem okazaly si¢
badania Fire i Mello z wykorzystaniem C. elegans, ktore wykazaty, ze do wyciszenia
ekspresji genu dochodzi na drodze degradacji mRNA inicjowanej przez dsRNA,
w ktorym jedna z nici wykazuje komplementarno$¢ do fragmentu mRNA wyciszanego
genu [3]. Znaczenie tych badan zostalo docenione przyznaniem Nagrody Nobla
w dziedzinie fizjologii i medycyny w 2006 roku. Dzi§ wiemy, ze RNALI jest zjawiskiem
powszechnym wsrdd eukariontow [4]. Uwaza sig, ze pierwotnie system ten stuzyt do
obrony gospodarza i jego genomu przed wirusami i ruchomymi elementami
genetycznymi, po czym wyewoluowat do poziomu jednego z podstawowych systemow
kontroli ekspresji genéw u zwierzat. Wykorzystanie zjawiska RNAi jako metody
wyciszania genow umozliwito wyjatkowy postgp w zrozumieniu ich funkcji w wielu
organizmach oraz znalazlo zastosowanie w roznorodnych gateziach biotechnologii.
Trwajace od ponad dwudziestu lat badania pozwolity stosunkowo dobrze poznaé
mechanizmy molekularne lezace u podtoza zjawiska RNAI (Rysunek 1-1).Wiadomo, iz
jest to ztozony, wieloetapowy proces angazujacy szereg kompleksoOw enzymatycznych
uczestniczacych W: (i) biogenezie matych regulatorowych RNA (srRNA, ang. small
regulatory RNA) z dwuniciowych lub cze$ciowo dwuniciowych prekursorow,
(i1) rozpoznaniu docelowych transkryptow za pomoca specyficznych sond w postaci
stRNA, (iii) rekrutacji czynnikow degradujacych lub modyfikujacych mRNA w sposob
uniemozliwiajacy translacj¢. Dokladny sktad wspomnianych kompleksow biatkowych
moze si¢ nieznacznie r6zni¢ w zaleznos$ci od podkrolestwa, typu czy gromady, niemniej
centralnymi enzymami zaangazowanymi w proces RNAi s3: endorybonukleaza Dicer
(lub biatka typu Dicer) oraz biatka Argonaute [5]. Dicer nalezy do rodziny RNaz Il
1 odpowiada za dojrzewanie podstawowych typéw srRNA: matych interferujacych RNA
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(SIRNA, ang. small interferring RNA) powstajacych z dsSRNA oraz mikroRNA (miRNA,
ang. microRNA) wycinanych z prekursoréw o strukturze typu spinki do wloséw (ang.
hairpin) [6]. Biatka Argonaute stanowig 0§ kompleksow wyciszajagcych (RISC, ang.
RNA-induced silencing complex), w ktorych siRNA lub miRNA pelnig role sond

molekularnych umozliwiajacych rozpoznanie i zwigzanie docelowych transkryptow [7].

pre-miRNA s
&
Wirusowy ‘ AZAN"Z N 7NV
RNA dsRNA Gen miRNA
C/\j Dicer
cher
dsRNA
Syntetyczne
oligonukleotydy RISC
mnRNA/snRNA
o IO
Degradac;a
mRNA
Zatrzymanie
syntezy
biatek

Rysunek I-1. Schemat przebiegu procesu RNAI

Proces RNAi moze by¢ indukowane przez egzogenne czasteczki RNA (wirusowy RNA,
syntetyczne oligonukleotydy) lub endogenne RNA (pre-miRNA). W cytoplazmie stanowig one
substrat dla rybonukleazy Dicer, ktora generuje z nich siRNA/miRNA. Czasteczki te sa nastepnie
przekazywane do kompleksu RISC (ang. RNA-induced silencing comlex), w ktorym petnia role
sond molekularnych umozliwiajacych specyficzne rozpoznanie transkryptow podlegajacych
regulacji poprzez degradacj¢ lub zahamowanie translacji.

Zjawisko RNAi wywotywane jest poprzez endogenne lub egzogenne RNA.
Do grupy egzogennych RNA zaliczamy m.in. wirusowe RNA lub syntetyczne RNA.
Na skutek funkcjonowania mechanizmu RNA1 dochodzi do zatrzymania syntezy biatek
i/lub degradacji mMRNA.

W przypadku wielu organizmow, zjawisko RNAi wydaje si¢ mie¢ charakter
komorkowy, tj. wyciszanie gendw zachodzi jedynie w tych komoérkach, w ktoérych

syntetyzowane sg srRNA lub w komodrkach bezposrednio eksponowanych na dziatanie
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egzogennego dsRNA/srRNA. Niezwykla wtasciwoscia RNAi u roslin oraz niektérych
bezkrggowcow, np. C. elegans jest jego systemowa natura: sygnaly wyciszajace moga
przekraczaé granice komorkowe 1 rozprzestrzeniac si¢ ogdlnoustrojowo. Mimo ze RNA1
jako mechanizm komoérkowy wydaje si¢ by¢ wysoce konserwatywny wsrod eukariontow,
zjawisko systemowego rozprzestrzeniania si¢ sygnatu indukujacego RNAI juz takie nie
jest. Z drugiej strony znane sg coraz liczniejsze przyktady transferu sygnatu wyciszania
gendéw pomiedzy organizmami [8,9]. Istnieje tez szereg dowodow wskazujacych, ze
czasteczki kwasoéw nukleinowych inicjujgce RNAi1 mogg by¢ pobierane z pozywieniem,
co sugeruje istnienie mechanizmu wymiany informacji miedzy organizmami a ich
srodowiskiem za pomocg RNA jako czasteczki sygnalowej.

Wyciszanie genéw indukowane przez dsRNA przyjmowany z pozywieniem
nazywane jest Srodowiskowym RNAIi (eRNAI, ang. environmental RNAI) i obserwowane
jest zar6wno u organizméw wielokomoérkowych jak i u jednokomoérkowych takich jak
pierwotniaki: Paramecium [10] i Entamoeba histolytica [11]. eRNAi stanowi podstawe
techniki molekularnej powszechnie wykorzystywanej do badania funkcji genow
w modelowych organizmach bezkrggowych, np. C. elegans czy Schmidtea mediterranea,
znajduje ono rowniez zastosowanie w walce z insektami bedgcymi szkodnikami ro$lin
uprawnych. Przykladem jest odmiana genetycznie modyfikowanej kukurydzy
MON87411 [12] (Monsanto), w ktorej zjawisko RNAi wykorzystano do ochrony ro$lin
przed korzeniowa stonka kukurydziang (Diabrotica virgifera, ang. corn rootworm) [13].
Larwy tego owada stanowig duze zagrozenie dla upraw kukurydzy. Zaatakowane rosliny
stabiej rosng 1 wykazujg mniejsza plenno$¢. Zagrozenie jest tym wigksze, ze w Ameryce
Potnocnej 1 Poludniowej, wystepuja populacje owada, ktére wyksztalcity opornos¢ na
najczesciej stosowane do tej pory insektycydy — endotoksyny Bacillus thuringiens [14].
W roslinach MON87411 dochodzi do syntezy dsSRNA zawierajacego fragment sekwencji
(~240 pz) transkryptu genu Snf7 D. virgifera. Biatko Snf7 jest jednym z podstawowych
komponentow Il endosomalnego kompleksu sortujacego odpowiedzialnego za transport
(ESCRT IlI, ang. endosomal sorting complex responsible for transport Il1) [15].
Ekspozycja larw D. virgifera na dsSRNA Snf7 uposledza endogenng ekspresj¢ tego genu
w ich komorkach, prowadzac do $mierci owadow [16].

Znaczenie biologiczne istnienia mechanizmu eRNAi nie jest do konca
wyjasnione. Postuluje si¢, ze w przypadku C. elegans, eRNAi umozliwia nicieniowi
reagowanie na szczepy bakterii wystepujace w srodowisku i dostosowywanie zachowania

nicienia do dostepnosci pokarmu [17]. W przypadku pszczoly miodnej opisano cickawy
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mechanizm budowania odpornosci stadnej i horyzontalnego transferu informacji za

posrednictwem dsRNA i stRNA wydzielanego do mleczka, ktérym karmione sg larwy

[8].

I-2. Molekularne podstawy transportu RNA w przebiegu procesu eRNAI

Obecne rozumienie sposobu, w jaki czasteczki dSRNA indukujagce RNAIi sg pobierane
przez zwierzeta ze Srodowiska, oparte jest przede wszystkim na wynikach
przesiewowych badan genetycznych prowadzonych z wykorzystaniem C. elegans.
Uwaza sie, ze ze wzgledu na nieprzepuszczalny oskorek (kutykule) pokrywajacy prawie
calg powierzchnig ciala nicienia, C. elegans moze pobiera¢ dsRNA jedynie przez $wiatto
jelita. Co wiecej, dsSRNA dostarczany z pozywieniem wywotuje u C. elegans efekt
systemowy, ktory jest indukowany nawet przy braku ekspresji docelowego genu w jelicie
[18]. Mozna zatem wnioskowaé, ze indukcja RNAi przez dsRNA pochodzacy ze
srodowiska zachodzi u C. elegans zgodnie z nastgpujacym schematem: (i) wychwyt
dsRNA przez komorki jelita, (ii) eksport dsRNA lub sygnatdéw wyciszajacych
(regulatorowych RNA powstajacych z dsRNA) z komorek jelitowych, (iii) import
sygnatow wyciszajacych do innych tkanek a nastepnie komorek, (iv) ukierunkowane
wyciszanie genow przez autonomiczng komorkowa maszyneri¢ RNAI.

Analiza mutantow niezdolnych do odpowiedzi systemowej, ale z zachowana
zdolnoscia do wyciszania ekspresji gendOw na poziomie komorkowym, pozwolita
zidentyfikowa¢ w genomie C. elegans szereg gendéw zwigzanych z tym fenotypem.
Genom tym nadano wspdlng nazwe SID (ang. Systemic RNA Interference Defective) [19].
Ich bardziej wnikliwa analiza wykazala, iz koduja one biatka niezbgdne do pobierania
i/lub dystrybucji dsRNA w organizmie nicienia. Do tej pory najlepiej
scharakteryzowanymi pod wzgledem strukturalnym i funkcjonalnym sg dwa geny: sid-1

i sid-2 oraz kodowane przez nie biatka, odpowiednio SID-1 i SID-2.

Biatko SID-1

Gen sid-1 u C. elegans (Ce-sidl) koduje biatko btonowe o dtugosci 776 aminokwasow
(aa) zbudowane z: N-koncowej domeny zewnatrzkomorkowej (ECD, ang. extracellular
domain), 11 domen transmembranowych (TM), petli cytoplazmatycznej pomigdzy TM1
i TM2 oraz krotkiej C-koncowej domeny cytoplazmatycznej [20]. Wedlug przewidywan,
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w obrgbie ECD wystepuja liczne miejsca N-glikozylacji, natomiast w obrgbie petli
cytoplazmatycznej — miejsca fosforylacji (Ser/Thr) o potencjalnym znaczeniu
regulatorowym dla funkcjonowania bialka.

SID-1 funkcjonuje jak kanal/por btonowy umozliwiajgcy pasywny transport
czasteczek RNA [20] przy czym rozpoznanie i zwigzanie substratu odbywa si¢ poprzez
ECD. SID-1 wydajnie transportuje do wnetrza komoérek dsRNA o dhugosci 50-500 par
zasad (pz) oraz jednoniciowe RNA o strukturze typu spinki (~60 nt pre-miRNA), jednak
nie krotkie ssSRNA (~25 nt), dSDNA, ani hybrydy RNA:DNA [20]. SID-1 nie wykazuje
preferencji wzgledem sekwencji, nie dyskryminuje rowniez tyminy wzgledem uracylu
[20]. Ta ostatnia obserwacja wskazuje, iz rozréznienie pomi¢dzy DNA i RNA odbywa
sie na podstawie cech strukturalnych (np. wielko$¢ rowkow helisy) i/lub obecnosci grupy
hydroksylowej w pozycji 2' rybozy.

Zaburzone wchianianie dsRNA przez komoérki, w ktorych dochodzi do
ko-ekspresji niefunkcjonalnego mutanta SID-15°%%' oraz biatka typu dzikiego, a takze
fakt, iz wydajno$¢ transportu jest zalezna od stosunku obu biatek, sugeruja, ze SID-1
funkcjonuje jako oligomer [20]. Szczegotowe analizy z wykorzystaniem komorek
embrionalnych C. elegans oraz komodrek S2 D. melanogaster z heterologiczng ekspresja
Ce-sid-1 wykazaly prawie identyczng wrazliwo$¢ obu linii komorkowych na dsRNA
[21]. Wyniki te sugeruja, ze komorki C. elegans nie wykazuja ekspresji zadnych gendw,
ktére w wymierny sposdb wzmacniatyby lub ograniczaty transport dsRNA przez SID-1.

U C. elegans SID-1 wystepuje w blonie komoérkowej wigkszosci komorek za
wyjatkiem neuronéw. Warto zauwazy¢, ze neurony to jedyne komoérki w ciele nicienia,
ktore nie sg obejmowane ogolnoustrojowg odpowiedzig na dsRNA [22]. W neuronach
C. elegans dochodzi do ekspresji genéw zaangazowanych w biogeneze srRNA oraz etapy
efektorowe RNAi sa wigc one zdolne do wyciszania ekspresji genow poprzez
produkowane w nich endogennie srRNA [23]. Wykazano, ze cktopowa ekspresja
Ce-sid-1 uwrazliwia neurony na dsRNA pochodzenia zewnatrzkomorkowego [24].
Mutanty Ce-sid-1 zachowuja zdolno$¢ do wyciszania gendéw na drodze RNAi na
poziomie komérkowym, ale nie sg zdolne do ogdlnoustrojowej odpowiedzi na dsRNA
podawany droga pokarmowa, wstrzykiwany do pseudocelomy lub dsRNA
syntetyzowany in vivo z transgenow. Co wiecej, juz komorki pierwszej warstwy nablonka
jelit, tj. komorki bezposrednio eksponowane na dsRNA przyjmowany z pozywieniem sg
w mutantach Ce-sid-1 niewrazliwe na sygnaty, ktore powinny indukowa¢ w nich RNAi

[25], co wskazuje, ze SID-1 u C. elegans uczestniczy nie tylko w systemowym
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transporcie sygnatow wyciszajacych, ale rowniez w pobieraniu ich ze $wiatta jelita.
Oproécz opisanych powyzej zaburzen w zakresie RNAi1, mutanty Ce-sid-1 nie wykazuja
zadnych innych widocznych zmian fenotypowych, sg zdrowe 1 ptodne.

Homologii Ce-sidl identyfikowane sg rowniez u innych zwierzat [26,27]. Co
ciekawe, wystepuja sporadycznie w genomach bezkrggowcdw, natomiast sg powszechne
w genomach kregowcow, u ktorych najczeséciej obecne sg w dwoch wariantach: Sidtl
i Sidt2 (ang. SID-1 transmembrane family member 1/2). Nie ma jednoznacznej korelacji
mi¢dzy obecnos$cig homologu sid-1 w genomie a zdolnos$cig danego gatunku do eRNAIi
lub RNAIi na poziomie systemowym, np. u cztowieka wystepuja dwa (SIDT-1 i SIDT-2)
[28], a u Bombyx mori az trzy (sil-1-3, ang. sid-1-like protein 1-3) homologi Ce-sid-1
[29], a mimo to u organizmow tych nie stwierdzono zdolnos$ci do systemowej odpowiedzi
na dsRNA pochodzacy ze $rodowiska. Analizy filogenetyczne wskazuja, ze wyzej
wymienione geny sg blizsze ewolucyjnie Ce-tag-130/chup-1, tj. paralogowi Ce-sid-1,
zaangazowanemu w transport cholesterolu, ale niezwigzanemu z transportem dsRNA
[29,30]. Co ciekawe, analizy funkcjonalne ssaczych biatek SIDT-1 i SIDT-2 wykazaty,
ze tacza one obie funkcjonalnosci.

SIDT-1 wyst¢puje w btonie komérkowej [31] i w blonie endolizosoméw [32],
uczestniczac w transporcie sStRNA do cytoplazmy [26,28] oraz w migdzykomorkowym
transporcie cholesterolu [33]. In vivo, w modelu mysim wykazano, ze SIDT-1 umozliwia
pobieranie funkcjonalnych miRNA z Zotadka, ktore nastgpnie sa transportowane do
innych tkanek z udzialem zewnatrzkomérkowych pecherzykow blonowych [34].
SIDT-2 lokalizowany jest w blonie lizosomow, gdzie uczestniczy w imporcie RNA
przeznaczonego do degradacji [35]. Myszy z niedoborem SIDT1 lub SIDT2 wykazuja
nizszy poziom interferonu I (IFN I) w odpowiedzi na zakazenie wirusem opryszczki typu
1 (HSV-1, ang. herpesvirus 1) [32] i wirusem zapalenia mozgu i mig$nia sercowego
(EMCYV) [36], co sugeruje ich zaangazowanie w odpowiedz indukowang wirusowym
dsRNA. Potwierdzeniem tej obserwacji moze by¢ rowniez fakt, iz u myszy zakazonych

HSV-1 dochodzi do podwyzszenia ekspresji genu SIDT1 w watrobie [37].

Biatko SID-2

Gen Ce-sid-2 koduje jednodomenowe biatko transmembranowe (311 aminokwasow)
identyfikowane w jelitach C. elegans [18]. Mutanty delecyjne Ce-sid-2 wykazuja

wolniejsze tempo rozwoju i wzrostu [38]. W przeciwienstwie do SID-1, nie jest ono
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zwigzane z transportem dsRNA w obrgbie organizmu, ale odpowiada za wychwytywanie
dsRNA ze $wiatla jelita. Uwaza si¢, ze SID-2 dziala jako receptor dla dsRNA,
umozliwiajac jego pobor na zasadzie endocytozy do komoérek [18,39].

Transport dsRNA zalezny od SID-2 wymaga kwasnego s$rodowiska
zewnatrzkomorkowego [39]. Szczegotowe analizy pozwolity zidentyfikowaé kluczowe
dla funkcjonowania biatka histydyny zlokalizowane w czg¢sci zewnatrzkomodrkowej
biatka. Aminokwasy te w warunkach niskiego pH obdarzone sg tadunkiem dodatnim, co
ulatwia oddzialywania z ujemnie natadowanymi czasteczkami RNA [39]. SID-2
wydajnie wigze dsSRNA o dlugosci co najmniej 50 pz [39]. Do tej pory nie udato si¢

zidentyfikowa¢ homologéw Ce-sid-2 u innych organizméw poza nicieniami.

Model funkcjonowania SID-1 i SID-2 u C. elegans

Zgromadzone dotychczas dane dotyczace struktury i funkcji SID-1 i SID-2 pozwalaja
zaproponowa¢ co najmniej dwa modele poboru dsRNA w jelicie C.elegans
(Rysunek 1-2) [39]. Oba zaktadaja, ze dsSRNA dostaje si¢ do wngtrza enterocytow —
komorek absorbeyjnych jelita na drodze endocytozy zaleznej od SID-2 [40]. Wedtug
pierwszego scenariusza, dsRNA jest nastgpnie uwalniane z endosoméw do cytoplazmy
za posrednictwem SID-1, skad moze by¢ dalej transportowany do sasiednich komorek.
Alternatywnie, dsSRNA zamkni¢ty w endosomach moze by¢ uwalniany na drodze
egzocytozy do ptynu wypetniajacego pseudocelom, skad jest pobierany przez dowolne

komorki w ciele dzigki aktywnos$ci SID-1.
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Enterocyt

Rysunek I-2. Pobieranie egzogennego dsRNA w jelicie C.elegans

dsRNA pochodzenia egzogennego pobierany jest przez enterocyty na drodze endocytozy zaleznej
od biatka SID-2. Nastepnie zamkniety w endosomach dsRNA jest uwalniany do cytoplazmy za
posrednictwem kanatu SID-1 lub na drodze egzocytozy. dsRNA znajdujacy si¢ w jamie ciata
moze migrowac i by¢ importowany do komoérek przez SID-1.

I-3. Organizm modelowy — S. mediterranea
Systematyka

S. mediterranea jest przedstawicielem wirkow trojjelitowych (tac. Tricladida) zwanych
inaczej wyptawkami, nalezacych do rzedu drapieznych bezkregowcoOw z typu ptazincow
(fac. Platyhelminthes). Wyptawki reprezentuja jedne z najprostszych zwierzat
trojwarstwowych (fac. Triploblastica), u ktorych stwierdza si¢ cefalizacj¢ oraz obecnos¢

ztozonych ukladéw narzadow.

Srodowisko zycia

Wyptawki sa zwierzetami wolnozyjacymi, zamieszkujacymi wody slodkie i1 stone
w roznych szerokosciach geograficznych oraz wilgotne gleby strefy tropikalnej [41].
S. mediterranea naturalnie wystepuje w zrodtach i matych rzekach w strefie
srodziemnomorskiej [41]. Zwykle bytuje przyczepiony do twardych powierzchni, np. pod

kamieniami. W stanie dzikim S. mediterranea wystepuja w wodzie o pH od 6,9 do 8,9
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I jest zdolny do zycia w temperaturach w zakresie od 0 do okoto 25°C. W warunkach
laboratoryjnych, hodowany jest w roztworze lekko stonej wody (~0,5 g/L) o pH 6,9-8,1,

w temperaturze pokojowej (~22°C).

Budowa

Ciato S. mediterranea, podobnie jak u innych wyptawkow, jest splaszczone grzbieto-
brzusznie, bez segmentéw. Pokrywa je orzesiony nabtonek i warstwa ochronnego §luzu.
Jama ciala — przestrzen ograniczona worem skoérno-migsniowym (pseudocel) jest
wypelniona tkankg taczng (parenchymag). Uktad pokarmowy ma postaé otworu gebowego
(petnigcego rowniez rolg otworu odbytowego), gardzieli i rozgatezionego, trdjdzielnego
jelita (Rysunek 1-3) [41,42].

Uklad migsniowy wyplawkoéw tworza trzy typy tkanki mig$niowej tj.: migsnie
okrezne, skosne oraz podtuzne (Rysunek I-3). Ciata wyplawkow otacza gesta i zwarta
sie¢ podnaskorkowych wiokien migsniowych utozonych w réznych kierunkach [41,43].
W przekroju poprzecznym wyptawkow mozna wyrdznié¢ cztery nastepujace po sobie
warstwy migéni: (i) najbardziej zewnetrzng warstwa miegsni okreznych (i1) cienka
warstwa mie$ni podtuznych zewnetrznych, (iii) warstwa migsni sko$nych oraz (iv)
wewnetrzna warstwa migsni podtuznych [41,44]. Migsnie stuzg przede wszystkim do
utrzymania ksztaltu i1 integralnos$ci ciata, wspieraja réwniez lokomocje. Skurcz migséni
tworzacych gardziel umozliwia jej wysuwanie i pobieranie pokarmu. Oprdcz migéni Scian
ciala, wyptawki posiadaja rowniez widkna migsniowe rozsiane wokot ukladu
pokarmowego 1 narzagdow rozrodczych.

Uktad nerwowy wyptawkow ma budowg drabinkowa (Rysunek 1-3) i sktada si¢ z
prymitywnego mozgu (parzyste zwoje nerwowe) umieszczonego w przedniej czesci
ciata, ktory wspotdziata z obwodowym uktadem nerwowym (podtuzne pnie nerwowe) i
narzagdami zmystow, do ktorych naleza fotoreceptory, chemoreceptory oraz bruzdy
matzowinowe [41,45,46]. Obecno$¢ plamek ocznych u wyptawkow nie jest
obligatoryjna, u S. mediterranea wystepuje para prymitywnych oczu osadzona tuz pod
warstwa epidermy w przedniej, grzbietowej czesci ciala. S. mediterranea wykazuje
fotofobig [45].

Uktad wydalniczy wyptawkow jest typu protonefrydialnego i1 sktada sig
z orzgsionych komorek ptomykowych oraz kanalikéw majacych swoje ujscie na

powierzchni ciala zwierzecia (Rysunek 1-3) [47].
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Wyptawki nie maja uktadéw: krazenia i oddechowego. Ze wzgledu na mate

rozmiary tych zwierzat, wymiana gazowa zachodzi cala powierzchnig ciata [48].
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Rysunek I-3. Anatomia S. mediterranea

Schematy przedstawiajace najwazniejsze ukltady oraz typy tkanek w ciele S. mediterranea.
Rysunek zaadaptowany z Adler i in. [49] za zgoda wydawcy (Zatacznik 1).

Odzywianie

Wigkszos$¢ wyptawkow to drapiezniki polujace na niewielkie bezkregowce: skorupiaki,
$limaki, larwy owadow, niektore zjadaja tez ikre ryb [41]. W warunkach laboratoryjnych
ich pokarm stanowi najczesciej watroba (kurza lub wotowa) [50]. Wyptawki pobieraja
pozywienie za posrednictwem ruchomej gardzieli umieszczonej w kieszeni/woreczku
gardtowym zlokalizowanym w brzusznej czesci ciata.

W konteks$cie odzywiania si¢ wyptawkow nalezy zwrdci¢ uwage na zdolno$¢ tych
zwierzat do przetrwania dlugiego czasu bez pozywienia. Na skutek glodzenia, nastepuje
stopniowy zanik komoérek i zmniejszanie si¢ rozmiarow ciata [51]. W zaleznosci od
gatunku, wyjsciowe]j wielkosci 1 wieku zwierzgcia, tolerancja wydtuzonego okresu postu

moze wynosi¢ od kilku miesigcy do nawet roku.

Rozmnazanie

W obrgbie gatunku S. mediterranea mozna wyodrgbni¢ dwie zasadnicze linie:
hermafrodytyczng rozmnazajacg si¢ plciowo przez zaptodnienie krzyzowe oraz

aseksualng, niewyksztatcajaca gonad, rozmnazajacg si¢ bezplciowo, przez podziat [52].
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W warunkach naturalnych podzial przebiega poprzez przyczepienie si¢ koncowki ogona
wyptawka do podiloza i oderwanie przedniej cze$ci ciata w wyniku napigcia
generowanego skurczami mig$ni. W efekcie powstaja dwa fragmenty ciala, z ktorych po
regeneracji powstajag dwa niezalezne organizmy. Do podzialu dochodzi najczesciej po
osiggnigciu przez zwierzg granicznej wielkosci [53]. Rozmnazanie bezplciowe
stymulowane jest tez przez niskg gestos¢ populacji 1 podwyzszong temperaturg, stad
w dzikiej populacji S. mediterranea do rozszczepien dochodzi przede wszystkim
w okresie wiosenno-letnim [41]. W warunkach laboratoryjnych rozmnazanie bezplciowe
jest prowadzone na zasadzie ekspansji klonalnej poprzez podzial robakoéw za pomocg
skalpela na mniejsze fragmenty, z ktoérych kazdy utworzy nowy, kompletny organizm

(Rysunek 1-4) [50].

o 0 dpc 1dpc 5 dpc 8 dpc
Cigcie — -———-

Rysunek 1-4. Przebieg procesu regeneracji u S. mediterranea

Schemat przedstawiajacy kolejne etapy regeneracji S. mediterranea po cieciu. Dpc — dni po
dekapitacji.

Zdolnosci regeneracyjne

S. mediterranea posiada prawie nieograniczone zdolno$ci regeneracji warunkowane
obecnoscig w ciele wyptawka populacji komorek macierzystych, zwanych neoblastami
(Rysunek 1-3). Sg one jedynymi aktywnymi mitotycznie komorkami wyplawka i
obejmujg zarowno pluripotentne komorki macierzyste (cNeoblasty), jak 1 multipotentne
wyspecjalizowane neoblasty [54]. Lacznie, oba typy neoblastow stanowig do 30%

wszystkich komoérek tworzacych cialo robaka. Neoblasty sg rozsiane w parenchymie w
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obrebie calego ciata za wyjatkiem przedniej czgéci glowy i gardzieli — jedynych
fragmentow S. mediterranea, ktore po odcigciu nie sg w stanie zregenerowaé utraconych
struktur [55].

W warunkach fizjologicznych neoblasty odpowiadaja za wymiang komorek
I utrzymanie homeostazy tkanek, natomiast w sytuacji urazu — stanowig zrédto nowych
komorek. Proces regeneracji utraconych tkanek rozpoczyna si¢ od migracji neoblastow
do miejsca zranienia, gdzie nastepnie dochodzi do ich gwattownych podziatow
i roznicowania [56]. Wykazano, ze przeszczepienie pojedynczego neoblastu jest w stanie
uratowa¢ $miertelnie napromieniowanego wyplawka (promieniowanie y selektywnie
eliminuje neoblasty) i przywroci¢ mu zdolno$ci regeneracyjne [57].

Nalezy odnotowac, iz nie wszystkie wyptawki posiadajg tak duza zdolnos¢ do
regeneracji jak S. mediterranea [48], np. pospolity w Polsce wyptawek biaty
(Dendrocoelum lacteum) nie jest w stanie odtworzy¢ czesci glowowej, jesli zostanie

przeciety ponizej linii gardzieli [58].

Wykorzystanie S. mediterranea jako modelu badawczego

S. mediterranea stanowi doskonaly model do badan procesow regeneracji, plastycznos$ci
tkanek oraz funkcjonowania komoérek macierzystych. Jedng z najpowszechniej
wykorzystywanych laboratoryjnie linii S. mediterranea jest klonalna, aseksualna linia
CIW4 wyprowadzona z pojedynczego osobnika odtowionego w Barcelonie w latach 70
ubieglego wieku [58]. Jako model badawczy, CIW4 cechuje relatywnie niewielki,
diploidalny genom (2n = 8, ~782 Mpz), ktorego sekwencja zostata juz w duzym stopniu
poznana [60]. Jedyna technikg stosowang obecnie do charakterystyki funkcjonalnej
gendw wyptawkow jest wyciszanie ich ekspresji na drodze RNAi1 indukowanej poprzez
wprowadzanie do organizmu dsRNA o dlugosci od kilkuset do kilku tysigcy par zasad.
Najczesciej przeprowadza si¢ mikroiniekcje syntetycznego dsRNA do $wiatta jelita lub
karmi si¢ zwierzeta pokarmem zawierajagcym dsRNA lub modyfikowane bakterie,

w ktorych dochodzi do syntezy odpowiedniego dsRNA.
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1. Cel

Jak wspomniano we Wstepie, RNAI jest podstawowym mechanizmem regulacji ekspresji
genow u eukariota. Zostat on z powodzeniem zaadaptowany zaréwno do badania funkcji
genow, jak 1 rozwoju nowych terapii (np. antywirusowych) czy nowych generacji
srodkow ochrony roslin (pestycydow, fungicydow 1 herbicydow). Powszechne
wykorzystanie RNAi w biologii molekularnej 1 biotechnologii zwigzane jest m.in.
z mozliwo$cig indukowania ogdlnoustrojowego efektu wyciszenia poprzez lokalne
podanie dsRNA z pokarmem/medium hodowlanym lub poprzez jego wstrzyknigcie do
$wiatta jelita. Pomimo tego, iz technologia RNAI jest praktycznie wykorzystywana od
ponad 20 lat, podstawy molekularne procesu pobierania dsRNA i transportu czasteczek
sygnatowych pomiedzy komdrkami pozostaja wciagz stabo poznane. Jak dotad zjawisko
to zostalo najwszechstronniej zbadane u C. elegans, u ktoérego zidentyfikowano biatka
o charakterze transporterow (SID-1) i receptorow (SID-2) dsRNA. Ponadto, wykazano
zaangazowanie obu biatek w proces indukowania RNAi. Na podstawie zebranych dotad
informacji sadzi¢ mozna, ze nie u wszystkich zwierzat mechanizmy poboru i transportu
dsRNA sg identyczne jak opisane dla nicienia.

Bioragc powyzsze pod uwagg, przyjeto ze podstawowym celem niniejszej pracy
doktorskiej bedzie identyfikacja oraz charakterystyka funkcjonalna biatek, ktore
u S. mediterranea (wyplawka reprezentujgcego podstawowy model wykorzystywany
w badaniach regeneracji), zaangazowane s3 W pobieranie ze S$rodowiska
1 migdzykomorkowy transport kwaséw nukleinowych. Osiagnigcie tak zarysowanego
celu zwigzane bylo z realizacja nastgpujacych zadan szczegdtowych:

(1) Identyfikacja potencjalnych homologéw sid-1 w genomie S. mediterranea;

(i)  Analiza bioinformatyczna i molekularna poziomu oraz specyficznosci
tkankowej ekspresji domniemanych homologow — sid-1 S. mediterranea;

(iif)  Analiza strukturalna in silico zidentyfikowanych biatek S. mediterranea;

(iv)  Analiza funkcjonalna zidentyfikowanych biatek in vivo w modelu

S. mediterranea oraz in vitro w modelu heterologicznym D. melanogaster.
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I11. MATERIALY I METODY

111-1. Materialy
I11-1-1. Podstawowe bufory i roztwory

Bufor 10xPBS, pH 7.4
e 1370 mM NaCl
e 27 mM KCI
e 43 mM NaxHPO4
e 147 mM KH2PO4

Bufor 10xTBE
e 890 mM Tris
e 890 mM H3BO3
e 20mMEDTA

Bufor 10xTGS
e 0,25 M Tris-HCI, pH 8,3

e 1,92 Mglicyna
e 1% SDS

I11-1-2. Hybrydyzacja in situ typu WISH (ang. whole mount in situ hybridization)

Roztwor uSmiercajacy S. mediterranea

e 7,5% N-Acetylo-L-cysteina (NAC) rozpuszczona w 1x PBS

Bufor 1 xPBSTx
e 1xPBS
e 0,3% Triton X-100

Roztwér utrwalajacy tkanki

e 12,5% formaldehyd

e 0,9xPBSTx (przygotowywany na $wiezo)
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Bufor 20xSSC
e 3 M NaCl
e 0,3 M cytrynian sodu, pH 7,0

Bufor 2xSSCx
e 2xSSC
e 0,1% Triton X-100

Roztwor wybielajacy
e (,5xSSC
e 1.2% HO»

e 5% formamid

Roztwor proteolityczny
e 1xPBSTx
e 0,1% (w/v) SDS

e Proteinaza K w stezeniu koncowym 10 ng/pl

Bufor prehybrydyzacyjny

e 50% dejonizowany formamid

e drozdzowy RNA w stezeniu koncowym 0,1 mg/ml
e 5xSSC

e 1% Tween 20

Bufor hybrydyzacyjny

e 50% dejonizowany formamid

e drozdzowy RNA w stezeniu koncowym 0,1 mg/ml
e 5xSSC

e 1% Tween 20

e 5% siarczan dekstranu

Bufor ptuczacy 1
e 1xSSCx

e 25% dejonizowany formamid
e 2,5xSSC
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e 0,5% Tween 20

Bufor ptuczacy 11
e 0,1MTris-HCI, pH 7,5
e 0,15 M NaCl
e 0,3% Triton X-100

Bufor blokujacy

e 5% surowica konska w buforze pluczacym II

Medium do hodowli S. mediterranea (PAM, ang. Planarian Artificial Medium)
e 9,35g NaCl
e 14,70 g CaCl2 x 2 H,0
e 12,04 g MgSO4
e 2,03 gMgCl;
e 0,75gKCl
e 10,08 g NaHCOs3

Wszystkie sktadniki rozpuszczono w 1 1 H20, uzyskujac 10xPAM, ktory przed uzyciem

rozcienczano woda do stezenia 1x.

Medium do hodowli komorek S2 D. melanogaster

e Schneider's Drosophila Medium

e 10% plodowa surowica bydlgca (FBS, ang. Fetal bovine serum)

Inne:
e 10% wodny roztwér APS (10%)
e 0,5 M wodny roztwor EDTA, pH 8
e 10% wodny roztwor SDS
o

wodny roztwér ampicyliny o stezeniu koncowym 100 mg/ml
I11-1-3. Pozywki bakteryjne

Pozywka stata LB z ampicylina

e 2 peptonu
e 1,25 g wyciagu drozdzowego
e 1,259 NaCl
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e 3,75gagaru
Dopetniano H20 do 250 ml i sterylizowano w autoklawie. Po schtodzeniu do temperatury
okoto 55°C do mieszaniny dodawano 500 pl wodnego roztworu ampicyliny o stezeniu

100 mg/ml (stezenie koncowe 200 pg/ml).

Pozywka plynna LB z ampicylina

e 10 g peptonu
e 5 gwyciggu drozdzowego
e 5gNaCl
Dopetniano H20 do 1 11 sterylizowano w autoklawie. Do 1 1 schtodzonej pozywki LB

dodawano 2 ml roztworu ampicyliny o stezeniu 100 mg/ml (st¢zenie koncowe 200

pg/ml).

111-1-4. Zele

Zel agarozowy 1% do rozdziatu elektroforetycznego kwaséw  nukleinowych

w warunkach natywnych

e 0,5gagarozy
e 50ml1xTBE
e 1 ul Midori Green Advanced DNA stain

Zele analityczne do rozdziatu elektroforetycznego biatek w warunkach denaturujacych

Zel rozdzielajacy 15% (2 Zele o grubosci 1 mm)
e 4.5ml 40% akrylamid/N,N'-bisakrylamid w stosunku 29:1
e 4,4 ml 1M bufor Tris-HCL, pH=8,8
e 120 ul 10% APS
e 120 pl 10% SDS
e 6 ul TEMED
e 2,98 mlH0
Zel rozdzielajacy 5% (2 zele o grubosci 1 mm)
e 625 ul 40% akrylamid/N,N'-bisakrylamid w stosunku 29:1
e 630 ul 1 M bufor Tris-HCL, pH=6,8
e 50l 10% APS
e 500 pul 10% SDS
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5 ul TEMED
3,6 ml H20

I11-1-5. Bufory obcigzajace

6% stezony bufor obciazajacy stosowany do rozdzialu elektroforetycznego kwaséw

nukleinowych w warunkach natywnych (6xLD |, ang. loading dye)

10 mM Tris-HCI, pH 7,5

50 mM EDTA

10% Ficol 400

0,25% biekit bromofenolowy
0,25% cyjanian ksylenu

4x stezony bufor do rozdziatu elektroforetycznego bialek w warunkach denaturujacych

(4xLD II, ang. loading dye)

250 mM Tris-HCI, pH 6,8
20% v/v B-merkaptoetanol
8% SDS

0,15% biekit bromofenolowy
40% glicerol

[11-1-6. Material biologiczny

W badaniach in vitro wykorzystano lini¢ komoérek Drosophila S2 Cells
(Gibco™); materiat do analiz stanowily zywe komorki (bioobrazowanie, analizy
funkcjonalne) lub izolowana z nich frakcja biatkowa (western blot)

W badaniach in vivo wykorzystano wyptawka S. mediterranea (linia klonalna
CIW4, rozmnazajaca si¢ bezplciowo). Gatunek ten wystepuje na obszarach
przybrzeznych w zachodniej czesci Morza Srodziemnego. Zwierzeta hodowane
w ICHB PAN sg klonami organizméw sprowadzonych z laboratorium Kerstin
Bartscherer w Instytucie Biomedycyny Molekularnej im. Maxa Plancka w
Monachium. Utrzymywana tam hodowla zostalta wyprowadzona ze S.
mediterranea odlowionych z fontanny Montjuic w Barcelonie. Materiatem

badawczym w prezentowanej pracy byly cale organizmy: zywe (badania
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dotyczace regeneracji) lub utrwalone (WISH), jak rowniez RNA izolowany z
usmierconych wyptawkow.

e Do propagacji plazmidow na potrzeby analiz funkcjonalnych wykorzystano
bakterie E. coli DH5a (Gibco™).

I11-1-7. Oligonukleotydy

W badaniach wykorzystano jednoniciowe oligonukleotydy DNA zakupione w firmie
Invitrogen oraz Genomed. Sekwencje wszystkich oligomerow przedstawiono w Tabela
11-1.

Tabela I11-1. Zestawienie oligonukleotydow wykorzystywanych w pracy

Na pomaranczowo zaznaczono sekwencje promotora polimerazy T7

Nazwa Sekwencja 5°-3°
Startery do reakcji RT-qPCR oraz ddPCR
gPCR_6063_F GGCCGGCGCATTGAACAAAC
gPCR_6063_R GCTGTCCTGCGTTCGGATCT
gPCR_8231 F CCATGGTGGGAGATCACTTT
gPCR_8231 R GCATTGGATTCGTCTTGGTT
gPCR_8407_F CGAGATCCACATTAAGGGTGC
gPCR_8407_R CAGGAAACGGACAAACCGTTC
EF-2_F TGCTGGTGACACTTTGCTTC
EF-2_ R CATCACCAAGTGTCCGTTTG

Startery do syntezy matrycowego DNA do transkrypcji in vitro sond wykorzystywanych do
hybrydyzacji typu WISH

smed_gatad56_V_Rev GGATGTGATTGAAGGGCTGGAC
smed_gata456_V_Fwd GGCTTTATCACCGAATCGAA
smed_porcn_V_Fwd TCAGCGCATTTGGTAACGTA
smed_porcn_V_Rev GGTCTGAGCCATCTTGTTGTGG
smed_acsl1_V_Fwd TTCAGCCGCTAATTATCAC
smed_acsll_V_Rev GGTCAATGTTGGAGTAAGGAGG
smedwil_V_Fwd TACAGCCTGATACAGTTAC

smedwil_V_Rev GGTTGTAGTAGAATACCCTCCC
CTSL2_F_VIS GCCTCATGGATAACGCATTT

CTSL2_R_VIS GTTGGTTTACTGGCGTCGAT
Fwd_V_Smed-SIDT1 TTGGCGTGATTGGAGTTGTC

Rev_V_ Smed-SIDT1 CGAACGACATGATCTGGACAC
Fwd_V1_Smed-SIDT1 TCATCGCAGTCTCAATCGGC
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Rev_V1_ Smed-SIDT1 GCACCACTTCTTGTCACCGA
Fwd_V_ Smed-SIDT2 AAGTACCGGTAAAGGCAGCA

Rev_V_ Smed-SIDT2 GGCATTGGATTCGTCTTGGTT
Fwd_V1_Smed-SIDT2 CCTTGGCCAGAAATGAAGCA

Rev_V1_ Smed-SIDT2 CTGCATGGGAATTGACCGAC
Fwd_V_ Smed-SIDT3 AAATGTTGAAAATGGGACGA

Rev V. Smed-SIDT3 GGTGTTTTATCGTGTTGTGAAATT

AGG
Fwd_V1_Smed-SIDT3 AGGGGATCAAGATACGTGCT
Rev_V1_ Smed-SIDT3 CAATGAAACTCCCATCGCGT

Startery stuzace do syntezy matrycowego DNA do transkrypcji in vitro dsSRNA wykorzystywanego do

indukcji RNAI

RNAi_ Smed-SIDT1_F

GGATAGCAATGGTTTGTTGGGG

RNAI_ Smed-SIDTL_R

GGTTTTTGTCGTACCACATTCACA

RNAIi_ Smed-SIDT2_F

GGTTTATAATTTCCGATGCGCC

RNAI_ Smed-SIDT2_R

GGCTGGTGGATAACGCCAATG

RNAIi_ Smed-SIDT3_F

GGGGAGCAATCGGATTCTTTCT

RNAI_ Smed-SIDT3_R

GGACTGAACCACGGGTAATCCA

RNAI_T7_bcat_F

GGATCCTTCAAATACCAACGCAA

RNAI_T7_bcat_R

GGCTCACAGCTTCTGCATGCTC

Pozostate oligonukleotydy

8231 PCR_ver 1 F

TATAATTTCCGATGCGCCCGA

8231_PCR_ver_ 1 R

AACAAGCAGAAGCCAAACCAA

F_SIDT1 ampl CTTACAATGAATTATTATATTTTC
R_SIDT1 ampl TTAGAAAACGATAATTTTATC
F_SIDT2_ampl GATAATGAAAGTCTTGTTGTTTATC
R_SIDT2_ampl AAATATTTTAATATTGTTCATTTCTTGG
F_SIDT3 ampl TTGATAAATGAAAATTTTTAGTTGC
R_SIDT3_ampl CCTTATTAGAAAACAGCAATTTTGT
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Smed-SIDT1

Start V_Smecl:l-SIDTl V1_Smed-SIDT1 Stop
| T ]
qPCR RNAI
Smed-SIDT2
Start V_Smecli-SlDTZ V1_Smed-SIDT2 Stop
| T T W
gPCR RNAI
Smed-SIDT3
Start V_Smecli-SIDTB V1_Smed-SIDT3 Stop
BT ] |

Rysunek I11-1. Oligonukleotydy wykorzystywane do badania transkryptow Smed-sidt1-3

Schematyczne przedstawienie transkryptow Smed-sidt1-3, na ktorych zostaty zaznaczone miejsca
hybrydyzacji starteréw przedstawionych w Tabeli 1l11-1. Oznaczono miejsca wigzania sond
molekularnych wykorzystywanych do hybrydyzacji typu WISH V_Smed-SIDT (Sonda 1, kolor
rézowy) oraz V1_Smed-SIDT (Sonda 2, kolor niebieski) oraz miejsca komplementarne do
dsRNA wykorzystywanego w procesie RNAi (kolor zoétty). Ponadto zaznaczono miejsca
podlegajace amplifikacji w reakcji RT-qPCR oraz ddPCR (oznaczone jako gPCR, kolor

seledynowy).

111-1-8. Przeciwciala

e Pierwszorzedowe przeciwciato kozie poliklonalne przeciwko V5 (ang. Anti-V5
antibody produced in rabbit) 2,5 pg/mL, stosowane rozciefczenie 1:1000,
producent: Sigma-Aldrich

e Drugorzedowe przeciwcialo kozie poliklonalne przeciwko kroliczym I1gG
sprzezone z fosfataza alkaliczng (ang. Goat anti-Rabbit 1gG (H+L) Secondary
Antibody, AP) 1 mg/ml, stosowane rozcienczenie 1:5000, producent: Invitrogen

e Drugorzedowe przeciwcialo kozie poliklonalne przeciwko kréliczym 1gG
sprzgzone z peroksydazg chrzanowg (ang. Goat anti-Rabbit 1gG (H+L) Highly
Cross-Adsorbed Secondary Antibody, HRP) 1 mg/ml, stosowane rozcienczenie

1:5000, producent: Invitrogen
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e Pierwszorzedowe przeciwcialo mysie monoklonalne przeciwko alfa tubulinie,

(ang. Anti-a-Tubulin antibody, Mouse monoclonal (DM1A) 1gG1) 1 mg/ml,

stosowane rozcienczenie 1:10000, producent: Sigma-Aldrich

Przeciwciata stosowane do immunobarwienia

e Przeciwcialo

owcze poliklonalne

przeciwko

digoksygeninie sprzezone

z alkaliczng fosfatazg (ang. Anti-Digoxigenin-AP Fab fragments) stosowane

rozcienczenie 1:2000, producent: Roche

e Przeciwciato owcze poliklonalne przeciwko fluoresceinie sprzezone z alkaliczng

fosfatazg (ang. Anti-Fluorescein-AP, Fab fragments) stosowane rozcienczenie
1:2000, producent: Roche

111-1-9. Plazmidy

W doktoracie wykorzystano wektor pAc5.1B-EGFP-DmDCP2-V5His6 (Addgene), ktory

postuzyt do opracowania konstruktow genetycznych kodujacych biatka Smed-SIDT.

Konstrukty te zostaly zaprojektowane w taki sposob, aby umozliwiaty ekspresje

sekwencji kodujacych Smed-SIDT-1/-2/-3 ze znacznikami: V5 i histydynowym na konicu

karboksylowym biatka. W Tabela 111-2. przedstawiono list¢ plazmidéw wykorzystanych

w badaniach. Procedur¢ klonowania molekularnego na podstawie sekwencji

zaprojektowanych w ICHB PAN zlecono firmie Invitrogen. Pogladowe mapy plazmidow

przedstawiono na Rysunek 111-2 do 5.

Tabela I11-2. Lista plazmidéw wykorzystanych w badaniach

V5His6

Nazwa plazmidu | Szkielet wektora Nazwa genu Rozmiar | Znacznik molekularny
genu produktu biatkowego

pAc5.1B-EGFP- | pAc5.1B-V5His6 | EGFP-DmDCP22 | 3228 bp | V5, znacznik histydynowy
DmDCP2-V5His6

pAc5.1B-SIDT1- | pAc5.1B-V5His6 | SIDT1 2356 bp | V5, znacznik histydynowy
V5His6

pAc5.1B-SIDT2- | pAc5.1B-V5His6 | SIDT2 2379 bp | V5, znacznik histydynowy
V5His6

pAc5.1B-SIDT3- | pAc5.1B-V5His6 | SIDT3 2440 bp | V5, znacznik histydynowy
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(8433 .. 8451) pBRforEco
(8023 .. 8042) Amp-R |

pAc5.1B- EGFP-DmDCP2V5His6 |
8459 pz

™

C
|
o ®

(5963 .. 5982) SV40pA-R —
(5909 .. 5928) EBV-rev
(5835 .. 5852) BGH-rev ~

\ e (y)A0d 0pAS

=5
ot

~ KpnI (2583)
& TEGFP-N (2633 .. 2654)
(5722) Xbal

TEXFP-R (2894 .. 2913)

. EGFP-C (3241 ..3262)
NotI (3340)

PAC5.1B-SIDT1- V5His6
7666 pz

(5116 .. 5135) EBV_rev_primer ~
(5042 .. 5059) BGH rev primer ~
(BxHis)

(4929) Xbal

T ACS_primer (2525 .. 2544)
Kpnl (2583)

Rysunek 111-3. Graficzne przedstawienie plazmidu pAc5.1B-SIDT1- V5His6
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PAC5.1B-SIDT2- V5His6
7561 pz

(5011 .. 5030) EBV_rev_primer ~
(4937 .. 4954) BGH rev primer —
6xHis

(4824) Xbal

KpnI (3693)

Rysunek I11-4. Graficzne przedstawienie plazmidu pAc5.1B-SIDT2- V5His6

\
pR promoter
IR -

PAC5.1B-SIDT3- V5His6
7622 pz

PBR3; 2"

GxHis 1 N

(4998 .. 5015) BGH rev primer —
(4885) Xbal

Rysunek I11-5. Graficzne przedstawienie plazmidu pAc5.1B-SIDT3- V5His6
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I11-1-10. Zestawy odczynnikow

Tabela 111-3. Podstawowe zestawy odczynnikéw stosowane w pracy

Zestawy gotowych odczynnikow Producent
NucAwayTM Spin Columns Ambion
mirVana™ miRNA Isolation Kit Invitrogen
Herculase 11 Fusion DNA Polymerases Agilent
AmpliScribe T7-Flash Transcription Kit Lucigen
HighYield T7 Digoxigenin RNA Labeling Kit Jena Bioscience
HighYield T7 Fluorescein RNA Labeling Kit Jena Bioscience
SuperScript™ IV Reverse Transcriptase Invitrogen
QIAprep Spin miniprep kit Qiagen
Power Blotter Select Transfer Stacks PVDF, Mini SIZE Invitrogen

I11-1-11. Spis odczynnikoéw i producentéw wykorzystanych w pracy

Tabela I11-4. Podstawowe odczynniki stosowane w pracy

Nazwa producenta Odczynnik

BioShop agar, agaroza, akrylamid/N,N’-bisakrylamid
w stosunku 29:1, C;H3NaO,, EDTA, glicyna,
HCIl, HsBOs, KCI, KHPOs; kwasny
fenol:chloroform, NaCl, NayHPOQO,, pepton,
TEMED, Tris, Tris-HCI, Tween-20,

Chempur cytrynian sodu, etanol, formamid, metanol,

ThermoScientific dNTP Set 100 mM Solutions, SuperBlock T20
(PBS) Blocking,

Sigma dejonizowany formamid, formaldehyd, H2O,

N-Acetylo-L-cysteina, siarczan dekstranu,

surowica konska, Triton X-100,

ThermoFisher GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, RiboRuler
High Range RNA Ladder, Yeast Total RNA,
Gibco Schneider's Drosophila Medium, FBS
Nippon Genetics Midori Green Advanced DNA stain,
Invitrogen 10X Turbo DNase Buffer , Block-iT, DTT,

Novex™ Sharp Pre-stained Protein Standard,
RNase Out (100 mM), S.O0.C. Medium,
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SuperScript™ IV Reverse Transcriptase,

TURBO™ DNase (2 U/pL),

Solis biodyne

HOT FirePol EvaGreen qPCR Supermix

EurX

Perfect Plus 1 kb DNA ladder Perfect Tricolor
Protein Ladder, Random Hexamer Primers

(500 ng/ ul)
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111-2. Metody
I11-2-1. Hodowla S. mediterranea

Hodowle wyptawkow prowadzono w plastikowych pojemnikach, ktérych rozmiar byt
dostosowany do liczby organizméw wykorzystywanych do eksperymentow. Wyptawki
hodowano w ciemnosci, w statej temperaturze 20°C, w medium 1xPAM. Zwierzgta

karmiono 1-2 razy w tygodniu kurzg watroba.
I11-2-2. 1zolacja RNA z organizmu Schmidtea mediterranea

RNA izolowano z wykorzystaniem zestawu mirVana™ miRNA Isolation Kit. Schmidtea
mediterranea w liczbie migdzy 5-10 przenoszono do probowek o objetosci 1,5 ml,
a nastepnie mrozono poprzez zanurzenie probéwek w cieklym azocie na co najmniej
2 min. Do prébowek dodawano 300 pl buforu lizujacego (Lysis/Binding Buffer),
anastegpnie probki intensywnie worteksowano (1 min). Do lizatu dodawano 30 pl miRNA
Homogenate Additive i inkubowano przez 10 min w temperaturze 4°C. W celu
przeprowadzenia rozdziatu kwasow nukleinowych i biatek do zawiesiny dodawano 300
ul mieszaniny kwasnego fenolu:chloroformu i intensywnie mieszano przez 1 min. Probki
wirowano przez 5 min z predkoscig 13000 rpm w temperaturze 4°C. Faze wodnag
zawierajagcg RNA przenoszono do $wiezej probowki i mieszano z 375 ul 100% etanolu.
Mieszaning nanoszono na kolumne (Filter Cartrige) 1 wirowano przez 15 s (1000 rpm).
Kolumng przeptukiwano buforem miRNA Wash Solution 1 (700 pl) oraz dwukrotnie
buforem miRNA Wash Solution 2/3 (500 pl), kazdorazowo wirujac przez 10 s przy
predkosci 12000 rpm 1 usuwajac przesacz. Po ostatnim ptukaniu kolumne wirowano
przez 1 min z prgdkosciag 13000 rpm. Nastepnie, kolumne przenoszono do nowych
probowek 1 dodawano 50 ul H20 wolnej od RNaz podgrzanej do 95°C.
Po jednominutowej inkubacji, probki wirowano przez 30 s z predkoscia 12000 rpm.

W celu usunigcia DNA, otrzymany przesacz traktowano DNAzj. Sktad
mieszaniny reakcyjnej opisano w Tabela I11-5. Reakcje prowadzono przez 30 min
w temperaturze 37°C w termocyklerze T100 (Bio-Rad). Nastgpnie, mieszaning
oczyszczano stosujagc metode precypitacji w etanolu. Stezenie RNA oznaczano
spektrofotometrycznie (Multiscanning High Sky, ThermoScientific) a jako$¢

analizowano poprzez rozdziat elektroforetyczny w 1% zelu agarozowym.
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Tabela I11-5. Sklad mieszaniny reakcyjnej degradacji DNA

Sktadnik Objetosé
RNA 5ul
10X Turbo DNase Buffer 5ul
RNase Out (100 mM) lul
TURBO™ DNase (2 U/uL) 1ul
H.0 do 50 pul

I11-2-3. Rozdziat elektroforetyczny kwasow nukleinowych w zelach agarozowych

Rozdziat elektroforetyczny kwasow nukleinowych — prowadzono w 1% zelach
agarozowych (Tabela 111-6) w buforze 1xTBE w nast¢pujacych warunkach: 120 V, 6,72
W, 56 mA, 45 min. Rozdzielone czasteczki kwasow nukleinowych uwidoczniano
w $wietle UV, dzigki zastosowaniu barwnika kwaséw nukleinowych Midori Green.
Obraz zapisywano przy pomocy systemu do dokumentacji zeli ChemiDoc XRS+(Bio-
Rad).

Tabela 111-6. Sklad 1% zelu agarozowego do rozdzialu elektroforetycznego kwaséow
nukleinowych w warunkach natywnych

Sktadnik Ilos¢
Bufor 1xTBE 50 ml
Agaroza 059
Midori Green Advanced DNA stain 1 ul

I11-2-4. Lancuchowa reakcja polimerazy (PCR)

PCR wykorzystywano do syntezy matryc do transkrypcji in vitro. Sktad mieszaniny
reakcyjnej podano w Tabela I11-7. Z uwagi na rozne dlugosci oczekiwanych produktow
reakcji wyszczegdlni¢ nalezy dwa podstawowe schematy prowadzenia reakcji
przedstawione w Tabela 11I-8 i Tabela [11-9. Wszystkie reakcje prowadzono
w termocyklerze T100 (Bio-Rad).
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Tabela I11-7. Sklad mieszaniny do PCR

Sktadnik (stezenie poczatkowe) Mos¢
matryca DNA 200-1000 ng
starter homologiczny do konca 5" powielanego fragmentu (10 uM) 1,25 ul
starter komplementarny do konca 3" powielanego fragmentu (10 uM) 1,25 ul
bufor reakcyjny 5x (Herculase buffer I, w zestawie) 10 pl
dNTPs (25 mM kazdy) 0,5 pl
Herculase 1l Fusion DNA polymerase 0,5 ul
H.O do 50 ul

Tabela 111-8. Warunki prowadzenia PCR dla produktéw nie zawierajacych promotora T7

numer etapu etap czas trwania temperatura liczba cykli
1 Denaturacja 2 min 95°C -
2 Denaturacja 20s 95°C 30
Hybrydyzacja 20s (TM)*
Elongacja 30-45s 72°C
3 Elongacja 10 min 72°C -

* zalezna od temperatury topnienia uzytych starterow — TM obliczono wg wzoru
TM=2(A+T)+4(G+C)-5 [°C]

Tabela 111-9. Warunki prowadzenia PCR dla produktow zawierajacych promotor T7

numer etapu etap czas trwania temperatura liczba cykli
1 Denaturacja 2 min 95°C -
2 Denaturacja 20s 95°C 10
Hybrydyzacja 20s (TM)*
Elongacja 30s 72°C
3 Denaturacja 20s 95°C 25
Hybrydyzacja 20s (TM)*+ 5°C
Elongacja 30s 72°C
3 Denaturacja 10 min 72°C -

Wyniki PCR analizowano metodg elektroforezy DNA w zelach agarozowych.

[11-2-5. Oczyszczanie kwasoéw nukleinowych

Produkty PCR oraz dsRNA oczyszczano metoda precypitacji w alkoholu etylowym. Do
probek dodawano 0,1 objetosci octanu sodu (pH 5,5) oraz 3 objetosci 96% etanolu
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(-20°C). Proby wymrazano w -20°C przez noc. Po zakonczeniu inkubacji preparat
wirowano (16000xg, 4°C, 30 min), roztwor dekantowano, a osad zawieszano w 200 pl
70% etanolu (-20°C). Proby powtornie wirowano (16000xg, 4°C, 30 min), po usunigciu
etanolu osad suszono i rozpuszczano w wodzie wolnej od DNaz i RNaz. Stezenie oraz
poziom czystosci probek mierzono spektrofotometrycznie na aparacie Multi Skan High
(Thermofisher Scientific). Do dalszych eksperymentow wykorzystywano jedynie probki
0 absorbancji w zakresie 2,1 < A260/280 > 1,75. Homogenno$¢ preparatow

weryfikowano w 1% zelu agarozowym.
I11-2-6. Transkrypcja in vitro

Transkrypcje prowadzono z wykorzystaniem zestawu AmpliScribe T7-Flash
Transcription Kit. Matryce do transkrypcji stanowity produkty PCR zawierajace
promotor dla polimerazy T7. Sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawiony jest w Tabela
I11-10. Reakcjg¢ prowadzono przez 3 h w temperaturze 42°C w termocyklerze T100 (Bio-
Rad). Po zakonczonej inkubacji, DNA usuwano poprzez dodanie 1 ul TURBO™ DNase
(2 U/uL) oraz 2 pl dolaczonego do enzymu buforu (10xReaction Buffer). Reakcje
prowadzono przez 30 min w temperaturze 37°C. Mieszaning nast¢pnie 0czyszczano
metodg precypitacji. Stezenie RNA oznaczano spektrofotometrycznie (Multiscanning
High Sky, ThermoScientific), a dlugos$¢ i homogennos$¢ analizowano poprzez rozdziat
elektroforetyczny w 1% zelu agarozowym. Preparaty RNA weryfikowano w Zelu

z zastosowaniem RiboRuler High Range RNA Ladder.

Tabela 111-10. Sklad mieszaniny reakcyjnej do odwrotnej transkrypcji

Sktadnik Objetos¢
Oczyszczony produkt PCR 1ug
AmpliScribe T7-Flash 10X Reaction Buffer 2l
100 mM ATP 1,8 ul
100 mM CTP 1,8l
100 mM GTP 1,8l
100 mM UTP 1,8l
100 mM DTT 2ul
RiboGuard RNase Inhibitor 0,5 ul
AmpliScribe T7-Flash Enzyme Solution 2 pl
H.O do 20 ul
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W przypadku sond RNA stosowanych do hybrydyzacji in situ typu WISH do transkrypcji

in vitro wykorzystywano UTP znakowany digioksygening (HighYield T7 Digoxigenin
RNA Labeling Kit) lub fluoresceing (HighYield T7 Fluorescein RNA Labeling Kit).

Sktad mieszanin reakcyjnych opisano w Tabela I11-11 i Tabela I11-12. Reakcje

prowadzono przez 3 h w temperaturze 37°C. Tak przygotowane sondy przechowywano

w temperaturze -20°C z ograniczonym dostepem do $wiatta.

Tabela 111-11. Sklad mieszaniny reakcyjnej do odwrotnej transkrypcji z zastosowaniem

UTP znakowanego digoksygening

Sktadnik Objetosc¢
HighYield T7 Reaction Buffer 10x 2 ul

100 mM DTT 2 ul

10 mM ATP/CTP/GTP 2 ul

10 mM UTP 1,3 ul

10 mM DIG-11-UTP 0,7 ul

Matryca DNA X ul (0,5-1 ug)
HighYield T7 RNA Labeling Polymerase 2 ul

H.0 do 20 pl

Tabela 111-12. Sktad mieszaniny reakcyjnej do odwrotnej transkrypcji z zastosowaniem

UTP znakowanego fluoresceing

Skfadnik Objetos¢
HighYield T7 Reaction Buffer 10x 2 ul

100 mM DTT 2 ul

10 mM ATP/CTP/GTP 2 ul

10 mM UTP 1,3 ul

5 mM Fluorescein-12-UTP 0,7 ul

Matryca DNA X ul (0,5-1 ug)
HighYield T7 RNA Labeling Polymerase 2 ul

H.O do 20 pl

I11-2-7. Odwrotna transkrypcja

Reakcje odwrotnej transkrypcji prowadzono z wykorzystaniem zestawu SuperScript™
IV Reverse Transcriptase. Matryce do reakcji stanowit preparat oczyszczonego RNA
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wyizolowanego ze S. mediterranea. Sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawiono
w Tabela 111-13. W pierwszym ctapie, RNA inkubowano z mieszaning heksamerow
stanowigcych startery reakcji (mieszanina A) w 65°C przez 5 min, a nast¢pnie
przenoszono na léd na kolejne 5 min. Do schlodzonej mieszaniny A dodawano
mieszaning B zawierajaca polimeraz¢ DNA zalezng od RNA. Mieszaning (A+B)
inkubowano w termocyklerze T100 (Bio-Rad) zgodnie z warunkami przedstawionymi w

Tabela 111-14. DNA oczyszczano metodg precypitacji w etanolu. Stezenie otrzymanego
DNA oznaczano spektrofotometrycznie (Multiscanning High Sky, ThermoScientific),

a Jakos¢ analizowano poprzez rozdziat elektroforetyczny w 1% zelu agarozowym.

Tabela 111-13. Sklad mieszaniny reakcyjnej A oraz B stuzacej odwrotnej transkrypcji

Mieszanina A

Sktadnik Objetosc
RNA 1 pg
Mieszanina losowych heksametrow (500 ng/ pl) 1 ul
dNTP (10 mM) 1 ul
H.0 do 13 ul
Mieszanina B

Sktadnik Objetosé
5x SSIV Buffer 4 ul
DTT (100 mM) 1 ul
RNase Out (100 mM) 1 ul
SuperScript IV Reverse Transcriptase (200 U/ul) 1 ul

Tabela 111-14. Warunki reakcji odwrotnej transkrypcji

Etap Temperatura Czas
1 23°C 10 min
2 55°C 10 min
3 80°C 10 min

111-2-8. Przygotowywanie modyfikowanego pokarmu do indukcji RNAI

200 g $wiezej watroby z kurczaka homogenizowano z 200 ml wody. Mieszaning

przenoszono do probdéwek o objetosci 50 ml i wirowano przez 3 min (6000 rpm).
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Supernatant (po okoto 1 ml) przenoszono do oddzielnych probowek i przechowywano
w -20°C.

Porcje zhomogenizowanej watroby mieszano z 2% wodnym roztworem agarozy
niskotopliwej i dsRNA. Sktad mieszaniny podano w Tabela 111-15. Mieszanine
podgrzewano do 50°C w celu jej uplynnienia, a nastgpnie jej porcje (5 pl krople)
nanoszono na parafilm i zamrazano w -20°C. Tak przygotowany pokarm przechowywano

do dwoch tygodni.

Tabela 111-15. Sklad mieszanin modyfikowanego pokarmu do indukcji RNAi

Sktadniki Objetosc
Mieszanina watrobowa 25 pul
2% agaroza 5ul
dsRNA (2 pg/ul) 10 pul

I11-2-9. Indukcja RNAI poprzez karmienie zmodyfikowanym pokarmem

Wyptawki gtodzone 7 dni przenoszono do szalek Petriego zawierajacych §wieze medium
hodowlane (1xPAM). Na kazde 10 wyptawkow dodawano 1 krople modyfikowanego
pokarmu zawierajagcego dsRNA. Zwierzeta pozostawiano na 3 h. Po zakonczeniu

karmienia pokarm usuwano i wymieniano medium hodowlane na szalkach.
[11-2-10. Indukcja RNAI u S. mediterranea poprzez mikroiniekcje dsSRNA

Wyptawki gltodzone przez minimum 5 dni poddawano mikroiniekcji dojelitowe;j
z wykorzystaniem systemu Nanoject |11 Programmable Nanoliter Injector (Drummond),
mikroskopu C-PS160 (Nikon). Zwierz¢ wyjmowano z medium hodowlanego
| umieszczano na ptytce chtodzacej (8°C) w celu jego immobilizacji. Zaostrzong kapilarg
nakluwano ciato wyptawka na wysokos$ci rozwidlenia gatezi jelitowych (Rysunek 111-6)
i wprowadzano do wng¢trza jelit ok. 150-180 nl wodnego roztworu dsRNA w stezeniu
~2000 ng/ul. Po skonczone; mikroniekcji zwierze przenoszono do naczynia

hodowlanego.
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Przednia galaz jelita

Miejsce iniekcji

klad t i
Gardziel Uklad trawienny

Tylne galezie jelita

Rysunek I11-6. Obrazowanie miejsca iniekcji

Kolorem czerwonym zaznaczono przebieg gatezi jelita S. mediterranea. Kapilare wprowadzano
w miejsce wskazane kolorem zielonym, tj. miejsce rozgat¢zienia jelita S. mediterranea.

[11-2-11. Badanie poziomu akumulacji mMRNA

W celu okreSlenia poziomu akumulacji poszczegélnych mRNA w materiale
biologicznym uzywano systemu QX200 Droplet Digital PCR (Bio-Rad),
wykorzystujacego technike PCR w kroplach (ddPCR, ang. droplet digital PCR).
W badaniach wykorzystano gotowag mieszaning reakcyjng QX200 ddPCR EvaGreen
Supermix (Bio-Rad) zawierajacg bufor, nukleotydy, polimeraz¢ DNA oraz barwnik
fluorescencyjny EvaGreen stuzacy do detekcji produktow. Jako matryce stosowano
dziesigciokrotnie rozcienczone nieoczyszczone preparaty cDNA otrzymane na drodze
odwrotnej transkrypcji. Mieszaniny reakcyjne (Tabela 111-16) poddawano enkapsulacji
w oleju QX200 (Bio-Rad) w aparacie QX200 Droplet Generator (Bio-Rad), a nastgpnie

przenoszono do termocyklera.
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Tabela I11-16. Sklad mieszaniny i warunki reakcji ddPCR

Sktadnik Stezenie wyjsciowe | Stezenie koncowe | Dodana objetosc
Preparat po reakcji odwrotnej | 0,1X (~100 ng/ul) | 0,02X (~20 ng/ul) 4 ul
transkrypcji

Starter FWD 4 uM 0,2 uM 1l
Starter REV 4 uM 0,2 uM 1w
EvaGreen Supermix 2X 1X 10 pl

H.0 - - 4 ul
Aktywacja enzymu: 95°C — 5 min

Synteza produktow, 40 cykli: 95°C —30's, 57°C —30s, 72°C—45s

Stabilizacja sygnatu: 4°C — 5 min, 90°C — 5 min

Produkty reakcji poddawano pomiarowi fluorescencji dla kazdej wygenerowanej
w danej mieszaninie kropli. Do pomiaru wykorzystywano aparat QX200 Droplet Reader
(Bio-Rad). Dane poddano analizie przy uzyciu oprogramowania QuantaSoft (Bio-Rad),
ktore bazujgc na pomiarze wartosci fluorescencji, dokonato podziatu kropli na tzw.
pozytywne (w ktorych nastgpita amplifikacja docelowej sekwencji) oraz tzw. negatywne
(niezawierajace sekwencji docelowej). Uzyskane wyniki pozwolity okresli¢ bezwzgledna

lo$¢ badanej czasteczki w probie.
I11-2-11. Oznaczenie poziomu ekspresji genow metoda RT-gPCR

Do okreslenia poziomu akumulacji poszczegdlnych transkryptow w izolatach
z S. mediterranea lub komorek D. melanogaster S2 wykorzystywano iloSciowa reakcje
PCR (RT-gPCR, ang. real-time quantitive polymerase chain reaction). Uzywano gotowej
mieszaniny reakcyjnej 5x HOT FirePol EvaGreen qPCR Supermix, zawierajacej bufor,
polimerazg¢ DNA, trifosforany nukleotydéw oraz barwnik fluorescencyjny niezbedny do
detekcji produktéw. Matryce do reakcji stanowil pieciokrotnie rozcienczony,
nieoczyszczony preparat cDNA otrzymywany w wyniku odwrotnej transkrypcji. Sktad
I warunki reakcji podano w Tabelach 111-17 i 111-18, odpowiednio. Reakcje prowadzono
w aparacie CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad). Kazdy
eksperyment wykonywano w co najmniej trzech powtdérzeniach biologicznych,

dodatkowo, dla kazdej probki wykonywano trzy powtorzenia techniczne.
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Tabela I11-17. Sklad mieszaniny RT-gPCR

Sktadnik Stezenie Stezenie Dodana
wyjsciowe koncowe objetosc
H.O - - 6 ul
Starter FWD 10 uM 500 nM 0,5 ul
Starter REV 10 uM 500 nM 0,5ul
cDNA — preparat po reakcji odwrotnej transkrypcji | 0,2x 0,02x 1ul
Mieszanina Evagreen gPCR supermix 5x 1x 2ul
Tabela 111-18. Warunki RT-qPCR
Etap cyklu Temperatura Czas Cykle
Wstepna denaturacja/aktywacja enzymu 95°C 15 min 1
Denaturacja 95°C 155
Hybrydyzacja/elongacja 60°C 1 min %0
65 °C
Stabilizacja koncowa +0,5°Cco5s 1
95°C

W celu porownywania wynikoéw i okreslenia istotnosci statystycznej stosowano
jednoczynnikowa analiz¢ wariancji (ang. one-way ANOVA) z testem post-hoc
Bonferronie’s.

(GraphPad).

Do analiz statystycznych stosowano oprogramowanie Prism 5

I11-2-12. Hybrydyzacja typu WISH
Etap 1 Przygotowanie preparatow

S. mediterranea w liczbie ustalonej dla poszczegolnych eksperymentow przenoszono do
probowek o objetosci 15 ml. Do eksperymentéw wybierano wylacznie zwierzgta
o wielko$ci 1-6 mm, glodzone przez 5-7 dni. Wyptawki umieszczone w probowce
zalewano roztworem 7,5% NAC (10 ml, podane objetosci dotycza eksperymentow
z udziatem 5-15 wyptawkow) 1 kotysano na rotorze orbitalnym przez 8 min. UsSmiercone
zwierzgta traktowano roztworem utrwalajagcym (9 ml) przez 20 min, kontynuujac
kotysanie. Nastegpnie preparaty ptukano dwukrotnie w roztworze 1xPBSTx, kazdorazowo

przez 5 min. W celu odwodnienia preparatdw przenoszono je do roztworu 50% metanolu
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(10 ml) na 5 min, a nastepnie do 100% metanolu (10 ml) na kolejne 5 min. W nastepnym
etapie preparaty uwadniano, stosujac 50% roztwor metanolu (10 ml, 5 min).
Tak przygotowane probki ptukano buforem 1xPBSTx (10 ml, 5 min) oraz 1xSSC (10 ml,
5 min). W celu depigmentacji wyptawkow zawieszano je w roztworze wybielajagcym
1 naswietlano na foli aluminiowej w jasnym S$wietle przez 2-3 h az do pelnego
odbarwienia preparatow. Wybielone preparaty ptukano kolejno w: 1xSSC (10 ml, 5 min)
i dwukrotnie 1xPBSTx (10 ml, 5 min). Nastepnie preparaty poddawano trawieniu
enzymatycznemu z wykorzystaniem roztworu Proteinazy K (10 ml, 15 min) i ponownie
inkubowano w buforze utrwalajagcym (10 ml, 10 min). Po tym etapie preparaty ptukano
dwukrotnie 1xPBSTx (10 ml, 5 min) i przenoszono do oddzielnych proboéwek

w zalezno$ci od sondy stosowanej W dalszych etapach.
Etap 2 Hybrydyzacja sond

Utrwalone preparaty inkubowano przez 10 min w temperaturze pokojowej w buforze
phuczacym (300 pl), a nastepnie przez 2 h w 56°C ze stalym wytrzagsaniem 400 rpm
w buforze prehybrydyzacyjnym (400 ul). Po tym czasie do probowek dodawano sondy
(400 ng RNA =znakowanego digoksygening na 5 wyplawkow), przygotowane
w nastepujacy sposob: RNA denaturowano przez 5 min w 80°C w buforze
hybrydyzujacym, a nast¢pnie powoli schtodzono je do ok. 50°C.

Inkubacje¢ preparatow w buforze z sondami prowadzono w ciemnosci przez 16 h
w 56°C. Wszystkie kolejne etapy, az do obserwacji rezultatow pod mikroskopem byty
rowniez prowadzone z ograniczonym dostepem swiatla. Po zakonczonej hybrydyzacji
preparaty poddawano ptukaniu wedlug nastepujacego schematu:

e bufor ptuczacy (300 pl, 20 min, 56°C),

e trzykrotnie 2xSSCx (kazdorazowo: 300 pl, 20 min, 56°C),

e czterokrotnie 0,2xSSCx (kazdorazowo: 300 pl, 20 min, 56°C),

e dwukrotnie 1XTNTX (kazdorazowo: 300 pl, 10 min, temperatura pokojowa).

Po zakonczeniu serii ptukan, preparaty blokowano w buforze blokujacym (300 pl,
2 h, temperatura pokojowa), a nastgpnie inkubowano przez cala noc w roztworze
przeciwciala I-rzgdowego (300 pl, 4°C) rozcienhczonego w stosunku 1:1000.
Po zakonczonej inkubacji z przeciwcialem preparaty ptukano w buforze 1xTNTx (300
ul), kolejno: jednokrotnie przez 5 min, jednokrotnie przez 10 min i sze$ciokrotnie przez

20 min.
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Etap 3 Wizualizacja sygnalu

Preparaty przenoszono na plytke 12-dotkowa i inkubowano w roztworze substratu dla
fosfatazy alkalicznej (700 ul). Czas inkubacji byt uzalezniony od zastosowanych sond,
ich stezenia oraz roztwordOw barwigcych i oscylowat migdzy 15 min a 2 h. Stopien
intensywnosci sygnalu monitorowano wizualnie. Po zakonczonym barwieniu usuwano
roztwor barwiacy, a preparaty ptukano dwukrotnie roztworem 1xPBSTx (1000 pl, 10
min). W przypadku eksperymentow z zastosowaniem roztworu NBT/BCIP jako substratu
fosfatazy alkalicznej, w celu redukc;ji tta preparaty dodatkowo ptukano w 100% etanolu
(ok. 15 min). Na zakonczenie probki ptukano 1XxPBSTx (5 min), nanoszono na szkietka
mikroskopowe i zatapiano w roztworze utrwalajagcym Fluoroshield (Sigma) lub w 80%
glicerolu. Tak przygotowane preparaty fotografowano z wykorzystaniem systemu
DFC450 C (Leica).

I11-2-13. Hodowla komoérek S2 D. melanogaster

Komorki hodowano w medium Schneider's Drosophila Medium suplementowanym 10%
FBS bez antybiotykow, w temperaturze 27°C. Pasazy komoérek dokonywano po
osiggnigciu przez komorki okoto 80% poziomu konfluencji. Komodrki odrywano od
podtoza poprzez delikatne pipetowanie medium hodowlanego, zawiesing komorek
przenoszono do sterylnych probowek i delikatnie wirowano z predkoscig 300 x g (5 min).
Supernatant dekantowano, a osad komdrkowy zawieszano w buforze 1xPBS 1 ponownie
wirowano jak wyzej. Nastgpnie komorki zawieszano w medium hodowlanym, komorki
liczono (TC20 Automated Cell Counter, Bio-Rad) i dzielono pomigdzy nowe naczynia
hodowlane.

I11-2-14. Transformacja bakterii E.coli

Zawiesing komoérek E.coli DHSa (Invitrogen) (50 pl) inkubowano z 5-10 ng DNA
plazmidowego na lodzie przez 30 min. Nastepnie komorki przenoszono do 42°C na 20 s,
po czym natychmiast schtadzano na lodzie (2 min). W kolejnym etapie dodawano 950 pl
SOC medium i mieszaning inkubowano przez 1 h w 37 °C z wytrzasaniem (225 rpm).
Zawiesing komorkowa przenoszono na wczesniej przygotowane szalki ze statg pozywka

LB zawierajaca ampicyling i inkubowano przez noc w 37 °C.
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I11-2-15. Izolacja plazmidow w matej skali

Wybrane kolonie zawieszano w 5 ml LB z dodatkiem ampicyliny i hodowano przez
8 godzin w 37°C w wytrzasarce (300 rpm). Po tym czasie 25-50 ul hodowli przenoszono
do 25 ml LB z dodatkiem ampicyliny i hodowano przez 12-16 h w 37 °C w wytrzasarce
(300 rpm).

Hodowle bakteryjng wirowano przez 15 min (6000 xg) w 4°C i usuwano
supernatant, a uzyskany osad mrozono w -20°C lub prowadzono oczyszczanie
z zastosowaniem zestawu QIAprep Spin miniprep kit zgodnie z protokotem producenta.
DNA eluowano z kolumny 50 ul H20. Stezenie DNA mierzono spektrofotometrycznie,
wielko$¢ izolowanego plazmidu weryfikowano poprzez elektroforeze w 1% zelu

agarozowym.
I11-2-16. Transfekcja komorek Drosophila melanogaster S2

Transfekcji poddawano komorki linii embrionalnej S2 D. melanogaster po trzech
pasazach od momentu rozpoczecia hodowli. 24 h przed transfekcja komorki przenoszono
na plytke 24-dotkowa w liczbie 0,5-2 x 10° komérek na pojedynczy dotek. Po 24 h, przy
stanie konfluencji nie mniejszym niz 70%, usuwano medium hodowlane i do kazdego
dotka zawierajacego komoérki dodawano mieszaning transfekcyjna, ktorej sktad i sposéb
przygotowania przedstawiono w Tabela 111-19. Komorki hodowano bez wymiany
medium przez kolejne 1-3 dni. Poziom ekspresji wprowadzanych transgendéw
weryfikowano metodg RT-gPCR. Wydajnos¢ transfekcji oceniano poprzez szacowanie
liczby komorek EGFP+ z wykorzystaniem mikroskopu (Leica microsystem CMS GmbH
DMI4000 B).

Tabela 111-19. Sktad mieszaniny uzywanej do transfekcji komorek D. melanogaster S2.

Mieszanina Sktadnik Objetosc

) ) Medium Schneidera + 10% FBS 25 ul

Mieszanina A
Lipofectamine™ 3000 Reagent 1,5 ul
Medium Schneidera + 10% FBS 25 ul
Mieszanina B DNA (600 ng/ul) 1 ug
P3000™ Reagent (2 uL/ug DNA) 2 ul
Mieszanina A 25 ul

A+B _ i

Mieszanina B 25 ul

Inkubacje mieszaniny A+B prowadzono przez 15 min w temperaturze pokojowe;j.
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I11-2-17. Przygotowanie lizatow komorkowych

Potadherentne komorki D. melanogaster S2 hodowano w pozywce Schneider's Medium
suplementowanej 10% ptodowa surowica bydleca (FBS). Przy stanie ~80% konfluencji,
komorki odczepiano od poditoza poprzez przepipetowanie medium komorkowego.
Nastepnie komorki poddawano sedymentacji poprzez krotkie wirowanie (500xg, 21°C,
5 min) i przemywano 1 ml 1x PBS po czym ponownie wirowano (500xg 21°C, 5 min).
Po usunieciu PBS, osad komorkowy zawieszano w buforze do lizy (RIPA) (100 ul)
i worteksowano (15 s). Zawiesing inkubowano przez 40 min w temperaturze 4°C.
Nastepnie preparat wirowano przez 10 min przy predkosci 1000xg w temperaturze 4°C.
Supernatant zawierajacy frakcje cytoplazmatyczng przenoszono do nowej probowki.
Osad, stanowiacy frakcje btonowa, zawieszano w 60 pl buforu do lizy. Stezenie
catkowitego biatka okres§lano spektrofotometrycznie z wykorzystaniem zestawu DC

Protein Assay (Bio-Rad) zgodnie z protokotem producenta.
I11-2-18. Rozdziat elektroforetyczny biatek w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE)

Rozdzial elektroforetyczny biatek w warunkach denaturujacych prowadzono z
wykorzystaniem systemu Mini-Protean (Bio-Rad). Wykorzystywano gotowe zele
poliakrylamidowe (Criterion Tris-HCI Gels) lub zele wykonywane samodzielnie (Tabela
111-20). Stosowane zele poliaktylamidowe o grubosci 1 mm sktadaty si¢ z dwoch warstw:
a) zageszczajacej (5% poliakrylamidu) b) rozdzielajacej (12% poliakrylamidu). Preparaty
biatkowe mieszano przed natozeniem na zel z 0,25 objetosci buforu obcigzajacego 4xSB,
a nastgpnie inkubowano w temperaturze 95°C przez 5 min. Zdenaturowany preparat
przenoszono na 16d i inkubowano przez 5 min. Wzorcem masy czasteczkowej bialek byt
Perfect Tricolor Protein Ladder lub Novex™ Sharp Pre-stained Protein Standard.
Rozdziat prowadzono w 1xXTGS w nastgpujacych warunkach: 80 V przez 30 min, 130 V

ok. 1 h (do momentu wyj$cia z zelu barwnika obcigzajacego).
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Tabela 111-20. Sklad zelu poliakryloamidowego do rozdzialu elektroforetycznego bialek

w warunkach denaturujgcych.

Sktadnik Zel rozdzielajacy Zel zageszczajacy
Bufor Tris-HCI pH 8,8/6,8 300 mM (pH 8,8) 300 mM (pH 6,8)
Akrylamid/N,N"-metylenobisakrylamid 5% 12%
(stosunek ilosciowy 29:1)
SDS 1% 1%
APS 0,05% 0,05%
TEMED 0,1% 0,1%

I11-2-19. Identyfikacja biatek metoda western blot

Po skonczonej elektroforezie, zel przycinano, usuwajac cze$¢ zageszczajaca. W celu
transferu biatek na membrang z polifluorku winylidenu (PVDF) korzystano z gotowych
zestawow Power Blotter Select Transfer Stacks PVDF, Mini SIZE (Invitrogen),
postepujac zgodnie z protokolem producenta. Transfer typu potsuchego prowadzono
w aparacie Transfer-Blot Turbo Transer System (Bio-Rad), przez 20 min, przy napigciu
nieprzekraczajagcym 15 V.

Membrang po transferze odpowiednio przyciete przenoszono do Falconéw (50ml)
a nastepnie ptukano przez 15 min w buforze 1xTBST. Ten i wszystkie kolejne etapy
przeprowadzano z wykorzystaniem Kotyski rotacyjnej zapewniajacej delikatnie
obmywanie membrany odpowiednimi roztworami. Po wstgpnym plukaniu membrany,
blokowano ja przez 1 godzing w roztworze SuperBlock T20 (PBS) Blocking Buffer
(Thermo Scientific).

Tak przygotowang membran¢ inkubowano przez noc w 4°C ze stalym
mieszaniem z przeciwciatem I-rzedowym. Po catonocnej inkubacji membrany ptukano
trzykrotnie po 10 min buforem 1xTBST w temperaturze pokojowej. Nastgpnie membrang
inkubowano w roztworze przeciwciata II-rzedowego w temperaturze pokojowej przez 2h.
Po zakonczonej ekspozycji na przeciwciata, membrany byly trzykrotnie ptukane buforem
IXTBST (10 min kazde). Po tym czasie membrany poddawano immunodetekcji stosujac
bufor 1 step - NBT/BCIP lub SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent
Substrate, przygotowany zgodnie z wytycznymi producenta. Inkubacja trwata
w zaleznosci od stosowanych przeciwcial miedzy 5 a 15 min. Archiwizacji wynikow

dokonywano z wykorzystaniem aparatu ChemiDoc XRS+(Bio-Rad).
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I11-2-20. Oznaczenie retencji SIRNA

Komorki D. melangaster transfekowane plazmidami zawierajgcymi sekwencje Smed-
SIDT1-3 inkubowano z siRNA znakowanym fluoresceing(BLOCK-iT™ Fluorescent
Control, Invitrogen). Do kazdego dotka zawierajacego 0,5-2x10° komorek dodawano
50 pl mieszaniny sktadajacej si¢ z 5 ul (50 pmol) znakowanego siRNA i 45 pl medium
komorkowego i inkubowano w 27°C przez 5 min, 30 min, 60 min, 180 min. We
wskazanym punkcie czasowym wymieniano medium na niezawierajgce SiRNA,
a nastepnie komorki przenoszono do probowek 1,5 ml i wirowano (500xg, 5 min, 27°C).
Supernatant usuwano, a osad ptukano 1xPBS i ponownie wirowano (500xg, 5 min,
27°C). Czynno$¢ powtarzano dwukrotnie. Osad komorkowy zawieszano w 100 pl
1xPBS. Tak przygotowane komorki analizowano cytometrycznie za pomoca Guava®
easyCyte™ Flow Cytometers w celu oceny liczby komorek, ktére pobraly znakowany

SIRNA.
[11-2-21. Analiza filogenetyczna

Sekwencje transkrtyptow Smed-sidt1-3 poddano translacji in silico. Uzyskane w ten
sposob sekwencje biatkowe wykorzystano do rekonstrukcji drzewa filogenetycznego.
W tym celu dokonano analizy poréwnawczej sekwencji wybranych biatek z rodziny SID-
1 (Zatacznik 2) z wykorzystaniem oprogramowania MEGA-X i funkcji MUSCLE.
Regiony konserwatywne zidentyfikowano w programie Gblocks. Drzewo zostato
zrekonstruowane przy uzyciu metody maksymalnego podobienstwa (ang. maximum

likelihood) w programie PhyML (v 3.0).

51



IV. Wyniki
IV-1. Identyfikacja homologow SID-1 C. elegans

W celu zidentyfikowania genow sid w genomie S. mediterranea wykorzystano
ogolnodostepna baze danych genomicznych i transkryptomicznych ptazincéw PlanMine
v3.0 stworzong i administrowang przez naukowcoéw z Instytutu Molekularnej Biologii
Komérki i Genetyki im. Maxa Plancka (MPIMCBG, ang. Max Planck Institute for
Molecular Cell Biology and Genetics) [61]. Baza ta zawiera zagregowane dane
pochodzace ze standardowego sekwencjonowania nowej generacji (NGS, ang. next
generation sequencing) petnych genomow i transkryptoméw, jak réwniez dane
z sekwencjonowania pojedynczych komoérek. Dodatkowo, w ramach PlanMine
udostepniane s3 podstawowe narzedzia bioinformatyczne umozliwiajgce m.in.
wizualizacj¢ struktury genoéw i transkryptodw, tworzenie map réznicowej ekspresji genow
w wybranych partiach ciata/tkankach/komoérkach, analizy filogenetyczne, analizy
ontologii genoéw.

Aby zidentyfikowa¢ homologii genow sid u wyptawkow postuzono sie¢
algorytmem tBLASTN oraz najpelniejszg 1 najbardziej aktualng wersja transkryptomu
S. mediterranea dd_Smed_v6. Wzorcem, ktory wykorzystano w przeszukiwaniach byty
sekwencje dwoch biatek C. elegans: Ce-SID-1 (NP _504372.2) i Ce-SID-2
(NP_499823.2). Zastosowana metoda polega na translacji in silico zdeponowanych w
bazie sekwencji nukleotydowych, a nastepnie porownywaniu uzyskanych sekwencji
aminokwasowych z sekwencja biatka wzorcowego [62]. W wyniku przeprowadzonej
analizy, w transkryptomie S. mediterranea zidentyfikowano pige¢ transkryptow
wykazujacych podobienstwo do sekwencji kodujacej Ce-SID-1 (Tabela IV-1), nie
znaleziono zadnej sekwencji homologicznej do Ce-SID-2. Analiza genomu
S. mediterranea (dd_Smes_g4), wykazata, ze wszystkie zidentyfikowane transkrypty

powstajg z genow zlokalizowanych na chromosomie drugim (Rysunek 1V-1).
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Tabela IV-1. Potencjalne homologii Ce-sid-1 zidentyfikowane u S. mediterranea

ID genu ID transkryptu Dlugos¢ Lokalizacja
transkryptu [nt] chromosomowa
dd_Smes_g4_2:
SMESG000041575.1 | dd_Smed_v6_6063_0_1 3511
13057109-13087108
dd_Smes_g4 2:
SMESG000041575.1 | dd_Smed_v6_6063_0_2 3495
13057109-13087108
dd_Smes_g4 2:
SMESG000041572.1 | dd_Smed_v6_8231 0 1 4379
13031069-13053120
dd_Smes_g4 2:
SMESG000041572.1 | dd_Smed_v6_8231 0 2 2341
13031069-13053120
dd_Smes_g4_85:
SMESG000075887.1 | dd_Smed_v6_8407_0_1 2465
1244482-1285479
Chr2
-0 Mb 2\
27 Mb
54 Mb
81 Mb
108 Mb
-135 Mb
162 Mb
180 Mb SMESG000075887.1- |
216 Mb
243 Mb SMESG000041572.1 SMESGO00041575.1
270 Mb J
Rysunek 1V-1. Lokalizacja chromosomowa potencjalnych homologéow Ce-sid-1

zidentyfikowanych w genomie S. mediterranea

Gen SMESG000041575.1 lokalizowany jest w pozycji dd_Smes g4 2: 13057109-13087108;
SMESG000041572.1 lokalizowany jest w pozycji dd_Smes_g4 2: 13031069-13053120;
SMESG000075887.1 lokalizowany jest w pozycji dd_Smes_g4 85: 1244482-1285479. Schemat
przygotowano z wykorzystaniem oprogramowania MG2C [63].

Szczegblowe pordéwnanie uzyskanych sekwencji wykazato, ze w przypadku
transkryptu oznaczonego dd_Smed_v6 6063 zidentyfikowano jego dwie izoformy:
dd_Smed_v6 6063 0 1 (3511 nt) i dd_Smed v6 6063 0 2 (3495 nt) identyczne
w 99,17%. Wystepujace miedzy nimi rdznice ograniczajg si¢ do 12-nt delecji
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I punktowych zmian (substytucje i delecje) zlokalizowanych w czgéci niekodujacej
transkryptu, w obrebie 3'UTR (ang. 3" untranslated region) (

Rysunek 1V-2). Najdtuzsza ramka odczytu (ORF, ang. open reading frame) dla obu

izoform koduje identyczne biatko o dlugosci 781 aminokwasow (aa).

dd_Smed_v6_6063_0_1 2082
dd_Smed v& 5063 0 2 2962

3024
3024

dd_Smed_v6_6063_0 1 3025
dd_Smed_v6_6063_0 2 3025

3087
3087

dd_Smed_v6 6063 0 1 3088
dd_Smed_v6_6063_0 2 3088

3150
3150

dd_Smed v 6063 0 1 3151
dd_Smed v6 6063 0.2 3151

Iz
3213

dd_Smed v6_ 6063 0 1 3214
dd_Smed_ve_ 6063 0 2 3214

3278
3278

dd_Smed v& 6063 0 1 3277
dd _Smed v& 6063 0.2 3277

aggcaaagaaat a 3339
------------ g 2327
gy gt _cl‘-n_.-“ln-qlthlnngq ssee
dd_Smed _ve 6063 0 2 3328 tigle a ] att t@olca- - - - 3385
dd_Smed_v6_6063_0_1 3403 a t t clg ¢ 3485
dd_Smed v&_ 6063 0.2 3387 ca e tia t 3440

dd_Smed ve_6063 0 1 3486
dd_Smed_v6 6063_0 2 3450

/N
3405

Rysunek 1V-2. Poréwnanie sekwencji izoform dd_Smed_v6 6063

Fragment sekwencji dwoch izoform transkryptu dd Smed v6 6063: dd_Smed v6 6063 0 1
oraz dd_Smed_v6_6063_0 2 zidentyfikowanych w bazie PlanMine v3.0. Analizy dokonano
z wykorzystaniem narzedzia Clustal Omega [64—66]. Kolorem ciemnoniebieskim oznaczono
identyczne fragmenty sekwencji, jasnoniebieskim — regiony réznicujace, czerwonym — kodon
STOP.

Dla  dd Smed v6 8231  takze  zidentyfikowano  dwie  izoformy:
dd_Smed v6 8231 0 1 (4379 nt) oraz dd Smed v6 8231 0 2 (2341 nt).
Schematyczne porownanie obu transkryptow przedstawiono na Rysunek 1V-3. Izoforma
dd_Smed v6 8231 0 1 zawiera fragment o dtugosci 2038 nt, ktorego brak w izoformie
dd Smed v6 8231 0 2. Poréownanie najdluzszych ORF zidentyfikowanych w obu
izoformach  wykazalo, iz dodatkowy fragment obecny w izoformie
dd_Smed_v6_8231 0_1 zawiera kodon STOP. Z tego tez powodu biatko syntetyzowane
na matrycy dd Smed v6 8231 0 1 byloby krotsze 0 295 aa (~39%) od biatka
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powstajacego na matrycy dd_Smed_v6 8231 0 2 (Rysunek 1V-3). W zwigzku
z powyzszym, na dalszych etapach pracy do analiz wykorzystywano jedynie sekwencje
izoformy dd Smed v6 8231 0 2, przyjmujac, iz koduje ona pelne, funkcjonalne biatko
(Rysunek 1V-3).

Przedwczesny

kodon STOP
1 £

v T
dd_Smed_v6_8231_0_1 [ I l

ORF1_1 ORF21

F +*

A42 aa 205 a4

1 2an

dd_Smed_v6_8231_0_2 -[ I

, ORF1_2 _
r -

747 aa

Rysunek 1V-3. Poréwnanie sekwencji izoform dd_Smed_v6 8231

Schematyczna reprezentacja dwoch izoform transkryptu dd_Smed v6 8231 zidentyfikowanych
w bazie PlanMine v3.0: dd_Smed_v6 8231 0 1 oraz dd_Smed_v6 8231 0 2. Kolorem
bezowym oznaczono fragmenty identyczne w obu izoformach. Kolorem niebieskim oznaczono

fragment sekwencji réznigcy obie izoformy. ORF zidentyfikowano za pomoca narzgdzia
ORFfinder [67].

W dalszych cze$ciach pracy, stosowano uproszczong nhomenklature,
trankryptow/biatek S. mediterranea (Tabela IV-2) zgodnie z konwencja przyjeta w

badaniach dotyczacych innych organizméw.

Tabela 1V-2. Uproszczona nomenklatura homologow Ce-SID-1 zidentyfikowanych u
S. mediterranea

ID PlanMine v3.0 Nazwa przyjeta w pracy Nazwa przyjeta w pracy
(gen) (biatko)
dd_Smed v6 6063 0 1/ 0 2 Smed-sidtl Smed-SIDT1
dd_Smed v6 8231 0 2 Smed-sidt2 Smed-SIDT2
dd_Smed_v6_8407 Smed-sidt3 Smed-SIDT3

Obecnos¢  transkryptow  Smed-sidtl-3 w tkankach S. mediterranea
potwierdzono, wykorzystujac klasyczng reakcje tancuchowej polimerazy (PCR, ang.
polymerase chain reaction) oraz emulsyjny PCR (ddPCR, ang. digital droplet PCR). W
obu przypadkach matryce do reakcji stanowita probka cDNA uzyskana metoda odwrotnej
transkrypcji RNA izolowanego z wyplawkow typu dzikiego (WT, ang. wild type).
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Startery do reakcji PCR zaprojektowano w taki sposob, aby amplifikacji ulegata
sekwencja kodujaca, pelnej dlugosci biatko, tj. sekwencja o dtugosci 2436 pz dla
Smed-SIDT1, 2394 pz dla Smed-SIDT2, 2328 pz dla Smed-SIDT3. Otrzymane wyniki
byly zgodne z oczekiwaniami, wskazywaty bowiem na powstawanie w badanym
materiale transkryptow kodujacych petnej dtugosci biatka Smed-SIDT1-3 (Rysunek 1V-
4A). Technike ddPCR wykorzystano do iloSciowej oceny poziomow akumulacji
analizowanych transkryptow. W tym przypadku wykorzystano startery pozwalajgce na
amplifikacje ok. 200 nt fragmentu sekwencji. Otrzymane wyniki wykazaly wyrazne
réznice w poziomie ekspresji poszczegdlnych genow. Poziom akumulacji transkryptu
kodujacego Smed-SIDT2 byt czterokrotnie wyzszy niz poziom transkryptéw kodujacych
Smed-SIDT1 oraz Smed-SIDT3 (Rysunek 1\V-4B).

A L& L& L B
Q QO QO
NN 250+
&Q &Q/ &0
& & & M 3 200
L. 4000 35000 2
S 30000 g 159 o
c
. 3000 g 5
§ 25000 2
e - R Eo s
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8 10000
1500 5000

Rysunek 1V-4. Analiza jako$ciowa i ilosciowa transkryptow Smed-sidt1-3

A-B — Wyniki analizy jakosciowej i ilosciowej transkryptoéw kodujgcych Smed-SIDT1-3
w materiale izolowanym z wyptawkow (n = 5; n — liczba organizméw). A — Obraz rozdziatu
elektroforetycznego produktow reakcji amplifikacji transkryptow kodujacych Smed-SIDT1-3.
Sciezka M zawiera marker dlugosci DNA (pz). B — Wyniki analizy ddPCR. Lewy panel —
diagram przedstawiajacy poziom fluorescencji obserwowany dla poszczegolnych transkryptow.
Na niebiesko zaznaczono tzw. krople pozytywne (w ktorych nastapita amplifikacja docelowego
fragmentu), a na szaro tzw. krople negatywne (uznane za niezawierajace fragmentu docelowego).
Prawy panel — wykres stupkowy przedstawiajacy poziomy akumulacji mRNA biatek
Smed-SIDT1-3 wyznaczony metodg ddPCR.

Najnowsze analizy wskazuja, iz ludzkie ortologi Ce-SID-1, tj. Hs-SIDT1 i Hs-
SIDT2 sg w rzeczywistosci ewolucyjnie blizsze biatku Ce-CHUP-1 [33]. W celu
stwierdzenia, do ktorej grupy biatek nalezg produkty ekspresji Smed-sidtl-3
zweryfikowano ich podobienstwo do znanych homologéw Ce-SID-1 pochodzacych od
ssakow (cztowiek, mysz, szczur) oraz nicieni (C. elegans, Caenorhabditis briggsae,
Caenorhabditis japonica, Brugia malayi, Caenorhabditis remanei, Caenorhabditis
nigoni). Oprocz S. mediterranea w poroéwnaniu uwzgledniono réwniez cztery inne

wyptawki: Dugesia japonica, Dendrocoelum lacteum, Polycelis nigra, Schmidtea
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polychroa. Analizy filogenetyczne objety biatka, ktorych sekwencja aminokwasowa
zostala ustalona na drodze translacji in silico najdtuzszych ORFow zidentyfikowanych
w analizowanych transkryptach wyptawkow. Pozostale biatka uzyte w analizie
pochodzity z bazy danych NCBI (Zatacznik 2). Lacznie analiza objeta 23 biatka z 14
gatunkow zwierzat. Otrzymane drzewo filogenetyczne przedstawiono na Rysunku IV-5.
Wida¢ na nim, iz biatka z rodziny SID-1 tworza grupy filogenetyczne zgodnie
z przynaleznoscig do danej gromady. Co wigcej, wyraznie wyodrebnione sg dwie glowne
gatezie ewolucyjne: jedna obejmujaca biatka SID-1 nicieni oraz druga, do ktdrej naleza:
Ce-CHUP-1 oraz biatka typu SID-1 ssakow oraz plazincéw. Nie stwierdzono zaleznoS$ci
mi¢dzy obecno$cig w genomie sekwencji kodujacych SID-1 a wystgpowaniem w danych
gatunku mechanizmu eRNA..

| 0,20I 0,40I 0,60I 0.80I 1,0I 1,2I |

Y Cbre-SID1
X/ Cbri-siD1
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Rysunek 1V-5. Drzewo filogenetyczne bialek z rodziny SID-1

Drzewo filogenetyczne wygenerowane na podstawie publicznie dostgpnych sekwencji
biatkowych SID-1 pochodzacych od réznych organizméw. Analize wykonano przy
wykorzystaniu algorytmu MUSCLE (oprogramowanie Mega-X) [68], konserwatywne regiony
zostaly zidentyfikowane za pomocg Gblocks. Drzewo filogenetyczne utworzono, stosujac metode
maksymalnego prawdopodobienstwa (PhyML v3.0) [69,70]. Pogrubienie nazwy wskazuje
gatunki, w ktorych wystepuje eRNAi. Kolorem zo6ttym oznaczono nicienie, niebieskim —
plazince, zielonym — ssaki. Bma — Brugia malayi, Cbre — Caenorhabditis brenneri, Cbri —
Caenorhabditis briggsae), Ce — Caenorhabditis elegans, Cjp — Caenorhabditis japonica, Cnig —
Caenorhabditis nigoni Dlac — Dendrocoelum lacteum , Djap — Dugesia japonica, Hs — Homo
sapiens, Mmus — Mus musculus, Pnig — Polycelis nigra, Rnor — Rattus norvegicus, Smed —
Schmidtea mediterranea, Spol — Schmidtea polychroa.

IV-2. Charakterystyka wzorow ekspresji genow kodujacych Smed-SIDT1-3 na

poziomie tkankowym, komorkowym i subkomérkowym

Kluczowe z perspektywy zrozumienia funkcji gendow jest okreslenie tkankowo-
specyficznych wzordéw ich ekspresji. W przypadku S. meditteranea analizy poziomu
akumulacji oraz lokalizacji biatek sg utrudnione z uwagi na brak specyficznych
przeciwcial. Dostgpne s3 jedynie dane NGS pochodzace =z klasycznego
sekwencjonowania oraz z sekwencjonowania pojedynczych komorek pozwalajace
analizowac ekspresje genéw na poziomie indywidualnych transkryptow.

Zdeponowane w PlanMine v3.0 dane wygenerowane przez Stiickemann T i in.
[71] oraz Rink i in. [61] pozwalaja przesledzi¢ rozktad poziomdéw poszczegdlnych
transkryptow w wybranych fragmentach ciata wyptawka: wzdhuz osi podtuznej (Rysunek
IV-6A, lewy panel) i poprzecznej (Rysunek IV-6B, lewy panel). W przypadku Smed-
sidtl i Smed-sidt2 najnizszy poziom ekspresji Smed-wystepuje w czesci glowowej oraz
ogonowej wyplawka (Rysunek IV-6A, prawy panel, fragment APO1, AP11). Wzdhiz
dtugiej osi ciala poziom obu transkryptéw przyrasta, osiggajac maksimum w czesci
srodkowej — przed i zagardzielowej (Rysunek IV-6A, prawy panel, fragmenty AP04
i AP08). W przypadku Smed-sidt3 obserwuje si¢ podobny rozktad ekspresji, z tg roznica,
ze w czeSci ogonowej nie dochodzi do spadku poziomu transkryptu do warto$ci
odnotowanych w przedniej czesci ciata (Rysunek IV-6A, prawy panel).

Analiza ekspresji Smed-sidtl-3 wzdtuz osi poprzecznej ciata, z wylgczeniem
gardzieli nie wykazata tworzenia si¢ gradientu zadnego z badanych transkryptow w tej
osi. Zaobserwowano natomiast duza dysproporcj¢ pomie¢dzy poziomem ekspres;ji

w gardzieli wzgledem pozostatych czesci ciata (Rysunek 1V-6B, prawy panel).
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Analizowane zestawy danych NGS pozwalaja rOwniez na poréwnanie poziomow
transkryptow wzgledem siebie: najwyzszy poziom akumulacji obserwuje si¢
w przypadku, Smed-sidt3, a najnizszy w przypadku Smed-sid2 (Rysunek IV-6), a wigc
inaczej niz w przypadku warto$ci uzyskanych w analizie ddPCR (Rysunek [V-4).
Roéznica ta moze wynika¢ m.in. z faktu, iz w przypadku sekwencjonowania, RNA
izolowany byl z fragmentow ciata wyptawka, tj. z tkanek, w ktorych zainicjowano proces
regeneracji i towarzyszgcg mu zmiang programu ekspresji gendéw. Tymczasem

w analizach ddPCR wykorzystany zostat RNA izolowany z catych (niecigtych) zwierzat.
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Rysunek 1V-6. Zmiany poziomu ekspresji Smed-sidt1-3 wzdluz osi ciala S. mediterranea

A — Schemat podziatu S. mediterranea na 11 sekcji wzdtuz osi diugiej ciata oraz wykres
obrazujacy poziom ekspresji Smed-Sidt1-3 w poszczegdlnych sekcjach obliczony na podstawie
danych NGS uzyskanych przez Stiickemann T i in. [71]. B — Schemat podziatu S. mediterranea
na 3 sekcje wzdluz osi poprzecznej ciata i gardziel oraz wykres obrazujacy poziom ekspresji
Smed-Sidt1-3 w poszczegdlnych sekcjach obliczony na podstawie danych NGS uzyskanych przez

Rink i in. [61]. Poziomy ekspresji wyrazone w jednostkach FPKM (ang. Fragments Per Kilobase
Million).

W  kolejnym etapie dokonano analizy wzorow ekspresji Smed-sidtl-3
w poszczegolnych typach komorek i tkanek. W tym celu przeanalizowano publicznie
dostepne dane pochodzace z: (i) sekwencjonowania RNA izolowanego z sortowanych
populacji komorek [72], (ii) sekwencjonowania RNA z pojedynczych komorek [73,74].
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W ciele wyptawka mozna wyrdézni¢ trzy podstawowe populacje komorek
w zalezno$ci od stopnia ich zréznicowania: (i) komorki macierzyste (X1), (ii) komorki
progenitorowe (komorki macierzyste swoiste tkankowo lub liniowo, ang. lineage-
specific) (X2), (iii) komorki zréznicowane (Xins) [72,75]. Grupa X1 sktada si¢ z komorek
klonogennych (ang. clonogenic neoblasts) i pierwotnych (ang. specialized neoblasts)
[76,77]. Wyrdznia je podwyzszona ekspresja genow Smedwi-1 i Smedwi-2 [78] oraz
wicksza zdolno$¢ do podzialow niz komorki X2 i Xins. Populacje X2 tworzg progenitory
okreslonych linii komorkowych oraz komorki macierzyste w fazie GO/G1 cyklu
komodrkowego [79]. Xins natomiast to populacja dojrzatych komorek zréznicowanych.

Szczegotowa analiza zestawu danych transkryptomicznych wygenerowanego
przez Roselyne M. Labbé i in. [72] dla trzech populacji komorek pozyskanych na drodze
sortowania FACS (ang. fluorescence activated cell sortin) wykazata, ze transkrypty
kodujace Smed-SIDT1 oraz Smed-SIDT3 wystepuja glownie w komorkach
zroznicowanych (Xins) i w znacznie mniejszym stopniu w pozostatych dwoch
populacjach komorek (X1 i X2) (Rysunek 1V-7). Transkrypty kodujace Smed-SIDT2
wystepuja prawie wylacznie w komorkach zréznicowanych (Xins), w niewielkim stopniu
w komorkach macierzystych typu X1, natomiast nie sg identyfikowane w komorkach

macierzystych typu X2 (Rysunek 1V-7).
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Rysunek 1V-7. Poziom ekspresji Smed-sidt1-3 w trzech glownych typach komérek
S. mediterranea

Wykres obrazujacy poziom ekspresji Smed-sidt1l-3 w neoblastach (X1 i X2) oraz w komorkach
zroznicowanych (Xins) przygotowany na podstawie danych NGS uzyskanych przez Roselyne M.
Labbé i in. [72]. Poziomy ekspresji wyrazono w jednostkach FPKM (ang. Fragments Per
Kilobase Million).

W kolejnym etapie, lokalizacj¢ tkankowa badanych transkryptow zweryfikowano

w dwoch atlasach transkyptomicznych dostepnych dla S. mediterranea: Planaria Single
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Cell Atlas (PSCA) [74] oraz Digiworm [73]. Oba atlasy zostaty opracowane na podstawie
wynikow sekwencjonowania transkryptomow pojedynczych komorek.

PSCA zawiera dane wygenerowane dla ponad 21 600 komoérek pozyskanych
z wyptawkoéw typu dzikiego w warunkach fizjologicznych oraz w trakcie regeneraciji,
a takze z wyplawkow pozbawionych neoblastow [74]. Na ich podstawie dokonano
podziatu komorek S. mediterranea na 37 typow, w tym 23 typy komorek w petni
zréznicowanych oraz szereg klastrow komorek macierzystych i progenitorowych oraz
zrekonstruowano drzewa rozwojowe dla poszczeg6élnych linii komorkowych (Rysunek
IV-8A). Dane udostepnione w PSCA wskazuja, ze transkrypty Smed-sidtl
identyfikowane sg przede wszystkim w tkance tacznej (parenchymie) (Rysunek 1V-8B).
Komorki opisane jako parenchymalne stanowig heterogenng grupe, ich dokladna
klasyfikacja jest prowadzona na podstawie ekspresji specyficznych genéw markerowych
[80]. Transkrypty Smed-sidtl wystepuja gldéwnie w komoérkach aqp+ (ang. aquaporin),
tj. komorkach odznaczajacych si¢ ekspresja genu kodujacego akwaporyng oraz
w komorkach psap+ (ang. prosaposin) wykazujacych ekspresje genu prosapozyny. Smed-
sidt2 podobnie jak Smed-sidtl ulega najwyzszej ekspresji w parenchymie (Rysunek V-
8C): przede wszystkim w komoérkach glejowych, ktore mimo iz wystepujag w OUN, nie
sg zaliczane do komorek nerwowych, petnig natomiast dla nich funkcje podporowe [81].
Transkrypty Smed-sidt2 wystepuja takze, chociaz w mniejszym st¢zeniu, w pozostatych
typach komorek parenchymalnych, tj. w komoérkach aqp+, psap+, pgrn+
(ang. progranulin), a takze 1dlrr-1+ (ang. low density lipoprotein receptor-related 1).
W przypadku Smed-sidt3 najwyzsza ekspresje odnotowano w obrebie jelit w fagocytach,

a takze w epidermie oraz parenchymie (komorki glejowe) (Rysunek 1V-8D).
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Rysunek 1V-8. Lokalizacja tkankowa transkryptow Smed-sidt1-3 wg atlasu PSCA

A —populacje komorek zidentyfikowane w PSCA [74]; B-D — wykresy poziomu ekspresji genow
Smed-sidt1-3 w poszczegdlnych populacjach komorek zidentyfikowanych w PSCA, poziom
ekspresji oznaczano kolorem od niebieskiego (niska ekspresja) do czerwonego (wysoka
ekspresja).

Drugi z atlasow transkryptomicznych wyptawkéw — baza danych Digiworm —
zostata zbudowana na danych pochodzacych z sekwencjonowania transkryptomow
ponad 67 000 komorek pozyskanych z wyptawkow typu dzikiego. Biorac pod uwage, ze
w przecietnym ciele wyptawka znajduje si¢ od 0,5 do 1 mIn komorek [82] zestaw danych
w Digiworm obejmuje transkryptomy bardzo rzadkich komorek wystepujacych nawet
w liczbie 10 w organizmie wyptawka. W atlasie Digiworm wszystkie komorki wyptawka
podzielono na czterdzieéci cztery gtowne klastry, ktore przypisano do jednej z o$miu
podstawowych klas tkankowo-narzadowych wyréznianych S.  mediterranea
(protonefrydia, jelita, gardziel, neoblasty, parenchyma, epiderma, tkanka nerwowa

I mig$niowa) lub do wyodrebnionej niezaleznie klasy komoérek wykazujacych ekspresje
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genu katepsyny (ctsl2+, ang. cathepsin +). Wspomniane wyzej 44 klastry obejmuja
ztozone, heterogenne pod wzgledem ekspresji genow populacje komorek. Z tego wzgledu
w obrebie kazdego z klastrow dokonano podziatu na subklastry, tagcznie wyrdzniono ich
ponad 150.

Analiza danych zgromadzonych w Digiworm wykazala, ze podwyzszone
poziomy transkryptow Smed-sidtl oraz Smed-sidt2 wystepuja W populacji komodrek
ctsl2+ ze szczegblnym uwzglednieniem: subklastrow ctsl2+ nr 2 i 4 oraz subklastra
smedwil+ nr 11 w przypadku transkryptu Smed-sidtl oraz subklastrow ctsl2+nr 4,5, 16
oraz subklastra parenchymalnego nr 5 dla transkryptu Smed-sidt2 (Rysunek 1V-9). Dla
Smed-Sidt3 nie stwierdzono podwyzszonej ekspresji w zadnym z gléwnych klastrow

komorkowych, natomiast wskazano dwa subklastry: epidermalny nr 5 oraz jelitowy nr 4.

Smed-SIDT1 Smed-SIDT2 Smed-SIDT3

Ekﬁ'esja 2

Ekspresja #1 p Ekspresja
e s 3
i4 Rih,.. i

- . - . LB
Smed-SIDT1 Smed-SIDT2 Smed-SIDT3
Gtowne klastry
ctsl2+ ctsl2+ Brak
Subklastry
ctsl2+ ctsl2+ Kom. jelitowe
smedwi+1 Kom. parenchymalne Kom. epidermalne

Rysunek 1V-9. Lokalizacja tkankowa transkryptéw Smed-Sidtl-3 wg bazy danych
Digiworm

Wykresy poziomu ekspresji Smed-sidtl-3 w pojedynczych komorkach uzyskane na podstawie
danych zdeponowanych w atlasie transkryptomicznym Digiworm [73]. Okr¢gami zaznaczono
klastry komoérek z podwyzszona ekspresja wskazanych genow. W tabeli podsumowano
informacje dotyczace komorek/tkanek z najwyzsza ekspresja wskazanych transkryptow
z uwzglednieniem podziatu na klastry gléwne i subklastry.

Z uwagi na réznice metodologiczne wystepujace pomiedzy oboma atlasami, a co
za tym idzie, rozbieznosci w przypisaniu transkryptow Smed-sidt1-3 do poszczegdlnych
populacji komoérek, podjeto si¢ weryfikacji lokalizacji tkankowej analizowanych
transkryptow. W tym celu zastosowano metode identyfikacji transkryptow
z wykorzystaniem hybrydyzacji typu WISH (ang. whole-mount in situ hybridization).

W metodzie tej wykorzystuje si¢ sondy RNA komplementarne do wybranego regionu
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analizowanego transkryptu. Sondy zawierajg modyfikowane nukleotydy (np. nukleotydy
znakowane digoksygening) rozpoznawane przez specyficzne przeciwdziata polaczone
kowalencyjnie z enzymem (np. alkaliczng fosfatazg). W miejscu zwigzania sondy do
transkryptu, po dodaniu odpowiedniego substratu enzym ten Kkatalizuje reakcje, ktorej
barwny produkt jest widoczny pod mikroskopem.

W pierwszym etapie przeprowadzono optymalizacj¢ protokotu, wykorzystujac
sekwencje sond rozpoznajgcych wybrane mMRNA nalezace do grupy dobrze
scharakteryzowanych markeréw tkankowo-narzagdowych S. mediterranea: smedwi-1 dla
neoblastow [75], porcupine dla jelit [83], opsin (opsyna) dla oczu [84], ctsl2 (katepsyna
L2) [73] (Rysunek 1V-10). Wyniki uzyskane metoda WISH poréwnano do obrazéw
uzyskanych metoda FISH (ang. fluorescence in situ hybridization) zdeponowanych
w Digiworm [73] w celu potwierdzenia prawidtowosci wzorow. Nie stwierdzono réznic
w rozkladzie sygnalu pomiedzy otrzymanymi wynikami a danymi pochodzacymi z bazy
danych (Rysunek 1V-10). Nalezy jednak przyznad, iz technika FISH w przypadku genow
0 bardzo niskiej ekspresji lub ekspresji punktowej moze dawac lepsze rezultaty niz
WISH.

porcupine  smedwil

C D

HSIM

wuomi8iq sepy
HSId4

Rysunek 1V-10. Wizualizacja transkryptéw metoda WISH oraz FISH

Zdjecia prezentuja wynik wizualizacji wskazanych transkryptéw technikami WISH i1 FISH. A —
ctsl2, B — opsin, C — porcupine, D — smedwil. W przypadku techniki WISH preparaty zostaly
przygotowane samodzielnie, natomiast zdjecia uzyskane technika FISH zostaly pobrane z bazy

Digiworm [73].
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Obraz uzyskany dla Smed-sidtl wskazuje na lokalizacj¢ jego transkryptu na
obwodzie ciala S. mediterranea oraz w Srodkowej czgséci glowy (Rysunek 1V-11A, B).
Wzo6r ten nie odpowiada rozktadowi ekspresji wskazanemu w atlasie Digiworm, tj.
typowemu dla komorek subklastréow ctsl2+ nr 2 i 4 oraz subklastra smedwil+ nr 11
(Rysunek IV-11D-F). Przeszukiwanie bazy danych Digiworm wykazato, iz otrzymany
wzo6r tkankowy jest zblizony do wzoru charakterystycznego dla klastra parenchymalnego
nr 13, dla ktorego markerem jest gen mag-1 (ang. marginal adhesive gland-1) (Rysunek
IV-10C). Ulega on ckspresji w subepidermalnych komoérkach wydzielniczych

zlokalizowanych na obwodzie ciata wyptawka z pominigciem czesci glowowej [85].

A B C subklaster 13
Parenchyma

Smed-sidt1 Smed-sidt1
sonda 1 sonda 2
D subklaster 2 E subklaster 4 F subklaster 11

ctsl2+ ctsl2+ parenchyma

dd_10181 dd_1831 X1.A.B7.1

Rysunek 1V-11. Tkankowy wzér ekspresji Smed-sidtl

A, B — Zdjecia przedstawiajace wynik wizualizacji transkryptow Smed-sidtl metoda WISH
z wykorzystaniem dwoch réznych sond. Sonda 1 —V_Smed_sidtl, sonda 2 — V1_Smed_sidt1.
C-F — Zdjecia zdeponowane w bazie Digiworm przedstawiajace wynik wizualizacji wskazanych
transkryptow metodg FISH [73].
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Analiza lokalizacji transkryptu Smed-sidt2 metoda WISH wskazuje niezaleznie
od zastosowanej sondy charakterystyczny rozgateziony wzor (Rysunek IV-12A, B),
typowy dla jelit (Rysunek 1VV-12C), a nie dla komoérek subklastrow ctsl2+nr 4, 5, 16 czy
subklastra parenchymalnego nr 5, ktére wskazano w bazie Digiworm jako komorki

o podwyzszonej ekspresji Smed-sidt2 (Rysunek 1V-9, 1VV-12D-F).

Smed-sidt2 Smed-sidt2 orcn
Sonda 1 Sonda 2 p
subklaster 4, 16 E subklaster 5 F subklaster 5

ctsl2+ ctsl2+ parenchyma

dd_1831 CTSL2 (582) ZANG (238)

Rysunek 1V-12. Tkankowy wzér ekspresji Smed-sidt2

A-C — Zdjgcia przedstawiajace wynik wizualizacji transkryptow metoda WISH — Smed-sidt2
z wykorzystaniem dwoch roznych sond Sonda 1 — V_Smed_sidt2, Sonda 2 — V1_Smed_sidt2
i porcn. D-F — Zdjecia zdeponowane w bazie Digiworm przedstawiajace wynik wizualizacji
wskazanych transkryptow metoda FISH [73].

Wyniki WISH dla Smed-sidt3 wskazuja na rozproszony, czesciowo punktowy
wzor ekspresji w calym ciele za wyjatkiem gardzieli (Rysunek 1V-13A, B). Taki obraz
jest podobny do tego charakterystycznego dla neoblastow (smedwil) (Rysunek 1V-13C)

lub komorek ctsl2+ (Rysunek IV-10A), nie zas komorek jelitowych (Rysunek 1V-13D)
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lub epidermalnych (Rysunek IV-13E), ktore wskazano w bazie Digiworm jako komorki
o podwyzszonej ekspresji Smed-sidt3 (Rysunek 1V-9).

D subklaster 4
jelita

E subkiaster 5
epiderma

A

Smed-sidt3
Sonda 2

Smed-sidt3
Sonda 1

smedwil dd_75 PRSS12 (351)

Rysunek 1V-13. Tkankowy wzor ekspresji Smed-sidt3

A-C — Zdjgcia przedstawiajace wynik wizualizacji transkryptow metoda WISH — Smed-sidt3
z wykorzystaniem dwoch roznych sond. Sonda 1 — V_Smed_sidt3, Sonda 2 — V1_Smed_sidt3
oraz smedwil. D-E — Zdj¢cia zdeponowane w bazie Digiworm przedstawiajace wynik
wizualizacji wskazanych transkryptow metoda FISH [73].

Lokalizacja transkryptow Smed-sidt2 i Smed-sidt3 okreslona technika WISH byta
inna niz wskazujg analizowane atlasy transkryptomiczne. Wylgcznie Smed-sidtl
prezentowat wzor tkankowy tozsamy z tym wynikajacym z baz danych. W Tabeli 1V-3
przedstawiono podsumowanie lokalizacji tkankowych okreslonych na podstawie danych
NGS zgromadzonych w bazach PSCA i Digiworm oraz na podstawie obrazowania
metoda WISH.

Tabela 1V-3. Podsumowanie informacji zwigzanych z lokalizacja tkankowa transkryptow
dla bialek Smed-SID1-3

Smed-SIDT1 Smed-SIDT2 Smed-SIDT3
Planaria Single | parenchyma parenchyma parenchyma  (komorki
Cell Atlas (agp+, psap+) (komorki glejowe, agp+, | glejowe), epiderma,
psap+, pgrn+, Idlrr-1+) | jelita (fagocyty)
Digiworm neoblasty, ctsl+ parenchyma, ctsl+ jelita, epiderma
WISH parenchyma jelita neoblasty/ctsl+ (?)
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IV-3. Analiza in silico lokalizacji i struktury bialek Smed-SIDT1-3

W sekwencji kazdego z transkryptow Smed-sidt1-3 zidentyfikowano najdtuzsza ramke
odczytu, na podstawie ktorej wyznaczono przewidywane sekwencje biatek
Smed-SIDT1-3 (Zatgcznik 3). Ich wielko$¢ oraz teoretyczny punkt izoelektryczny
obliczony na podstawie sekwencji przedstawiono w Tabeli 1V-4 i zestawiono z danymi
dla Ce-SID-1 (Q9GZC8), jego paraloga Ce-CHUP-1 (Q9GYFO) oraz ludzkiego
homologa Hs-SIDT-1 (QINXLS6).

Wielko$¢ analizowanych biatek S. mediterranea waha si¢ w granicach od 88,51
kDa (Smed-SID-2) do 90,9 kDa (Smed-SIDT1) i jest zblizona do biatek C. elegans (ok.
88 kDa) oraz H. sapiens (ok. 94 kDa) (Tabela 1V-4). Natomiast teoretyczny punkt
izolelektryczny obliczony na podstawie sekwencji biatkowej jest w przypadku Smed-
SIDT2 i 3 wyzszy (pl > 8) niz dla Smed-SIDT1 oraz pozostatych analizowanych biatek
(pl <7) (Tabela 1V-4).

Tabela IV-4. Porownanie wielkosci i ladunku homologow Ce-SID-1

Nazwa biatka Dhugosc biatka Masa czasteczkowa Teoretyczny punkt
izoelektryczny
Smed-SIDT1 780 aa 90,9 kDa 6,94
Smed-SIDT2 747 aa 88,51 kDa 8,85
Smed-SIDT3 766 aa 89,5 kDa 8,45
Ce-SID-1 776 aa 87,9 kDa 7,32
Ce-CHUP-1 756 aa 87,1 kDa 6,76
Hs-SIDT1 827 aa 93,8 kDa 6,55

Lokalizacja subkomorkowa biatek SID-1

Lokalizacj¢ subkomoérkowg analizowanych biatek przewidziano za pomoca
programu DeepLoc 1.0 [86]. Wykorzystuje on model predykcyjny zbudowany na
rekurencyjnych sieciach neuronowych, ktore przetwarzaja pelna sekwencje danego
biatka 1 na jej podstawie przewiduja prawdopodobienstwo wystepowania biatka
w obrebie dziesigciu lokalizacji: blony komoérkowej, lizosomu/wodniczki, siateczki
srddplazmatycznej, aparatu Golgiego, mitochondrium, peroksysomu, jadra, plastydu,
cytoplazmy, przestrzeni zewnatrzkomoérkowej. Model wykorzystywany w DeepLoc 1.0

zostat wytrenowany na 13 858 sekwencji biatkowych zdeponowanych w bazie UniProt.
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Analiza sekwencji Smed-SIDT1-3 wskazuje, ze wszystkie trzy bialka z
najwyzszym prawdopodobienstwem lokalizujg si¢ w btonie komdrkowej oraz w btonie
lizosomow (Tabela IV-5). Model DeepLoc podobnag lokalizacj¢ przewidziat tez dla biatek
C. elegans oraz H. sapiens (Tabela IV-5). Jest ona zgodna z wynikami wcze$niejszych

analiz in vitro i in vivo tych biatek [26,31].

Tabela IV-5. Przewidywana lokalizacja subkomérkowa homologow Ce-SID-1

Prawdopodobienstwo (%) wystapienia biatka w danym kompartmencie okreslone przez model
sieci neuronowej programu DeepLock 1.0 [86].

Smed- Smed- Smed- Ce- Hs- Ce-
SIDT1 SIDT2 SIDT3 | SID-1 | SIDT1 CHUP-1
Blona komorkowa 51 47.8 495 54,8 58,4 48,7
Lizosom 33,5 26,2 32,8 25,2 34,7 29,6
Siateczka
7,9 15,7 9,9 10,9 3,1 10,7
srodplazmatyczna
Aparat Golgiego 6,6 9,1 7.5 8,3 3,5 9,4
Jadro komoérkowe 0,3 0,2 0,1 0,2 0,1 0,4
Cytoplazma 0,1 0,1 0 0 0 0,1
Plastydy 0 0 0 0 0 0
Peroksysomy 0,2 0,3 0 0,1 0,1 0,4
Mitochondium 0,4 0,5 0,1 0,5 0,2 0,7
Przestrzen
0 0 0 0 0 0
zewnatrzkomorkowa
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Analiza struktury pierwszorzedowej biatek

Poréwnanie sekwencji aminokwasowej wszystkich 7 analizowanych biatek
wykazalo, ze biatka S. mediterranea sg bardziej podobne do bialek Hs-SIDT1 i Ce-
CHUP-1 niz do Ce-SID-1 (Tabela 1V-6). W przypadku Smed-SIDT1 i Smed-SIDT2
podobienstwo sekwencji do biatka ludzkiego siega 35-37%, podczas gdy ich
podobienstwo do Ce-SID-1 nie przekracza 28%. Co ciekawe, podobna zaleznos¢
wystepuje pomiedzy oboma biatkami C. elegans a biatkiem ludzkim — podobienstwo
pomiedzy Ce-CHUP-1 i Hs-SIDT1 wynosi ok. 33%, a pomigdzy Ce-SID-1 i Hs-SIDT1
— 24%. Jedynie Smed-SIDT2 wykazuje zblizone podobienstwo sekwencji do obu biatek
C. elegans (ok. 27%) i biatka ludzkiego (ok. 29%). W obrebie biatek S. mediterranea,
najbardziej podobne do sicbie sa biatka Smed-SIDT1 oraz Smed-SIDT3 (47,16%
identycznosci) (Tabela IV-6).

Tabela 1V-6. Poréwnanie sekwencji aminokwasowych homologéw Ce-SID-1

Identycznos¢ sekwencji biatek (%) wyznaczona na odstawie ich przyréwnania z wykorzystaniem
algorytmu BLASTDp.

Smed- Smed- Smed- Ce- Ce- Hs-
SIDT1 SIDT2 SIDT3 SID-1 | CHUP-1 SIDT1
Smed-SIDT1 38,54 47,16 25,15 30,65 36,56
Smed-SIDT2 38,54 36,74 27,4 27,72 28,91
Smed-SIDT3 47,16 36,74 31,01 30,33 35,78
Ce-SID-1 25,15 27,4 31,01 29,66 24,13
Ce-CHUP-1 30,65 217,72 30,33 29,66 32,97
Hs-SIDT1 36,56 28,91 35,78 24,13 32,97

W kolejnym etapie zweryfikowano, czy w sekwencjach Smed-SIDT1-3
wystepuja motywy sekwencyjne zidentyfikowane w Ce-SID-1, Ce-CHUP-1 lub Hs-
SIDT1, w szczego6lnosci: peptydu sygnalnego oraz motywdéw wigzania cholesterolu.
W przypadku wszystkich trzech biatek S. mediterranea zidentyfikowano na ich koncu N,
Sec-zalezng sekwencje¢ sygnalng kierujaca biatka eukariotyczne do szlaku sekrecyjnego
dla biatek btonowych (Rysunek 1V-14). Dodatkowo, zidentyfikowano kilka powtorzen
motywow wigzacych cholesterol, nalezagcych do dwoch gtownych typow: CRAC (ang.
Cholesterol Recognition/interaction Amino acid Consensus sequence) i CARC (Rysunek

IV-14). CRAC jest najlepiej opisang w literaturze domena odpowiedzialng za wigzanie
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cholesterolu [87]. Jest to liniowy motyw o sekwencji (L/V)-X15-(Y)-X15-(K/R)
zidentyfikowany m.in. w biatkach Ce-CHUP-1 i Hs-SIDT1. Motyw CRAC wykazuje
szczegOlnie silne powinowactwo do cholesterolu znajdujacego si¢ w blonach
komorkowych [88]. Domena CARC posiada podobne wlasciwosci jak CRAC, wykazuje
jednak odwrotng orientacj¢ wzdtuz tancucha polipeptydowego tj. (K/R)-X1-5-(Y/F)-X1-5-
(L/V), stad jej nazwa [89].

Analiza topologii biatek

Topologi¢ analizowanych biatek przewidziano z wykorzystaniem narzedzia Protter [90],
ktére wykorzystuje: zarowno informacje o topologii biatek pochodzace z zewngtrznych
baz danych (gltéwnie UniProt), jak roéwniez dane eksperymentalne np. z bazy
PeptideAtlas [91]. Smed-SIDT1-3 wykazujg budowe wielodomenows, transbtonowg
(Rysunek 1V-14). Topologia biatek Smed-SIDT1 oraz Smed-SIDT?2 jest bardzo podobna
do topologii Ce-SIDT-1, Ce-CHUP-1 oraz Hs-SIDT1. Wszystkie ww. bialka posiadajg
11 domen transbonowych, duza N-koncowa domene zewnatrzkomorkowa oraz niewielka
domeng cytoplazmatyczng. W porownaniu do nich, Smed-SIDT3 posiada 13 domen
transblonowych. Dwie dodatkowe domeny, ktérych brak w pozostatych porownywanych
biatkach, powstaty z udzialem aminokwasow z N-koncowego fragmentu Smed-SIDT3

kosztem skrécenia domeny zewnatrzkomoérkowe.
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Rysunek 1V-14. Przewi

Topologia biatek Smed-SIDT1-3, Ce-SID-1, CHUP-1, Hs-SIDT1 zostata okreslona za pomocg

sygnalnych

— motyw CARC, a granatowym

Manualnie wprowadzono koordynaty peptydow
, seledynowym

[90].
zidentyfikowanych w programie SignalP3.0 [92] oraz motywoéw wigzacych cholesterol

zidentyfikowanych przy uzyciu programu fuzzpro [93]. Kolorem czerwonym oznaczono peptyd

sygnalny, zielonym - miejsca N-glikozylacji

motyw CRAC.

programu Protter
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Ce-SID-1 CHUP-1 Hs-SIDT1

Peptyd sygnalny

Przestrzen
zewnatrzkomérkowa

Btona komdrkowa

Przestrzen
wewnatrzkomoérkowa

Smed-SIDT1 Smed-SIDT2 Smed-SIDT3

Rysunek 1V-15. Modele struktury trzeciorzedowej bialek z rodziny SID-1

Modele trojwymiarowe biatek Ce-SID-1, Ce-CHUP-1, Hs-SIDT1, Smed-SIDT1-3 zostaty
wygenerowane z wykorzystaniem narzedzia trRosetta. Zastosowano gradient kolorystyczny
rozpoczety kolorem granatowym (koniec N biatka) a zakonczony kolorem czerwonym (koniec C
biatka) z uwzglednieniem zmiany koloru dla poszczego6lnych domen.

Na podstawie wygenerowanych modeli 3D wszystkich biatek mozemy
postulowaé znaczne podobienstwo w ich budowie (Rysunek 1V-15). Biatka mozna
podzieli¢ na trzy fragmenty, zewnatrzkomérkowy zakonczony alfa helisag na N-koficu,
transmembranowy skltadajacy si¢ z kilkunastu domen transmembranowych oraz
wewnatrzkomorkowy z C-koncem. Struktura 3D biatek dodatkowo pozwolita
uwidoczni¢ charakterystyczny motyw beta kartki pojawiajacy si¢ po fragmencie peptydu

sygnalnego.
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IVV-4. Charakterystyka funkcjonalna genéw Smed-sidt1-3

Zgromadzone  wyniki  dotyczace (i) wzoré6w  akumulacji  transkryptow,
(if) przewidywanej struktury biatek oraz (iii) ontologii gendéw pod katem funkcji
pelnionych w komorce, wydajg sie¢ wskazywac na zaangazowanie genow Smed-sidtl-3
w proces transportu dsRNA i ich udzial w RNAi. W celu weryfikacji tej hipotezy
I sprawdzenia, czy biatka Smed-SIDT1-3 petnig role kanatéw importujacych dSRNA do
komorek zastosowano dwa modele badawcze: (i) S. mediterranea (ii) komorki
embrionalne D. melanogaster S2, ktore pozbawione sg homologéw SID-1 i posiadajg

ograniczong zdolno$¢ do pobierania RNA z medium komérkowego [20].
Charakterystyka funkcjonalna Smed-sidt1-3 in vivo w modelu S. mediterranea

RT-gPCR jest jedng z podstawowych metod szybkiego i niezawodnego oznaczania
ilosciowego ekspresji gendéw. Aby przeprowadzi¢ doktadng analiz¢ wzglednej ekspresji
genéw w roéznych probkach, tkankach lub warunkach eksperymentalnych, nalezy uzy¢
gendow referencyjnych w celu znormalizowania zmiennosci pomiedzy poszczegdlnymi
powtdrzeniami. Biorac pod uwage, iz RT-qPCR nie byl do tej pory powszechnie
wykorzystywany w badaniach S. mediterranea oraz fakt, iz w niniejszej pracy metoda ta
zostata wybrana jako podstawowa technika pomiaru poziomu transkryptow na potrzeby
analiz funkcjonalnych, przed przystapieniem do zasadniczej cz¢s$ci badan konieczne byto
przeprowadzenie wstepnych analiz majacych na celu wybranie genu referencyjnego.
W tym celu sprawdzono, jak stabilna w wybranych warunkach jest ekspresja genow
kodujacych nastepujace biatka: PIWI (ang. piwi-like protein 1) , czynnik elongacyjny 2
(EF-2, ang. elongation factor 2), B-katenine, fosforylazg urydyny (UDP,ang. uridine
phosphorylase), tubuling (ang. tubulin). Poziom akumulacji transkryptow ww. genoéw
mierzono metoda RT-qPCR w materiale izolowanym z wyptawkow typu dzikiego,
wyptawkow bedacych w fazie aktywnej regeneracji (od 1 do 3 dni po amputacji glowy),
wyptawkow, ktorym podano kontrolny dsSRNA GFP.

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, iz wymagania stawiane genom
referencyjnym — wzgledng stabilno$¢ poziomu mRNA niezaleznie od warunkow —
spetniajag geny dla tubuliny i EF-2 (Rysunek 1V-17). Arbitralnie, do dalszych

eksperymentéw wybrano EF-2.
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Rysunek 1V-16. Analiza stabilnosci ekspresji genow referencyjnych

Analiza stabilno$ci ekspresji genow w wybranych warunkach fizjologicznych. Dla kazdego genu
obliczono stabilno$¢ ekspresji definiowang jako In(1/M), gdzie warto$¢ M jest $rednig
arytmetyczng wszystkich wariacji pomiedzy parami analizowanych transkryptow. Im nizsza
warto$§¢ M, tym bardziej stabilny jest gen odniesienia. Analiz dokonano za pomoca narzgdzia
CFX Maestro (Bio-Rad).

Smed-sidt (RNAI) (n=15) Obserwacja fenotypu

Q\ K & i &6&7 | ciecie (n=10)

Dzien 1 2 3 4 8 16

Iniekcja ! Regeneracja

olacia XNA
» RT-qPCR
(n=5) d

Inkubacja

Rysunek 1V-17. Ocena wydajnosci wyciszania ekspresji genéw Smed-sidtl-3
z wykorzystaniem metody dojelitowej iniekcji dSRNA

Schemat eksperymentu zaktadal wprowadzenie na drodze iniekcji do ciata wyptawka (n = 15)
dsRNA o sekwencji komplementarnej do fragmentu badanego genu. Iniekcje wykonywano
pigciokrotnie w dniu 1, 2, 3, 6 i 7. Po tym czasie wyplawki cigto (n = 10) lub usmiercano i
izolowano z nich RNA (n =5). Cigte wyptawki monitorowano przez kolejne 8 dni. Wyizolowany
catkowity RNA wykorzystywano do analizy poziomu ekspresji Smed-sidt1-3 metoda RT-gPCR.

Analiza funkcjonalna genéw Smed-sidt1-3 w modelu S. mediterranea zaktadata
wyciszanie ich ekspresji poprzez indukcj¢ RNAI za pomoca dsRNA wstrzykiwanego do
$wiatla jelita. W celu opracowania optymalnego schematu eksperymentu oraz okreslenia,
czy wyciszenie Smed-sidtl-3 nie wplywa negatywnie na regeneracje wyptawkow
przeprowadzono wstepne testy zgodnie z planem zaprezentowanym na Rysunku 1V-17.
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Kazdorazowo do eksperymentu wykorzystywano 15 wyplawkoéw, ktorym
podawano raz dziennie przez trzy nastgpujace po sobie dni (dni 1-3) dSRNA o sekwencji
komplementarnej do fragmentu transkryptow Smed-sidt1-3. Nastepnie po dwudniowej
przerwie (dni 4-5) stosowano tzw. dawki przypominajace (dni 6-7). Dzien po podaniu
ostatniej dawki (dzien 8) z pigciu wyptawkow izolowano RNA w celu okreSlenia
wzglednego poziomu ekspresji wybranych genéw metoda RT-qPCR. Pozostate 10
wyptawkow cigto wzdhuz osi poprzecznej ciata 1 obserwowano przebieg ich regeneracji
przez kolejne 8 dni. Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze zastosowany
schemat iniekcji (Rysunek 1VV-17) pozwolit wyciszy¢ ekspresje badanych genow w 67%
dla Smed-sidtl, 65% dla Smed-sidt2 i 72% dla Smed-sidt3, w porownaniu do kontrolnych
wyplawkow typu dzikiego, ktorym nie podawano dsRNA (Rysunek 1V-18). Na
przyktadzie Smed-sidt2 wykazano, Ze efekt inhibicji utrzymywat si¢ az do 14 dni po
ostatnim podaniu indukujacego wyciszanie dsRNA (Rysunek 1V-19).
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Rysunek 1V-18. Wydajno$¢ wyciszania ekspresji genow Smed-sidt1-3

Analiza poziomow ekspresji A — Smed-sidtl, B — Smed-sidt2, C — Smed-sidt3 metoda RT-qPCR
na materiale izolowanym z wyptawkow, ktorym pieciokrotnie podano dSRNA komplementarny
do wskazanego transkryptu (A4Smed-sidtl-3). Wyniki normalizowano wzglgdem poziomu
transkryptu ef-2. Wykresy przedstawiajg $rednia + odchylenie standardowe obliczone na
podstawie wynikéw pochodzacych z trzech niezaleznych powtérzen biologicznych, w ktérych
analizowano zawsze 5 wyptawkow. Istotnos¢ statystyczng okreslano wzgledem probki WT,
stosujac jednoczynnikowa analiz¢ wariancji (test one-way ANOVA) i korekte Bonferroniego,
**%(p<0,001).
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Obserwacja wyptawkow przecigtych na poét w dniu 8 (Rysunek IV-17) nie
wykazata zadnych zauwazalnych zmian fenotypowych w zakresie procesu regeneracji.
Organizmy, u ktorych wyciszano geny Smed-sidt1-3, po 8 dniach odtworzyly utracone
czesci ciala podobnie jak wyptawki typu dzikiego (Rysunek 1V-20). Nie stwierdzono
réwniez, zeby inhibicja Smed-sidt1-3 wywotywata zmiany behawioru S. mediterranea
tzn. nie zaobserwowano znamion zaburzonej fotofobii, spadku zainteresowania

pokarmem czy zdolnos$ci do jego pobierania.
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Rysunek 1V-19. Trwalos¢ efektu wyciszenia ekspresji Smed-sidt2 u wyptawkéw, ktorym na
drodze iniekcji podano dsRNA

Analiza poziomu ekspresji Smed-sidt2 w materiale izolowanym w r6znych punktach czasowych
z wyptawkow, ktorym podano dsSRNA komplementarny do wyciszanego transkryptu (ASmed-
sidt2). Poziom ekspresji okreslono metoda RT-qPCR. Wyniki normalizowano wzgledem
poziomu transkryptu ef-2. Wykresy przedstawiajg $rednig + odchylenie standardowe obliczone
na podstawie wynikoéw pochodzacych z trzech niezaleznych powtorzen biologicznych, w ktorych
analizowano zawsze 5 wyptawkow. Istotnos¢ statystyczng okreslano wzgledem probki WT,
stosujac jednoczynnikowa analiz¢ wariancji (test one-way ANOVA) i korekte Bonferroniego,
w przypadku wszystkich probek wyniosta ona p < 0,001 (***). Dpi — dzien od ostatniej iniekcji.
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Rysunek 1V-20. Weryfikacja wplywu wyciszenie ekspresji Smed-sidt1-3 na proces
regeneracji

Zdjecia dokumentujace proces regeneracji czesci glowowej S. mediterranea. WT — wyptawki
typu dzikiego, ASmed-SIDT1-3 — wyptawki, w ktorych wyciszono ekspresj¢ odpowiednio Smed-
sidt1-3. Dpc — dni po dekapitacji (ang. day post-cutting).

Przetestowany schemat wyciszania (Rysunek 1V-17), cho¢ wydajny, wymagat
pigciokrotnego podania dsRNA przez siedem dni. Aby skroci¢ procedure, zdecydowano
si¢ zintensyfikowa¢ podawanie dsRNA do dwoéch razy w ciggu doby, zachowujac
minimum siedmiogodzinny odstep czasu pomigdzy poszczegdlnymi iniekcjami.
Poréwnanie wydajnosci dwoch schematow podawania dsRNA: 2 dni po 2 iniekcje
dziennie (2x2) oraz 3 dni po 2 iniekcje dziennie (3x2) wykazato, ze oba modele pozwolity
na wydajne obnizenie poziomoéw wszystkich trzech badanych transkryptéw o ponad 50%
(Rysunek IV-21). Okazaty si¢ wiec skuteczniejsze niz pierwotnie testowany schemat
siedmiodniowy (Rysunek IV-18). Nie stwierdzono istotnych réznic pomigdzy schematem
dwudniowym i trzydniowym, stad na dalszych etapach zdecydowano si¢ stosowac ten

pierwszy.
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Rysunek 1V-21. Poziom ekspresji genéw Smed-sidt u S. mediterranea poddanych czynnikowi
stresowemu — przerwanie ciaglosci warstw ciala

Analiza pozioméw ekspresji genéw: A — Smed-sidtl, B — Smed-sidt2, C — Smed-sidt3. Materiat
do analiz prowadzonych metoda RT-gqPCR izolowano z wyptawkow, ktorym podano dsRNA
komplementarny do wskazanego transkryptu (4Smed-sidt1-3) w schemacie 2x2 lub 3x2. Wyniki
normalizowano wzgledem poziomu transkryptu ef-2. Wykresy przedstawiaja $rednig =+
odchylenie standardowe obliczone na podstawie wynikow pochodzacych z trzech niezaleznych
powtodrzen biologicznych, w ktorych analizowano zawsze 5 wyptawkow. Istotnos¢ statystyczna
okreslano wzgledem probki WT, stosujac jednoczynnikowa analizg¢ wariancji (test one-way
ANOVA) i korekte Bonferroniego, w przypadku wszystkich prébek wyniosta ona p < 0,001
(***). Dpi — dzien od ostatniej iniekc;ji.

Dodatkowo, dla proéb pochodzacych ze schematu 2x2 sprawdzono, czy
wycieszenie ekspres;ji jednego z analizowanych genéw Smed-sidt1-3 wplywa na poziom
ekspresji dwoch pozostatych homologéw. Analiza wynikoéw RT-qPCR wykazata, ze
w wyptawkach, w ktorych dochodzi do wycieszenia ekspresji Smed-sidtl obnizeniu o ok.
50% ulega rowniez poziom transkryptu Smed-sidt3 (Rysunek IV-22A). W przypadku
inhibicji ekspresji Smed-sidt2 spada rowniez poziom transkryptow Smed-sidtl i Smed-
sidt3 (Rysunek 1V-22B). Wyciszenie ekspresji Smed-sidt3 nie wptywa na poziom
ekspresji Smed-sidtl i ma niewielki wptyw na poziom ekspresji Smed-sidt2 (spadek
0 20%) (Rysunek 1\VV-22C).
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Rysunek 1V-22. Analiza pozioméw ekspresji Smed-sidt1l-3 w ukladach z wyciszonym
wybranym genem

A-C — Analiza pozioméw ekspresji wskazanych genéw metoda RT-gPCR. A — wyptawki
z wyciszang ckspresja Smed-sidtl, B — wyplawki z wyciszang ekspresja Smed-sidt2, A —
wyplawki z wyciszang ekspresja Smed-sidt3. Material do analiz izolowano z wyptawkow
nastrzykiwanych dsRNA w schemacie 2x2.Wyniki uzyskane dla poszczegdlnych transkryptow
normalizowano wzgledem poziomu transkryptu ef-2. Wykresy przedstawiajg S$rednig =+
odchylenie standardowe obliczone na podstawie wynikoéw pochodzacych z trzech niezaleznych
powtorzen biologicznych, w ktorych analizowano zawsze 5 wyptawkow. Istotno$é statystyczng
okreslano wzgledem probki WT, stosujac jednoczynnikowa analizg¢ wariancji (test one-way
ANOVA) i korekte Bonferroniego. p w przypadku zadnej ze zmian nie stwierdzono istotnosci
statystycznej, p < 0,05 (*), p < 0,001 (**), ns — brak istotnosci.

Iniekcja dsSRNA powoduje przerwanie ciaggtosci powierzchni ciata wyptawka na
skutek czego dochodzi do uruchomienia programéw transkrypcyjnych zwigzanych
zregeneracjag [94]. Podwyzszeniu ekspresji ulegaja m.in. niektore czynniki
transkrypcyjne. Analiza poziomow ekspresji Smed-sidt1-3 w wyptawkach poddanych
jedynie naktuciu w schemacie 2x2 lub 3x2 nie wykazata istotnych statystycznie zmian
(Rysunek 1V-23A-C). Nie stwierdzono tez, aby wprowadzenie do badanego organizmu
dsRNA (dsRNA EGFP) niewykazujacego komplementarnosci do analizowanych
transkryptow, zmieniato poziomy ich akumulacji (Rysunek IV-23D-F).
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Rysunek 1VV-23. Profile ekspresji genow Smed-sidt1-3 w odpowiedzi na ran¢ punktowa lub
nastrzykniecie obcym dsRNA

A-C — Analiza pozioméw ekspresji genéw: A — Smed-sidtl, B — Smed-sidt2, C — Smed-sidt3
w materiale izolowanym z wyptawkow nakluwanych w schemacie 2x2 lub 3x2. Poziom
akumulacji transkryptow okreslono metoda RT-gPCR. D-F — Analiza poziomoéw ekspresji
gendow: D — Smed-sidtl, E — Smed-sidt2, F — Smed-sidt3 w materiale izolowanym z wyptawkow
nastrzykiwanych dsRNA EGFP w schemacie 2x2 lub 3x2. Poziom akumulacji transkryptow
okreslono metoda RT-gPCR. Wyniki uzyskane dla poszczegolnych transkryptow normalizowano
wzgledem poziomu transkryptu ef-2. Wykresy przedstawiajg srednig + odchylenie standardowe
obliczone na podstawie wynikow pochodzacych z trzech niezaleznych powtorzen biologicznych,
w ktorych analizowano zawsze 5 wyplawkow. Istotnos¢ statystyczng okre§lano wzgledem probki
WT, stosujac jednoczynnikowa analize¢ wariancji (test one-way ANOVA) 1 korekte
Bonferroniego, w przypadku zadnej ze zmian nie stwierdzono istotnos$ci statystyczne;j.

Po optymalizacji schematu wyciszania ekspresji Smed-sidt1-3, przystapiono do
analizy funkcjonalnej tych gendéw 1 sprawdzenia, czy sa zaangazowane w transport
dsRNA ze $wiatla jelita. W tym celu wykorzystano dobrze poznany uktad, w ktérym
wyciszenie ekspresji f-kateniny (f-cat) zaburza proces definiowania polarnosci ciata
wyptawka, w efekcie czego fragmenty posiadajace glowe, zamiast brakujacego ogona,
wyksztatcaja druga gltowe (Rysunek IV-24A). Schemat eksperymentu zaklada
wyciszanie ekspresji Smed-sid1-3 poprzez nastrzykiwanie odpowiednim dsRNA,
a nastepnie karmienie wyptawkow dsRNA p-cat, cigcie na pot 1 obserwacje regeneracji
(Rysunek 1V-24B). W przypadku, gdy obnizenie ekspresji Smed-sid1l, Smed-sid2 lub
Smed-sid3 skutkowatoby zaburzeniem zdolnosci S. mediterranea do wchtaniania dsSRNA
z jelita, karmienie wyptawkow dsRNA pg-cat nie powinno prowadzi¢ do wyksztatcenia

typowych dla zwierzat AS-cat dwugtowych fenotypow (Rysunek 1V-24B).
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Rysunek 1V-24. Model Ag-cat S. mediterranea

A — schemat obrazujgcy prawidlowy przebieg regeneracji S. mediterranea (WT) oraz zaburzong
regeneracje u zwierzat z wyciszong ekspresjg f-cat (Ap-cat). B — schemat przedstawiajacy
koncepcje badan funkcjonalnych Smed-sidtl-3 z wykorzystaniem modelu A S-cat.

W pierwszym etapie zweryfikowano wydajno$¢ wyciszania ekspresji f-cat
poprzez jednokrotne lub trzykrotne karmienie dsRNA. Wykazano, iz jedna dawka
pokarmu zawierajaceg0 dSRNA f-cat jest wystarczajaca, aby obnizy¢ poziom transkryptu
p-cat o ponad 70% (Rysunek IV-25A), co skutkowalo wystgpieniem dwuglowego
fenotypu u 100% badanych wyplawkow (Rysunek IV-25B). Obnizony poziom ekspresji
obserwowany byl juz 1 dzien po karmieniu i utrzymywat si¢ co najmniej 3 dni po
karmieniu (Rysunek 1V-25A). Nie stwierdzono istotnych réznic w wydajnosci RNAi
w przypadku zwierzat karmionych jeden raz 1 trzykrotnie, stad do dalszych

eksperymentdéw zdecydowano si¢ stosowac pierwszy schemat.
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Rysunek 1V-25. Wyciszanie ekspresji genu g-cat poprzez karmienie S. mediterranea
modyfikowanym pokarmem zawierajacym dsRNA

A —Wyniki analizy poziomu ekspresji -cat metodg RT-qPCR. Materiat do analiz byt izolowany
w dwoch punktach czasowych, z wyplawkow karmionych jednokrotnie lub trzykrotnie
pokarmem zawierajacym dsRNA komplementarny do transkryptu f-cat . Wyniki normalizowano
wzgledem poziomu transkryptu ef-2. Wykresy przedstawiajg $rednig = odchylenie standardowe
obliczone na podstawie wynikow pochodzgcych z trzech niezaleznych powtdrzen biologicznych,
w ktérych analizowano zawsze 5 wyptawkow (n = 5). Istotno$¢ statystyczng okreslano wzgledem
probki WT, stosujac jednoczynnikowa analiz¢ wariancji (test one-way ANOVA) i Kkorekte
Bonferroniego, ***(p < 0,001). Dpf — dni po karmieniu. B — wynik analizy fenotypow
wyplawkow traktowanych j.w. Wykresy przedstawiaja wyniki pochodzace z trzech niezaleznych
powtodrzen biologicznych, w ktorych analizowano tacznie 30 wyplawkow.

W kolejnym etapie przystapiono do eksperymentu wiasciwego, polegajacego na
sprawdzeniu, czy wyciszenie ekspresji Smed-sidtl-3 wptynie na zdolnos¢ komorek
wyptawka do pobierania dSRNA p-cat ze swiatla jelita i/lub og6lnoustrojowy transport
sygnatldéw wyciszajacych. Kazdorazowo grup¢ badang stanowito 15 wyplawkow.
Podawano im na drodze iniekcji dsRNA indukujacy wyciszanie Smed-sidt1-3. Oprocz
zoptymalizowanego wczesniej schematu 2 iniekcje x 2 dni (Rysunek IV-21), zwanego
dalej ,,podstawowym” zdecydowano si¢ stosowac rownolegle zmodyfikowane schematy:
,minimalny” — 2x1 i ,,wzmocniony” — 2x2+1 (Rysunek 1V-26). Dzien po ostatnim
nastrzyknigciu w schemacie podstawowym lub minimalnym, lub 6 h po ostatnim
nastrzyknieciu w przypadku schematu wzmocnionego, wyptawkom podawano pokarm
zawierajagcy dsRNA f-cat. Po calonocnej inkubacji, 5 wypltawkoéw usmiercano
I izolowano z nich RNA na potrzeby analiz RT-gPCR poziomu wybranego transkryptu
Smed-sidtl-3 i p-cat, natomiast 10 wyptawkéw cigto wzdluz krotszej osi ciala
i poddawano obserwacji przez kolejne 8 dni (Rysunek 1V-26).
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Grupa badana obejmowata rowniez trzy grupy kontrolnych wyptawkow. Pierwsza
z nich stanowity wyptawki, ktérym na drodze iniekcji podano wode wedtug schematu
podstawowego oraz karmionno je niemodyfikowanym pokarmem (WT), drugg —
wyptawki ktorym podano dsRNA Smed-sidtl-3 wedlug schematu podstawowego
(ASmed-sidt1-3) po czym ich nie karmiono, trzecig — wyptawki, ktorym podano wode wg
schematu podstawowego, a nastepniekarmiono je dsSRNA p-cat (Ap-cat) (Rysunek 1V-
26).

0 1 2 3
l
Iniekcja Karmienie Regeneracja
‘ dsRNA Smed-sidt1-3 (n=15) ‘ dsRNA B-cat Obserwacja fenotypu ‘

[Podsawowy |48, W, L cieie (n=10)
&%\ — izolacja RNA (n=5) ——> RT-qPCR
o N R

Rysunek 1V-26. Szczegétowy schemat eksperymentu weryfikujacego zaangazowanie Smed-
sidt1-3 w proces transportu dsRNA

Stosowano trzy schematy nastrzykiwania wyptawkow dsRNA Smed-sitd1-3 w celu wywotania
RNAI: podstawowy, minimalny, wzmocniony. Nastepnie zwierzetom podawano modyfikowany
pokarm zawierajacy dsRNA p-cat. 10 osobnikow z kazdej grupy badanej bylo cietych
i poddawanych obserwacji w trakcie regeneracji, a 5 bytlo u$miercanych w celu okreslenia
poziomu Smed-sidt1-3 oraz -cat technika RT-qPCR.

W przypadku zwierzat z wyciszong ekspresja Smed-sidtl (Rysunek 1V-27A), po
podaniu zmodyfikowanego pokarmu zawierajacego dsRNA p-cat nie obserwowano
inhibicji ekspresji S-cat, jak to miato miejsce w przypadku zwierzat kontrolnych Ap-cat
(iniekcja woda i karmienie dsRNA p-cat) (Rysunek IV-27B). Obnizenie wydajnosci
RNAIi p-cat nie bylo zalezne od przyjetego schematu wyciszania Smed-sidtl.
W przypadku kazdego z nich, poziom mRNA f-cat ksztaltowat si¢ na poziomie ok. 90-
100% w porownaniu do wyptawkow kontrolnych typu WT 1 byt o ok. 50% wyzszy niz
u kontroli typu Ap-cat (Rysunek IV-27B). Nie stwierdzono, aby samo wyciszenie
Smed-sidtl jakkolwiek wptywato na poziom ekspresji f-cat (Rysunek 1V-27B).

Wyniki analizy poziomu transkryptu S-cat korespondowaty z badaniami fenotypu
— w grupie kontrolnej, karmionej wylacznie dsRNA f-cat obserwowano dwuglowy
fenotyp charakterystyczny dla mutantoéw Ap-cat u niemal 100% zwierzat (Rysunek V-
27C). W przypadku zwierzat z wyciszong ekspresja Smed-sidtl, karmionych dsRNA
p-cat, dwuglowy fenotyp wystepowal u mniejszej liczby zwierzat — od ok. 25%
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wyptawkow w przypadku zastosowania schematow: minimalnego (Rysunek 1V-27D) lub
podstawowego (Rysunek 1V-27E), do 55% — w przypadku schematu wzmacnianego
(Rysunek [V-27F). Co ciekawe wsérod dwuglowych wypltawkow obserwowano
wystepowanie cyklopi w obrebie zregenerowanej gtowy (Rysunek 1V-27G). Cyklopy
stanowity ok. 10% dwuglowych wyptawkow z grupy kontrolnej typu Ap-cat (Rysunek
IV-27C) i ok. 65% dwuglowych wyplawkow z wyciszong ekspresjg Smed-sidtl (Rysunek
IV-27D-E). W grupie kontrolnej typu ASmed-sidtl (wyptawki niekarmione dSRNA
S-cat) nie stwierdzono zadnych zaburzen w regeneracji zgodnie z wcze$niejszymi

obserwacjami (Rysunek 1V-20).
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Rysunek 1V-27. Wplyw inhibicji Smed-sidtl na zdolnos¢ S. mediterranea do pobierania ze
srodowiska i ogélnoustrojowego transportu dsRNA

Analiza poziomu ekspresji A — Smed-sidtl oraz B — -cat metodag RT-qPCR. Materiat do badan
izolowano z wyptawkow, ktorym podawano dsRNA Smed-sidtl wg jednego z trzech schematow
(Minimalnego, Podstawowego, Wzmocnionego) oraz karmiono dsRNA p-cat. ASmed-sidtl —
grupa kontrolna z wyciszona ekspresja Smed-sidtl; Ap-cat — grupa kontrolna z wyciszona
ekspresja f-cat. Wyniki uzyskane dla poszczegolnych transkryptow normalizowano wzgledem
poziomu transkryptu ef-2. Wykresy przedstawiajg Srednig + odchylenie standardowe obliczone
na podstawie wynikow pochodzacych z trzech niezaleznych powtorzen biologicznych, w ktérych
analizowano zawsze 5 wyplawkow. Istotnosc¢ statystyczng okreslano wzgledem grupy kontrolnej
WT, stosujac jednoczynnikowa analize wariancji (test one-way ANOVA) 1 korekte
Bonferroniego, p < 0,05 (*), p < 0,001 (*¥*), p < 0,001 (***). C-F — Analiza fenotypu
S. mediterranea po regeneracji. C — wyptawki z wyciszong ekspresja f-cat D-E — wyptawki
z wyciszong ekspresja Smed-sidtl wg wskazanego schematu i karmione dsRNA p-cat. Wykresy
przedstawiaja sumaryczng liczbe wyptawkow wykazujacych dany fenotyp w trzech niezaleznych
powtorzeniach biologicznych, w ktérych analizowano facznie 30 wyptawkow.
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W grupie zwierzat z wyciszong ekspresja Smed-sidt2 (Rysunek [V-28A)
I karmionych dsRNA f-cat stwierdzono obnizenie wydajnosci RNAI S-cat o ok. 20-35%
w poréwnaniu do grupy kontrolnej typu AS-cat (wyptawki z iniekcjg wody i karmione
dsRNA p-cat) (Rysunek IV-28B). Najmniejsza roznice miedzy grupg badang a ww.
kontrolg stwierdzono w przypadku wyciszania Smed-sidt2 wg schematu minimalnego
(Rysunek 1V-28B), mimo iz to podejscie zapewniato obnizenie poziomu ekspresji Smed-
sidt2 az o ok. 70% w porownaniu z kontrolag typu WT (Rysunek IV-28A), czyli na
podobnym lub nawet nieco nizszym poziomie jak w przypadku pozostalych dwoch
schematow  badawczych  (schemat  podstawowy, schemat  wzmocniony)
(Rysunek 1V-28A). Podobnie jak w przypadku Smed-sidtl, samo wyciszenie Smed-sidt2
bez etapu karmienia wyptawkoéw dsRNA f-cat nie powodowato obnizenia poziomu
ekspresji p-cat (Rysunek 1V-28B).

Obserwacja regenerujacych wyptawkow wykazata, ze dwugltowy fenotyp typowy
dla mutantow Ap-cat pojawial si¢ u zwierzat z wyciszong ekspresjag Smed-sidt2
i karmionych dsRNA p-cat od 2,5 do 4 razy rzadziej niz w grupie kontrolnej, wytgcznie
karmionej dsRNA p-cat (Rysunek IV-28C-F). Dwugtowe osobniki stanowity 36%
zwierzat poddanych wyciszaniu Smed-sidt2 wg schematu minimalnego (z czego ok. 56%
stanowily cyklopy) (Rysunek IV-28D), 20% zwierzat poddanych wyciszaniu wedlug
schematu podstawowego (z czego 90% stanowity cyklopy) (Rysunek 1V-28E), 40%
zwierzat poddanych wyciszaniu wg schematu wzmocnionego (z czego ok. 50% stanowity
cyklopy) (Rysunek 1V-28F). W grupie kontrolnej typu AB-cat (wyptawki wytacznie
karmione dsRNA pg-cat) 100% zwierzat wykazywato dwuglowy fenotyp (z czego 8%
stanowity cyklopy) (Rysunek IV-28C), natomiast w grupie kontrolnej typu ASmed-sidt2
(wyptawki niekarmione dSRNA f-cat) nie obserwowano zadnych zaburzen w regeneracji

zgodnie z wynikami wcze$niejszych analiz (Rysunek 1V-20).
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Rysunek 1V-28. Wplyw inhibicji Smed-sidt2 na zdolnos¢ S. mediterranea do pobierania ze
Srodowiska i ogdélnoustrojowego transportu dsRNA

Analiza poziomu ekspresji A — Smed-sidt2 oraz B — -cat metodg RT-qPCR. Materiat do badan
izolowano z wyptawkow, ktorym podawano dsRNA Smed-sidt2 wg jednego z trzech schematow
(Minimalnego, Podstawowego, Wzmocnionego) oraz karmiono dsRNA p-cat. ASmed-sidt2 —
grupa kontrolna z wyciszong ekspresja Smed-sidtl; Ap-cat — grupa kontrolna z wyciszona
ekspresja f-cat. Wyniki uzyskane dla poszczegdlnych transkryptéw normalizowano wzgledem
poziomu transkryptu ef-2. Wykresy przedstawiaja $rednig + odchylenie standardowe obliczone
na podstawie wynikow pochodzacych z trzech niezaleznych powtorzen biologicznych, w ktérych
analizowano zawsze 5 wyptawkow. Istotno$¢ statystyczng okre$lano wzgledem grupy kontrolnej
WT, stosujac jednoczynnikowa analize wariancji (test one-way ANOVA) i korekte
Bonferroniego, p < 0,05 (*), p < 0,001 (*¥*), p < 0,001 (***). C-F — Analiza fenotypu
S. mediterranea po regeneracji. C — wyptawki z wyciszong ekspresjg f-cat D-E — wyptawki
z wyciszong ekspresja Smed-sidtl wg wskazanego schematu i karmione dsRNA g-cat. Wykresy
przedstawiajg sumaryczng liczb¢ wyptawkow wykazujacych dany fenotyp w trzech niezaleznych
powtorzeniach biologicznych, w ktorych analizowano tgcznie 30 wyptawkow.

W przypadku zwierzat z wyciszong ekspresja Smed-sidt3 (Rysunek IV-29A)
podobne jak dla wariantow Smed-sidtl obserwowano skuteczne obnizenie wydajnoSci
wyciszania f-cat po karmieniu wyptawkoéw dsRNA p-cat w porownaniu do zwierzat
kontrolnych typu Ap-cat (prawidtowy poziom Smed-sidtl) i odtworzenie niemal
fizjologicznego poziomu mRNA p-cat (Rysunek 1VV-29B). Nie stwierdzono rowniez, aby
samo wyciszenie Smed-sidt3 wptywato na poziom ekspresji f-cat (Rysunek 1VV-29B).

W przypadku regeneracji zwierzat z wyciszong ekspresja Smed-sidt3 karmionych
dsRNA p-cat, dwuglowy fenotyp wystepowat od 30% do 50% w zaleznosci od schematu
wyciszania Smed-sidt3 (Rysunek 1V-29D-F). Réwniez w tym przypadku obserwowano
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pojawianie si¢ cyklopow, ktére stanowity od ok. 50% do 70% zwierzat dwugtowych
w przypadku badanych grup i ok. 15% w grupie kontrolnej typu Ag-cat (Rysunek 1V-29).

Podsumowujac, uzyskane wyniki wskazaty, iz obnizenie o ok. 25-40% poziomu
ekspresji Smed-sidtl, Smed-sidt2 lub Smed-sidt3 byto wystarczajace, aby zaburzy¢ proces
pobierania z jelit dSRNA o dhlugosci ~200 pz i/lub jego transportu w organizmie
wyptawka o czym §wiadczylo obnizenie wydajnosci indukcji RNAi f-cat za pomoca
dsRNA podawanego z pozywieniem, obserwowane zaroOwno na poziomie transkryptow

jak i zmian fenotypu regenerujgcych zwierzat.
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Rysunek 1V-29. Wplyw inhibicji Smed-sidt3 na zdolnos¢ S. mediterranea do pobierania ze
Srodowiska i ogdélnoustrojowego transportu dsRNA

Analiza poziomu ekspresji A — Smed-sidt3 oraz B — f-cat metoda RT-qPCR. Materiat do badan
izolowano z wyptawkow, ktorym podano dsRNA Smed-sidt2 wg jednego z trzech schematow
(Minimalnego, Podstawowego, Wzmocnionego) oraz karmiono dsRNA p-cat. ASmed-sidt3 —
grupa kontrolna z wyciszong ekspresja Smed-sidtl; Ap-cat — grupa kontrolna z wyciszona
ekspresja f-cat. Wyniki uzyskane dla poszczegodlnych transkryptéw normalizowano wzgledem
poziomu transkryptu ef-2. Wykresy przedstawiaja $rednig + odchylenie standardowe obliczone
na podstawie wynikéw pochodzacych z trzech niezaleznych powtdrzen biologicznych, w ktdrych
analizowano zawsze 5 wyplawkow. Istotnos¢ statystyczng okreslano wzgledem grupy kontrolnej
WT, stosujac jednoczynnikowa analize wariancji (test one-way ANOVA) i korekte
Bonferroniego, p < 0,05 (*), p < 0,001 (**), p < 0,001 (***). C-F — Analiza fenotypu
S. mediterranea po regeneracji. C — wyptawki z wyciszong ekspresja f-cat D-E — wyplawki
z wyciszong ekspresja Smed-sidt2 wg wskazanego schematu i karmione dsRNA g-cat. Wykresy
przedstawiaja sumaryczng liczbe wyptawkow wykazujacych dany fenotyp w trzech niezaleznych
powtorzeniach biologicznych, w ktérych analizowano facznie 30 wyptawkow.
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Charakterystyka funkcjonalna Smed-sidtl-3 in vitro w modelu komorek S2

D. melanogaster

Szczegdtowa charakterystyki dziatania Ce-SID-1 mozliwa byla dzigki wykorzystaniu
modelu embrionalnych komoérek S2 D. melanogaster . Komorki S2 pobieraja dsRNA
z pozywki hodowlanej w ograniczonym stopniu, proces ten najprawdopodobniej jest
zalezny od endocytozy [95]. Dodatkowo, w genomie D. melanogaster nie
zidentyfikowano homologdw sid-1 [96]. Heterologiczna ekspresja Ce-sid1lw komorkach
S2 znaczaco zwigksza ich zdolno$¢ do wchtaniania dsSRNA [20]. Biorgc powyzsze pod
uwage, zdecydowano si¢ wykorzysta¢ ten model do dalszych analiz funkcjonalnych
biatek Smed-SIDT1-3.

Schemat eksperymentu przedstawiono na Rysunku 1V-30. Komorki S2
poddawano lipofekcji z plazmidem ekspresyjnym kodujacymi wybrane biatko
S. mediterranea z dodatkowym znacznikiem na koncu C (V5-tag) utatwiajacym analizy
na dalszych etapach. Efektywnos¢ transfekcji zweryfikowano z wykorzystaniem metody
RT-gPCR (pomiar poziomu transkryptu Smed-sidt1-3) i western blot (analiza poziomu
biatka).

1. Weryfikacja efektywnosci transfekcji
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= g
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2. Weryfikacja wydajnosci pobierania siRNA
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Rysunek 1V-30. Schemat eksperymentu w komérkach S2 D. melanogaster

Wyniki analizy poziomu transkryptow Smed-sidt1-3 w materiale izolowanym po
48 h od transfekcji komorek S2 wykazaty wysoka wydajnos¢ ekspresji wprowadzonych

transgenow (Rysunek 1VV-30). Dodatkowo, stwierdzono, ze po 72h od transfekcji poziom
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biatlek Smed-SIDT1-3-V5-tag byt wyzszy niz po 48 h (Rysunek 1V-32), stad
zdecydowano si¢ wybra¢ ten punkt czasowy jako poczatek dalszych eksperymentéw
funkcjonalnych,
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Rysunek 1V-31. Ocena wydajnosci transfekcji komorek S2

A-C Porownanie wzglednego poziomu ekspresji A — Smed-sidtl, B — Smed-sidt2, C — Smed-sidt3
w komorkach transfekowanych wektorem ekspresyjnym niosgcym sekwencje kodujaca wskazane
biatko i w komdrkach nietransfekowanych, traktowanych lipofektaming (K+).

Smed-SIDT1 Smed-SIDT2 Smed-SIDT3

N!\!\!\!\

260 kDa

160 kDa i V5 tag

110 kDa
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a-tubulina

Rysunek 1V-32. Potwierdzenie efektywnosci transfekcji komorek S2 plazmidami
zawierajacymi sekwencje kodujace Smed-SIDT1-3

Wynik analizy western blot biatek izolowanych z komoérek transfekowanych plazmidem
niosgcym sekwencj¢ kodujaca Smed-SIDT1-3-V5 lub sekwencje kodujaca EGFP-V5 (K+)
Kontrolg negatywng (K-) stanowily komorki traktowane lipofektaming (czynnik transfekcyjny)
bez DNA. Oczekiwane dlugosci poszczegolnych biatek wynosity kolejno: Smed-SIDT1 — 200,25
kDa, Smed-SIDT2 — 202,24 kDa, Smed-SIDT3 — 206,56 kDa, K+ 211,58 kDa. Trojkatem
oznaczono zmiane¢ czasu (materiat do badan pobierano w dwoch punktach czasowych 72 h po
transfekcji i 48 h). Marker masy molekularnej po lewej stronie od Zelu.

Po 72 h od transfekcji wektorem niosgcym sekwencje kodujaca wybrany Smed-
SIDT1-3 lub wektorem pustym (kontrola WT), do komoérek dodawano Block-IT —
komercyjny preparat siRNA o dilugosci 25 pz znakowany fluoresceing. Inkubacje

prowadzono przez 5 min, 30 min, 60 min oraz 180 min Dodatkowa grupe kontrolng

90



stanowity nietransfekowane komorki typu dzikiego, ktore inkubowano z mieszaning
siRNA i lipofektaminy — odczynnika utatwiajacego wnikanie kwasow nukleinowych do
komorek. W wybranych punktach czasowych komorki ze wszystkich grup wirowano
1 przeptukiwano dwukrotnie 1XPBS, zeby pozby¢ si¢ nadmiarowego siRNA, ktore
pozostalo w medium lub moglo niespecyficznie wigzaé si¢ na powierzchni komorek.
Pelet komorkowy zawieszano w 1 XPBS i analizowano cytometrycznie.

Ilosciowe oznaczenie komorek, ktore pobraty znakowany siRNA bylo
wykonywane za pomocg cytometrii przeptywowej (Guava® easyCyte™ Flow
Cytometers). Kazdorazowo analizowano ok. 5 000 komorek z pojedynczej probki.
Pomiar obejmowat: (i) rozpraszanie $wiatla w zakresie matych katow czotowych (ang.
forward scatter), (ii) rozpraszanie $wiatla pod katem 90° (ang. side scatter),
(iii) natgzenie fluorescencji poszczegdlnych komorek przy uzyciu lasera o dtugosci
488 nm i filtra 695/50. Analiza danych (InCyte 4.5) obejmowata wyznaczenie zalezno$ci
pomigdzy (i) forward scatter i side scatter, na podstawie ktorej okre§lano populacje
komorek pojedynczych, a odrzucano agregaty i fragmenty komoérek oraz (ii) forward
scatter i nat¢zenia fluorescencji, na podstawie ktorej wyznaczano frakcj¢ komorek, ktore
wykazywaty pozytywny sygnat od fluoresceiny.

Uzyskane wyniki wykazaly, ze ekspresja Smed-sidtl-3 w komorkach
S2 D. melanogaster zwigksza ich zdolno$¢ do pobierania siRNA z pozywki hodowlanej
(Rysunek 1V-33).W grupie kontrolnej typu WT poziom $wiecacych komorek nie
przekraczal 5% w zadnym punkcie czasowym (Rysunek 1V-33A), co potwierdzito
znikomg naturalng zdolno$¢ komorek S2 do wchtaniania ze srodowiska RNA o dlugosci
25 pz. Dla wszystkich komoérek Smed-SIDT1+, Smed-SIDT2+, Smed-SIDT3+
obserwowano liniowy wzrost liczby komorek, ktore pobraty znakowany siRNA, w czasie
— po 60 min. ok. 40% komorek w kazdej z ww. prob wykazywalo pozytywny sygnat
pochodzacy od fluoresceiny (Rysunek 1V-33C-E). Efekt ten byt porownywalny do
obserwowanego w przypadku, komorek, w ktorych pobieranie siRNA bylo utatwione
przez zastosowanie lipofekatminy (Rysunek 1V-33B) Dodatkowo, w przypadku komorek
z ekspresja biatek S. mediterranea obserwowano ok. 10% spadek liczby $wiecacych
komorek po 180 min, co moze wskazywaé na uruchomienie mechanizmu usuwania
siRNA z komoérek w przypadku wydtuzonej inkubacji Rysunek 1V-33C-E). Podobnej
zmiany nie obserwowano dla komoérek traktowanych lipofektaming; w tym przypadku
liczba komorek $swiecacych po 60 min i 180 min pozostawata niemal identyczna

(Rysunek 1V-33B).
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Rysunek 1V-33. Analiza funkcjonalna Smed-SID1-3 w komérkach S2 D. melanogaster

Wplyw obecnosci biatek Smed-SIDT1-3 na zdolno$¢ komoérek S2 D. melanogaster do absorbcji
siRNA znakowanego fluoresceing badano z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej. Wykresy
przedstawiaja procent komodrek §wiecacych (fluoro+) mierzony w czterech punktéw czasowych
(5 min, 30 min, 60 min, 180 min). A — komorki typu dzikiego (WT), B — komorki traktowane
lipofektaming i siRNA (K+), C-E — komorki z ekspresja genow Smed-sidt1-3, odpowiednio.
Wykresy przedstawiaja $rednig = odchylenie standardowe obliczone na podstawie wynikow
pochodzacych z dwoch niezaleznych powtdrzen biologicznych.
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V. Dyskusja

Wydaje si¢, ze prawie wszystkie komorki roslinne 1 zwierzece posiadajg maszyneri¢
biatkowa umozliwiajaca biogeneze krotkich regulatorowych czasteczek RNA 1 ich udziat
w procesie specyficznego i efektywnego wyciszania ekspresji genow na drodze RNAi
[97-101]. Zjawisko RNAI zostato zaadaptowane na potrzeby genomiki funkcjonalne;j,
stajac si¢ szybkg i relatywnie tanig metodg obnizania poziomu ekspresji wybranych
gendow. Technologia RNAi posiada rowniez ogromny potencjat w aspekcie jej wdrozenia
w medycynie czy agrobiotechnologii. Jednym z trendéw ostatnich lat, jest np. rozwdj
nowej generacji srodkéw ochrony roslin w postaci opryskow z RNA (ang. sprayed RNA),
ktore zastapityby tradycyjne herbicydy/pestycydy [102]. W ciaggu ostatnich dwoch dekad,
zrozumienie mechanizmu efektorowego RNAi umozliwito rozkwit osobnego nurtu
badan, jakim jest projektowanie, synteza 1 zastosowanie wszelkiego rodzaju
oligonukleotydéw wtaczajacych si¢ w endogenne szlaki RNAi lub zaburzajacych je
(np. syntetyczne siRNA, oligonukleotydy antysensowe, gabki molekularne) [103,104].

Mimo duzego potencjalu aplikacyjnego RNAi, powszechne wykorzystanie tej
technologii zwigzane jest z wieloma wyzwaniami natury naukowo-technicznej
(stabilnos$¢ oligonukleotyddéw, wydajnos¢ dostarczania ich do komorek, selektywnosé
dziatania) i spoteczno-legislacyjnej (sceptycyzm wobec produktow GMO, brak
konsensusu w sprawie niezb¢dnych regulacji prawnych). Aby sprosta¢ tym wyzwaniom,
opracowano migdzy innymi szereg modyfikacji RNA zwigkszajacych stabilnos¢
I selektywnos$¢ oligonukleotydow oraz szereg nanono$nikow ulatwiajgcych transport
RNA do komoérek. Nadal brak jednak pelnej wiedzy na temat molekularnych podstaw
pobierania RNA ze srodowiska i ogolnoustrojowej dystrybucji sygnatow wyciszajacych.
Jedynie pelne wyjasnienie, w jaki sposob procesy te zachodzg i1 dlaczego niektore
organizmy sg zdolne do pobierania kwasow nukleinowych ze §rodowiska 1 rozwoju
systemowej odpowiedzi w postaci zmiany profilu ekspresji gendw, a inne zdaja si¢
niewrazliwe na podobne sygnaly S$rodowiskowe, umozliwi szerokie i1 bezpieczne
wykorzystanie RNAI nie tylko w warunkach laboratoryjnych.

Jednym z modeli badawczych, w ktorych istnieje mozliwos¢ wywotania zjawiska
RNAIi na poziomie catego organizmu poprzez podanie dsRNA metoda iniekcji lub
karmienia jest wyplawek S. mediterranea. Organizm ten stanowi roéwnoczes$nie

doskonaty model do badania plastycznosci tkanek, regeneracji 1 trajektorii rozwojowych
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komorek macierzystych in vivo w dorostym organizmie zwierzgcym i w tym tez celu
wykorzystywany jest w Zaktadzie Biologii Molekularnej i Systemowej ICHB PAN.

Jak dotad w literaturze Swiatowej brak bylo jakichkolwiek informacji dotyczacych
transportu miedzykomoérkowego kwasoéw nukleinowych pobieranych ze $rodowiska
przez S. mediterranea. Majac na uwadze prawie nieograniczone zdolnosci tego
organizmu do regeneracji utraconych czgsci ciala uznali$my, iz pelne zrozumienie
proceséw warunkujacych szereg unikatowych cech wyptawkéw wymaga szczegotowego
poznania biatek S. mediterranea uczestniczacych w procesic eRNAI.

Jednym z  najlepiej  scharakteryzowanych  biatek  uczestniczacych
w migdzykomérkowym transportem dsRNA pobieranego ze $rodowiska jest SID-1,
zidentyfikowany po raz pierwszy u C. elegans. Wykazano, Ze u nicienia biatko to tworzy
kanatl transmembranowy umozliwiajacy pasywny transport dSRNA miedzy komaorkami.
Jak dotad nie zidentyfikowano ortologéw SID-1 u roslin, ale wystgpujg one powszechnie
u zwierzat m.in. ssakow, ryb, owadow (za wyjatkiem muchéwek (tac. Diptera), np.
D. melanogaster) [100,101]. Liczba genow sid-1 w ramach jednej gromady jest zmienna
w zaleznosci od rodzaju lub gatunku. U stawonogow, wsrod pszczot 1 mszyc wystepuje
jeden ortolog sid-1, podczas gdy u jedwabnika morwowego i chrzgszczy trojszykow —
trzy [29]. U ssakow powszechne jest wystepowanie dwoch homologdéw, na przyktad
u cztowieka sa to Hs-SIDT1 oraz Hs-SIDT2 [105,106]. Jak dotad brak doniesien
literaturowych na temat wystgpowania homologow sid-1 u ptazincow.

W ramach niniejszej pracy w genomie S. mediterranea zidentyfikowano trzy
homologi sid-1: SMESG000041575.1, SMESGO000041572.1, SMESG000075887.1
bedace najprawdopodobniej wynikiem duplikacji. Geny te sg Zrédtem co najmniej pigciu
transkryptow. Analiza sekwencji wykazata, Zze dwa =z nich, tj. izoformy
dd Smed v6 6063 koduja identyczne biatko, nazwane Smed-SIDT1. Dwa kolejne
transkrypty, izoformy dd Smed v6 8231, to warianty splicingowe, z ktérych jeden
koduje pelnej dtugosci biatko nazwane Smed-SIDT2, a drugi - biatko skrocone w wyniku
przedwczesne] terminacji translacji. Ostatni ze zidentyfikowanych transkryptow,
dd_Smed_v6 8407 koduje biatko nazwane Smed-SIDT3. Jak wspomniano wyzej,
wystepowanie kilku homologow sid-1 w ramach genomu pojedynczego organizmu jest
powszechne. Podobnie jak wystepowanie wariantow splicingowych czy izoform biatka.
W przypadku ludzkich homologow sid-1 zidentyfikowano dwa warianty transkryptu
Hs-SIDT1 kodujace biatka roznigce si¢ pigcioma aminokwasami oraz az 10 wariantow

splicingowych Hs-SIDT2 kodujacych biatka o dtugosci od 97 do 832 aminokwasow.
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Analiza filogenetyczna wykazata, ze Smed-SIDT1-3 s3 blizsze biatkom
Hs-SIDT1 i Hs-SIDT2 niz Ce-SID-1. Co wigcej, podobnie jak wymienione biatka
ludzkie, wykazujg one wyzsze podobienstwo sekwencji do Ce-CHUP-1 — paraloga
Ce-SID-1 zaangazowanego w transport cholesterolu [89].

Szczegotowe analizy  bioinformatyczne  struktury  pierwszo-, drugo-
| trzeciorzedowej biatek Smed-SIDT1-3 wykazaly, iz posiadajg one cechy
charakterystyczne dla bialek tworzacych kanaty btonowe, w szczegdlnosci kanaty
w btonie komorkowej oraz lizosomalnej. W ich strukturze mozna wyrdzni¢ uktad domen
typowy dla bialek z rodziny SID-1, w tym wystgpowanie duzej domeny
zewnatrzkomorkowej z licznymi miejscami  N-glikozylacji (Ser/Thr) 1 przewaga
aminokwasow zasadowych, utatwiajacych wigzanie dodatnio natadowanych czasteczek
RNA. Dodatkowo, w sekwencji aminokwasowej Smed-SIDT1-3 zidentyfikowano
motywy typu CRAC i CARC [108] wigzace cholesterol, ktore zostaty wczesniej opisane
i funkcjonalnie scharakteryzowane dla bialek Ce-CHUP-1, Hs-SIDT1 i Hs-SIDT2.
Co ciekawe u nicieni wystepuje jasny podziat funkcjonalny - Ce-SID-1 jest kanatem dla
dsRNA, a Ce-CHUP-1 - kanatem dla cholesterolu, natomiast u ssakow obie funkcje sg
laczone w ramach jednego biatka. Analizy struktury Smed-SIDT1-3 wskazuja, iz biatka
te mogg rowniez by¢ dwufunkcyjne [106]. W ramach niniejszej pracy skupiono si¢
jedynie na aspektach zwigzanych z udziatlem Smed-SIDT1-3 w migdzykomdrkowym
transporcie RNA.

Badania funkcjonalne w uktadzie in vivo wykazaly, ze wyciszenie Smed-sid1-3
ogranicza wydajno$¢ indukowania eRNAi poprzez karmienie wyplawkéw dsRNA
0 dlugosci ~200 pz. Niecalkowite zahamowanie wyciszania ekspresji wybranego genu
(f-cat) widoczne zar6wno na poziomie transkryptu jak i charakterystycznego fenotypu,
moze wynika¢ z (i) niepelnego wyciszenia ekspresji Smed-sid1-3, (ii) obecnos$ci
w komorkach bialek Smed-SIDT1-3, ktére powstaty przed przystgpieniem do procedury
wyciszania ekspresji Smed-sid1-3, (iii) istnienia innych, niezaleznych od Smed-SIDT1-3
mechanizmoéw transportu sygnatow wyciszajacych indukujacych eRNAi. Niemniej,
uzyskane wyniki wskazuja, ze biatka Smed-SID1-3 s3 zaangazowane w pobieranie
dsRNA ze $wiatla jelita i/lub ogdlnoustrojowy transport dsSRNA. Zastosowany uktad
badawczy nie pozwala jednoznacznie stwierdzi¢, w ktorym z dwoch wyzej
wymienionych procesow biorg udzial poszczegdlne biatka Smed-SIDT1-3, niemniej,
tkankowo-specyficzne wzory ekspresji poszczegdlnych genow sugeruja mozliwe

scenariusze. Smed-sidtl i Smed-sidt3 ulegaja podwyzszonej ekspresji odpowiednio:
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w parenchymie i w komorkach zlokalizowanych na obwodzie dziata, moglyby wigc by¢
zaangazowane w systemowy transport dSRNA. Wyniki analizy WISH z zastosowaniem
dwoch roznych sond wskazujg lokalizacje jelitowa transkryptu Smed-sidt2, co
sugerowatoby jego mozliwy udziat w pobieraniu dsRNA z jelita. Dane z atlasow
transkryptomicznych (PSCA, Digiworm) wskazuja natomiast na jego lokalizacje
parenchymalng [73,74]. Rozbieznosci pomiedzy uzyskanymi wynikami moga by¢
skutkiem zbyt matej liczby komorek jelitowych w populacji komorek, ktorych
transkryptom podlegal sekwencjonowaniu. W tej sytuacji, mozliwe jest, ze brak danych
(w atlasach transkryptomicznych) uniemozliwit poprawne przypisanie Smed-sidt2 do
klastra jelitowego.

Interesujagcym wynikiem uzyskanym na tym etapie prac byla obserwacja
nietypowego fenotypu - zaburzonej regeneracji glowy z wylacznie jednym okiem.
Jednooki fenotyp byl obserwowany zaréwno w przypadku wszystkich grup badanych
z obnizong ekspresjg jednego z gendéw Smed-sidtl-3 i karmionych dsRNA p-cat, jak
rowniez, grupy kontrolnej z wyciszong ekspresja f-cat, cho¢ w tym ostatnim przypadku
w zdecydowanie mniejszym stopniu. Pojawienie si¢ cyklopéw moze by¢ konsekwencja
czesciowego wyciszenia ekspresji f-cat 1 niepelnego zaburzenia $ciezki sygnatowej f-
cat/wnt [108].

Badania przeprowadzone in vivo potwierdzity powigzanie badanych genow
Smed-sidt1-3 z procesem RNAI u S. mediterranea, jednak nie pozwolilty okresli¢, czy sa
one zaangazowane w proces pobierania RNA przez komorki wyptawka. W zwigzku
ztym zdecydowano si¢ przeprowadzi¢ analizy w prostszym ukladzie in vitro —
w komorkach S2 D. melanogaster, ktore naturalnie maja ograniczong zdolno$¢ do
pobierania RNA z medium hodowlanego. W zastosowanych warunkach
eksperymentalnych, ekspresja Smed-sidt1-3, zwigkszata 0 ponad 40% zdolnos¢ komorek
S2 do importu znakowanego fluorescencyjnie siRNA z pozywki. Wartosci te byty
porownywalne do wydajnosci osiaggnigte] przez komorki typu dzikiego traktowane
liposomami zawierajacymi identyczny RNA. Najwyzszy poziom fluorescencji
obserwowano godzing od ekspozycji komorek na siRNA, po tym czasie dochodzito do
obnizenia intensywnosci sygnalu w komorkach, co sugerowaé¢ moze dwukierunkowos$¢
dziatania Smed-SIDT1-3. W badaniach z udziatem komoérek S2, w przeciwienstwie do
eksperymentow prowadzonych in vivo w modelu S. mediterranea nie stosowano dtugich
czasteczek dsRNA (~200 pz), ale krotkie siRNA (25 pz). Wczesniejsze doniesienia

literaturowe wskazuja na preferencj¢ transportera nicienia Ce-SID-1 do dluzszych
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czasteczek dsRNA (50-500 pz) [27,31]. Ce-SID-1 nie wiagze wydajnie dsSRNA o dlugosci
20-25 pz, podobnie jak krotkich ssSRNA 0 zblizonej wielkosci. Natomiast co ciekawe,
ludzkie biatka Hs-SIDT-1 i Hs-SIDT-2 wydajnie wigzg i transportujg SIRNA i miRNA
[34,109]. W przypadku Smed-SIDT1-3 trudno jednoznacznie okre$li¢ preferencje do
RNA o okreslonej dtugosci lub strukturze. Uzyte w badaniach siRNA bylo znakowane
fluoresceing, barwnikiem obdarzonym tadunkiem ujemnym, moggcym utatwia¢ wigzanie
do dodatnio natadowanej domeny zewnatrzkomérkowej Smed-SIDT1-3. Z drugiej
strony, podobienstwo sekwencyjne Smed-SIDT1-3 do biatek ludzkich (wigksze niz do
biatka C.elegans) moze sugerowaé, ze beda one wykazywaly zblizong preferencje
I selektywnos¢ substratowg. Niewatpliwie, wyjasnienie tej kwestii wymaga dodatkowych
badan, w ktorych wykorzystane zostana czasteczki RNA/DNA r6znej dtugosci. Otwarta
kwestia pozostaje réwniez sposob funkcjonowania Smed-SIDT1-3, wtym np.
mechanizm formowania si¢ kanatu czy jego otwierania. Uzyskane w niniejszej pracy
wyniki wskazuja na to, iz pomigdzy genami Smed-sidtl-3 istnieje pewien rodzaj
hierarchii: wyciszenie Smed-sidt2 negatywnie wptyneto na poziom ekspresji Smed-sidtl
oraz Smedn-sidt3, wycieszenie Smed-sidtl obnizylo poziom transkryptu Smed-sidt3
I jedynie wyciszenie Smed-sidt3 nie wptywalo na ekspresje¢ pozostatych dwoch genow.
Co ciekawe, w zadnym przypadku nie odnotowano indukcji ekspresji w odpowiedzi na
wyciszenie ktoregokolwiek z gendw, co $wiadczy, iz nie dzialaja one redundantnie.
Opisana powyzej wzajemna zalezno$¢ pozioméw transkryptow Smed-sidtl-3 wskazuje
natomiast na mozliwe szeregowe utozenie transporterow Smed-SIDT1-3: od jelitowych
Smed-SIDT2 w komoérkach pobierajgcych RNA ze srodowiska do Smed-SIDT-1
i Smed-SIDT3 ulokowanych w komorkach dystalnych, przyjmujacych RNA. Innym
wyjasnieniem takiego stanu rzeczy jest scenariusz, w ktérym pojedynczy kanat btonowy
jest tworzony przez wigcej niz jeden typ biatka, np. Smed-SIDT2 i Smed-SIDT1. W takim
przypadku, Smed-sidt2, ktory wydaje sie¢ mie¢ najwyzszy poziom w tkankach wyptawka,
mialby tez najwigkszy wpltyw na funkcjonowanie i ekspresj¢ pozostalych genow.
Dowoddéw na poparcie tej hipotezy dostarczaja wyniki badan w C. elegans wskazujace,
na to, iz biatka SID-1 funkcjonuja jako multimery [20]. Dodatkowo, bioobrazowanie
biatek Hs-SIDT1 i Hs-SIDT2 niezwykle czutg technika FRET-FLIM (ang. Foérster
resonance energy transfer by fluorescence lifetime imaging) wykazato, ze oddziatujg one
ze sobg w komorkach [32].

Powszechnos¢ sekwencji kodujacych SID-1 w genomach zwierzat §wiadczy

o tym, iz biorg one udziat w procesach o podstawowym znaczeniu dla funkcjonowania

97



organizmu, sklaniajagc tym samym do postawienia kilku pytan. Jakie znaczenie
biologiczne ma zdolno$¢ zwierzat do pobierania kwasow nukleinowych ze srodowiska?
Jakie jest znaczenie ekologiczne eRNAi1? Czy kanaty typu SID-1 od zawsze petnity role
transporterow RNA? Czy udzial biatek SID-1 w transporcie RNA jest ich podstawowg
funkcja? Dokonana w niniejszej pracy identyfikacja i wstepna charakterystyka biatek
Smed-SIDT1-3 stanowi podwaliny umozliwiajace wykorzystanie S. mediterranea do

dalszych badan mogacych przyblizy¢ nas do uzyskania odpowiedzi na powyzsze pytania.
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V1. Whioski

Badania sktadajace si¢ na niniejsza prace doktorskg pozwolity sformutowac
nastgpujace wnioski:
1. Genom S. mediterranea zawiera trzy homologii Ce-sid-1 nazwane Smed-sidtl, Smed-
sidt2, Smed-sidt3.
2. Geny Smed-sidt1-3 sg blizsze ewolucyjnie ludzkim genom Hs-SIDT1 i Hs-SIDT2 oraz
Ce-chup-1 niz Ce-sid-1.
3. W uzyskanych modelach struktury przestrzennej biatek Smed-SIDT1-3 wystepuje
uktad transblonowych domen charakterystycznych dla kanatéw typu SID-1 z silnie
glikozylowang domeng zewnatrzkomérkowg odpowiadajacg za wigzanie dSRNA. Biatka
Smed-SIDT1-3 posiadaja takze motywy wigzace cholesterol.
4. W odroznieniu od C. elegans, u ktorego wystepuja niezalezne biatka odpowiedzialne
za transport dsRNA i cholesterolu, tj.(Ce-SID-1 i Ce-CHUP-1), u S. mediterranea
podobnie jak u ludzi wystepuja biatka taczace obie te funkcje (Smed-SIDT1-3, Hs-
SIDT1-2).
5. Smed-sidt2 ulega ekspresji w jelitach, gdzie moze uczestniczy¢ w pobieraniu
znajdujgcego si¢ w pokarmie dsRNA. Smed-sidtl oraz Smed-sidt3 wykazuja
parenchymalny wzor ekspresji, co moze sprzyja¢ ich zaangazowaniu w Systemowe
rozprzestrzenianie si¢ sygnalu RNAI.
6. Biatka Smed-SIDT1-3 sg zaangazowane w transport dsSRNA (~200 pz) z jelita i/lub
miedzy komorkami, umozliwiajac systemowy efekt RNAI.
7. Biatka Smed-SIDT1-3 w uktadzie heterologicznym S2 D. melanogaster zwickszaja

zdolnos$¢ komorek do pobierania siRNA o dtugos$ci 25 pz.
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V1. Streszczenie/ Abstract

Rozwoj oraz funkcjonowanie organizmoéw uwarunkowane jest ich zdolnoscig do krotko- i
dlugodystansowego transportu czasteczek modulujacych procesy biologiczne zar6wno na
poziomie pojedynczych komorek, tkanek, jak i catlych organdéw. Biomolekuty o znaczeniu
regulatorowym moga mie¢ charakter endogenny, jak rowniez egzogenny, np. dSRNA pobierany
z pokarmem moze indukowac ogoélnoustrojowe wyciszanie ekspresji genéw w procesie znanym
jako s$rodowiskowa interferencia RNA (eRNAi, ang. environmental RNA interference).

Podstawy molekularne etapu efektorowego eRNAi zostaty dobrze poznane, dzigki czemu
mozliwy byt rozw6j technologii RNAI i jej powszechne zastosowanie do badania funkcji genow.
Pomimo tego, iz technologia RNAI jest praktycznie wykorzystywana od ponad 20 lat, proces
pobierania dsRNA 1 transportu czasteczek sygnatowych pomiedzy komérkami pozostaje wcigz
stabo poznany. Jak dotad najwszechstronniej zostal on zbadany u Caenorhabditis elegans,
u ktorego zidentyfikowano biatka o charakterze transporterow (SID-1) i receptoréw (SID-2)
dsRNA. Zebrane dotychczas dane pozwalajg jednak sadzi¢, iz nie u wszystkich zwierzat
mechanizmy poboru 1 transportu dsRNA sa identyczne jak opisane dla nicienia.

Celem niniejszej pracy byla identyfikacja i charakterystyka bialek odpowiedzialnych za
pobieranie ze srodowiska oraz miedzykomorkowy transport kwasow nukleinowych u wyptawka
Schmidtea mediterranea. Stanowi on jeden z podstawowych modeli stosowanych w badaniach
zjawiska regeneracji oraz rozwoju i funkcjonowania komorek macierzystych. W ramach prac
wykonanych w zwiazku z realizacja niniejszej rozprawy doktorskiej zidentyfikowano w genomie
S. mediterranea trzy sekwencje kodujace homologii SID-1 (biatka Smed-SIDT1-3), nie
stwierdzono natomiast obecno$ci sekwencji kodujacych homologii SID-2. Przeprowadzono
analizy strukturalne in silico oraz funkcjonalnej in vitro i in vivo wszystkich trzech biatek Smed-
SIDT1-3. Uzyskane modele struktury przestrzennej Smed-SIDT1-3 wskazuja, iz posiadajg one
cechy wielodomenowych biatek transmembranowych zdolnych do wigzania zaréwno kwaséw
nukleinowych jak i cholesterolu. Badania in vitro w komoérkach S2 Drosophila melanogaster
potwierdzily zdolno$¢ Smed-SIDT1-3 do transportu siRNA przez blon¢ komoérkowsa. Wykazano
rowniez zaangazowanie bialek Smed-SIDT1-3 w transport dsSRNA w procesie eRNAI
u S. mediterranea.

Zawarte w rozprawie wyniki stanowig zatem doskonaty fundament, na ktorym budowac
mozna dalsze szczegdlowe badania dotyczace roli zjawiska eRNAi w interakcji zwierzat ze

srodowiskiem.
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The development and functioning of organisms are determined by their ability for the
short- and long-range transport of molecules that modulate biological processes at the
level of single cells, tissues, and whole organs. Regulatory biomolecules can be of
endogenous or exogenous origin, for example, dietary dsRNA can induce systemic
silencing of gene expression in a process known as environmental RNA interference
(eRNAI).

The molecular basis of the effector step of eRNAI has been well understood,
which made it possible to develop RNAI technology and widely apply it to study gene
functions. Although RNAI technology has been practically used for more than 20 years,
the process of dSRNA uptake and transport of signalling molecules between cells is still
poorly understood. So far, it has been most extensively studied in Caenorhabditis
elegans, in which dsRNA transporter (SID-1) and receptor (SID-2) proteins have been
identified. However, the data gathered so far suggests that not all animals have the same
dsRNA uptake and transport mechanisms as described for nematodes.

The presented PhD thesis aimed to identify and characterise the proteins
responsible for the import from the environment and intercellular transport of nucleic
acids in the planarian Schmidtea mediterranea. It is known as a basic model to study the
phenomenon of regeneration and stem cell development and function. This study
identified sequences encoding three SID-1 homologues (Smed-SIDT1-3) in the S.
mediterranea genome. However, no sequences encoding SID-2 were found. In silico
structural and functional in vitro and in vivo analyses were performed for all three Smed-
SIDT1-3 proteins. The obtained models indicate that Smed-SIDT1-3 possess features
characteristic of multi-domain transmembrane proteins capable of binding both nucleic
acids and cholesterol. In vitro studies in Drosophila melanogaster S2 cells confirmed the
ability of Smed-SIDT1-3 to transport siRNA across the cell membrane. Further, their
involvement of Smed-SIDT1-3 proteins in dSRNA transport during the eRNAI process
was demonstrated in vivo in S. mediterranea.

The results presented in this thesis provide an excellent foundation for further

research on the role of the eRNAI phenomenon in animal-environment interactions.
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IX. Zalaczniki

Zatacznik 1. Plik tekstowy zawierajacy zgod¢ na wykorzystanie obrazu (dostepny w

wersji elektronicznej pracy).

Zalacznik 2. Lista biatek uzytych do

homologow SID-1.

skonstruowania drzewa filogenetycznego

L. Organizm Nazwa biatka ID sekwencji w zrodtowej bazie danych
Nicienie (Wormbase)

1 Caenorhabditis elegans Ce-SID-1 CE30331

2 Caenorhabditis briggsae Cbr-SID-1 CBP22114

3 Caenorhabditis japonica Cjp-SID-1 JA60059

4 Brugia malayi Bma-SID-1 BM45574

5 Caenorhabditis remanei Cre-SID-1 RP37195

6 Caenorhabditis nigoni Cni-SID-1 Cni-sid-1.2

7 Caenorhahditis elegans Ce-CHUP-1 CE26397

Ssaki (UniProt)

8 Mus musculus Mmus-SIDT1 Q6AXF6

9 Mus musculus Mmus-SIDT2 Q8CIF6

10 Rattus norvegicus Rnor-SIDT1 Q6Q3F5

11 Rattus norvegicus Rnor-SIDT2 D3ZEH5

12 Homo sapiens Hs-SIDT1 QINXL6

13 Homo sapiens Hs-SIDT2 Q8NBJ9

Plazince (PlanMine)*

14 Dugesia japonica Dj-SIDT1 dd_Djap_v4 16500 2_1
15 Dugesia japonica Dj-SIDT2 dd_Djap_v4_28772_1_1
16 Dugesia japonica Dj-SIDT3 dd_Djap_v4 73344 2 1
17 Dendrocoelum lacteum Dlac-SIDT1 dd_Dlac_v9 184150 0 1
18 Dendrocoelum lacteum Dlac-SIDT2 dd_Dlac_v9 190304 0 1
19 Polycelis nigra Pnig-SIDT1 dd_Pnig_v3_5654 1 1
20 Schmidtea polychroa Spol-SIDT1 dd_Dlac_v9 190304 _0_1
21 Schmidtea mediterranea Smed-SIDT1 dd_Smed_v6 6063 0 1
22 Schmidtea mediterranea Smed-SIDT2 dd_Smed v6 8231 0 2
23 Schmidtea mediterranea Smed-SIDT3 dd_Smed_v6_8407_0_1

* sekwencje biatek uzyskano na drodze

translacji in silico najdluzszych ramek odczytu

zidentyfikowanych we wskazanych traknsryptach
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Zatacznik 3. Sekwencje biatek Smed-SIDT1, Smed-SIDT2, Smed-SIDT3, Ce-CHUP-1,
Ce-SID-1, Hs-SIDT1, Hs-SIDT2.

>Smed-SIDT1
MNYYIFILNIFIFTGHSFPTFNIVNFDINETKVVKASHLITTVAVYNYPEEYFLRVFVESKIDILQSLVIIIKDDK
SVVTSFELVRDSNQSVIRAARTICPFLQDSTVGLIRNRTLSIEFSSQSQSAINVSVTVRTINFLISVNDPRNLTITR
NTPYYFLFKFQPTMKEVIVYVDSTDSECMILSIQESVCPIHDISGNVKFKGSYQSVTRSGAMVVQKKHYNSS
NFVIVFTLNSNNYECFNKNLMQKLQKYPPIRKKYITFHVTEIIEDYLLPILGAIGFYLFFYLIFPIISFIYRFYCIKS
SVSENVENSPIAHSDERPVSYETIEERADMKNMSYNDNQSYNIEVSSSVSGNQLAEDNEIIDSGFGVFVHSRL
GNIFVSDLSKKNSALVDRKYFLYLWYVHISVFYSLPVVQLVINYQRTLEVTGNQDICFYNFRCTRPLYVFIAF
NNVMSNCGYVLLGILFTLITWRRHSLYNECKLRLCKKDYNLGIPQYYGLFYAMGVSLTMEGIMSACYHVCP
SHDNFQFDTAYMYILASLCLIKIYQIRHPDIDATAHSFYMTMALFIFIGVIGVVENRLILWIIFTMLYLFGLMFL
SCEIYFLGQWNIDVKVPIQIYNRFKQDKWLILCPDHVVRMIILIFNIVNISFALFGAIIKPSNFSSYFLAIFMINL
LLYFFIYVILKIIYCESIYYLSILYVLIAMVCWGFALYCFIKHPTDWEQSPASSRAFNQNCLLLNFYDIHDIWHF
LSSLSMFFSFMALLNIDDGLFAIERDKIIVF

>Smed-SIDT2
LIMKVLLFILIHNCELFTVENHFYNIYNGIINEVNEMNISVRNTSIIFYEYNNLSTKEAALRVYIECDLKPHESISIII
KQDNSYLLSMELFQINNEVPVKAARTIHLFNEATNHNYSSNHSTSIEVSSKSLRKIAVKIQIKWIDNFLIKLNQ
NQSVSITIYTPVYYLFKFDSKKQTIVIHVQSKDEICMNLGIQNHVEPVQDDYRHIKPYYIHQTMSKETTLVIKK
GKFISSNSILIHIFMLNKMAEKCANFFSLSKKPWPEMKHFNFHITELKTDYMLPIFLAIGFYLSFYVIACLAMVG
DHFIKSVSSENRFRILSDFSSVNSHAGTTKKRCLTQNNPECEKKLIYLSDLTKTNPMHLEQEFFMYIWYLIVISI
FNLPSAIQMIWNFYRNFITNGNQDICFYNFRCARPFFVFPAFNNMISNIGYILLGILFLLITWKKHQRYNSWLN
ELNMSIFYYGLPKYFGLYYAMGFSLLMEGIMSALYHVCPNQSHMIFDQSYKYILVCIMMVQIYQFRHFDITA
SAHLFYISLAIFIFIGVIHQFFQEIFWSLFTVLY MFWTAILMCDIYYFDQFKINIMLPKQVYLVIKSKKWKAFIP
TYKYRMVIVVFALIINGTISIYGILIKPEEFPLFFLTFLSLNLLIYFGYYIVMKAFYKETENKTAIFYSIITISCWA
VAVYCFIQPTSNWRKTPAVSREQNKKCIFLDFYDIHDISHFLFSIAIFFTFLTLQNMDNCLENQEMNNIKIF

>Smed-SIDT3
MKIFSCLILCLLFFNVLSFLPKINVENGTINVPLNVSISTSLSFVYYEYSPRSTLRVQVKVDSNLNASLLIIKDQ
NRIVSSIDIPKINHILAERTVCPFPDLRENKTRLMSLEVSTSSSVLTVVTILVLVVDNFQLEVNIKRNFTITQYSP
SFFLFELKNKY1TYKLYVESSDNTCMIFSIQEAKCPINIYDHKIIELNSVAYQTVTRIGSITTAYETKLEKAYVVF
VVDVTGACGTLATLKNITVVEKYFTLLISQHDKTYYLPVFGAIGFFLIFYLFSPIISFIYMRCFYKNLNSKDEE
MLIESSMESPVSYGSIIDHADIATINNRILLPQSESNNLYYRRENSDNSYDSLSDVYTDSNVFRLNKNVRLSDF
SRKNHAVLDRKYFLYFWYLIVISVFYGLPVVQLVIKYQENFDKTGDQDTCYYNFRCVKPYYIFSAFNNVISN
IGYVLLGILFTLLTWRREIYYKEGSKSHGVPQYFGLFYAMGVSLTMEGIMSACYHICPSNNNFQFDTAYMY
LACLCMIKIYQTRHPDINATAHSFFMTMALFIFVSVIGVVTMYNRIFWIFFLILYLCICGFLTSEVYYMGCWK
LDCQILKRIYNMILLDKWKIFIPTYKRRMAILSFFNAVNFAISLY GIHAKPKNFPSYFLAVFMVNLLLYFGFYIL
MKVIHSERFHRISLFYVIVSILCWATALYCFINHPTDWQKPPSLSRIENKDCLFFDFYDIHDTWHFLSAMSMFF
SFMGLQNIDDCLIHTERNKIAVF

>Ce-SID1

MIRVYLHLMHLVIGLTQNNSTTPSPIITSSNSSVLVFEISSKMKMIEKKLEANTVHVLRLELDQSFILDLTKVA
AEIVDSSKYSKEDGVILEVTVSNGRDSFLLKLPTVYPNLKLYTDGKLLNPLVEQDFGAHRKRHRIGDPHFHQ
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NLIVTVQSRLNADIDYRLHVTHLDRAQYDFLKFKTGQTTKTLSNQKLTFVKPIGFFLNCSEQNISQFHVTLYS
EDDICANLITVPANESIYDRSVISDKTHNRRVLSFTKRADIFFTETEISMFKSFRIFVFIAPDDSGCSTNTSRKSF
NEKKKISFEFKKLENQSYAVPTALMMIFLTTPCLLFLPIVINIIKNSRKLAPSQSNLISFSPVPSEQRDMDLSHD
EQQNTSSELENNGEIPAAENQIVEEITAENQETSVEEGNREIQVKIPLKQDSLSLHGQMLQYPVAIILPVLMHT
AIEFHKWTTSTMANRDEMCFHNHACARPLGELRAWNNIITNIGYTLYGAIFIVLSICRRGRHEYSHVFGTYEC
TLLDVTIGVFMVLQSIASATYHICPSDVAFQFDTPCIQVICGLLMVRQWFVRHESPSPAYTNILLVGVVSLNFL
ISAFSKTSYVRFIIAVIHVIVVGSICLAKERSLGSEKLKTRFFIMAFSMGNFAAIVMYLTLSAFHLNQIATYCFII
NCIMYLMYYGCMKVLHSERITSKAKLCGALSLLAWAVAGFFFFQDDTDWTRSAAASRALNKPCLLLGFFG
SHDLWHIFGALAGLFTFIFVSFVDDDLINTRKTSINIF

>Ce-CHUP-1
MRTSQAIFILIFLDSVRNQSPQVIPAKWDVVYEKETGHNMSLTVFRFQVKEQYSVARIIMSCNESTEHNPLLA
VFREKLAILSLQVPLIVDNYEYSQVARTLCPFTEYKEGEAFTVEVTSSRPVHYNFRAELVOQNFYLYNNSQRL
VTASASEPVYLRYDIPGDVDSVAVHLDSNSTICMTVSVQKIGCPVFDLPDNVNSMGLHQTMTTSATIPVEKS
RMSSFYVVFVVNTNDDLCSEILSIKPNKPTKFPLRMKSFNVTIESSMKIFDYTIPIVFWACILLLVTIVVFVYHY
FDGIWERRFVSRAYTHLEDNAQEQRIRDFYDFQRMSEDDDLKDYDLLTDCQDMMVVRAKASLTVADLSM
TPYEERELKYDVYKIALAIIGIFYNITVLQLIISKAGSLRQSGDLDECTFNFQCARPLWYFVAFNNVVSNGGY
VYFGTLIIVMNYCRERSFRRLFAVQPTLAERYGLPQHSGLMTAIGLAVIMEGISSATYHVCPNNINYQFDTAL
MYVIGMLGKLKIWSLRHPDMVVSAYHAFGFLGVFLMAAIAGVYVHNMIFWALFSITYIASMLLVSLEFYFK
GIWTLNLRELRNSIRLSWVSSRHLSCVVPAYKARFFVILLLNIANTAVVVYGLEAHPKDFLSFLLIPFIGNLFIY
NYYILMKMIYREKIPKRAIALLFAAVISWTCAGILFNQRVSDWSKMPAISRELNKPCIFLNFYDNHDLWHLSS
AFAIFFSFTAINVIDDDLMFVMRNTIRVF

>Hs-SIDT1
MRGCLRLALLCALPWLLLAASPGHPAKSPRQPPAPRRDPFDAARGADFDHVYSGVVNLSTENIYSFNYTSQP
DQVTAVRVYVNSSSENLNYPVLVVVRQQKEVLSWQVPLLFQGLYQRSYNYQEVSRTLCPSEATNETGPLQ
QLIFVDVASMAPLGAQYKLLVTKLKHFQLRTNVAFHFTASPSQPQYFLYKFPKDVDSVIIKVVSEMAYPCSV
VSVQNIMCPVYDLDHNVEFNGVYQSMTKKAAITLQKKDFPGEQFFVVFVIKPEDYACGGSFFIQEKENQTW
NLQRKKNLEVTIVPSIKESVYVKSSLFSVFIFLSFYLGCLLVGFVHYLRFQRKSIDGSFGSNDGSGNMVASHPI
AASTPEGSNYGTIDESSSSPGRQMSSSDGGPPGQSDTDSSVEESDFDTMPDIESDKNIIRTKMFLYLSDLSRKD
RRIVSKKYKIYFWNITIAVFYALPVIQLVITYQTVVNVTGNQDICYYNFLCAHPLGVLSAFNNILSNLGHVLL
GFLFLLIVLRRDILHRRALEAKDIFAVEYGIPKHFGLFYAMGIALMMEGVLSACYHVCPNYSNFQFDTSFMY
MIAGLCMLKLYQTRHPDINASAYSAYASFAVVIMVTVLGVVFGKNDVWFWVIFSAIHVLASLALSTQIYYM
GRFKIDLGIFRRAAMVFYTDCIQQCSRPLYMDRMVLLVVGNLVNWSFALFGLIYRPRDFASYMLGIFICNLL
LYLAFYIIMKLRSSEKVLPVPLFCIVATAVMWAAALYFFFQNLSSWEGTPAESREKNRECILLDFFDDHDIWH
FLSATALFFSFLVLLTLDDDLDVVRRDQIPVF

>Hs-SIDT2
MFALGLPFLVLLVASVESHLGVLGPKNVSQKDAEFERTYVDEVNSELVNIYTFNHTVTRNRTEGVRVSVNV
LNKQKGAPLLFVVRQKEAVVSFQVPLILRGMFQRKYLYQKVERTLCQPPTKNESEIQFFYVDVSTLSPVNTT
YQLRVSRMDDFVLRTGEQFSFNTTAAQPQYFKYEFPEGVDSVIVKVTSNKAFPCSVISIQDVLCPVYDLDNN
VAFIGMYQTMTKKAAITVQRKDFPSNSFYVVVVVKTEDQACGGSLPFYPFAEDEPVDQGHRQKTLSVLVSQ
AVTSEAYVSGMLFCLGIFLSFYLLTVLLACWENWRQKKKTLLVAIDRACPESGHPRVLADSFPGSSPYEGYN
YGSFENVSGSTDGLVDSAGTGDLSYGYQGRSFEPVGTRPRVDSMSSVEEDDYDTLTDIDSDKNVIRTKQYL
YVADLARKDKRVLRKKYQIYFWNIATIAVFYALPVVQLVITYQTVVNVTGNQDICYYNFLCAHPLGNLSAF
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NNILSNLGYILLGLLFLLHLQREINHNRALLRNDLCALECGIPKHFGLFYAMGTALMMEGLLSACYHVCPNY
TNFQFDTSFMYMIAGLCMLKLYQKRHPDINASAYSAY ACLAIVIFFSVLGVVFGKGNTAFWIVFSIIHIIATLL
LSTQLYYMGRWKLDSGIFRRILHVLYTDCIRQCSGPLYVDRMVLLVMGNVINWSLAAYGLIMRPNDFASYL
LAIGICNLLLYFAFYIIMKLRSGERIKLIPLLCIVCTSVVWGFALFFFFQGLSTWQKTPAESREHNRDCILLDFF

DDHDIWHFLSSIAMFGSFLVLLTLDDDLDTVQRDKIYVF
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