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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

AGO - biatko Argonaute
(ang. Argonaute)

BLAST — narzedzie do poszukiwania
lokalnego podobienstwa sekwencji
(ang. basic local alignment search tool)

cDNA — DNA komplementarny do
mMRNA (ang. complementary DNA)

DCL — bialko typu Dicer
(ang. Dicer-like protein)

DRA — ATPaza aktywowana dupleksem
RNA (ang. duplex RNA activated ATPase)

DRB — biatko wigzace dsRNA
(ang. dsRNA binding protein)

DRH — helikazy spokrewnione z biatkami
Dicer (ang. Dicer-related helicase)

ddPCR - cyfrowy PCR w kroplach
(ang. droplet digital PCR)

dsRBD — domena wigzgca dsSRNA
(ang. dsRNA binding domain)

dsRNA — dwuniciowy RNA
(ang. double-stranded RNA)

DUF — domena o nieznanej funkcji
(ang. domain of unknown function)

GST - S-transferaza glutationu
(ang. glutathione S-transferase)

hc-siRNA — heterochromatynowy
maly interferujacy RNA

(ang. heterochromatic siRNA)
INcCRNA — dhugi niekodujagcy RNA
(ang. long non-coding RNA)
MRNA — RNA informacyjny

(ang. messenger RNA)

MiRNA — mikroRNA (ang. microRNA)

NAT-siRNA — maty interferujacy RNA
pochodzacy z naturalnych transkryptow
antysensownych (ang. natural antisense
transcript siRNA)

NCcRNA — niekodujacy RNA
(ang. non-coding RNA)

PAZ — domena Piwi/Argonaute/Zwill
(ang. Piwi/Argonaute/Zwill)

PCR - tancuchowa reakcja polimerazy
(ang. polymerase chain reaction)

Pol — polimeraza RNA
(ang. RNA polymerase)

pre-miRNA — prekursor miRNA
(ang. precursor miRNA)

pri-miRNA — pierwotny prekursor
miRNA (ang. primary miRNA)

PTGS - potranskrypcyjne wyciszanie
genow (ang. post-transcriptional gene
silencing)

RACE — szybka amplifikacja konca cDNA
(ang. rapid amplification of cDNA end)

RdDM — metylacja DNA kierowana przez
RNA (ang. RNA-directed DNA methylation)

RDR — polimeraza RNA zalezna od RNA
(ang. RNA-dependent RNA polymerase)
RISC — kompleks wyciszajacy
indukowany przez RNA

(ang. RNA induced silencing complex)

RNAI — interferencja RNA
(ang. RNA interference)

SDS-PAGE - elektroforeza w zelu
poliakryloamidowym w warunkach
denaturujacych (ang. SDS-polyacrylamide
gel electrophoresis)

SiIRNA — maty interferujacy RNA

(ang. small interfering RNA)

SNcRNA — maty niekodujacy RNA
(ang. small non-coding RNA)

sSRNA — jednoniciowy RNA
(ang. single-stranded RNA)

ta-sSiRNA — maly interferujacy RNA
dziatajacy in trans (ang. trans-acting
SiRNA)

TGS - transkrypcyjne wyciszanie genow
(ang. transcriptional gene silencing)
VSIRNA — maty interferujacy RNA

pochodzenia wirusowego
(ang. virus-derived siRNA)



WPROWADZENIE | 6

I. WPROWADZENIE

Zgodnie z ogloszonym na poczatku lat piecdziesigtych ubieglego wieku tzw.
centralnym dogmatem biologii molekularnej proces ekspresji informacji genetycznej
przebiega od DNA, poprzez RNA, do finalnego produktu jakim sg biatka. Przyjety woéwczas
schemat akcentowal szczegolnie istotng role DNA, jako no$nika informacji, oraz biatek.
Uwazano, ze te niezwykle zrdéznicowane produkty koncowe procesu ekspresji informacji
genetycznej, petnia wigkszo$¢ strukturalnych, katalitycznych 1 regulatorowych 16l
warunkujgcych  prawidtowe  funkcjonowanie  komodrki.  Rownocze$nie  kwasom
rybonukleinowym przypisywano jedynie drugoplanowe role posrednika w procesie
wyrazania informacji genetycznej czy szkieletu spajajacego multienzymatyczne kompleksy.
Szereg istotnych odkry¢ dokonanych w ostatnich dwoch dekadach dowodzi jednak, iz
zaproponowany ponad 50 lat temu opis jest daleki od rzeczywistosci, szczegOlnie w
odniesieniu do komorek eukariotycznych. Wskazéwek w tym zakresie dostarczyly liczne
projekty sekwencjonowania genomoéw, a nastgpnie transkryptoméw — organizmow
eukariotycznych w tym i genomu cztowieka. Analiza sekwencji genomowych wykazata, iz
jedynie ich niewielka czgs¢ odpowiada za kodowanie biatek. Z drugiej strony
zaobserwowano, iz wigkszo$¢ genomu jest aktywna transkrypcyjnie. Okazalo si¢, Ze biatka
nie s3 jedynym produktem ekspresji informacji genetycznej, a pula czasteczek RNA
obecnych w komorkach jest znacznie wigksza 1 bardziej r6znorodna niz pierwotnie sadzono.

Zidentyfikowano szereg istotnych cech RNA, ktdore predysponujg te czasteczki do
pehienia rozmaitych funkcji biologicznych. RNA moze przyjmowac zréznicowane, wysoce
zorganizowane struktury wyzszego rzgdu. Niektore z tych czasteczek, okreslane mianem
rybozyméw, wykazujg aktywnos$¢ katalityczng. Ponadto czasteczki RNA posiadajg zdolnosé
do specyficznej hybrydyzacji z innymi RNA lub DNA oraz do tworzenia komplekséw z
biatkami. Dzigki temu czasteczki RNA moga nadawac relatywnie uniwersalnym biatkom
efektorowym wysoka specyficznosci wobec okreSlonej sekwencji nukleotydowej. Ta
strukturalna i funkcjonalna wszechstronno$é RNA lezy takze u podstaw hipotezy ,,Swiata
RNA”, wedlug ktorej polaczenie w czasteczkach RNA funkcji katalitycznej oraz
informacyjnej umozliwito powstanie i ewolucj¢ pierwszym formom Zycia na Ziemi. Obecnie
lepiej wyspecjalizowane biomolekuty, biatka oraz DNA, pelia rol¢ odpowiednio
katalizatorow reakcji oraz nos$nika informacji. Jednak w komorkach wszystkich organizmow
zywych nadal obecna jest ogromna pula roznorodnych czasteczek RNA. Ich rola w wielu

przypadkach zostata juz okreslona, w wiekszosci jednak nadal pozostaje nieznana.
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1.1. NIEKODUJACE RNA

Wszystkie transkrypty obecne w komorce (tzw. transkryptom) podzieli¢ mozna
na kodujace i niekodujace, w zaleznosci od tego czy stanowig matryce w procesie
biosyntezy biatek. Do niekodujacych RNA (ncRNA, ang. non-coding RNA) zalicza si¢
kilka znanych od dawna i powszechnych klas transkryptdow, takich jak RNA
rybosomalne (rRNA, ang. ribosomal RNA) i RNA transportujace (tRNA, ang. transfer
RNA), czy nieco p6zniej odkryte mate jadrowe RNA (snRNA, ang. small nuclear RNA)
i mate jaderkowe RNA (snoRNA, ang. small nucleolar RNA). Jednak dopiero
postepujacy od poczatku XXI wieku rozwdj niezwykle czutych, a réwnoczesnie
wysokoprzepustowych technologii mikromacierzowych oraz glebokiego
sekwencjonowania pozwolit na identyfikacj¢ catego spektrum niekodujacych
transkryptdw wystepujacych w komorkach eukariotycznych. Zaobserwowano, ze
transkrypcji ulega¢ moze nawet trzy czwarte genomu cztowieka czy innych ssakow,
mimo iz obszar kodujacy biatka obejmuje mniej niz 2% kazdego z tych genoméw [1, 2,
3]. Niekodujace transkrypty stanowig pule niezwykle zréznicowanych pod wzgledem
wielko$ci czgsteczek, mogacych pochodzi¢ z obu nici DNA i z wszystkich rejondéw
genomu, wliczajac w to takze geny kodujace biatka (rejony promotorowe, introny,
fragmenty egzonow) [4]. Na réznorodno$é NCRNA wptyw ma miedzy innymi zjawisko
alternatywnego sktadania, wystgpowanie alternatywnych miejsc inicjacji i terminacji
transkrypcji  oraz mozliwo§¢ kombinacji tych zjawisk [5]. W konsekwencji
poszczegblne transkrypty czegsto sg wzajemnie komplementarne lub zawierajg
fragmenty o identycznej sekwencji (Rys. 1.1). Szacuje si¢, ze u cztowieka z kazdego
genu kodujacego biatko powstaje Srednio 10 rdéznych typow kodujacych i
niekodujacych transkryptéw [6]. Ponadto w przypadku potowy gendow obok zwyktych
transkryptdw, powstajg takze transkrypty o sekwencji antysensownej. W efekcie
roznorodno§¢ NCRNA moze znacznie przewyzsza¢ roznorodnos¢ transkryptow
kodujacych biatka [7, 8]. Najobszerniejszy katalog zidentyfikowanych ludzkich genéw
oraz transkryptéw powstaje w ramach projektu GENCODE [9]. Baza ta (wersja 19)
obejmuje obecnie ponad 57 tysiecy ludzkich genow (z czego jedynie niecale 21 tysiecy
koduje biatka) oraz prawie 200 tysiecy roznorodnych transkryptow.

Obecnos¢ w komorkach tak duzej i zréznicowanej puli NCRNA sugeruje, ze
majg one istotne znaczenie biologiczne. Wskazuje na to kilka przestanek. Cz¢§¢ ncRNA

pochodzi z wysoce konserwatywnych sekwencji zlokalizowanych poza regionami
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kodujacymi biatka [10]. Ponadto transkrypcja niektérych ncRNA jest regulowana na
réznych etapach rozwoju organizmu, jest zalezna od stanow chorobowych, niekiedy
wykazuje tez specyficznos¢ tkankowa [11]. Wazng wskazoéwka dotyczaca potencjatu
funkcjonalnego ncRNA jest zaobserwowana pozytywna korelacja pomigdzy stopniem
skomplikowania organizmoéw, a udzialem sekwencji niekodujgcych w ich genomach
[12]. Zalezno$¢ taka, wbrew wczeSniejszym przypuszczeniom, nie zachodzi w
odniesieniu do zadnego innego prostego parametru opisujacego genomy, jak chocby
wielko$¢ czy liczba gendéw kodujacych biatka. Glownym wyzwaniem ewolucyjnym
zwigzanym ze wzrostem zlozono$ci organizméw wydaje si¢ by¢é stworzenie
mechanizméw umozliwiajacych precyzyjna kontrole zachodzacych w nich proceséw.
W przypadku organizméw prokariotycznych, ktorych genomy zlozone sa w okoto 90%
z sekwencji kodujacych biatka, stwierdzono, ze wraz z liniowym wzrostem wielkosci
genomu, a wiec liczby kodowanych bialtek, nastepuje potegowy wzrost liczby biatek
regulatorowych. W konsekwencji wzrost zlozonosci komorek, ktorych procesy

kontrolne oparte s3 w gtdéwnej mierze na dziataniu bialek regulatorowych limitowany

fragment genomu
\— - H- OO HH —HHH
i gen kodujacy biatko 4 locus niekodujace gen kodujacy biatko
~1 Mpz
I 1
o—a
S = o—=
§§5 o= [~ S—— ?Itematywne
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Rysunek 1.1. Réznorodno$¢ niekodujacych transkryptéow w komérkach
eukariotycznych. Zrédtem niekodujacych RNA (kolor czerwony) sa zarowno geny jak
1 loci niekodujace. Transkrypcja odbywaé si¢ moze z promotora genu (moze byc
dwukierunkowa) oraz z intronéw. Dla wielu genow powstaja transkrypty antysensowne.
Zroznicowane formy transkryptow powstajg w wyniku ich alternatywnego sktadania,
wystepowania alternatywnych miejsc inicjacji i terminacji transkrypcji oraz kombinacji
tych zjawisk (reprodukcja za zgodg © Macmillan Publishers Ltd) [13].
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jest przez mozliwos¢ zakodowania w genomie niezbednej ich liczby [14]. Limit ten
tozsamy jest z wielkoscig najwigkszych znanych genomdw prokariotycznych, liczacych
okoto 10 milionéow par zasad. Stad przypuszczenie, ze ewolucja komorek
eukariotycznych wymagata wykorzystania bardziej ekonomicznego systemu
regulatorowego, opartego o ncRNA, a skala tego zjawiska nie jest jeszcze dobrze
poznana [15].

Jak istotne znaczenie funkcjonalne mogg mie¢ NCRNA obecne w komorkach
zademonstrowano jeszcze zanim w pelni zdano sobie sprawe ze zlozonoS$ci
eukariotycznego transkryptomu. W latach dziewig¢édziesigtych XX wieku nastgpito
odkrycie mechanizmu regulacji ekspresji genéw zwanego interferencja RNA (RNAI,
ang. RNA interference). Zaobserwowano wtedy, ze wprowadzenie do komorek
dwuniciowego RNA (dsRNA, ang. double-stranded RNA) indukuje proces wyciszania
ekspresji genow zawierajacych sekwencje homologiczne do wprowadzonego RNA [16].
Intensywne badania tego zjawiska ujawnity, iz kluczowa role pelnia w nim krétkie
jednoniciowe czasteczki RNA. Zgromadzone do dzi§ dane wskazuja, ze te NnCRNA,
znane jako mate regulatorowe RNA, petnig podstawowag rolg w procesie regulacji
ekspresji wigkszosci genomow eukariotycznych. U czlowieka wptywaja na poziom
ekspresji co najmniej potowy gendéw kodujacych biatka [17].

Obecnie podziatu niekodujacych transkryptow dokonuje si¢ ze wzgledu na ich
wielko$¢. Dhugie niekodujace RNA (IncRNA, ang. long non-coding RNA) obejmuja
pule czasteczek o dlugosci powyzej 200 nukleotydéw, natomiast mate niekodujace
RNA (sncRNA, ang. small non-coding RNA) to czasteczki krotsze niz 200
nukleotydowe. Podziat ten w duzej mierze wynika z mozliwosci tatwej separacji tych
dwoch frakcji RNA w procesie ich izolacji z komorek [4]. W ramach kazdej grupy
wyrozniono szereg podklas, jednak z duza doza pewnosci mozna stwierdzi¢, ze wcigz
nie znamy ich petnej roznorodnosci.

Jak juz wspomniano, do grupy InCRNA zaliczane sg transkrypty ztozone z co
najmniej 200 nukleotydow. Niekiedy jednak ich dtugo$¢ przekracza nawet i 100 tysigcy
nukleotydow [18]. Biogeneza IncRNA przypomina proces powstawania czasteczek
mRNA. Wykazano, ze regiony promotorowe fragmentow genomu kodujgcych INCRNA
wigzg roéznorodne czynniki transkrypcyjne, posiadaja takze charakterystyczne
modyfikacje biatek histonowych [19, 20]. Wigkszo$¢ IncRNA jest transkrybowna przez
polimerazg¢ RNA II (Pol Il) i wulega typowym dla mRNA modyfikacjom

potranskrypcyjnym: przytaczeniu czapeczki 7-metyloguanozynowej na koncu 5,
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poliadenylacji konca 3 oraz procesowi sktadania. W odréznieniu od gendéw kodujacych
bialka, sekwencje kodujace IncRNA s3 mniej konserwatywne, ich ekspresja zachodzi na
duzo nizszym poziomie i czesto jest specyficzna dla okreslonego rodzaju komorki lub
tkanki [21]. Zidentyfikowano takze stabilne nickodujace transkrypty bedace produktami
polimerazy RNA 111 (Pol I1) [22], oraz specyficznej dla roslin polimerazy RNA V (Pol
V) [23]. LncRNA powstajg takze w trakcie sktadania mMRNA oraz biogenezy snoRNA
[24].

W ramach projektu GENCODE skatalogowano dotad ponad 23 tysigce dtugich
niekodujacych transkryptéw, pochodzacych z ponad 13 tysiecy loci rozmieszczonych w
genomie czlowieka. Liczby te odnoszg si¢ do wersji 19 bazy danych i rosng z kazda
kolejng jej aktualizacja [9]. Jak dotad tylko niewielkiej czgsci INCRNA przypisano jakas
konkretng funkcje biologiczng, niemniej grupa ta wciaz si¢ powigksza. Na podstawie
poczynionych dotad obserwacji postuluje si¢, iz IncRNA mogg petnié cztery gldwne,
niewykluczajace si¢ wzajemnie funkcje: (i) czasteczek sygnalowych biorgcych udziat w
procesie regulacji ekspresji genow, (ii) sond zapewniajacych biatkom specyficznosé
wobec okreslonych sekwencji w DNA lub RNA, (iii) szkieletow spajajace kompleksy
rybonukleoproteinowe oraz (iv) tzw. pulapek lub przynet (ang. decoys) stanowigcych
alternatywne miejsca wigzania czynnikow regulatorowych (biatek oraz RNA) [25, 26].

Ciekawym przyktadem IncRNA sg tzw. gabki mikroRNA (ang. microRNA
sponges), dtugie niekodujace RNA, w obrebie ktorych wystepuje wiele miejsc wigzania
matych regulatorowych RNA typu mikroRNA (miRNA, ang. microRNA; zob. Rozdz.
1.2) [27]. Jednym z pierwszych poznanych niekodujacych RNA tego typu byt roslinny
transkrypt IPS1 (ang. Induced by phosphate starvation 1). U Arabidopsis thaliana
wplywa on na stabilno§¢ mRNA genu PHOL poprzez wigzanie czasteczek miRNA
miR399 uczestniczacych w wyciszaniu tego MRNA. Z uwagi na niepelng
komplementarno$¢ w miejscu wigzania nie dochodzi do trawienia IPS1, nastepuje
natomiast wydajne unieczynnienie czasteczek miR399 [28]. Kolejne doniesienia
wskazujg takze na role stabo dotad poznanych kolistych RNA (circRNA, ang. circular
RNA) w regulacji ekspresji genow poprzez kompetycyjne wigzanie miRNA.
Przyktadowo koliste RNA ciRS-7 (ang. circular RNA sponge for miR-7) zawiera ponad
70 miejsc wigzania ludzkiego mikroRNA miR-7, dzigki czemu efektywnie ogranicza
jego aktywnosé [29].

Druga grupe nCRNA stanowig krotkie transkrypty, o dlugosci
nieprzekraczajacej 200 nukleotydow. W bazie GENCODE (wersja 19) skatalogowano
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dotad ponad 9 tysiecy ludzkich genéw dla SNnCRNA [9]. Wsérdd sncRNA wyrdznia sie
kilka dobrze zdefiniowanych klas o zréznicowanych funkcjach. Najwczesniej poznane
tRNA wystepujg we wszystkich organizmach, zaangazowane sg w proces translacji, a
za synteze ich prekursorow odpowiada Pol I1l. SnRNA wystepuja w jadrach
organizmow eukariotycznych i biorg udzial migdzy innymi w procesie sktadania
transkryptow oraz regulacji transkrypcji. Z kolei snoRNA zlokalizowane sg glownie w
jaderku oraz ciatkach Cajala w jadrach komoérek eukariotycznych. Czasteczki te
odgrywajg istotng role w procesie chemicznej modyfikacji innych niekodujgcych RNA.
Zaréwno snRNA jak i snoRNA transkrybowane sa w wigkszosci przez Pol Il [30].
Najwigksza grupe poznanych dotad SNncRNA stanowig jednak tzw. male regulatorowe
RNA. Sa to czasteczki o zréznicowanym pochodzeniu, ktore taczy sposob
funkcjonowania. Te okoto 20-30-nukleotydowe czasteczki nadaja duzej grupie biatek
regulatorowych z rodziny Argonaute (AGO, ang. Argonaute) specyficznos¢ wobec
okreslonych sekwencji RNA/DNA. Bialka AGO w kompleksach z matymi
regulatorowymi RNA pelnig w komoérce roéznorodne funkcje, zazwyczaj zwigzane z

regulacja ekspresji genow.
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1.2, MALE REGULATOROWE RNA

Wsrod matych regulatorowych RNA najlepiej poznang grupe stanowia okoto
21-nukeotydowe miRNA. Powstaja one z kodowanych w genomie jednoniciowych
prekursoréw. MiRNA wystepuja zar6wno w organizmach roslinnych jak i zwierzecych,
u czlowieka skatalogowano dotad ponad 3 tysiace kodujacych je genéw (GENCODE,
wersja 19; [9]). Druga powszechnie wystepujaca grupe matych regulatorowych RNA
stanowig mate interferujace RNA (siRNA, ang. small interfering RNA). Majg one
dlugo$¢ okoto 20-25 nukleotydow, a powstajg z prekursorbw o egzogennym lub
endogennym pochodzeniu. Prekursorami SiRNA moga by¢ zarowno jednoniciowe jak i
dwuniciowe RNA. Cho¢ siRNA zidentyfikowano u wigkszo$ci organizmow
eukariotycznych, ich najwigkszg roznorodnos$¢ obserwuje si¢ U roslin.

Osobng grupge malych regulatorowych RNA tworza RNA oddziatujace z
biatkami Piwi (piRNA, ang. Piwi-interacting RNA). Biatka Piwi nalezg do specyficznej
glownie dla komorek linii zarodkowych podklasy biatek typu AGO. W odrdznieniu od
miRNA i siRNA czgsteczki piRNA sg nieco dtuzsze, okoto 20-30 nukleotydowe.
Szczegotowy mechanizm biogenezy i1 funkcjonowania piRNA nie jest jeszcze dobrze
poznany. Obecnie wydaje si¢, ze ich gldéwng funkcjg jest wyciszanie roznorodnych
ruchomych elementow genetycznych w komorkach rozrodczych zwierzat, co warunkuje
takze prawidlowy rozwoj gonad. U roslin jak dotad nie wykazano obecno$ci matych

regulatorowych RNA typu piRNA [31].

1.2.1. PREKURSORY MALYCH REGULATOROWYCH RNA U ROSLIN

MIRNA oraz sSiRNA powstaja z prekursorow o zrdéznicowanym pochodzeniu.
Cechg wspodlng prekursorow jest obecno$¢ w ich strukturze fragmentu dwuniciowego, z
ktorego wycinana jest czasteczka regulatorowa. Wiekszos¢ roslinnych prekursorow
mMiRNA kodowana jest przez geny stanowigce pojedyncze, niezalezne jednostki
transkrypcyjne [32]. Znane sg takze roslinne geny miRNA zlokalizowane w intronach
genow kodujacych biatka, badz kodujace kilka prekursorow, niemniej sytuacje takie sg
znacznie bardziej powszechne u zwierzat [33]. Okoto 20% znanych miRNA u
Arabidopsis thaliana, ryzu (Oryza sativa) oraz topoli (Populus trichocarpa) pochodzi z
tzw. transkryptéw policistronowych. W wigkszosci przypadkow transkrypty takie
obejmujg tandemowe powtdrzenia prekursorow tego samego miRNA. Sugeruje to, ze

powstaty one w wyniku lokalnych duplikacji, prowadzacych do podniesienia poziomu
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ekspresji miRNA w ramach danej jednostki transkrypcyjnej [34]. U ryzu
zidentyfikowano takze specyficzng grup¢ miRNA, ktorych geny zlokalizowane s3 na
anstysensownej nici DNA w stosunku do genu podlegajgcego regulacji. Znane sg one
jako nat-miRNA (ang. natural antisense miRNA) [35].

Transkrypcja genéw kodujacych miRNA prowadzi do powstania tzw.
pierwotnych prekursoréw (pri-miRNA, ang. primary miRNA) i zachodzi przy udziale
Pol II. Promotory ro§linnych gend6w miRNA wykazujg nadreprezentacje wielu znanych
motywow regulatorowych, w tym motywu TATA, co sugeruje mozliwos¢ wigzania
réznorodnych czynnikoéw transkrypcyjnych i ztozony proces regulacji ich ekspresji [36].
Jednym z czynnikow regulujacych transkrypcje genéw miRNA jest Mediator,
wielobiatkowy kompleks oddziatujacy z Pol II 1 odpowiedzialny za wigzanie licznych
aktywatorow i represorow transkrypcji [37]. Wykazano takze wplyw biotycznych i
abiotycznych czynnikow stresowych na poziom ekspresji poszczeg6inych genow
miRNA [38]. Potranskrypcyjna modyfikacja pri-miRNA obejmuje przytaczenie
czapeczki 7-metyloguanozynowej na koncu 5°, poliadenylacje konca 3, czesto takze
proces sktadania [39]. Niektore pri-miRNA podlega¢ mogg alternatywnemu sktadaniu
[40].

Pri-miRNA moga mie¢ dlugos¢ wielu tysiecy nukleotydow. Sekwencja
dojrzatego miRNA zlokalizowana jest zawsze w obrebie struktury typu spinki do
wlosow (ang. hairpin structure) — w jej dwuniciowym fragmencie (tzw. trzonie).
Trzony spinek, z ktorych generowane sg miRNA charakteryzuje obecnos¢ wielu
niesparowan. Ponadto u roslin struktury te majg bardzo zréznicowang dtugosé, od okoto
70 do ponad 900 nukleotydow. Odrdznia je to od ich zwierzgcych odpowiednikow,
charakteryzujacych si¢ do$¢ jednorodng dlugoscia, z reguly nieprzekraczajaca 100
nukleotydow (Rys. 1.2) [41].

W odroznieniu od prekursorow miRNA dwuniciowe fragmenty prekursoréw
SIRNA s3 w pelni komplementarne lub zawierajg niewielkg liczbe niesparowan.
Prekursory te maja takze duzo bardziej zrdznicowane pochodzenie, czg§ciowo
odzwierciedlone w stosowanej klasyfikacji SIRNA. Moga one by¢ utworzone poprzez
synteze drugiej nici na matrycy jednoniciowego transkryptu, badz z dwoéch wzajemnie
komplementarnych transkryptow. W pierwszym przypadku w proces zaangazowana jest
grupa biatek o aktywnosci polimerazy RNA zaleznej od RNA (RDR, ang. RNA-
dependent RNA polymerase). Biatka te kodowane sg w genomach migdzy innymi

wirusOw RNA, roslin 1 bezkregowcdw, nie wykazano natomiast ich obecnosci u takich
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organizmoéw jak Drosophila melanogaster, mysz czy cztowiek [42]. Arabidopsis
thaliana posiada 6 genoéw kodujacych polimerazy RNA zalezne od RNA (RDR1-6).
Przynajmniej 3 biatka RDR (RDR1, RDR2, RDR6) biorg udzial w procesie biogenezy
siRNA.

W puli endogennych matych regulatorowych RNA identyfikowanych u
Arabidopsis hodowanych w standardowych warunkach 10% stanowia miRNA, a
pozostate 90% — SIRNA [43]. Najwicksza grupe matych regulatorowych RNA u ro$lin
stanowig tzw. heterochromatynowe mate interferujagce RNA (hc-SiRNA, ang.
heterochromatic siRNA). Powstaja one z obecnych w genomie, czesto w formie
heterochromatyny, ruchomych elementdw genetycznych i innych sekwencji
powtdrzonych. Specyficzna dla ros$lin Polimeraza RNA IV (Pol IV) odpowiada za
transkrypcje tych sekwencji, warunkuje takze dalsze etapy biogenezy hc-SIRNA [44].
Wykazano, ze biogeneza ponad 90% roslinnych siRNA zalezna jest od aktywnos$ci Pol
IV [45]. Transkrypty Pol IV stanowig matryce, na ktérych RDR2 syntetyzuje ni¢
komplementarng [43]. Biatka Pol IV i RDR2 oddziatujg in vivo, natomiast w testach in
vitro RDR2 jest aktywne jedynie w kompleksie z Pol 1V [46, 47]. Ponadto dziatanie obu
bialek wspomaga przynajmniej jeden kofaktor: biatko modyfikujace strukturg
chromatyny CLASSY1 (CLSY1) [48]. Sugeruje to, ze dwuniciowe prekursory hc-
siRNA tworzone sg niezwykle szybko, prawdopodobnie dobudowanie drugiej nici RNA

przez RDR2 nastgpuje w trakcie lub tuz po etapie transkrypcji.

dtugosc spinki prekursora miRNA

Arabidopsis thaliana - EEE

Populus trichocarpa -
Zea mays I}
Homo sapiens i
Mus musculus i+

Drosophila melanogaster I+
Caenorhabditis elegans -+
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Rysunek 1.2. Dlugos¢ struktur typu spinki do wlosow obecnych w roslinnych i
zwierzecych prekursorach miRNA. Spinki ros§linnych prekursoréw sa zwykle dhuzsze,
dodatkowo charakteryzujg si¢ bardziej zroznicowang dlugoscig niz ich zwierzece
odpowiedniki. Prostokatami zaznaczono zakres dtugos$ci spinek zidentyfikowanych w
danym organizmie — od 25 do 75 percentyla (reprodukcja za zgoda © ASPB) [41].
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Osobng grupe stanowig tzw. drugorzedowe siRNA, w ktérych powstawanie
zaangazowane sg inne male regulatorowe RNA, z reguty miRNA. Do grupy tej naleza
ro$linne mate interferujgce RNA dzialajace in trans (ta-siRNA, ang. trans-acting
SiRNA). Zrodtem ta-siRNA sa zaréwno niektore komorkowe mRNA jak i specyficzne
niekodujace transkrypty pochodzace z genow TAS [49]. U Arabidopsis zidentyfikowano
dotad 4 rodziny gendéw TAS, transkrypcja wszystkich zachodzi z udziatem Pol 1l
Pierwotne transkrypty TAS maja dlugos¢ okoto tysigca nukleotydow i podobnie jak
mRNA posiadajg czapeczke 7-metyloguanozynowg na koncu 5° i poliadenylowany
koniec 3" [50]. Transkrypty stanowigce zrodto ta-siRNA rozpoznawane sa przez jedno
lub kilka specyficznych miRNA, co prowadzi do ich rozcigcia przez biatko z rodziny
AGO [51]. Do niektorych z powstalych fragmentow RNA komplementarng nic¢
dobudowuje enzym RDR6, tworzac prekursory drugorzedowych ta-siRNA. Nie sg jasne
mechanizmy decydujace o wykorzystaniu danego fragmentu pierwotnego transkryptu
jako matrycy dla RDR6, zwlaszcza ze z reguly po przecigciu przez biatko AGO
nastepuje szybka degradacja powstatych produktow (zob. Rozdz. 1.2.3). Wykazano, ze
dlugo$¢ czasteczki miRNA biorgcej udzial w przecieciu pierwotnego transkryptu (22
nukleotydy zamiast typowych 21) oraz obecno$¢ biatka SGS3 (ang. Supressor of gene
silencing 3) majg wptyw na stabilizacje RNA stanowigcego matryce dla RDR6 [52, 53].

Dwuniciowe prekursory ro$linnych siRNA mogg takze zosta¢ utworzone przez
hybrydyzacj¢ dwoch transkryptow. Komplementarne fragmenty RNA pochodzi¢ moga
zardwno z transkrypcji zachodzacej na obu niciach DNA w danym locus, jak 1 z dwoch
osobnych loci. Powstaja w ten sposob tzw. siRNA pochodzace z naturalnych
transkryptow antysensownych (NAT-siRNA, ang. natural antisense transcript siRNA),
oznaczane odpowiednio cis-NAT-siRNA lub trans-NAT-siRNA. U Arabidopsis ponad
30% genomu ulega jednoczesnej transkrypcji z obu nici DNA. Jednak tylko dla okoto
6% par antysensownych transkryptow potwierdzono akumulacj¢ odpowiadajacych im
czasteczek Cis-NAT-siRNA [54, 55]. Prekursory cis-NAT-siRNA nie majg wspdlnej
drogi biogenezy. Akumulacja cis-NAT-siRNA u Arabidopsis zwykle zalezna jest od
obecnosci Pol IV, a w niektorych przypadkach takze od biatek typu RDR (RDR6 lub
RDR2) [55]. W wigkszosci scharakteryzowanych przypadkow jeden z transkryptow
tworzacych prekursor Cis-NAT-siRNA ulega ekspresji konstytutywnej, podczas gdy
ekspresja drugiego indukowana jest w okreslonej sytuacji, na przyktad przez czynnik

stresowy [56]. Jak dotad nie sa znane przypadki funkcjonowania w roslinach trans-
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NAT-siRNA, pochodzacych jak na przyklad u myszy z transkryptow genu i
homologicznego pseudogenu [57, 58, 59].

Mate niekodujace RNA sa takze wykorzystywane przez rosliny do obrony
przed wirusami. Najcze$ciej prekursory siRNA pochodzenia wirusowego (VSiRNA, ang.
virus-derived siRNA) stanowig transkrypty, w ktorych obecna jest struktura typu spinki,
podobnie jak ma to miejsce w przypadku prekursorbw miRNA. Dotyczy to zaréwno
wirusow DNA, RNA jak i wiroidow. Ponadto genomy wielu wirusow RNA
przeksztatcane sg w procesie replikacji w dwuniciowa forme posrednig, przy udziale
wirusowych biatek typu RDR. W obu przypadkach dwuniciowe fragmenty RNA
pochodzenia wirusowego stanowia zrodlo tzw. pierwszorzedowych vsiRNA. Z kolei
przy udziale ros$linnych bialek RDR (RDR6 i RDRI1) powstaja tzw. drugorzgdowe
vsiRNA [60].

1.2.2. BIOGENEZA ROSLINNYCH MIRNA I SIRNA

Kluczowy etap biogenezy, wspolny dla wigkszosci matych regulatorowych
RNA, obejmuje wyciecie z dwuniciowego fragmentu prekursora, krotkiego dupleksu
RNA zawierajacego czasteczke regulatorowa (Rys. 1.3). Za trawienie prekursorow
matych regulatorowych RNA odpowiadaja wyspecjalizowane biatka o aktywnosci
rybonukleazy typu Il (RNazy Ill). U zwierzat funkcjonuja dwie niezalezne grupy
rybonukleaz zaangazowanych w biogeneze matych regulatorowych RNA: Drosha oraz
Dicer [61]. Biatko Drosha zlokalizowane jest w jadrze i bierze udzial w biogenezie
wigkszos$ci zwierzgcych miRNA. Dziata ono w duzym kompleksie biatkowym znanym
jako Mikroprocesor, obejmujagcym migdzy innymi biatko DGCRS, ktore w testach in
vitro warunkuje wydajne trawienie prekursoréw [62]. Drosha dokonuje pierwszego
trawienia w obrgbie spinki pri-miRNA (przecigcia obu nici w obrebie jej trzonu), CO
prowadzi do powstania tzw. pre-miRNA (ang. precursor miRNA). Pre-miRNA podlega
eksportowi do cytoplazmy z udziatlem Eksportyny 5, gdzie rybonukleaza Dicer wyzwala
dupleks RNA. Dupleks ten tworzy czasteczka miRNA oraz komplementarna do niej
tzw. ni¢ pasazerska oznaczana jako miRNA*. Rybonukleaza Dicer odpowiada takze za
biogeneze rdéznego typu zwierzecych siRNA [33, 63].

U roslin za trawienie prekursordw wszystkich typow matych regulatorowych
RNA odpowiada jedna rodzina rybonukleaz: biatka typu Dicer (DCL, ang. Dicer-like

proteins) stanowigce homologi zwierzecych biatek Dicer. Biatka DCL pelnig tym
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samym rol¢ zwierzecych bialek Drosha oraz Dicer. W szlaku biogenezy miRNA
odpowiadaja za trawienie zaréwno pri-miRNA jak i pre-miRNA, co prowadzi do
utworzenia dupleksow miRNA/miRNA*. Uwaza si¢, ze biogeneza matych
regulatorowych RNA u roslin zachodzi w catosci w jadrze, jako ze zarowno DCL, jak i
pozostale zaangazowane w ten proces biatka wykazuja taka lokalizacje. Dopiero
wlasciwe czasteczki regulatorowe podlegaja eksportowi do cytoplazmy.

Obecnie wyroznia si¢ cztery rodzaje roslinnych biatek typu Dicer, kazde
wyspecjalizowane w generowaniu okreslonej grupy matych regulatorowych RNA.
DCLI1 bierze udziat gldéwnie w biogenezie miRNA i generuje produkty o dlugosci okoto
21 nukleotydéw, z kolei biatka DCL2, DCL3 i DCL4 zaangazowane sa gldwnie w
biogenez¢ siRNA i generuja produkty, z ktorych wiekszos¢ ma dlugos¢ odpowiednio
22, 24 i 21 nukleotydow [64]. Cecha charakterystyczng produktow generowanych przez
wszystkie biatka typu Dicer jest obecnos¢ 2-nukleotydowych wystajagcych koncéw 3°
[65].

W przypadku DCL1 wplyw na wydajno$¢ oraz precyzje cigcia majg
przynajmniej dwa kofaktory tworzace kompleks z enzymem: biatko wiazace dsRNA
HYL1 (znane takze jako DRBI1, ang. dsSRNA binding protein 1) oraz biatko posiadajace
charakterystyczny motyw strukturalny palca cynkowego SERRATE (SE) [66, 67].
Wigkszos¢ z komorkowej puli DCL1 i HYL1 skupiona jest w charakterystycznych
strukturach jadrowych, tzw. Dicing bodies, z reguly zlokalizowanych w poblizu
jaderka. Obecne sg tam takze bialka SE oraz czasteczki pri-miRNA, co sugeruje, ze
cigcie prekursoréw miRNA odbywa si¢ gldéwnie w obrebie tych struktur [68].

Dla wigkszo$ci znanych rodzin miRNA u Arabidopsis wykazano, ze
produktom generowanym przez DCL1 towarzyszy niewielka pula czasteczek
wytwarzanych przez DCL3. Biatko DCL3 moze zatem konkurowaé o prekursory
miRNA z DCL1, co prowadzi do powstawania nieco dluzszych, okoto 24-
nukleotydowych wariantow miRNA, tzw. dlugich miRNA (ImiRNA, ang. long miRNA)
[69]. Znane sg takze prekursory miRNA podlegajace trawieniu wytgcznie przez DCL4
[70, 71]. Wiele z nich to stosunkowo mtode ewolucyjnie prekursory miRNA. Obecna w
nich struktura typu spinki zawierajgca miRNA ma bardziej stabilng strukturg i zawiera
mniej niesparowan, niz ma to miejsce w przypadku substratow DCL1. Czgsto duza
cze$¢ takiego prekursora wykazuje komplementarno$¢ do genu podlegajacego regulacji
przez dany miRNA. W starszych ewolucyjnie pri-miRNA jedynie sekwencja miRNA

wykazuje komplementarno$¢ do podlegajacej regulacji sekwencji docelowej. Wskazuje
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to na jeden ze sposoboéw powstawania genow miRNA. Dwa ulozone tandemowo i
odwrécone wzgledem siebie duplikaty danego genu (lub jego fragmentu) umozliwiaé
moga powstawanie transkryptéw zawierajacych strukture typu spinki z niewielka liczbg
niesparowan. Tego typu czasteczki stanowi¢ moga substraty dla enzyméw DCL3 czy
DCLA. Stopniowa akumulacja mutacji moze powodowa¢ zmian¢ w preferencji cigcia
prekursora przez poszczegdlne enzymy, na korzysé DCL1 [72].

Duzo mniej wiadomo na temat biogenezy SIRNA. Ro$linne biatka DCL
wykazujag specjalizacje w cigciu prekursoréw poszczegolnych typoéw siRNA (Tabela
1.1). Za cigcie prekursorow hc-siRNA (zaleznych od Pol IV i RDR2) odpowiada biatko
DCL3. Dwuniciowe prekursory ta-siRNA (zalezne od Pol II i RDR6) cigte sg gtownie
przez biatko DCLA4, ktore funkcjonuje w kompleksie z bialkiem DRB4, homologiem
HYL1 (DRB1). W testach in vitro obecnos¢ DRB4 warunkuje aktywno$¢ katalityczna
DCL4 [73]. Z kolei NAT-siRNA, ktorych szlaki biogenezy sa najbardziej
zréznicowane, wykazuja w duzej mierze zalezno$¢ od DCL3 i DCLI1, przy czym
wykazano, ze wiele prekursorow podlega trawieniu przez oba te biatka [55]. Takze
DCL2 uczestniczy w biogenezie niektorych NAT-siRNA [74]. Za cigcie prekursorow
pochodzacych z wirusow RNA zwykle odpowiadajg biatka DCL4 i DCL2, natomiast z
wirusow DNA — DCL3 [75].

Tabela 1.1. Poréwnanie funkcji roslinnych bialek typu Dicer (DCL) i ich produktow.

Bialko DCL1 DCL2 DCL3 DCL4

Dlugo$é

generowanych 21nt 22 nt 24 nt 21 nt

produktéw

Glé dukt hc-siRNA ta-siRNA

eng:‘g}g“’ u MiRNA NAT-siRNA (zalezne od Pol  (zalezne od Pol II
genny IV i RDR2) i RDR6)

uzupetnia DCL4  glowne biatko glowne biatko

Rola w produkgcji

. . . W generowaniu generujace generujace
\S/\I/IiT’IJQ)VF\)/SCQOdzenIa ni€znaczna vsiRNA wiruséw  vsiRNA wiruséw  vsiRNA wiruséw
9 RNA DNA RNA

Na przykladzie biogenezy vsiRNA wykazano wymienno$¢ funkcji oraz
hierarchi¢ dziatania poszczeg6lnych roslinnych biatek DCL. DCL4 wraz z kofaktorem
DRB4 odpowiadaja za produkcje siRNA (dtugosci 21 nukleotydow) pochodzacych z
wiekszosci wirusow roslinnych. Stad aktywnos$¢ obu biatek podlega czgsto inhibicji
przez wirusowe supresory. Stwierdzono, ze w takiej sytuacji biatko DCL2 produkuje z

tych samych prekursorow alternatywng pule 22-nukleotydowych VvsiRNA,



WPROWADZENIE | MALE REGULATOROWE RNA | 19

wykazujacych dziatanie zblizone do produktéow DCL4 [76]. Podobng zalezno$é
zaobserwowano w przypadku prekursorow ta-siRNA, ktorych cigcie przy braku
aktywno$ci DCL4 zachodzi z udziatem DCL2 i DCL3 [77].

Biatka DCL2, DCL3 i DCL4, podobnie jak DCLI, wykazuja lokalizacj¢
jadrows, a ich istotna frakcja kolokalizuje wraz z DCL1 w charakterystycznych
ziarnisto$ciach w okolicy jaderka. Struktury te, poprzez skupienie szlakow biogenezy
miRNA 1 roznych rodzajow siRNA wplywa¢ moga na obserwowang wymiennos$¢
funkcji poszczegdlnych biatlek DCL [78]. Jedynie biatka DCL1 i DCL3 posiadajg
kanoniczny sygnat lokalizacji jadrowej [79]. Sugeruje to, ze DCL2 i DCL4 moga by¢
takze obecne w cytoplazmie, co w przypadku DCL2 zostalo potwierdzone
doswiadczalnie [64]. Obecno$¢ obu biatek w cytoplazmie wydaje si¢ uzasadniona ze
wzgledu na fakt, iz materiat genetyczny roslinnych wiruséw RNA z reguly nie trafia do
jadra komoérkowego.

Co najmniej kilka biatek wptywa na stabilizacj¢ prekursorow i dojrzatych
czasteczek miRNA 1 siRNA oraz prawidlowy przebieg procesu ich biogenezy w
komorkach ros§linnych. Biatko DAWDLE (DDL), ktére moze oddzialywa¢ migdzy
innymi z DCL1, stabilizuje pierwotne prekursory miRNA i SiRNA przed etapem ich
cigcia [80]. Inne roslinne biatko, TOUGH (TGH), wplywa na wydajnos¢ cigcia
prekursoréw przez biatka typu Dicer, prawdopodobnie wspomagajac wigzanie
czasteczek RNA z enzymem [81]. Czapeczka metyloguanozynowa obechna w
prekursorach generowanych przez Pol Il wigzana jest przez kompleks biatlek CBP20 i1
CBP80 (ang. Cap binding protein), co warunkuje prawidlowy przebieg sktadania pri-
miRNA [82].

Produkty generowane przez biatka DCL podlegaja 2 -O-metylacji na koncu 3°
przez jadrowa metylotransferaze HEN1 [83]. Modyfikacja ta bezposrednio zapobiega
trawieniu miRNA i siRNA przez komorkowe 3°-5° egzonukleazy. Metylacja konca 3°
chroni takze czgsteczki przed urydylacja, ktora zapoczatkowuje alternatywny szlak
degradacji RNA w komorce [84]. Poza metylacja na stabilizacje matych regulatorowych
RNA wplywa szereg czynnikoéw, dziatajacych zardéwno in cis jak i in trans [85].
Stabilnos¢ poszczegdlnych miRNA moze by¢ uwarunkowana obecno$cig okreslonych
motywow sekwencyjnych [86, 87]. Wykazano takze, ze wigksza cze$¢ puli dojrzatych
miRNA w komorce zwigzana jest z biatkowymi kompleksami efektorowymi (zob.
Rozdz. 1.2.3), co zapewnia ich stabilizacje i wydluza czas pottrwania [88, 89, 90].

Dojrzate czasteczki matych regulatorowych RNA podlegaja eksportowi do cytoplazmy,
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za co odpowiada prawdopodobnie biatko HASTY, homolog zwierzgcej Eksportyny 5
[91].

1.2.3. ROSLINNE KOMPLEKSY WYCISZAJACE INDUKOWANE PRZEZ RNA

Mate regulatorowe RNA funkcjonuja w komorkach w kompleksach
biatkowych znanych jako RISC (kompleks wyciszajacy indukowany przez RNA, ang.
RNA induced silencing complex). Gtowny sktadnik RISC stanowia biatka AGO, ktore
bezposrednio wigza dojrzale czasteczki miRNA badz siRNA. Czasteczka malego
regulatorowego RNA w kompleksie z AGO stuzy jako sonda zapewniajaca specyficzne
wigzanie RISC do docelowego transkryptu. Réznorodne komoérkowe transkrypty
podlegaja w ten sposob specyficznej regulacji, ktorej efektem jest wyciszenie loci z
ktorych pochodza.

Bialka AGO wystepuja zarowno u organizméw prokariotycznych jak i
eukariotycznych 1 cechujg si¢ wysoka konserwatywnoscig [92]. Posiadaja one
charakterystyczng budowe domenowa obejmujaca: domeng¢ konca N, domen¢ PAZ
(ang. Piwi/Argonaute/Zwill, obecna takze w bialkach Dicer), domen¢ MID (ang.
middle) i domen¢ PIWI. Domeny PAZ i MID wigza odpowiednio koniec 3" i 5°
dojrzatej czasteczki matego regulatorowego RNA [93, 94]. PIWI przyjmuje sturukturg
charakterystyczng dla domen rybonukleazy H i odpowiada za aktywno$é
endonukleazowa biatek AGO [95, 96].

Z generowanych przez biatka DCL dupleksow RNA z reguty tylko jedna ni¢
stanowi czasteczke regulatorowg i zostaje wiaczona do RISC. Zaobserwowano, iz w
przypadku dupleksow miRNA/mMiRNA* czasteczka regulatorowa ulega z reguty duzo
wyzszej] akumulacji w komorce niz ni¢ towarzyszaca. Obserwacja ta wskazuje na
preferencyjne wiaczanie miRNA do RISC i zwigzang z tym stabilizacje czasteczki [97].
U roslin, podobnie jak u zwierzat, wybor danej nici RNA czesto podyktowany jest
nizsza stabilno$cig termodynamiczng dupleksu w obrebie konca 5° czasteczki
regulatorowej, w odniesieniu do przeciwnego konca dupleksu [98]. Ponadto wykazano,
ze na wybor nici z dupleksu miRNA/miRNA* wpltywa obecno$¢ biatka HYLI
(kofaktora DCL1) i jego regulatora CPL1, a takze biatka szoku cieplnego HSP90 [99,
100]. W niektorych przypadkach takze aktywno$¢ endonukleazowa biatka AGO

warunkuje usuniecie nici towarzyszacej z dupleksu [101].
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Genom Arabidopsis koduje 10 biatek Argonaute (AGO1-10), ktoére wykazuja
zréznicowane preferencje w wigzaniu poszczegdlnych klas malych regulatorowych
RNA [102]. Przyktadowo AGOI1 tworzy kompleksy gtownie z miRNA, a AGO4,
AGO6 i AGO9 z hc-siRNA [103, 104]. Z drugiej strony wiadomo, ze biatka AGO
konkurujg o wigzanie poszczegolnych matych regulatorowych RNA, a na preferencje
wigzania wptywa¢ moze mi¢dzy innymi zréznicowany profil ekspresji poszczegdlnych
gendw AGO w réznych tkankach rosliny [105]. Ponadto w przypadku niektorych biatek
AGO wykazano preferencyjnie wigzanie matych RNA posiadajagcych wybrany
nukleotyd na koncu 5°: urydyng (AGOI), adenozyne (AGO2 i AGO4) czy cytydyne
(AGO5) [106, 107]. Urydyna obecna jest na koncu 5° wigkszosci roslinnych miRNA.
Jej zamiana na adenozyng skutkuje zmiang preferencji wigzania matego RNA do biatek
AGO (z AGO1 na AGO?2) i zniesieniem efektu wyciszenia sekwencji docelowej [107].
MiRNA rzadko tworzag homogenne populacje, czesciej stanowia zbior czasteczek
r6éznigeych si¢ dlugosciag w zakresie 1-2 nukleotydow, co wynika¢ moze zaréwno z
alternatywnego cigcia prekursoréw przez rdzne biatka DCL, jak 1 nieprecyzyjnego
dziatania poszczegdlnych biatek [108]. W rezultacie rézne warianty danego miRNA
dziata¢ moga w kompleksach z réznymi biatkami AGO. W specyficznym przypadku
wlaczenie alternatywnej formy miRNA do biatka AGO4 (typowo odpowiedzialnego za
wyciszanie sekwencji powtorzonych w genomie z udziatem hc-SiRNA) prowadzi do
wyciszenia genu tego miRNA [72].

Biatka AGO uczestniczg w procesie tzw. potranskrypcyjnego wyciszania
genéw (PTGS, ang. post-transcriptional gene silencing). Ich dziatanie polega na
rozcigciu transkryptéw podlegajacych regulacji, co prowadzi do degradacji powstatych
fragmentow z udziatlem komorkowych rybonukleaz [109, 110]. Jak dotad u Arabidopsis
potwierdzono aktywno$¢ endonukleazowg biatek AGO1, AGO2, AGO4, AGO7 i
AGO10 [106, 107, 111, 112, 113, 114]. Aktywnos¢ ta nie jest jednak warunkiem
koniecznym dla wyciszenia danego locus w genomie. Alternatywny mechanizm PTGS
stanowi inhibicja translacji docelowych mRNA. Sposéb, w jaki dochodzi do inhibicji
nie jest do konca jasny, ale wydaje si¢ zaleze¢ od regionu, w ktérym do docelowego
transkryptu przylaczony zostaje RISC. Zaobserwowano mig¢dzy innymi zaburzenie
inicjacji translacji oraz jej przedwczesng terminacje [115].

U Arabidopsis wigkszos¢ miRNA i wiele siRNA dziata w kompleksach z
bialkiem AGOIl. Analizujagc mutanty AGO1 zaobserwowano, ze aktywno$¢

endonukleazowa biatka warunkuje prawidlowe funkcjonowanie ro$linnych miRNA i
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SIRNA, a co za tym idzie prawidlowy rozwo6j roslin [101, 102]. Z drugiej strony
wykazano, ze dla wielu roslinnych miRNA 1 siRNA dzialajacych w kompleksach z
AGOI1 inhibicja translacji ma znaczacy wplyw na obserwowany efekt wyciszenia
danego locus [115, 116]. Wskazuje to, ze oba mechanizmy dziatania RISC: trawienie
docelowych transkryptow jak i inhibicja ich translacji, majg istotne znaczenie w
procesie PTGS u ros$lin. Udzial obu mechanizméw w wyciszaniu poszczegoélnych loci
jest zroznicowany. Jak dotad nie wskazano takze zadnej wilasciwosci docelowego
transkryptu (na przyktad liczba miejsc wigzania miRNA, ich lokalizacja w obrebie
czasteczki, stopien komplementarno$ci miRNA/transkrypt), ktoéra faworyzowatyby badz
jego trawienie, badz inhibicj¢ translacji [116].

Sekwencje roslinnych miRNA i docelowych transkryptow wykazuja bardzo
wysoki stopien komplementarno$ci [117]. Z kolei u zwierzat komplementarnos$¢ ta
ogranicza si¢ najczesciej do pierwszych 8 nukleotydow od konca 5° miRNA [118].
Wydaje sie, ze ta obserwacja odzwierciedla istotng rdznice w sposobie funkcjonowania
ro$linnych 1 zwierzgcych miRNA, ktora wptywa na skale regulacji u obu grup
organizméw. Zakladajac wigzanie miRNA do transkryptu w obrgbie jedynie pierwszych
8 nukleotydow czasteczki regulatorowej dla kazdej konserwatywnej rodziny
zwierzecych miRNA zidentyfikowano $rednio okoto 500 potencjalnych docelowych
transkryptow. Szacuje si¢, ze u zwierzat ponad polowa genow kodujacych biatka
podlega regulacji przez miRNA [119]. Ponadto zwierzece transkrypty czgsto podlegaja
regulacji przez wigcej niz jeden miRNA, co wskazuje, ze dziatanie zwierzecych miRNA
ma charakter kombinatoryczny [120]. U roslin potencjalne miejsca wigzania
konserwatywnych miRNA zidentyfikowano w mniej niz 1% komoérkowych
transkryptow [121]. Ponadto u roslin jeden transkrypt podlega z reguty regulacji przez
jeden okreslony miRNA [108, 122].

AGO4 oraz jego najblizsze homologi AGO6 1 AGO9 odpowiadajg za
funkcjonowanie hc-siRNA u Arabidopsis. Wiadomo, ze kompleksy hc-SIRNA i
specyficznych dla nich bialek AGO biora udziat w procesie metylacji DNA kierowanej
przez RNA (RdDM, ang. RNA-directed DNA methylation). Proces ten prowadzi do
modyfikacji struktury chromatyny i stanowi forme transkrypcyjnego wyciszania genow
(TGS, ang. transcriptional gene silencing). Wiele transkryptow, ktérych poziom
regulowany jest poprzez TGS pochodzi z transpozondéw i innych sekwencji
powtdrzonych w genomie. Szczegély funkcjonowania hc-siRNA pozostaja jednak w

wielu aspektach niejasne [123]. Za biogenez¢ hc-SiRNA oraz ich docelowych
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transkryptow odpowiadaja dwie specyficzne dla roslin polimerazy RNA: odpowiednio
Pol IV i Pol V [124]. Obie polimerazy generuja niekodujace RNA, z ktorych wiele
pochodzi z obszaréw genomu podlegajacych metylacji, do ktérych sg rekrutowane za
posrednictwem specyficznych kofaktoréw [125, 126, 127, 128].

Jak zaobserwowano biatka AGO w kompleksie z hc-siRNA wigza si¢ z
transkryptami Pol V w miejscu ich powstawania. W ten sposob biatka AGO kierowane
sg do sekwencji podlegajacych RADM. Zaktada sig¢, ze proces ten mozliwy jest zarowno
dzieki komplementarnosci pomiedzy czgsteczkami hc-SIRNA, a docelowymi
transkryptami, jak i dzigki oddziatywaniom pomiedzy biatkami zaangazowanymi w
TGS: w tym AGO4 z Pol V. AGO4 moze takze oddziatywaé¢ z komorkowa
metylotransferazg DRM2, co prawdopodobnie prowadzi do metylacji loci, z ktorych
pochodzg transkrypty generowane przez Pol V [129, 130]. Nie wiadomo, jak duze
znaczenie dla tego procesu ma aktywno$¢ endonukleazowa AGO4. Wykazano, ze jest
ona niezbedna dla wlaczenia do AGO4 wiasciwej nici hc-SIRNA z dupleksu
generowanego przez DCL3. Nie jest natomiast jasne czy nastgpuje takze trawienie

docelowych transkryptéw [131].
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Rysunek 1.3. Szlaki biogenezy malych regulatorowych RNA u roslin. (a) Pierwotne
prekursory miRNA (pri-miRNA) syntezowane s3 przez Pol 1I. Po obrobce
potranskrypcyjnej pri-miRNA ulegajg trawieniu przez DCLI, co prowadzi do
wyzwolenia dupleksu miRNA/miRNA*. Dojrzale czasteczki miRNA funkcjonuja w
kompleksach z bialkami AGO, jako sondy zapewniajace specyficzne wigzanie do
transkryptow. Bialka AGO odpowiadaja za degradacje docelowych transkryptow badz
inhibicje ich translacji. (b) Czasteczki ta-siRNA powstaja z transkryptow genow TAS,
ktore ulegty trawieniu przez biatka AGO. Trawieniem tym kierujg specyficzne miRNA.
Niektore fragmenty transkryptow TAS stanowig matryce dla RDR6, a powstaty dsSRNA
sg substratem dla DCL4. Dziatanie biatek AGO w kompleksach z ta-siRNA opiera si¢
glownie na trawieniu docelowych transkryptow. (c) Prekursory NAT-siRNA powstajg z
pary wzajemnie komplementarnych transkryptow. Z reguty jeden z nich jest stale
obecny w komérce, a produkcje drugiego indukuja okreslone czynniki np. stresowe.
Utworzony dsRNA stanowi substrat dla biatek DCL1, DCL2 badz DCL3. Dziatanie
biatek AGO w kompleksach z NAT-siRNA takze opiera si¢ gltoéwnie na trawieniu
docelowych transkryptow. (d) Prekursory hc-siRNA stanowig transkrypty Pol IV,
syntezowane z reguly na matrycy réznorodnych sekwencji powtérzonych w genomie.
DsRNA powstaja przez synteze drugiej nici z udziatem RDR2 1 stanowig substrat dla
DCL3. Sekwencje docelowe dla hc-siRNA w kompleksach z biatkami AGO stanowig
dlugie niekodujace transkrypty Pol V, takZze powstajace z genomowych sekwencji
powtdrzonych. Hc-siRNA kierujg biatka modyfikujagce strukture chromatyny do
powtarzajacych si¢ w genomie sekwencji. Biatko HEN1 metyluje konce 3* wszystkich
typéw matych regulatorowych RNA, co zapobiega ich degradacji. Etapy biogenezy z
udziatem biatek DCL zaznaczono na zielono.
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1.3. BIALKA TYPU DICER

Biatka Dicer wykazujg aktywno$¢ rybonukleazowa, a ich dziatanie polega na
wycieciu z prekursora krotkiego dupleksu RNA zawierajacego dojrzala czasteczke
regulatorowg (miRNA badz siRNA). U kregowcow, nicieni a takze niektorych drozdzy
1 alg wystepuje jedno uniwersalne biatko Dicer odpowiedzialne za generowanie calej
puli matych regulatorowych RNA. Rosliny, owady, pierwotniaki oraz niektore grzyby
posiadajg z reguty kilka homologicznych biatek Dicer (Rys. 1.4a). Bialka wystepujace u
roslin znane s3 jako DCL. Wystepowanie kilku biatek Dicer w organizmie wigze si¢ z
reguty z ich funkcjonalng specjalizacja. Przyktadowo u Drosophila melanogaster
wystepuja dwa homologiczne biatka: Dicer-1 1 Dicer-2, wyspecjalizowane w
generowaniu odpowiednio miRNA i siRNA [132].

Genom Arabidopsis thaliana koduje 4 biatka typu Dicer (DCL1-4),
reprezentujace 4 wyspecjalizowane funkcjonalnie grupy biatek DCL wystepujacych u
roslin. Dodatkowo w wielu gatunkach ro$lin zidentyfikowano duplikacje genow
kodujacych poszczegdlne biatka DCL. Sposrod jednolisciennych, ryz (Oryza sativa)
posiada 6 biatek DCL (w tym po 2 izoformy DCL2 i DCL3), natomiast kukurydza (Zea
mays) 5 biatek DCL (2 izoformy DCL3) [133, 134]. U dwulisciennej soi (Glycine max)
wystepuje 7 biatek DCL, w tym po 2 izoformy DCL1, DCL2 i DCL4 [135, 136]. W
genomie lucerny (Medicago truncatula) udato si¢ dotad zidentyfikowac jedynie 3 geny
kodujace biatka DCL (DCLI1, DCL2 i DCL3) [137, 138]. Projekt sekwencjonowania
genomu Medicago nie zostat jednak jeszcze ukonczony.

Jak dotad jedynie u roslin zaobserwowano wystgpowanie tak licznej grupy
homologicznych bialek DCL. Analizy filogenetyczne wskazuja, Zze pojawienie si¢
czterech biatek DCL miato miejsce na wezesnych etapach ewolucji ro$lin 1 zbieglo si¢
w czasie z wyksztalceniem wielokomorkowosci. Sugeruje to, ze zréznicowanie szlakdw
biosyntezy matych regulatorowych RNA zwigzane bylo ze wzrostem ztozonosci
organizmow. Ponadto rosliny wykorzystuja mate regulatorowe RNA jako jeden z
glownych systemow obrony przed wirusami i innymi patogenami. U kregowcow, ktore
posiadajg tylko jedno biatko Dicer, role ta pelni w duzej mierze specjalnie wyksztatcony
uktad immunologiczny. Stad prawdopodobnie liczba obecnych w ro$linach biatek DCL

odzwierciedla takze ich istotng role w tym procesie [133, 139].
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Rysunek 1.4. Bialka Dicer i DCL. (a) Schemat ewolucji genéw kodujacych biatka
Dicer i DCL. Liczba genéw DCL zidentyfikowana u wybranych gatunkow ro$lin jedno-
1 dwulisciennych w poréwnaniu z liczbg genow bialek Dicer charakterystyczng dla
innych taksonéw. W przypadku Medicago truncatula obecno$¢ genu kodujacego
przynajmniej jedna izoform¢ DCL4 nie zostata dotad potwierdzona (na podstawie
[133]). (b) Kompozycja domenowa biatek typu Dicer i DCL (bez zachowania skali). Od
konca aminowego sa to kolejno: domena DExD/H i domena konca C helikazy (tworza
razem region helikazowy, kolor z6tty), DUF283 (pomaranczowy), PAZ (r6zowy), dwie
domeny RNazy Ill: a i b (niebieski) oraz domena wigzgca dsRNA (zielony). (C) Roznice
pomiedzy typowa kompozycja domenowa zwierzgcych biatek Dicer i1 ro$linnych DCL
(w ramkach). Charakterystyczng cecha roslinnych biatek DCL1, DCL3 i DCL4 jest
obecno$¢ dwoch domen wigzacych dsRNA na koncu C. Ponizej przedstawiono
przyktady znanych wariantow biatek Dicer i DCL. Biatko z pierwotniaka Giardia
intestinalis zbudowane jest jedynie z dwdch typoéw domen (PAZ i RNazy Ill), przez co
uznawane jest za minimalny enzym Dicer.
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1.3.1. BUDOWA BIALEK TYPU DICER

Wiekszo$¢ biatek z rodziny Dicer wystepujacych u kregowcow, owadow i
ro$lin posiada w swej strukturze 6 typéw domen (Rys. 1.4b). Od konca aminowego
biatka sg to kolejno domena obejmujaca motyw DEXD/H (ang. DExD/H box) i domena
konca C helikazy (ang. helicase C), tworzace razem region helikazowy, a nastgpnie
domeny DUF283 (ang. domain of unknown function), PAZ, RNazy Ill oraz domena
wigzgca dsRNA (dsRBD, ang. dsRNA binding domain). Peinej dlugosci ludzkie biatko
Dicer ma mas¢ czasteczkowa okoto 220 kDa, masa czasteczkowa biatek DCL z
Arabidopsis (AtDCL) wynosi od 155 do 215 kDa. U nizszych organizmow
eukariotycznych biatka Dicer czesto pozbawione sg jednej badz Kilku z wymienionych
domen (Rys. 1.4c). Przyktadowo, Dicer z pierwotniaka Giardia intestinalis, jak dotad
jedyne biatko z rodziny Dicer, dla ktorego okreslono strukture krystaliczng, posiada w
swej strukturze jedynie domeng PAZ oraz dwie domeny RNazy I1l. Wskazuje to na ich
kluczowg rolg w procesie generowania matych regulatorowych RNA przez biatka Dicer
[140]. Dane strukturalne dotyczace ludzkiego biatka Dicer, uzyskane za pomoca
mikroskopii elektronowej, pozwolily na okreslenie jego ogolnej topologii i
rozmieszczenia poszczegdlnych domen (Rys. 1.5) [141].

Trzon  katalityczny ~ wszystkich ~ bialek  typu  Dicer  stanowi
wewnatrzczasteczkowy dimer dwdoch domen RNazy III (oznaczanych jako a i b). Kazda
z domen odpowiada za przecigcie jednej nici dwuniciowego fragmentu prekursora.
Aktywno$¢ katalityczna RNazy 111 zalezna jest od obecnosci jonow Mg?* i prowadzi do
rozerwania pojedynczego wigzania fosfodiestrowego w obrgbie nici RNA. Powstajace
w ten sposob produkty posiadaja grupe fosforanowa na koncu 5° oraz grupe
hydroksylowa na koncu 3" [142]. Rozmieszczenie domen RNazy III w strukturze biatka
determinuje obserwowany wzor cigcia dwuniciowych prekursorow; jak juz wczesniej
wspomniano generowane przez enzym pre-miRNA oraz dupleksy RNA (w tym
dupleksy miRNA/mMIRNA¥*) posiadaja charakterystyczne 2-nukleotydowe wystajace
konce 3°. Wykazano, ze tego typu konce mogg by¢ specyficznie wigzane przez domeng
PAZ, oraz ze wigzanie konca pre-miRNA do domeny PAZ warunkuje powstawanie
czasteczek miRNA o prawidtowej dtugosci [143, 144].

Dane strukturalne dotyczace biatek typu Dicer z czlowieka oraz Giardia
intestinalis wskazuja, ze domena PAZ oraz dimer RNaz III sa odseparowane

przestrzennie, a dystans pomiedzy nimi odpowiada dlugosci okoto 25-nukleotydowej
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Rysunek 1.5. Struktura bialek typu Dicer. (a) Struktura biatka Dicer z Giardia
intestinalis, minimalnego biatka typu Dicer (kod PDB: 2FFL). W strukturze
krystalicznej (po lewej) domena PAZ (pomaranczowa) potaczona jest z domeng RNazy
[lla (zoMtta) przez a-helikalny tacznik (czerwony). Lacznik stabilizowany jest przez
strukture platformy (niebieska). Domeny RNazy Illa i RNazy IIIb (zielona) tworza
wewnatrzczasteczkowy dimer, a ich miejsca katalityczne (w czarnym kwadracie)
zlokalizowano za pomoca jonéw Er** (fioletowe). Model kompleksu biatka Dicer z
Giardia intestinalis i fragmentu dsRNA (po prawej) wskazuje, ze odlegtos¢ pomigdzy
domeng PAZ (miejscem wigzania konca RNA, zo6tta gwiazdka), a centrum
katalitycznym (miejsca cigcia obu nici RNA, zaznaczone bialymi strzatkami)
determinuje dlugo$¢ generowanych produktow. Kolorem niebieskim i czerwonym
zaznaczono regiony biatka o charakterze odpowiednio zasadowym 1 kwasowym (©
2006 AAAS) [140]. (b) Topologia ludzkiego biatka Dicer okreslona za pomocg
mikroskopii elektronowej. W strukturze biatka wskazano lokalizacj¢ domen PAZ
(fioletowa), RNazy III (pomaranczowa), dsRBD (niebieska) oraz regionu helikazowego
ztozonego z trzech subdomen (pomaranczowa, niebieska, czerwona) tworzacych
strukture w ksztatcie klamry. W obszarze poszczegolinych domen dokonano dokowania
znanych struktur homologéw (po lewej). Model kompleksu ludzkiego biatka Dicer 1
pre-miRNA (po prawej) wskazuje, ze prekursor, ktorego koniec zostal zwigzany w
obrebiec domeny PAZ zajmuje centralny kanal widoczny w strukturze enzymu.
Jednoczesnie petla spinki prekursora miesci si¢ w strukturze klamry utworzonej przez
region helikazowy biatka (reprodukcja za zgoda © Macmillan Publishers Ltd) [141].

domena
PAZ

domena
dsRBD
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helisy dsRNA. Sugeruje to, ze dlugos¢ produktéw generowanych przez biatka typu
Dicer determinowana jest przez odleglo$s¢ pomigdzy domeng PAZ, gdzie nastepuje
wigzanie konca prekursora, a centrum katalitycznym enzymu [140, 141]. W przypadku
enzymu z Giardia powierzchnia taczgca te domeny wykazuje dodatni potencjat
elektrostatyczny, ktory wspomaga wigzanie dsRNA [145]. Badania struktury
krystalicznej domeny PAZ ludzkiego biatka Dicer wykazaly obecno$¢ dwoch kieszeni
wigzacych oba konce nici tworzacej pre-miRNA. Wigzany jest zarowno wystajacy 2-
nukleotydowy koniec 3° RNA jak i grupa fosforanowa konca 57, co ma istotne
znaczenie dla wydajno$ci trawienia pre-miRNA przez Dicer [143, 146]. Kieszenie
wigzgce wystajacy koniec 3° prekursorow matych regulatorowych RNA w zwierzecych
biatkach Dicer oraz roslinnych DCL1, DCL2 i DCL3 posiadaja jednolity, ujemny
potencjat elektrostatyczny, natomiast kieszenie w biatkach DCL4 ro6znych gatunkow
ro$lin wykazuja bardzo niejednorodny potencjal. Cecha ta moze by¢ zwigzana z
przystosowaniem DCL4 do trawienia roznorodnych prekursorow siRNA pochodzacych
od bardzo zmiennych i szybko ewoluujacych wirusow [139].

W obrgbie konca aminowego wigkszosci biatek typu Dicer zlokalizowany jest
region helikazowy, klasyfikowany jako helikaza nadrodziny 2. Obejmuje on domen¢ o
charakterystycznym motywie sekwencyjnym DExD/H oraz domen¢ konca
karboksylowego helikazy. Domeny typu DExD/H wiaza 1 hydrolizuja ATP, dzigki
czemu mozliwe jest rozplatanie dupleksu RNA oraz translokacja substratu [147].
Region helikazowy nie wystepuje migdzy innymi w biatku Dicer z Giardia, co
wskazuje, ze nie jest on niezbedny dla zachowania podstawowej aktywnoS$ci
katalitycznej enzymu [140]. W zwierzecych biatkach Dicer region helikazowy
przyjmuje ksztatt klamry, a jego lokalizacja w poblizu centrum katalitycznego wskazuje
na mozliwos¢ oddziatywania z fragmentem prekursora powyzej wycinanego dupleksu
(Rys. 1.5) [141]. Wykazano, Ze region ten moze oddziatywac z petla spinki pre-miRNA,
dzigki czemu prawdopodobnie nast¢puje rozroznienie krotszych prekursorow miRNA
od dluzszych dupleksow [148, 149]. Delecja regionu helikazowego w ludzkim biatku
Dicer podnosi jego aktywno$¢ katalityczng 1 znosi preferencje cigcia wobec
poszczegoblnych substratow [144, 150].

Rola regionu helikazowego zostata najlepiej scharakteryzowana w przypadku
biatlek Dicer z Drosophila melanogaster. Sposréd dwoch bialek Dicer u Drosophila
Dicer-1 nie posiada funkcjonalnego motywu DExD/H w czgs$ci helikazowej, co

wspolgra z preferencjg biatka do trawienia stosunkowo krétkich struktur spinki
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obecnych w zwierzecych pre-miRNA. Z kolei region helikazowy Dicer-2 wigze i
hydrolizuje ATP, co umozliwia procesywne ciecie dlugich dwuniciowych prekursorow
siRNA [151]. Wydajne trawinia prekursorow SsiRNA przez Dicer-2 wymaga
dostepno$ci ATP, nie jest natomiast zalezne od obecnosci 2-nukeotydowego
wystajacego konca 3°. Sugeruje to, ze cigcie tego rodzaju prekursoréw nie wymaga
silnego wigzania ich konca z domeng PAZ w obrgbie kieszeni wigzacych koniec pre-
miRNA. Odwrotnie, trawienie pre-miRNA w duzym stopniu zalezy od struktury jego
konca, a nie jest zalezne od ATP [152]. Dodatkowo precyzyjne ciecie pre-miRNA
wymaga zwigzania petli spinki prekursora do regionu helikazowego. Razem sugeruje to
dwie wazne role regionu helikazowego w biatkach typu Dicer: zapewnianie
procesywnosci podczas trawienia dtugich komplementarnych prekursoréw siRNA oraz
prawidlowe pozycjonowanie spinek pre-miRNA poprzez oddziatywanie z ich
jednoniciowa petla [153].

Zdecydowana wigkszo$¢ roslinnych biatek typu Dicer posiada funkcjonalny
motyw DExXxD/H w regionie helikazowym, mimo iz podobnie jak u Drosophila
poszczegolne homologi wyspecjalizowane sg w trawieniu prekursorow miRNA (DCL1)
badz siRNA (DCL2-4) [139]. Zachowanie aktywnosci helikazowej w biatkach DCLI
moze wigza¢ si¢ z odmienng strukturg prekursorow roslinnych miRNA, typowo
znacznie dtuzszych od ich zwierzgcych odpowiednikéw 1 wymagajacych procesywnego
dziatania enzymu. Dla mutanta biatka DCL1 z Arabidopsis pozbawionego regionu
helikazowego zaobserwowano spadek procesywnosci, a takze nieprecyzyjne cigcie tych
prekursoréw, ktorych doktadno$é¢ ciecia w niewielkim stopniu zalezy od obecno$ci
HYL1 [67].

Cecha charakterystyczng, obserwowana jedynie wsrdd roslinnych enzymow
typu Dicer jest obecno$¢ zroznicowanej liczby dSRBD na koncu karboksylowym biatka.
DCLI1, DCL3 i DCL4 typowo posiadaja dwie takie domeny, podczas gdy DCL2,
podobnie jak zwierzece biatka Dicer, tylko jedng [133]. W przypadku ludzkiego biatka
Dicer delecja dsRBD skutkuje jedynie spadkiem wydajnosci cigcia prekursorow [150].
Tymczasem rosliny Arabidopsis produkujace enzym DCL1 pozbawiony obu dsRBD
ging na etapie zarodka [154]. U ro$lin kazda z domen wydaje si¢ pelni¢ odr¢bng
funkcj¢. Dla biatka DCL1 z Arabidopsis wykazano, ze pierwsza domena (wykazujgca
wigksze podobienstwo do zwierzecych dsRBD) bierze udzial w wigzaniu pri-miRNA
do enzymu. Druga natomiast uczestniczy w oddzialywaniach z innymi biatkami, w tym

HYLI, oraz odpowiada za lokalizacj¢ DCL1 w obrebie charakterystycznych jadrowych
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ziarnistosci, w ktorych grupuja si¢ rézne biatka zwigzane z biogeneza miRNA i siRNA
[68, 155].

Wciaz najstabiej poznana pozostaje rola DUF283 w roslinnych i zwierz¢cych
enzymach typu Dicer. W ludzkim biatku Dicer DUF283 zlokalizowana jest pomig¢dzy
domeng PAZ, a centrum katalitycznym enzymu, w poblizu dsRBD [156]. Struktura
DUF283 biatka DCL4 z Arabidopsis okreslona za pomoca magnetycznego rezonansu
jadrowego ujawnita obecno$¢ motywu potencjalnie wigzgcego dsSRNA. Z drugiej strony
wykazano mozliwo$¢ jej oddzialywania z biatkiem DRB4, ktore warunkuje aktywnos¢

DCL4 [157].

1.3.2. FUNKCJONOWANIE BIALEK TYPU DICER

Topologia ludzkiego biatka Dicer wraz z danymi dotyczacymi funkcjonalno$ci
poszczegolnych domen pozwolity na opracowanie ogdélnego mechanizmu dziatania
enzymu (Rys. 1.6). Za wigzanie prekursora odpowiadaja domena PAZ oraz region
helikazowy, zlokalizowane po przeciwnych stronach biatka. Tym samym substrat
zajmuje centralny kanat obecny w strukturze enzymu i podlega przecieciu w obrebie
jego centrum katalitycznego. Wyciety dupleks RNA zostaje uwolniony z kompleksu,
natomiast druga cze$¢ prekursora moze pozosta¢ zwigzana przez region helikazowy
biatka. Umozliwia to procesywne cigcie dtugich prekursoréw, z ktdrych tworzony jest
wigcej niz jeden produkt [141].

Wciaz najstabiej poznane pozostajg szczegoty procesu przylaczenia substratu
do biatka, szczeg6lnie w przypadku roslinnych bialek DCL, ktére wykazuja
specjalizacje w obrobce poszczegdlnych typow prekursorow. Porownujac aktywnosé
enzyméw DCL3 i DCL4 z Arabidopsis wykazano pewne roznice w ich
funkcjonowaniu. DCL4 trawi preferencyjnie dtugie substraty, a proces ten zalezny jest
od obecnosci ATP. Z kolei DCL3 wykazuje tendencj¢ do preferencyjnego cigcia
krotszych dupleksow RNA, ktore posiadaja wystajacy koniec 3™ oraz fosforylowana
adenozyng lub urydyne na koncu 5° [158]. Wptyw na specyficznos¢ substratowa moga
mie¢ takze kofaktory DCL, jak na przykiad biatka wigzace dsRNA: HYL1 1 DRB4,
specyficznie oddziatujace z odpowiednio DCL1 i1 DCL4. Wreszcie dostepnos¢
poszczegolnych biatek DCL w réznych tkankach lub typach komoérek decydowaé moze
0 losie danego prekursora. Najbardziej znamienny przyktad stanowi proces wyciszania

de novo transpozonow u Arabidopsis. Wykazano, ze dsRNA pochodzacy z transpozonu
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Evadé (EVD) trawiony jest przez enzymy DCL4 i DCL2, a utworzone siRNA kieruja
procesem potranskrypcyjnego wyciszania EVD. Proces ten nie jest jednak efektywny, a
stopniowa akumulacja dsRNA pochodzenia transpozonowego powoduje wysycenie
szlakow biogenezy siRNA z udziatem obu enzymow. W konsekwencji biatko DCL3
rozpoczyna produkcje transpozonowych hc-siRNA, ktore wydajnie wyciszajg ekspresje¢
transpozonu poprzez RADM [159].

Przytaczenie substratu umozliwia jego cigcie przez enzym DCL. W szlaku
biogenezy miRNA przynajmniej dwa trawienia dokonywane przez DCL1 w obrgbie
prekursora sg niezbgdne do wyzwolenia dupleksu RNA obejmujacego czasteczke
regulatorowa. Z uwagi na dlugo$¢ struktur spinki obecnych w roslinnych prekursorach
miRNA czgsto dopiero sekwencja kilku nast¢pujacych po sobie trawien prowadzi do
powstania pre-miRNA: prekursora, z ktorego bezposrednio wyzwalany jest dupleks
miRNA/miRNA*. Wykazano, ze struktury spinki niektoérych ro§linnych pri-miRNA
obejmuja wigcej niz jeden dupleks miRNA/miRNA*. Jak juz sygnalizowano
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Rysunek 1.6. Mechanizm dzialania ludzkiego enzymu Dicer, zaproponowany na
podstawie topologii bialka okreslonej za pomoca mikroskopii elektronowej. (1)
Prekursor (dsRNA lub pre-miRNA) zostaje przytaczony do biatka przy udziale regionu
helikazowego. (2) Zwigzanie konca prekursora w obrebie domeny PAZ stabilizuje
kompleks 1 umozliwia trawienie. Dtugo$¢ generowanych produktow determinowana jest
przez odlegtos¢ pomiedzy domeng PAZ, a centrum katalitycznym enzymu. (3) Po cigciu
nastepuje uwolnienie dupleksu, pozostaty fragment prekursora pozostaje zwigzany w
obrebie regionu helikazowego. W ten sposob dilugie prekursory mogg ulegaé
procesywnemu cieciu bez odtaczenia od enzymu (reprodukcja za zgoda © Macmillan
Publishers Ltd) [141].
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konieczno$¢ procesywnego trawienia prekursorow wydaje si¢ by¢ jedna z przyczyn, dla
ktorych biatka DCL1, wyspecjalizowane podobnie jak Dicer-1 z Drosophila w
generowaniu miRNA, nie utracity swej aktywnos$ci helikazowej [67, 151].

Biatko DCL1 z Arabidopsis moze rozpoczyna¢ trawienie pri-miRNA zaréwno
od strony podstawy jak i petli struktury spinki obejmujacej dupleks miRNA/miRNA*
(Rys. 1.7) [160, 161]. Wykazano, ze niektore roslinne pri-miRNA podlegajg trawieniu
w obu kierunkach, co prowadzi do powstawania alternatywnych produktéw, a proces
ten stanowi¢ moze mechanizm regulacji poziomu poszczegoélnych miRNA w komorce.
Typowo miejsce pierwszego trawienia dokonywanego przez DCL1 w obrebie struktury
spinki obecnej w pri-miRNA oddalone jest o okoto 15 nukleotydow od rejonu
rozplecenia dsRNA. Prawdopodobnie w tym obszarze struktury spinki nastgpuje
przytaczenie biatka do pri-miRNA. Zaobserwowano, ze obecno$¢ rozplecenia
warunkuje mozliwos¢ trawienia pri-miRNA przez DCL1. Rozplecenie to stanowic¢
moze podstawe struktury spinki, by¢ czgsécig duzej petli wewnetrznej spinki lub czgsécia
petli koncowej, jesli trawienie rozpoczynane jest od tej strony prekursora. Wigksze
wewnetrzne petle w 15-nukleotydowym fragmencie trzonu poprzedzajacym miejsce
pierwszego trawienia przeszkadzaja w cigciu prekursora [162, 163].

Zaobserwowano, ze preferowane miejsce ciecia z reguty takze znajduje si¢ w
poblizu rozplecenia dsRNA, powstajacego w skutek obecnosci jednego badz kilku
niesparowan w strukturze spinki prekursora [163]. Trawienie pri-miRNA prowadzi do
utworzenia produktu posiadajgcego 2-nukleotydowy wystajacy koniec 3°. Koniec ten
wigzany jest przez domen¢ PAZ enzymu. Kolejne cigcia prowadza do wyzwolenia
krotkich dupleksow RNA i nastepuja W odlegtosci okoto 21 nukleotydéw od
wygenerowanego wczesniej charakterystycznego konca prekursora. Analiza aktywnoSci
biatka Dicer z Giardia wykazala, ze precyzyjne ulokowanie centrum Katalitycznego
enzymu dokonywane jest gtdéwnie w odniesieniu do konca 3" prekursora [145]. Z kolei
ludzkie biatko Dicer oraz DCL3 z Arabidopsis wydaja si¢ wyznaczaé miejsce trawienia
w odniesieniu do fosforylowanego konca 5° prekursora [143, 158]. W przypadku
trawienia pre-miRNA przez zwierzece biatka Dicer na lokalizacj¢ miejsca cigcia
wptywa takze odlegtos¢ od petli koncowej w strukturze spinki prekursora. Sugeruje to,
ze wigzanie petli pre-miRNA przez region helikazowy, podobnie jak wigzanie konca
prekursora przez domen¢ PAZ, umozliwia dokladne pozycjonowanie prekursora w

obrebie centrum katalitycznego enzymu i determinuje miejsce trawienia [153].
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Co ciekawe u zwierzat wykazano takze udziatl bialka Dicer w procesach
niezwigzanych z biogeneza malych regulatorowych RNA. Zaobserwowano, ze u
nicienia Caenorhabditis elegans w komorkach ulegajgcych apoptozie biatko Dicer
podlega trawieniu przez kaspaze CED-3. Cigcie, ktore ma miejsce w obrebie domeny
RNazy Illa biatka prowadzi do powstania dwoch jego fragmentdéw. Jeden z nich
obejmuje fragment RNazy Illa oraz domeny RNazy IIIb i dSRBD. Zaobserwowano, ze
tak skrocony enzym pozbawiony jest co prawda aktywnosci RNazowej, wykazuje
natomiast aktywno$¢ DNazowa pozwalajacg na nacinanie jednej nici w dwuniciowych
DNA. Ponadto wykazano, ze ta aktywno$¢ skroconego biatka Dicer jest niezbedna dla
prawidlowego przebiegu procesu apoptozy u C. elegans [164].

Wiedza na temat funkcjonowania bialek z rodziny Dicer, szczeg6lnie
ro$linnego pochodzenia, nadal pozostaje jednak niepetna. Dostgpne dane strukturalne
ograniczajg si¢ obecnie do Dicer z Giardia intestinalis, cztowieka oraz pojedynczych
domen biatek z kilku innych organizméw. Wspdlny schemat budowy zwierzgcych
bialek Dicer i roslinnych DCL sugeruje ich zblizone wtasciwo$ci biochemiczne. Istnieja
jednak wyrazne réznice w funkcjonowaniu obu grup biatek. W szlaku biogenezy
miRNA roslinne biatka DCL tacza w sobie funkcje zwierzgcych rybonukleaz Drosha
oraz Dicer. Od bialek Dicer cztowieka i innych ssakéw odréznia je takze daleko
posunigta specjalizacja w generowaniu okreslonego typu matych regulatorowych RNA.
Z tego wzgledu pelne zrozumienie roli, jaka biatka DCL pelnia w komodrkach
roslinnych wymaga szczegdélowych badan, nieograniczajacych si¢ jedynie do ich

zwierzecych odpowiednikow.
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Rysunek 1.7. Sposoby trawienia pri-miRNA przez roslinne bialko DCL1. Biatko
DCLI1, w odréznieniu od zwierzecych biatek Dicer, odpowiada zar6wno za trawienie
pri-miRNA, jak i pre-miRNA. DCL1 moze rozpoczyna¢ trawienie prekursora od strony
podstawy lub petli spinki pri-miRNA (po lewej). Pierwsze cigcie (1) nastgpuje w
odleglosci okoto 15 nukleotydow od miejsca rozplecenia dsRNA (gwiazdka), ktore
znajdowaé si¢ moze u podstawy spinki, w obrebie duzej petli wewngtrznej lub w
obrebie petli koncowej. Cigcie to prowadzi do postania pre-miRNA z
charakterystycznym 2-nukleotydowym wystajacym koncem 3'. Kolejne cigcia
nastepuja w odlegtosci 21 nukleotydow od miejsca pierwszego cigcia i prowadza do
powstania dupleksow miRNA/miRNA* (r6zowy/niebieski). Niekiedy do wyzwolenia
wiasciwego dupleksu miRNA/miRNA* wymagana jest sekwencja kilku cig¢. Niektore
ro$linne pri-miRNA mogg by¢ trawione alternatywnie od strony podstawy lub petli
spinki, co prowadzi do utworzenia z danego prekursora r6znych produktow (ramka).
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Il. CELPRACY

Podstawowym celem niniejszej pracy doktorskiej byta identyfikacja oraz
charakterystyka genéw kodujacych biatka typu Dicer u modelowej rosliny bobowatej
Medicago truncatula oraz wstepna ocena aktywnosci wybranych biatek kodowanych
przez te geny.

Zgodnie z przyjetymi na wstgpie zalozeniami osiagnig¢cie tak zarysowanego
celu zwigzane bylo z realizacjg nastepujacych zadan szczegdétowych:

(i) identyfikacja oraz analiza porownawcza genéw DCL obecnych w genomie
Medicago;

(if) okreslenie poziomu akumulacji mRNA kodujacych poszczegolne biatka DCL w
réznych czesciach rosliny;

(iii) uzyskanie klonoéw sekwencji komplementarnych do mRNA kodujacych biatka
DCL (cDNA, ang. complementary DNA);

(iv) produkcja wybranych biatek DCL — biatka zaangazowanego w produkcj¢ miRNA
oraz jednego z biatek odpowiedzialnych za produkcje siRNA;

(v) analiza porownawcza aktywnosci katalitycznej uzyskanych biatek.
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I11l. MATERIALY I METODY

111.1. MATERIALY

111.1.1. OLIGONUKLEOTYDY DNA I RNA

Tabela 3.1. Oligonukleotydy DNA i RNA wykorzystywane w pracy. Kolorem szarym zaznaczono
sekwencje dodane do amplifikowanego fragmentu DNA w wyniku zastosowania oligonukleotydu jako
startera w PCR.

Oligonukleotydy DNA

Nazwa Sekwencja (5°-3°) Przeznaczenie
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTA .
Odwrotna transkrypcja
Oligo-dT TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTC (mieszanina 3 oligonukleotyddw

TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTG w rownych proporcjach)

D1-08-10 TAGAATAGGCGTTGATACACAGCAATAGG

Klonowanie cDNA DCL1
D1-08-13 ACAACCACTGCTTGCTTCTGATTGG
D2-08-51 CTCACTTCTATTTTCTTAAATTATTACCG

Klonowanie cDNA DCL2
D2-08-19 CCAGGTTCTATCAAGATATTTGATGGTG

D3-CDNA1 TGAAGCAATTCTTGTTCTTCATC
Klonowanie cDNA DCL3

D3-CDNAZ2 TCGGTTAGTTGGAGGCTAAAA

D4-CDNA1 ATTTTCCTACGCCGAATTGT
Klonowanie cDNA DCL4

D4-CDNAZ2 CAATGCCGTACGGTGAATC

D1-08-12 AATCCTTACTGGCTGGATGCCTG
D1-08-41 AATGACTTGGTCTTTCGCTCC
D1-08-42 TTCCAAACAACAGCAGTATTCC
D1-08-45 GTAAGCTAGATTCAATAGTTTGTACC
D1-08-46 CTCCTCATCCTTTGTATCCTCATCA
D1-08-57 TGTTGTGTCTGCATTAGTTCTACC

- Sekwencjonowanie cDNA DCL1
D1-pi-61 AATCCGCTTGGCACAACAGG
D1-pi-62 CCTTCTGTCACCACCTAAAGTTC
D1-pi-63 AGCATATCTGTTTGTCCCAATGGT
D1-seql TGCTTGTAAGCCAAATCAACA
D1-seg2 TCTTTTGGTCTTGGAGACTGC

D1-Hel-seq CCACAATCTCAGAGGGCATA

D2-08-17 AGATATGGGTGTTGACTACTGGGAT
D2-08-21 CTAGAGACTCTATGATGTCTCCAAG
D2-08-39 ATATACGCTATTCGAAGAATTAGC )
Sekwencjonowanie cDNA DCL2
D2-08-40 GTAACGCCGTCGTTCCTGG
D2-08-43 TGCCAGAATGCGAAATTCAGATTACA

D2-08-44 ATAGGGATTCTAGAAATCTGACATTAAC
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D2-08-47 CATACATCTCCATCCCAGTAGTC
D2-08-48 AGTGTGATTTCTCAAAGCTTCAGC
D2-08-59 AACTAGAGTCGAGCTTGATCCA Sekwencjonowanie cDNA DCL2
D2-08-60 GICTTTCGATTGACTATATCCATGACA
D2-seq CTTGGAGACATCATAGAGTCTCTAG
M13-FWD CAGGAAACAGCTATGAC
Sekwencjonowanie plazmidéw pCR
M13-REV GTAAAACGACGGCCAG
T7-FWD TAATACGACTCACTATAGGG
Sekwencjonowanie plazmidéw pET
T7-REV TAGTTATTGCTCAGCGGTIGG
pGEX-FWD GGGCTGGCAAGCCACGTITGGIG Sekwencjonowanie plazmidéw
pGEX-REV ~ CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG pGEX
DCLI1FL-FW CACCGAGGATGATGCCGATGCC Synteza cDNA DCL1 do ligacji z
DCLIFL-RE ~ CTATGACGAGTATAATTTGTTTATTAGTTCC  PET-100/D-TOPO
DCL2FL-FW CACCGAAATGGATGACTACGATGAGC Synteza cDNA DCL2 do ligacji z
DCL2FL-RV ~ TTACTTCCATTGCAAGGAATGC pET-100/D-TOPO
DCL83F1 CCGAATTCCGATGTAGTGAAAGCTTCAGGATTG
GTGAGCCTTGTCATCGICGTCCTTGTAGICTG -
DCL83R1 ACGAGTATAATTTGTTTATTAGTTCC Synteza cDNA DCL1-CC do ligacji z
pGEX-6P-3
GTAGTCGACTCAGTGTTTGTGACGGTGGTITGT
DCL83R2 GAGCCTTGTCATCGTCGT
FDCL2GST CCGAATTCTGTTGATTGGCTAACAATCAG
Synteza cDNA DCL2-CC do ligacji z
CGAGICGACTTAGTGGIGATGGTGATGATGCT GEX-6P-3
RDCL2GST TCCATTGCAAGGAATGC P
gpD1-FW GCTGCTTTGAAAGAGAAGGAA
Analiza poziomu mRNA DCL1
gpD1-RV CTCACACACCGGTAGAATGG
gpD1V2-FW  GGCTACTGGTTCTCTTTTACTGC Analiza poziomu mRNA DCL1 —
gpD1V-RV  CATCTTCATGTCCTTCACTGTGT wariantu MtDCL1-AS
gpD2-FW GATGCTACCAGCGACTTGAA
Analiza poziomu mRNA DCL2a
gpD2-RV TATTCACCGATGCAGACCTC
gpD2T2-FW GATGCTTGTCCAGACAATCTAATC
Analiza poziomu mRNA DCL2b
gpD2T2-RV AAGTCGCTGATAGCATCTTGG
gpD2T3-FW  ATCAATTCTTGTCCAGACAATCTTC
Analiza poziomu mRNA DCL2c
gpD2T3-RV TCAAGTCTCTGATAGCATCTAGGC
gpD3A-FW CAGTAGCAATTAAAAAGCCCAAAT
Analiza poziomu mRNA DCL3
gpD3A-RV TGATGAAACAACTGGAATAGAACC
gpD4C-FW AGTAGTTGTGAAGCAACTTTAGCAG
Analiza poziomu mRNA DCL4
gpD4C-RV ATTTGGAATTGGAGCTTCTGA
gpACT19 TTCTCTCAGTACTTTCCAGC
Analiza poziomu mRNA aktyny
gpACT20 AAGCATCACAATCACTCC
T7-TR AATTTAATACGACTCACTATAGG Starter do transkrypcji in vitro
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CAGGGCAAATCTCCTTTGGCAAACCAGAAACA

TTICCTGTTTAAGATTTTTACTCCTCICTGCCA  Matryca do uzyskania pre-miRNA

Mtr-399-C AAAGAGATTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTAA  metodg transkrypcji in vitro
ATT
CAGGGCAGCTCTCCTTTGGCAAGTGAATTTCT
Mtr-399-0 AGAGCCTCTAAGTCAAATGAAATATCACCTGC  Matryca do uzyskania pre-miRNA
CAATAGAGACATGCCCTATAGTGAGTCGTATT  metodg transkrypcji in vitro
AAATT
Oligonukleotydy RNA
Hsa-33a GUGCAUUGUAGUUGCAUUGCAUGUUCUGGUGG
UACCCAUGCAAUGUUUCCACAGUGCAUC . .
Substraty do analizy aktywnosci
Sens-33a GUGCAUUGUAGUUGCAUUGCAUGUUCUGGUCA  rybonukleazowej biatek
Anty-33a UGGUCUUGUACGUUACGUUGAUGUUACGUGAU

111.1.2. PLAZMIDY BAKTERYJNE

= pCR-XL-TOPO - plazmid do klonowania DNA zawarty w zestawie TOPO XL
PCR Cloning Kit (Life Technologies)

= pET100/D-TOPO - plazmid do produkcji biatek w systemie bakteryjnym zawarty
w zestawie Champion pET Directional TOPO Expression Kit (Life Technologies)

» pGEX-6P-3 — plazmid do produkcji bialek w systemie bakteryjnym (GE

Healthcare)

Tabela 3.2. Charakterystyka wykorzystywanych plazmidéw bakteryjnych.

pCR-XL-TOPO pET100/D-TOPO pGEX-6P-3
Przeznaczenie Klonowanie cDNA Produkcja biatek Produkcja biatek
Wielkos¢ 3,5 kpz 5,7 kpz 4,9 kpz
Antybiotyk kanamycyna ampicylina ampicylina
selekcyjny yey picy picy
Topoizomeraza | Topoizomeraza | .
Enzymy stosowane .. . .. . Enzymy restrykcyjne,
. (kowalencyjnie zwigzana  (kowalencyjnie zwigzana .
do klonowania Ligaza

z wektorem)

z wektorem)

Wymagania Pojedyncze adenozyny Sekwencja CACC na Miejsca restrykcyjne na
dot. cDNA na obu koncach 5° cDNA  jednym z koncow cDNA  obu koncach cDNA
Promotor genu brak T7 tac

heterologicznego

Charakterystyka

Plazmid wysokokopijny

Umozliwia klonowanie
dtugich produktow PCR

Plazmid niskokopijny

Produkowane biatko
posiada ogon
histydynowy (6xH) i
znacznik Xpress/FLAG
(DLYDDDDK)

na koncu aminowym

Plazmid niskokopijny

Produkowane jest biatko
fuzyjne z GST na koncu
aminowym




111.1.3. SzCZEPY BAKTERII

= Sinorhizobium meliloti Rm1021
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= Escherichia coli TOP10 (Life Technologies)
= Escherichia coli BL21-STAR (Life Technologies)

Tabela 3.3. Charakterystyka wykorzystywanych szczepéw bakterii.

S. meliloti Rm1021 E. coli TOP10 E. coli BL21-STAR
Otrzymywanie brodawek i
Przeznaczenie korzeniowych Ampllf ikacja Produkcja biatek
plazmidowego DNA
M. truncatula
Metoda . . .
transformacii Nie dotyczy Szok cieplny Szok cieplny
tsrg(r:lzs?grcrj:aw??aejlifikac'i Posiada gen Polimerazy
Szczep wchodzacy w lazmid ! P I RNA faga T7.
symbiozg z M. truncatula. plazmidowego DNA. Umozliwia ekspresi
Charakterystyka Nie posiada zadnych v presle

Indukuje powstawanie
brodawek korzeniowych.

elementow zwigzanych z
ekspresja sekwencji
zawartych w plazmidzie.

gendéw pod kontrola
promotora z faga T7 jak i
promotordw bakteryjnych.

111.1.4. POZYWKI MIKROBIOLOGICZNE

Tabela 3.4. Sklad stosowanych podlozy mikrobiologicznych.

Nazwa pozywki Sktad

1,6% trypton, 1% wyciag drozdzowy, 0,5% NaCl

2YT ptynna

sterylizowano przez autoklawowanie
dodano streptomycyne¢ do koncowego stgzenia 50 pg/ml

1,5% agar, 1% trypton, 1% NaCl, 0,5% wyciag drozdzowy

LB stala

sterylizowano przez autoklawowanie

dodano ampicyling lub kanamycyne do koncowego stezenia 100 pg/ml

1% trypton, 1% NaCl, 0,5% wyciag drozdzowy

LB ptynna

sterylizowano przez autoklawowanie

dodano ampicyling lub kanamycyne do koncowego stezenia 100 pg/ml

2% trypton, 0,5% wyciag drozdzowy, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgSO,

SOC ptynna

(sterylizowano przez autoklawowanie

10 mM MgCl,, 20 mM glukoza (sterylizowano przez filtrowanie)
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111.1.5. ROZTWORY BUFOROWE

Tabela 3.5. Sklad stosowanych roztworow buforowych.

Nazwa buforu  pH  Skfad

TBE 89 mM Tris, 89 mM H;BO3;, 2 mM EDTA
250 mM Tris-HCl, 10% SDS, 50% (w/o) glicerol, 0,1% biekit bromofenolowy,
SB 6,8
10% 2-merkaptoetanol
TGS 8,3 25 mM Tris-HCI, 192 mM glicyna, 0,1% SDS
TBST 8,0 50 mM Tris-HCI, 138 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 0,05% Tween 20
PBS 7,4 10 mM Na,HPO,, 1,8 mM KH,PO,, 137 mM NaCl, 2,7 mM KClI

111.1.6. ZESTAWY ODCZYNNIKOW

AP Detection Reagent Kit (Millipore) do prowadzenia reakcji barwnej z alkaliczng
fosfataza

RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) do izolacji catkowitego RNA z materiatu
ros$linnego

TOPO XL PCR Cloning Kit (Life Technologies) do klonowania DNA w
plazmidzie bakteryjnym pCR-XL-TOPO

Champion pET Directional TOPO Expression Kit (Life Technologies) do
przygotowania wektoréw (pochodne plazmidu pET100/D-TOPO) do produkcji
bialek w systemie bakteryjnym

BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Life Technologies) do
sekwencjonowania DNA

QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) do oczyszczania DNA

QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) do oczyszczania DNA z zelu agarozowego
QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) do izolacji plazmidow z bakterii w matej
skali

MEGAshortscript T7 (Life Technologies) do transkrypcji in vitro
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111.2. METODY
111.2.1. UNIWERSALNE PROCEDURY LABORATORYJNE

111.2.1.1. Rozdzial elektroforetyczny kwasow nukleinowych w warunkach
natywnych

Rozdziat elektroforetyczny kwasdéw nukleinowych w warunkach natywnych
prowadzono w zelu agarozowym (sktad zelu podano w Tabeli 3.6) w buforze 0,5x TBE.
Podczas rozdzialu preparatdbw stosowano nastepujagce wzorce dlugosci DNA:
GeneRuler 1 kb (Thermo Scientific) lub Perfect Plus 1 kb (EurX).

Rozdzielone czasteczki kwasow nukleinowych uwidoczniano w $§wietle UV. Obraz
zapisywano przy pomocy systemu do dokumentacji zeli GelLogic 200 (Kodak).

Tabela 3.6. Sklad zelu agarozowego do rozdzialu elektroforetycznego
kwasow nukleinowych w warunkach natywnych.

Zel agarozowy 1%

Bufor TBE 0,5x
Agaroza 1%
Midori Green

(Nippon Genetics) I pl/30 ml zelu

111.2.1.2. Rozdzial elektroforetyczny kwaséw nukleinowych w warunkach
denaturujacych

Rozdzial elektroforetyczny kwasow nukleinowych w warunkach denaturujacych
prowadzono w zelach poliakryloamidowych z wykorzystaniem systemu do
ekektroforezy S2 (Biometra). Stosowano zele sekwencyjne o grubosci 1 mm i
zawartosci poliakryloamidu 8% (do celow preparatywnych) lub 15% (do celow
analitycznych), sktad podano w Tabeli 3.7. Analizowane preparaty przed natozeniem na
zel denaturowano. W tym celu mieszano je z rowng objetoscia 14 M roztworu mocznika
z barwnikami (blekitem bromofenolowym i cyjanianem ksylenu) i inkubowano przez 3
min w 90°C, a nastgpnie przez 5 min na lodzie. Rozdzial prowadzono w buforze
1xTBE. Rozdzielony DNA/RNA uwidoczniano w $wietle UV. Wizualizacji czasteczek
RNA znakowanych radioizotopowo dokonywano przy uzyciu skanera FLA-5100
(Fujifilm).
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Tabela 3.7. Sklad Zeli poliakryloamidowych do rozdzialu elektroforetycznego
kwasow nukleinowych w warunkach denaturujacych.

Zel PAA 8% Zel PAA 15%

Bufor TBE 1x 1x
Akrylamid/N,N"-metylenobisakrylamid 0
(stosunek ilosciowy 29:1) 8% 15%
Mocznik ™ 7™
APS 0,05% 0,05%
TEMED 0,1% 0,1%

Jesli elektroforez¢ wykonywano w celach preparatywnych fragmenty zelu zawierajace
czasteczki DNA/RNA o pozadanej dtugosci przenoszono do 400 ul 0,3 M octanu sodu
(pH 5,0) i inkubowano przez 16 h w 4°C delikatnie mieszajac. Nastepnie Kkrotko
wirowano (5000xg, 4°C, 2 min), pobierano supernatant i zawarte w nim DNA/RNA
wytracano przez dodanie 2-3 objetosci 96% etanolu (-20°C) 1 inkubacje przez 1 h
w -20°C. Preparat wirowano (16000xg, 4°C, 30 min), roztwor dekantowano, a osad

suszono i rozpuszczano w wodzie wolnej od RNaz.

111.2.1.3. Rozdzial elektroforetyczny bialek w warunkach denaturujacych (SDS-
PAGE)

Rozdzial elektroforetyczny bialek w warunkach denaturujagcych prowadzono z
wykorzystaniem systemu Mini-Protean (Bio-Rad). Stosowano zele poliakryloamidowe
o grubosci 0,75 mm ztozone z dwdch warstw: zageszczajacej (5% poliakryloamidu) i
rozdzielajacej (12% poliakryloamidu). Sktad obu warstw podano w Tabeli 3.8.
Analizowane preparaty przed natozeniem na zel mieszano z 0,25 objetosci buforu
obcigzajacego SB 1 inkubowano przez 5 min w 95°C, a nastepnie przez 5 min na lodzie.
Podczas rozdziatu stosowano wzorzec masy czasteczkowej biatek Novex Sharp Pre-
Stained (Life Technologies). Rozdzial prowadzono w buforze TGS. Wizualizacji biatek
dokonywano przez barwienie w roztworze bigkitu brylantowego Coomassie G250

PageBlue (Life Technologies) lub za pomoca techniki immunodetekcji (Rozdz.
111.2.1.4).
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Tabela 3.8. Sklad zelu poliakryloamidowego do rozdzialu elektroforetycznego
bialek w warunkach denaturujacych.

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

(stosunek ilociowy 29:1) 5% 12%
SDs 1% 9%
APS 0,05% 0,05%
TEMED 0,1% 0,1%

111.2.1.4. Immunodetekcja bialek

Transfer biatlek na membrane prowadzono w aparacie do elektrotransferu pétsuchego
Trans-blot SD (Bio-Rad). Przygotowywano 2 bibuty do elektrotransferu (BioRad) i
membrang PVDF (Thermo Scientific) o wymiarach Zelu rozdzielajacego. Bibuty
nasgczano buforem TGS z dodatkiem 20% metanolu, a membrane przeptukiwano w
metanolu. W aparacie do transferu umieszczano kolejno: bibutg, membrang, Zel, bibule.
Transfer prowadzono przez 1 h, przy natgzeniu pradu rownemu co do wartosci (MA)
polu powierzchni membrany wyrazonemu w cm? oraz przy napieciu nie
przekraczajacym 10 V.

Hybrydyzacje Western-blot prowadzono w aparacie Snap i.d. (Millipore) zgodnie z
opisem producenta. Membrang inkubowano kolejno w roztworze blokujacym (30 ml,
10 min), roztworze przeciwcial [-rzedowych (3 ml, 10 min) i roztworze przeciwciat 1I-
rzgdowych sprzezonych z alkaliczng fosfatazg (3 ml, 10 min), wykonujac trzykrotne
ptukanie w 30 ml buforu TBST po kazdej inkubacji (Tabela 3.9). Reakcje barwng z
udziatem alkalicznej fosfatazy wykonywano przy uzyciu zestawu odczynnikow AP

Detection Reagent Kit (Millipore) zgodnie z opisem producenta.

Tabela 3.9. Sklad roztworéw stosowanych do immunodetekeji bialek.

Roztwor Roztwor przeciwcial ~ Roztwor przeciwciat
blokujacy I-rzgdowych I1-rzedowych

Bufor TBST 1x 1x 1x

BSA 1% 1% 1%

Mysie przeciwciata IgG ) rozcienczenie )

anty-FLAG (Sigma Aldrich) 1:1000

Kozie przeciwciala anty- rozcienczenie

mysie IgG z AP (Abcam) i 1:50000
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111.2.2. ANALIZA GENOMU | BADANIE POZIOMU EKSPRESJI GENOW

111.2.2.1. Identyfikacja gendw in silico

Sekwencj¢ genomowsg udostepniong przez Medicago truncatula Genome Project
(MTGP) w wersji Mt4.0 [165] przeszukiwano sekwencjami biatek DCL z Arabidopsis
thaliana i Glycine max (Zatacznik 1) z wykorzystaniem programu tBLASTn opartego o
algorytm WU-BLAST 2.0 (ang. Basic Local Alignment Search Tool). Analize
prowadzono stosujac macierz substytucji BLOSUMG62 1 limitujgc parametr wartosci
oczekiwanej (E, ang. expectation value) do maksymalnie 1le-10. W zidentyfikowanych
w ten sposob obszarach genomu wyszukiwano sekwencje kodujace typowe domeny
obecne w biatkach DCL (DExD/H, konca C helikazy, DUF283, PAZ, RNazy IlI,
dsRBD) korzystajac z bazy danych NCBI CDD (ang. Conserved Domain Database)
[166].

111.2.2.2. Analiza bioinformatyczna sekwencji kodujacych

Dla zidentyfikowanych genéw kodujacych biatka DCL z Medicago (zwanych dalej
MtDCL) pobierano przewidywane sekwencje kodujace dostgpne za posrednictwem
przegladarki genomowej JBrowse [167]. Sekwencje te poddawano translacji in silico, a
dla kodowanych przez nie biatek przewidywano mas¢ czasteczkowa (korzystajac z
serwera SIB Expasy Proteomics [168]) oraz architektur¢ domenowsg (korzystajac z baz
danych NCBI CDD [166] i EMBL SMART [169]). W celu przeprowadzenia analizy
filogenetyczne; wykonywano porownanie uzyskanych sekwencji biatek MtDCL z
sekwencjami znanych biatek DCL z A. thaliana, G. max i O. sativa stosujac algorytm
ClustalW. Drzewa filogenetyczne konstruowano metoda najwyzszej wiarygodnosci
(ang. maximum likelihood) z prébkowaniem (ang. bootstrap) — 1000 powtdrzen.

Analizy filogenetyczne prowadzono przy uzyciu oprogramowania MEGA 6 [170].

111.2.2.3. Przygotowanie zawiesiny bakterii symbiotycznych Sinorhizobium meliloti

Bakterie Sinorhizobium meliloti indukujace powstawanie brodawek symbiotycznych na
korzeniach Medicago hodowano w pozywce 2YT ze streptomycyng. 10 ml pozywki
zaszczepionej niewielkg ilo$cig bakterii inkubowano w 27°C przez 48 h z wytrzasaniem
200 obrotow/min. Bakterie ptukano przez trzykrotne wirowanie (5000xg, 4°C, 5 min),

dekantacj¢ i zawieszenie osadu w 10 ml roztworu MgSO4 (10 mM). Do inokulacji
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korzeni roslinnych stosowano zawiesing bakterii stukrotnie rozcienczong w 10 mM

MgSO, (wzgledem objetosci hodowli).

111.2.2.4. Przygotowanie materialu roslinnego

Nasiona Medicago truncatula (ekotyp Jemalong J5) sterylizowano w 95% kwasie
siarkowym (15 min), a nastepnie doktadnie ptukano schtodzong do 4°C wodg. Nasiona
umieszczano na szalce na wilgotnym krazku bibuly, inkubowano w ciemnosci: w 4°C
przez 5 dni, a nastgpnie w 23°C do skietkowania. Dalsza uprawg¢ prowadzono w
szklarni w nastgpujacych warunkach: wilgotno$§¢ wzgledna 40%, temperatura
22°C/18°C, fotoperiod 16 h/8 h, ilos¢ §wiatta aktywnego fotosyntetycznie (PPFD, ang.
photosynthetic photon flux density) réwna 500 umol/mxs. Po skietkowaniu ro$liny
przektadano na szalki ze stala pozywka MS/B5 zawierajaca sktadniki mineralne wg
Murashige i Skooga [171] oraz organiczne wg Gamborga [172]. Na szalkach
prowadzono hodowle 3- 1 10-dniowych siewek, ktore dzielono na cze¢$¢ goérng
(liscienie) oraz dolng (korzenie).

W celu pozyskania dorostych roslin 7-dniowe siewki przesadzano do doniczek z
wermikulitem, uprawiano 2 tygodnie, a nastgpnie przesadzano do doniczek z mieszanka
perlitu 1 piasku (stosunek 3:1). Rosliny w doniczkach podlewano co 48 h woda, a co
tydzien nawozem mineralnym NPK (6:3:6). Z dorostych roslin pozyskiwano liscie,
todygi, merystemy wierzchotkowe, mtode nasiona oraz korzenie.

W celu pozyskania dojrzatych brodawek korzeniowych kietkujace siewki wyktadano na
szalke ze statg pozywka BNM (kompozycja wg Ehrhardta [173]). Korzenie 7-dniowych
siewek inokulowano 200 pl zawiesiny bakterii symbiotycznych S. meliloti (Rozdz.
111.2.2.3). Hodowle¢ prowadzono 3 tygodnie w warunkach opisanych powyzej. Dla
zapewnienia korzeniom wtasciwej wilgotnos$ci oraz braku dostepu $wiatta przykrywano
je wilgotng bibulg 1 folig aluminiowa. W kazdym przypadku material niezwlocznie po

zebraniu zamrazano w ciektym azocie i przechowywano w -80°C.

111.2.2.5. l1zolacja RNA i odwrotna transkrypcja

Izolacj¢ 1 oczyszczanie RNA prowadzono wykorzystujac materiat roslinny (Rozdz.
111.2.2.4) roztarty w mozdzierzu w obecnosci cieklego azotu. Stosowano zestaw
odczynnikdw RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) zgodnie z opisem producenta. W czasie

oczyszczania trawiono obecny w preparacie DNA z wykorzystaniem DNazy wolnej od
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RNaz (Qiagen). Jako$¢ otrzymanych preparatow analizowano z pomocg aparatu 2100
Bioanalzyer (Agilent). W dalszych pracach wykorzystywano preparaty, ktorych tzw.
wspoétczynnik integralnosci (RIN, ang. RNA integrity number) wynosit co najmniej 8,0.
Do odwrotnej transkrypcji uzywano zestaw odczynnikdbw Omniscript Reverse
Transcription Kit (Qiagen), inhibiror RNaz RiboLock (Thermo Scientific) oraz
mieszaning starterow oligo-dT. Sktad i warunki reakcji podano w Tabeli 3.10. W
wyniku reakcji otrzymywano preparaty cDNA odpowiadajgce puli catkowitego mRNA

w badanym materiale.

Tabela 3.10. Sklad mieszaniny i warunki reakcji odwrotnej transkrypcji.

Odezynnik Stq.z’et.ne Ste;’Zeme Do.dan’a’
wyjsciowe koncowe objetos¢

H,O (wolna od RNaz) - - do 20 ul

Bufor RT 10x 1x 2 ul

. . 5mM 0,5mM

Mieszanina dNTP (kazdy) (kazdy) 2 ul

Starter Oligo-dT 10 uM 1uM 2ul

Inhibitor RNaz RiboLock 10 U/ul 0,5 U/ul 1l

Odwrotna transkryptaza

Omniscript 4U/ul 0,2 U/ul 1wl

RNA 500 ng/ul 25 ng/ul 1l

Odwrotna transkrypcja: 37°C—1h

111.2.2.6. Badanie poziomu akumulacji mRNA

Do okreslenia poziomu akumulacji poszczegbélnych mRNA w materiale ros$linnym
uzywano system QX200 Droplet Digital PCR (Bio-Rad), wykorzystujacy technike
tancuchowej reakcji polimerazy (PCR, ang. polymerase chain reaction) w kroplach
(ddPCR, ang. droplet digital PCR). Uzywano gotowej mieszaniny reakcyjnej QX200
ddPCR EvaGreen Supermix (Bio-Rad) zawierajacej bufor, nukleotydy, polimeraze
DNA oraz barwnik fluorescencyjny EvaGreen stuzacy do detekcji produktow. Reakcje
prowadzono wykorzystujac dziesigciokrotnie rozcienczone Nie0Czyszczone preparaty
cDNA otrzymane na drodze odwrotnej transkrypcji (Rozdz. 111.2.2.5). Stosowane
startery wymieniono w Tabeli 3.1, sktad i warunki reakcji podano w Tabeli 3.11.
Przygotowane mieszaniny reakcyjne przed umieszczeniem w termocyklerze poddawano
emulsyfikacji z olejem QX200 (Bio-Rad) w aparacie QX200 Droplet Generator (Bio-
Rad).
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Tabela 3.11. Sklad mieszaniny i warunki reakcji ddPCR.

Odezynnik Stq.zregle Ste;’Zeme Do.dan’a'
wyjsciowe koncowe objetos¢
H,O - - 4 ul
Starter FWD 4 uM 0,2 uM 1ul
Starter REV 4 uM 0,2 uM 1ul
Preparat po reakcji 0,1x 0,02x 4l
odwrotnej transkrypcji (=100 ng/ul)  (~20 ng/ul) H
Mieszanina z enzymem o Ix 10 pl

(EvaGreen Supermix)

Aktywacja enzymu: 95°C — 5 min
Synteza produktéw, 40 cykli: 95°C —30s, 57°C —30s, 72°C - 45s
Stabilizacja sygnatu: 4°C — 5 min, 90°C — 5 min

Po zakonczeniu reakcji wykonywano pomiar fluorescencji dla kazdej wygenerowanej w
danej mieszaninie kropli. Do pomiaru wykorzystywano aparat QX200 Droplet Reader
(Bio-Rad). Uzyskane dane analizowano przy uzyciu oprogramowania QuantaSoft (Bio-
Rad), ktére na podstawie zmierzonej wartosci fluorescencji kwalifikowalo krople na
tzw. pozytywne (w ktorych nastgpita amplifikacja docelowej sekwencji) lub tzw.
negatywne (nie zawierajace sekwencji docelowej). Umozliwialo to obliczenie
bezwzglednej ilo$ci badanej czasteczki w probie. Dokonywane obliczenia uwzgledniaty
model losowej dystrybucji identyfikowanych czasteczek w kroplach opisany rozktadem
Poissona. Kazdg analiz¢ (dany mRNA w danej czgsci rosliny) wykonywano w dwoch
powtorzeniach biologicznych, a obliczony poziom akumulacji usredniano. Do
porownania wynikow i1 okreslenia istotnosci statystycznej stosowano jednoczynnikowag
analize wariancji (ang. one-way ANOVA) z testem post-hoc Tukey’a. Do analiz

statystycznych stosowano oprogramowanie Prism 6 (GraphPad).

111.2.3. KLONOWANIE CDNA

111.2.3.1. Amplifikacja cDNA

Wybrane cDNA amplifikowano z nieoczyszczonej mieszaniny reakcyjnej otrzymanej w
procesie odwrotnej transkrypcji RNA izolowanego z merystemoéw pedu Medicago
(Rozdz. 111.2.2.5). Stosowano metod¢ PCR z wykorzystaniem polimerazy DNA Expand
High Fidelity (Roche) generujacej produkty zakonczone niesparowang adenozyng na

koncach 5°, co bylo niezbedne w dalszych etapach procedury klonowania. Mieszaning
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reakcyjng przygotowywano zgodne z opisem w Tabeli 3.12, uzyte startery wymieniono

w Tabeli 3.1.

Tabela 3.12. Sklad mieszaniny i warunki reakcji PCR do amplifikacji cDNA z materialu roS§linnego.

. Stezenie Stezenie Dodana

Odczynnik s f L

wyjsciowe koncowe objetosc¢

H,O - - do 50 !
Bufor Expand HF 10x 1x 5ul

. . 25mM 200 puM

Mieszanina dNTP (kazdy) (kazdy) 4 ul
Starter FWD 10 uM 0,4 uM 2ul
Starter REV 10 uM 0,4 uM 2ul
Preparat po reakcji 1x 0,1x 5l

odwrotnej transkrypcji - (~1 pg/ul) (~100 ng/ul)

Polimeraza DNA

Expand HF 3,5 U/ 0,13 U/l 0,75 ul

Wstepna denaturacja: 94°C — 2 min; Synteza produktow: 10 cykli:
94°C — 155, 55°C — 30 s, 68°C — 5 min, 20 cykli: 94°C — 15 s, 55°C —
30's, 68°C — 5 min + 5 s w kazdym kolejnym cyklu; Koncowe
wydhuzenie produktow: 68°C — 7 min

Produkty PCR rozdzielano w 1% zelu agarozowym (Rozdz. II1.2.1.1). Produkty o
oczekiwanej dtugosci izolowano z Zelu przy pomocy zestawu odczynnikow QIlAquick

Gel Extraction Kit (Qiagen) zgodnie z opisem producenta.

111.2.3.2. Klonowanie cDNA w plazmidzie wysokokopijnym

Oczyszczone produkty PCR ligowano z wektorem pCR-XL-TOPO z wykorzystaniem
zestawu odczynnikéw TOPO XL PCR Cloning Kit (Life Technologies). Mieszaning
wektora 1 insertu (stosunek molowy 1:1) inkubowano przez 5 min w 22°C. 5 pnl
mieszaniny ligacyjnej transformowano 50 pl komdrek kompetentnych E. coli TOP10
(Life Technologies) metoda szoku cieplnego. Zawiesing bakterii delikatnie mieszano 1
inkubowano kolejno: na lodzie (30 min), w 42°C (30 s) i ponownie na lodzie (2 min).
Dodawano 250 pl pozywki SOC i wytrzasano przez 1 h w 37°C z predkoscig 225
obrotow/min. Otrzymang zawiesing transformowanych bakterii rozprowadzano na
szalkach ze statg pozywka LB z kanamycyng. Szalki inkubowano w 37°C przez 16 h. Z
pojedynczych kolonii bakterii wyhodowanych na statej pozywce LB izolowano
plazmidy (pCR-DCL1, pCR-DCL2), stosujac zestaw odczynnikow QIAprep Spin

Miniprep Kit (Qiagen) zgodnie z opisem producenta.
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111.2.3.3. Analiza konstruktéw plazmidowych

Obecnos¢ cDNA w przygotowanych plazmidach weryfikowano metoda PCR. W
kazdym przypadku stosowano par¢ starterow, z ktorych jeden (FWD) byt
komplementarny do sekwencji kodujacej biatko, natomiast drugi (REV) do sekwencji
uzytego wektora. Sktad i warunki reakcji PCR podano w Tabeli 3.13. Produkty reakcji

analizowano metodg elektroforezy w 1% zelu agarozowym (Rozdz. 111.2.1.1).

Tabela 3.13. Sklad mieszaniny i warunki reakcji PCR do analizy konstruktow.

H,O - - do 20 wl
Bufor Taq 10x 1x 2 ul
MgCl, 25 mM 3mM 24 ul
Starter FWD 10 uM 0,5 uM 1ul
Starter REV 10 uM 0,5 uM 1ul
Matryca DNA 50 ng/ul 2,5 ng/ul 1l
Mieszanina dNTP (21’(;’11‘}';;' (21?;(@;' 1,6 pl
Polimeraza DNA Taq 2U0/ul 0,02 U/ul 0,5l

Wstepna denaturacja: 95°C — 2 min
Synteza produktéw, 30 cykli: 95°C — 30 s, 52°C — 30's, 72°C — 2 min
Koncowe wydtuzenie produktow: 72°C — 5 min

Wyselekcjonowane klony poddawane byty sekwencjonowaniu. Sekwencjonowano
obszar kodujacy bialko wraz z miejscami ligacji z wykorzystaniem zestawu
odczynnikow BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Life Technologies) oraz

starterow wymienionych w Tabeli 3.1. Sktad 1 warunki reakcji podano w Tabeli 3.14.

Tabela 3.14. Sklad mieszaniny i warunki reakcji sekwencjonowania.

H,O - - do 20 wl
Matryca DNA 50 ng/ul 5 ng/ul 2 ul
Starter 10 uM 0,75 uM 15u
DMSO 50% 5% 2ul
BigDye - - 3ul
TRR - - 1l

Synteza produktéw, 30 cykli: 94°C — 10 s, 50°C — 10 s, 60°C — 4 min
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Do kazdej mieszaniny reakcji sekwencjonowania dodawano 5Sul 125 mM roztworu
EDTA 1 60 pl 96% etanolu, mieszano, inkubowano przez 15 min 1 wirowano (16000xg,
4°C, 30 min). Roztwor dekantowano, a powstaty osad przemywano 200 pl 70% etanolu
i ponownie wirowano (16000xg, 4°C, 10 min). Roztwor dekantowano, a osad suszono i
rozpuszczano w 10 ul formamidu. Tak przygotowane probki poddawano rozdziatowi
elektroforetycznemu i odczytowi sekwencji (Wydziatowa Pracownia Technik Biologii
Molekularnej, Wydziat Biologii UAM).

111.2.3.4. Szybka amplifikacja konca S° ¢cDNA (5° RACE)

Metodg szybkiej amplifikacji konca 5° ¢cDNA (5° RACE, ang. rapid amplification of
cDNA end) identyfikowano fragmenty RNA stanowigce produkty trawienia
alternatywnej formy mRNA MIDCL1 (MtDCL1-AS) w obrebie sekwencji
odpowiadajacej intronowi 14. W procedurze stosowano preparaty RNA izolowane z
liscia i korzenia Medicago (Rozdz. 111.2.2.5) oraz zestaw odczynnikéw 5°/3° RACE Kit
(Roche) zgodnie z opisem producenta. Na Kkolejnych etapach procedury
wykorzystywano trzy rozne startery, kazdy komplementarny do innego fragmentu
sekwencji egzonu 15 obecnego w mRNA MtDCL1 (Tabela 3.1). Produkty reakcji

analizowano metoda elektroforezy w 1% zelu agarozowym (Rozdz. 111.2.1.1).

111.2.4. KONSTRUKCJA WEKTOROW EKSPRESYJNYCH

111.2.4.1. Synteza cDNA do konstrukcji wektoréw ekspresyjnych

Podczas syntezy cDNA metodg PCR stosowano startery wprowadzajace na jednym
badZ obu koncach produktu sekwencje wymagane w dalszej procedurze tworzenia
konstruktow (zob. Tabela 3.1 i1 Tabela 3.3). Matryce stanowily otrzymane wcze$niej
plazmidy pCR-DCL1 i pCR-DCL2. Mieszaning reakcyjna przygotowywano zgodne z
opisem w Tabeli 3.15. Otrzymane preparaty cDNA oczyszczano przy pomocy zestawu
odczynnikow QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) zgodnie z opisem producenta.
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Tabela 3.15. Sklad mieszaniny i warunki reakcji syntezy ¢cDNA (PCR).

H,0 - - do 50 pl
Bufor Phusion HF  5x 1x 10 ul
Starter FWD 10 uM 0,5 uM 2,5ul
Starter REV 10 uM 0,5uM 2,5 ul
Matryca DNA 10 ng/ul 0,2 ng/ul 1l

2,5mM 200 uM

Mieszanina dNTP (kazdy) (kazdy)

4l
Polimeraza DNA

Phusion HS 11 2U0/ul 0,02 U/l 0,5ul

Aktywacja enzymu: 98°C — 30 s
Synteza produktéw, 35 cykli: 98°C — 10's, 72°C — 2 min
Koncowe wydtuzenie produktow: 72°C — 5 min

111.2.4.2. Trawienie dsDNA enzymami restrykcyjnymi do celow preparatywnych

Plazmid pGEX-6P-3 i odpowiednie produkty PCR poddawano trawieniu enzymami
EcoRI i Sall (Thermo Scientific). Mieszaning reakcyjng przygotowywano zgodne z
opisem w Tabeli 3.16. Produkt reakcji oczyszczano przy pomocy zestawu odczynnikow

QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) zgodnie z opisem producenta.

Tabela 3.16. Sklad mieszaniny i warunki reakcji trawienia dsDNA enzymami restrykcyjnymi.

H,O - - do 30 ul
Bufor O 10x 1x 3l
Preparat DNA 50 ng/ul 20 ng/ul 12 ul
Enzym EcoRI 10 U/ul 0,5 U/ul 1,5ul
Enzym Sall 10 U/ul 0,5 U/ul 1,5ul

Trawienie: 37°C — 4 h
Inaktywacja enzymu: 65°C — 5 min

111.2.4.3. Klonowanie sekwencji kodujacych w wektorach ekspresyjnych

W celu otrzymania wektorow ekspresyjnych na bazie pET100/D-TOPO prowadzono
reakcje ligacji wektora i cDNA zgodnie z opisem producenta. Mieszaning wektora i

cDNA (stosunek molowy 1:1) inkubowano przez 5 min w 22°C.
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W celu otrzymania wektoréw ekspresyjnych opartych o pGEX-6P-3 reakcje ligacji
wektora i cDNA trawionych enzymami restrykcyjnymi prowadzono zgodnie z opisem

w Tabeli 3.17. Stosunek molowy cDNA do wektora wynosit okoto 4:1.

Tabela 3.17. Sklad mieszaniny i warunki reakcji ligacji wektora pGEX-6P-3 i cDNA.

T
H,0 - - do 20 wl
Bufor do ligacji T4 10x 1x 2 ul
Plazmid pGEX-6P-3 10 ng/ul 2,5 ng/ul 5ul
cDNA 10 ng/ul 5 ng/ul 10 pl
Ligaza DNA T4 5U/ul 0,05 U/ul 0,2 ul

Ligacja: 22°C—-1h

5 pl mieszaniny ligacyjnej stosowano do transformacji 50 pl komoérek kompetentnych
szczepu E. coli TOP10 (Life Technologies) metoda szoku cieplnego. Zawiesing bakterii
delikatnie mieszano i inkubowano kolejno: na lodzie (30 min), w 42°C (30 s) i
ponownie na lodzie (2 min). Dodawano 250 ul pozywki SOC i wytrzagsano 1 h w 37°C z
predkoscia 225 obrotow/min. Otrzymang zawiesing transformowanych bakterii
rozprowadzano na dwoch szalkach ze stala pozywka LB z ampicyling. Szalki
inkubowano w 37°C przez 16 h Z pojedynczych kolonii bakterii wyhodowanych na
stalej pozywce LB izolowano klony wektorow ekspresyjnych, stosujac zestaw
odczynnikéw QIlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) zgodnie z opisem producenta.
Analiza konstruktow prowadzona byla zgodnie z wcze$niej opisang procedurg (Rozdz.

111.2.3.3).

111.2.5. PRODUKCJA BIALEK

111.2.5.1. Przygotowanie i przechowywanie szczepow bakteryjnych

Szczepy bakteryjne przeznaczone do produkcji biatek DCL przygotowywano w oparciu
0 szczep E. coli BL21-STAR (Life Technologies). Do 50 ul zawiesiny komorek
kompetentnych dodawano 1 pl preparatu wektora ekspresyjnego (10 ng/pl) i
prowadzano transformacj¢ metoda szoku cieplnego. Zawiesing bakterii delikatnie
mieszano i inkubowano kolejno: na lodzie (30 min), w 42°C (30 s) i ponownie na lodzie
(2 min). Dodawano 250 pl pozywki SOC i wytrzasano przez 30 min w 37°C z

predkoscia 225 obrotdéw/min. Otrzymang zawiesing transformowanych bakterii
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zaszczepiano 10 ml ptynnej pozywki LB z ampicyling. Bakterie inkubowano przez 16 h
w 37°C wytrzasajac z predkoscia 300 obrotow/min otrzymujac zawiesing bakterii w
stacjonarnej fazie wzrostu.

500 pl zawiesiny bakterii stosowano do zaszczepienia 10 ml $wiezej pozywki LB z
ampicyling. Hodowle prowadzono w 37°C wytrzasajac z predkoscia 300 obrotdw/min
do momentu osiggnigcia przez zawiesing bakterii gestoSci optycznej ODggo réwnej
okoto 0,6. Do 4 ml zawiesiny dodano 500 pl 80% roztworu glicerolu, delikatnie
mieszano, zamrazano w ciektym azocie i przechowywano w -80°C. W celu wznowienia
hodowli niewielka ilo$cig zamrozonego preparatu zaszczepiano ptynng pozywke LB z
ampicyling. Bakterie inkubowano przez 16 h w 37°C wytrzasajac z predkoscig 300

obrotdw/min otrzymujac zawiesing bakterii w stacjonarnej fazie wzrostu.

111.2.5.2. Synteza bialka w bakteriach

W celu produkcji bialek heterologicznych w bakteriach ptynna pozywke LB z
ampicyling zaszczepiano zawiesing bakterii danego szczepu ekspresyjnego w
stacjonarnej fazie wzrostu w stosunku 20:1. Hodowle prowadzono w 37°C wytrzasajac
z predkoscig 300 obrotdéw/min do momentu osiggnigcia przez zawiesing bakterii
gestosci optyczne] ODggo rownej okoto 0,6. Produkcje indukowano przez dodanie
roztworu izopropylo-p-D-tiogalaktopiranozydu (IPTG) do st¢zenia koncowego 0,5 mM.
Produkcje prowadzono przez 4 h w 37°C lub przez 16 h w 18°C wytrzasajac hodowlg z
predkoscig 300 obrotéw/min. Po tym czasie zawiesing bakterii wirowano (7000xg, 4°C,

5 min), pozywke dekantowano, a osad bakteryjny zamrazano w -20°C.

111.2.5.3. Analiza rozpuszczalnoS$ci biatka

Osad bakteryjny pochodzacy z 1,5 ml hodowli zawieszano w 200 pl roztworu CLB (50
mM Tris-HCI pH 8,0, 1x CelLytic B (Sigma Aldrich), 100 mM NacCl). Preparat
inkubowano wytrzasajac z predkoscig 200 obrotoéw/min przez 10 min 1 wirowano
(16000xg, 5 min). Supernatant =zawierajacy frakcje bialek rozpuszczalnych
zachowywano do analizy SDS-PAGE, a osad zawieszano w 200 pl roztworu CLB i
dodawano 2 pl roztworu lizozymu (20 mg/ml). Preparat inkubowano wytrzasajac z
predkoscig 200 obrotow/min przez 10 min i wirowano (16000xg, 5 min). Supernatant
zawierajacy frakcje biatek nierozpuszczalnych zachowywano do analizy SDS-PAGE, a

pozostaty osad zawieszano w 200 pl 10x rozcienczonego roztworu CLB. Preparat
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wirowano (16000xg, 5 min), supernatant dekantowano, a osad zawierajacy ciatka
inkluzyjne zawieszano w 200 pl roztworu 50 mM Tris-HCI pH 8,0 i 100 mM NaCl i
zachowywano do analizy SDS-PAGE. Zebrane frakcje analizowano metoda SDS-
PAGE (Rozdz. 111.2.1.3) oraz przez immunodetekcje biatek (Rozdz. I111.2.1.4).

111.2.5.4. Izolacja i oczyszczane bialka na zlozu z immobilizowanym glutationem

Osad bakteryjny (Rozdz. 111.2.5.2) zawieszano w roztworze CL przeznaczonym do
izolacji danego biatka (CL1 lub CL2, zgodnie z Tabelg 3.18) w proporcji 10 ml
roztworu na 1 g osadu. Dodawano 0,01 objetosci lizozymu (20 mg/ml) i inkubowano
wytrzasajac z predkoscig 200 obrotow/min przez 15 min. Preparat umieszczano na
lodzie, poddawano sonikacji (2 s sonikacji co 10 s, 75 cykli), a nastepnie wirowano
(32000xg, 4°C, 30 min). Do supernatantu dodawano zloze zawierajagce immobilizowany
glutation Glutathione Sepharose HP (GE Healthcare) w proporcji 1 ml zawiesiny zloza
na 10 ml preparatu. Przed zastosowaniem zawiesina ztoza przygotowywana byla przez
trzykrotne wirowanie (1000xg, 2 min), dekantacj¢ i zawieszeniec w rownej objgtosci
wody. Preparat ze zlozem inkubowano na lodzie przez 30 min delikatnie mieszajac i
naktadano na kolumne¢ chromatograficzng. Upakowane w kolumnie zloze przemywano
zebranym przesgczem, a nastgpnie 100 ml roztworu B przeznaczonego do izolacji
danego biatka (B1 lub B2, zgodnie z Tabelg 3.18). Ztoze ze zwigzanym biatkiem
zawieszano w identycznej objetosci buforu B1/B2 zawierajgcego proteaze ludzkiego
rinowirusa 3C (HRV 3C, ang. human rhinovirus 3C; Sigma Aldrich) w stezeniu 20
U/ml. Preparat ze ztozem inkubowano w 4°C przez 16 h delikatnie mieszajac i
ponownie nakladano na kolumng¢ chromatograficzng. Zebrany z kolumny preparat
zageszczano dwustukrotnie przez wirowanie na filtrach membranowych Amicon Ultra
10K (Millipore) w 4°C zgodnie z opisem producenta. W przypadku biatka DCL1-CC
dokonywano takze wymiany roztworu buforujacego na B2 przez dziesigciokrotne
rozcienczenie otrzymanego preparatu buforem B2 1 ponowne zageszczenie. Otrzymane
preparaty analizowano metoda SDS-PAGE (Rozdz. 111.2.1.3) oraz przez
immunodetekcje bialek (Rozdz. 111.2.1.4).
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Tabela 3.18. Sklad roztworow do izolacji bialek w celach preparatywnych.

Izolacja biatka DCL1-CC Izolacja biatka DCL2-CC
Roztwér CL1  Roztwoér B1 Roztwér CL2 Roztwoér B2

Bufor PBS 1x 1x - -
Tris-HCI pH 8,0 - - 50 mM 50 mM
NaCl - - 100 mM 100 mM
TCEP 0,5 mM 0,5 mM 0,5 mM 0,5 mM
CelLytic B (Sigma Aldrich)  1x - 1x -

Inhibitor proteaz Complete

Ultra EDTA-free (Roche) 1tabl/S0ml - 1tabl/SOml -

111.2.6. BADANIE AKTYWNOSCI RYBONUKLEAZOWEJ BIALEK

111.2.6.1. Otrzymywanie substratow RNA

Substraty RNA stosowane w reakcjach z bialkami DCL lub Dicer otrzymywano na
drodze syntezy chemicznej lub transkrypcji in vitro. W przypadku czasteczek
otrzymywanych na drodze transkrypcji jako matryce stosowano oligonukleotydy DNA
wymienione w Tabeli 3.1. Transkrypcje przeprowadzano przy uzyciu zestawu
odczynnikéw MEGAshortscript T7 (Life Technologies) i krotkiego startera (T7-TR)
komplementarnego do fragmentu kazdej matrycy. Sktad i warunki reakcji podano w
Tabeli 3.19.

Tabela 3.19. Sklad mieszaniny i warunki reakcji defosforylacji konica 5° RNA.

H,0 (wolna od RNaz) - - 2 ul
Matryca DNA 40 ng/ul 8 ng/ul 4 ul
Starter DNA (T7-TR) 20 ng/ul 2 ng/ul 2l

Utworzenie duplekséw matryca/starter:
95°C — 5 min, powolne schtodzenie do 22°C

Bufor do T7 10x 1x 2 ul
Mieszanina 18,75 mM 7,5 uM 8 ul
rybonukleotydéw (kazdy) (kazdy) K
Mieszanka z Polimeraza ) ) 24l
RNAT7 "

Transkrypcja in vitro: 37°C -8 h
DNaza Turbo - - 1wl
Trawienie DNA: 37°C — 15 min
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Produkty reakcji rozdzielano metoda elektroforezy w 8% zelu poliakryloamidowym, a
wlasciwe transkrypty oczyszczano zgodnie z procedura opisang w Rozdz. 1I11.2.1.2.
Otrzymane czgsteczki RNA poddawano defosforylacji konca 5°, stosujac alkaliczng
fosfataze FastAP (Thermo Scientific). Sktad i warunki reakcji podano w Tabeli 3.20.

Tabela 3.20. Sklad mieszaniny i warunki reakcji defosforylacji konca 5° RNA.

H,O (wolna od RNaz) - - do 50 pl
Bufor do FastAP 10x 1x 5ul
RNA 10 uM 1M 10 ul
'(AF':;'/LCPZ)”"" fosfataza 1 U/l 0,2 Ul 20 ul

Defosforylacja: 37°C — 30 min,
Inaktywacja enzymu: 75°C — 5 min

Produkty reakcji wytracano przez dodanie 40 pl wody wolnej od RNaz, 10 pul 3 M
octanu sodu (pH 5,0) oraz 200 pl 96% etanolu (-20°C) i inkubacje przez 1 h w -20°C.
Preparat wirowano (16000xg, 4°C, 30 min), roztwor dekantowano, a osad suszono i

rozpuszczano w wodzie wolnej od RNaz.

111.2.6.2. Znakowanie radioizotopowe substratow RNA

Czasteczki RNA stosowane w reakcjach z biatkkami DCL lub Dicer znakowano
radioizotopowo przez fosforylacje konca 5° y(**P)ATP. Stosowano Kkinazg
polinukleotydowa T4 (Thermo Scientific), sktad i warunki reakcji podano w Tabeli
3.21.

Tabela 3.21. Sklad mieszaniny i warunki reakcji fosforylacji konca 5° RNA.

H,0 (wolna od RNaz) - - do 20 pl
Bufor A do PNK T4 10x 1x 2 ul
RNA 10 uM 0,5 uM 1l
v¥2P ATP 10 uCi/pl 05uCi/ul  1pul
E(;Rlzi)a_?zlinukleotydowa 10 Uil 0,5 Ul m

Fosforylacja konca 5°: 37°C — 15 min
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Produkty reakcji rozdzielano metoda elektroforezy w 8% zelu poliakryloamidowym i

oczyszczano zgodnie z procedurg opisang w Rozdz. 111.2.1.2.

111.2.6.3. Analiza aktywno$ci rybonukleazowej bialek

Aktywnos$¢ rybonukleazowsg biatek Dicer i DCL badano prowadzac reakcje trawienia
znakowanego radioizotopowo substratu RNA w roztworze buforujgcym 20 mM Tris, 50
mM NaCl, 2,5 mM MgCl;, (pH 7,5). Stosowano przygotowane wczesniej preparaty
biatek DCL1-CC i DCL2-CC oraz preparaty rekombinowanych biatek: ludzkiego biatka
Dicer — Turbo Dicer (Genlantis) oraz biatka Dicer z G. intestinalis — PowerCut Dicer
(Thermo Scientific). Reakcje kontrolne prowadzono w obecnosci 5 mM EDTA lub bez
dodatku biatka. Sktad i warunki reakcji podano w Tabeli 3.22. Produkty reakcji
rozdzielano metodg elektroforezy w 15% zelu poliakryloamidowym zgodnie z

procedurg opisang w Rozdz. 111.2.1.2.

Tabela 3.22. Sklad mieszaniny i warunki reakcji trawienia RNA.

Odezynnik Stq?’eqle Ste;’Zeme Doldan,a’
wyjsciowe koncowe objetosc¢

H,O (wolna od RNaz) - - 2 ul

Substrat RNA 5000 cpm/pul - 1000 cpm/pl 2

Utworzenie substratu o homogennej strukturze:
90°C — 3 min, powolne schtodzenie do 4°C

Bufor do badania
aktywno$ci RNazowej

EDTA (reakcja kontrolna)/
H,O (wolna od RNaz)/

Enzym - - 1l
Trawienie: 37°C -1 h

5x 1x 2ul

25 mM/- 5 mM/- 2 ul
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V. WYNIKI

IV.1. IDENTYFIKACJA GENOW BIALEK DCL W GENOMIE MEDICAGO TRUNCATULA

W celu zidentyfikowania genow DCL w genomie Medicago truncatula
wykorzystano baze¢ danych udostepnionych przez MTGP. Projekt ten realizowany jest
od 2003 roku, a jego celem jest poznanie sekwencji czgsci euchromatynowej genomu
Medicago. W momencie rozpoczecia prac badawczych opisanych w niniejszej
rozprawie publicznie dostepna sekwencja genomu (wersja Mt2.0) obejmowata 214
Mpz, natomiast najnowsza edycja (wersja Mt4.0) zawiera 390 Mpz [165].

Aby zidentyfikowaé geny kodujace biatka DCL u Medicago zastosowano
algorytm tBLASTnN (ang. basic local alignment search tool). Algorytm ten umozliwit
przeszukanie sekwencji genomowej poddanej translacji in silico (w obu kierunkach, w
kazdym w 3 ramkach odczytu) zadang sekwencja aminokwasowg. Jako zapytanie
wykorzystano sekwencje aminokwasowe biatek DCL z Arabidopsis thaliana oraz
Glycine max pochodzace z bazy danych NCBI GenBank (Zatacznik 1). W ten sposob
uzyskano liste aminokwasowych sekwencji homologicznych wraz z koordynatami
genomowymi  odpowiadajacych im  sekwencji  nukleotydowych. Sekwencje
zidentyfikowanych w ten sposob regionéw genomowych poréwnano z baza danych
CDD dostepna na serwerze NCBI w celu potwierdzenia obecno$ci sekwencji
kodujacych zestaw domen typowy dla bialek Dicer.

Analiza ta pozwolita zidentyfikowac sze$¢ loci obejmujacych geny biatek DCL
w genomie Medicago. Lokalizacje chromosomowa genow MtDCL przedstawiono na
Rysunku 4.l1a. Trzy sposrdéd zidentyfikowanych genéw (MtDCL1, 2 i 3) zostaly
szczegotowo opisane we wcezesniejszych badaniach [137]. Identyfikacji trzech
pozostalych dokonano w ramach niniejszej pracy. W ramach MTGP tworzony jest
kompleksowy opis poznanej sekwencji genomu (tzw. anotacja). Opis ten, dostepny za
posrednictwem przegladarki JBrowse [167], uwzglgdnia przewidywang strukturg i
funkcje gendéw, w tym lokalizacj¢ granic pomiedzy egzonami 1 intronami Oraz
wygenerowang na tej podstawie sekwencje cDNA. Struktura gendw okreslana jest w
sposOb zautomatyzowany, w oparciu o bioinformatyczng analiz¢ sekwencji oraz
dostgpne dane pochodzace z sekwencjonowania catych transkryptoméw, fragmentow
MRNA (tzw. EST, ang. expressed sequence tags) i biatek [165]. Wszystkim trzem

nieznanym dotad genom MtDCL automatycznie przypisana zostata prawidlowa funkcja
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w bazie danych MTGP (DCL), jednak bez okreslenia rodzaju kodowanego biatka
(DCL1-4).

W celu stwierdzenia, do Kktorego z czterech typdéw nalezg biatka DCL
kodowane przez nowo zidentyfikowane geny ustalono ich podobienstwo do znanych
biatek DCL pochodzacych z Arabidopsis thaliana, Glycine max i Oryza sativa. Analizy
filogenetycznej dokonano wykorzystujac poddane translacji in silico najdtuzsze ramki
odczytu obecne w c¢DNA wszystkich szesciu zidentyfikowanych genéw MtDCL.
Pozostate uzyte sekwencje pochodzity z bazy danych NCBI GenBank (Zatgcznik 1).
Otrzymane drzewo filogenetyczne przedstawia Rysunek 4.1b.

Przeprowadzona analiza filogenetyczna potwierdzila prawidlowa klasyfikacje
trzech wczesniej opisanych gendow kodujacych MtDCLI, 2 i 3. Natomiast w$rod trzech
nieznanych dotad gendw jeden zostal zakwalifikowany jako homolog AtDCL4, a dwa
pozostate jako homologi AtDCL2. Co ciekawe oba nieznane dotad geny biatek MtDCL2
wykazuja ponad 95% podobienstwa w obrgbie sekwencji kodujacej. Jeden z nich
obejmuje jednak kodon STOP, ktéry powoduje, Zze hipotetyczne bialko nie posiada
duzej czg¢sci domeny RNazy IIIb oraz zlokalizowanej na koncu karboksylowym dsRBD.
Sekwencja kodujaca obie domeny obecna jest w dojrzatym mRNA za kodonem STOP
(Rys. 4.2). Trzy nieznane dotad biatka nazwane zostaly zgodnie z wykazanym
podobienstwem do biatek DCL z Arabidopsis oraz przyjeta nomenklaturg jako
MtDCL4, MtDCL2b (petnej dlugosci biatko DCL) oraz MtDCL2c¢ (biatko skrocone), a
kodujace je geny analogicznie jako MtDCL4, MtDCL2b i MtDCL2c. Ponadto przyjeto
oznaczenie MtDCL2a dla weczeéniej zidentyfikowanego homologu AtDCL2.
Charakterystyke zidentyfikowanych genéw kodujacych biatka MtDCL przedstawiono w
Tabeli 4.1.

Rysunek 4.1 (nastepna strona). Geny bialek DCL u Medicago truncatula. (a)
Lokalizacja chromosomowa sze$ciu gendw kodujacych biatka DCL. Obraz sporzadzono
na podstawie sekwencji genomu Medicago w wersji Mt4.0 [165]. (b) Drzewo
filogenetyczne ilustrujgce zaleznosci pomigdzy biatkami DCL z M. truncatula (Mt), A.
thaliana (At), G. max (Gm) i O. sativa (Os). Roslinne biatka DCL danego rodzaju
(DCL1-4) tworza wyrazne grupy filogenetyczne. Drzewo skonstruowano stosujac
metode najwyzszej wiarygodnosci. (¢) Drzewo filogenetyczne ilustrujace zaleznosci
pomigdzy znanymi biatkami z rodzaju DCL2 z A. thaliana (At) oraz trzech gatunkow
bobowatych: M. truncatula (Mt), G. max (Gm) i L. japonicus (Lj). Biatka DCL2 tworzg
grupy filogenetyczne zgodne z przynalezno$cig gatunkowsg. Drzewo skonstruowano
stosujac metode najwyzszej wiarygodnosci z probkowaniem. Na weztach wskazano
odsetek drzew, w ktorych po porobkowaniu obserwowano doktadnie taki sam wezet.
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Tabela 4.1. Charakterystyka zidentyfikowanych genéw kodujacych bialka DCL u Medicago.

Gen Nazwa locus Loka!izat;ja sekwencji Dkugoéé Masa
kodujacej (Mt4.0) biatka czasteczkowa

MtDCL1 Medtr7g118350 Chr7: 49139645-49129819 1880 aa 211,6 kDa
MtDCL2a Medtr2g030490 Chr2: 11495894-11486899 1377 aa 156,6 kDa
MtDCL2b Medtr1g060740 Chrl: 26454644-26463238 1385 aa 157,5 kDa
MtDCL2c Medtr8g069975 Chr8: 29673538-29680711 1219 aa 138,6 kDa
MtDCL3 Medtr3g105390 Chr3: 48587585-48600236 1730 aa 192,6 kDa
MtDCL4 Medtr4g116860 Chr4: 48375041-48390001 1625 aa 182,4 kDa

Dodatkowo przeprowadzono analiz¢ filogenetyczng znanych biatek z rodzaju
DCL2 z Arabidopsis thaliana oraz trzech gatunkow roslin bobowatych: Medicago
truncatula, Glycine max i Lotus japonicus. Arabidopsis posiada jeden gen kodujacy
biatko DCL2, podczas gdy u wszystkich trzech bobowatych zidentyfikowano jego
duplikacje. W przeciwienstwie do poprzedniej analizy, gdzie biatka danego rodzaju
(DCL1-4) =z roznych organizméw tworzyly wyrazne grupy filogenetyczne,
poszczeg6lne izoformy DCL2 zgrupowaly si¢ zgodnie z przynaleznos$cig gatunkowa
(Rys. 4.1c).

Analize sekwencji aminokwasowych zidentyfikowanych biatek
przeprowadzono z uzyciem baz danych CDD (NCBI) oraz SMART (EMBL). Pig¢
biatek DCL z Medicago posiada typowy zestaw domen charakterystyczny dla biatek
Dicer: domen¢ obejmujaca motyw DExD/H i konca C helikazy tworzace razem region
helikazowy biatka oraz DUF283, PAZ, domeny RNazy III (a i b) i dwie badz jedng
(DCL2) dsRBD. Jak zaznaczono wcze$niej, kodon STOP obecny w mRNA MtDCL2c¢
sprawia, ze kodowane biatko jest skrécone wzgledem pozostatych biatek tego rodzaju.
Porownanie sekwencji aminokwasowych biatek danego rodzaju z Medicago i
Arabidopsis wykazato identyczno$¢ pomiedzy MtDCL1 i AtDCL1 na poziomie 75%, a
w przypadku DCL2, DCL3 i DCL4 na poziomie okoto 50%. MtDCL2a i MtDCL2b sa
identyczne w okoto 85%, natomiast MtDCL2b i MtDCL2c¢c — w okoto 95% (Rys. 4.3).

Rysunek 4.2 (nast¢pna strona). Porownanie sekwencji kodujacych dwa nieznane
dotad homologi DCL2 z Medicago (nazwane MtDCL2b i MtDCL2c). Obie
sekwencje sg identyczne w ponad 95%. Prostokatem zaznaczono kodony STOP
konczace najdtuzsze ramki odczytu obecne w obu cDNA. Lokalizacja kodonu STOP w
ramce odczytu kodujacej] MtDCL2c skutkuje powstaniem biatka skroconego wzgledem
MtDCL2b, mimo iz sekwencja kodujgca brakujacy fragment bialka obecna jest w
cDNA MtDCL2c.
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Rysunek 4.3. Porownanie organizacji domenowej szesciu bialek DCL kodowanych
przez genom Medicago i bialek DCL z Arabidopsis. W ramach sekwencji kazdego
bialka (kolor szary) zaznaczono kolejno lokalizacj¢ domeny DExD/H i domeny konca C
helikazy (obie kolor zo6tty), tworzacych razem region helikazowy, domeny DUF283
(pomaranczowy), PAZ (r6zowy), RNazy Illa i b (niebieski) oraz dsRBD (zielony).
Lokalizacj¢ domen okreslono na podstawie analizy sekwencji aminokwasowych w
bazach danych CDD (NCBI) i SMART (EMBL). Obok wskazano poziom identyczno$ci
sekwencji poszczeg6élnych biatek DCL z Medicago wzgledem odpowiadajacego im
homologu z Arabidopsis.
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IV.2. ANALIZA PROFILU EKSPRESJI GENOW MTDCL

W celu okreslenia poziomu ekspresji szeSciu zidentyfikowanych genow
kodujacych biatka MtDCL dokonano izolacji calkowitego RNA z rosliny.
Wykorzystany do izolacji RNA material obejmowat: nasiona, 3- i 10-dniowe siewki (w
obu przypadkach podzielone na liscien oraz korzen) oraz poszczegolne czgsci dorostej
ro$liny (lis¢, todyge, stozek wzrostu todygi, korzen i brodawke korzeniowg). Celem
uniknigcia zanieczyszczenia genomowym DNA izolacja obejmowala etap inkubacji
preparatu z DNazg. Otrzymane preparaty RNA poddano analizie ilo$ciowej i
jako$ciowej przy uzyciu aparatu 2100 Bioanalzyer (Agilent). Do dalszych analiz
wykorzystano preparaty, dla ktorych tzw. wspotczynnik integralnosci (RIN, ang. RNA
integrity number) wynosit co najmniej 8,0 (Rys. 4.4). W kolejnym etapie przygotowano
preparaty cDNA odpowiadajace puli catkowitego mRNA w badanym materiale
ro$linnym. Preparaty te otrzymano na drodze odwrotnej transkrypcji RNA izolowanego
z poszczegolnych czgsci Medicago z uzyciem startera oligo-dT.

Do iloSciowej analizy akumulacji czasteczek mRNA kodujacych biatka
MtDCL w badanym materiale ro§linnym wykorzystano metod¢ ddPCR. Pozwala ona na
pomiar bezwzglednego stezenia czasteczek o okreslonej sekwencji w badanym
preparacie. Jak wykazano metode tg, w poréwnaniu z analizami opartymi na PCR w

czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR), charakteryzuje wyzsza precyzja pomiar6w i

t o o g g E%
preparal =& Zdc 2@, 2@c x2. ®© BT < 2
M 52 a2 a2 S52 538 & 582 8 g =
4000 —
2000 —
1000 — s
B0 —
200 — ——
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Rysunek 4.4. Analiza jakosciowa otrzymanych preparatow RNA przy uzyciu
systemu 2100 Bioanalyzer (Agilent). Przedstawiono elektroforogramy uzyskane dla
calkowitego RNA wyizolowanego z réznych czesci rosliny oraz RIN okreslony dla
kazdego z preparatow.
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wyzsza powtarzalno$¢ wynikdw [174]. Pary starterow stosowane w ddPCR, specyficzne
wobec analizowanych sekwencji docelowych zaprojektowano z uwzglednieniem
nastepujgcych kryteriow zalecanych przez producenta wykorzystywanego urzgdzenia
(Bio-Rad): (i) dlugos¢ amplikonu miesci si¢ w przedziale 120-180 nukleotydow, (ii)
temperatura topnienia dupleksu DNA utworzonego przez starter i sekwencje
komplementarng wynosi 59°C (1) oraz (iii) co najmniej jeden starter z pary jest
komplementarny do miejsca ztgczenia dwoch egzondéw w mRNA. Stosowanie
ostatniego kryterium mialo na celu wyeliminowanie mozliwosci amplifikacji badane;j
sekwencji na matrycy genomowego DNA stanowigcego zanieczyszczenie preparatu
RNA uzytego w reakcji odwrotnej transkrypcji.

Przygotowane mieszaniny reakcyjne ddPCR podlegaly frakcjonowaniu na
okoto 15 tysiecy kropel, w ktéorych zachodzily niezalezne reakcje z udziatem
polimerazy DNA. Losowy rozktad matryc w kroplach powodowal, ze jedynie czgsé
kropel zawierata docelowa czasteczke, identyfikowang i amplifikowang za pomoca pary
specyficznych starterow. Krople, w ktorych nastgpita amplifikacja byty identyfikowane
na podstawie fluorescencji obecnego w mieszaninie reakcyjnej i specyficznego wobec
dsDNA barwnika (EvaGreen) i zliczane. Stanowilo to podstawe do ilo$ciowej analizy
badanej czasteczki. Przyktadowy wynik ddPCR wukazujacy poziom akumulacji
wszystkich badanych transkryptow w dwoch roéznych czegsciach rosliny przedstawiono
na Rysunku 4.5. Wyniki wszystkich pomiaré6w zamieszczono w Zataczniku 2.
Wzgledny poziom akumulacji kazdego z badanych mRNA znormalizowano wzgledem
poziomu akumulacji mRNA B-aktyny. Zatozono, ze ekspresja genu B-aktyny zachodzi
na jednolitym poziomie we wszystkich komorkach rosliny. Dzigki temu MRNA
B-aktyny mogt zosta¢ wykorzystany jako wzorzec pozwalajacy na korekte roznic
pomiedzy porownywanymi probami. Roznice te mogly wynikaé przykladowo z
niedokladnosci pomiarow stezen badz innych niedokladno$ci o charakterze
technicznym.

Analizy z wykorzystaniem ddPCR pozwolity na identyfikacj¢ wszystkich
transkryptow MtDCL w kazdej badanej czgéci rosliny. We wszystkich preparatach
zaobserwowano podobny profil akumulacji mMRNA MtDCL: najwyzszy obserwowano
zawsze dla mMRNA MtDCL1, natomiast najnizszy dla mRNA MtDCL2b i MtDCL2c
(Rys. 4.6).
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Rysunek 4.5. Analiza poziomu akumulacji mRNA bialek DCL z Medicago
truncatula z wykorzystaniem ddPCR. (a) Przyktadowy zestaw wynikow ddPCR
uzyskanych dla wszystkich analizowanych mRNA (MtDCL1, 2a, 2b, 2c, 3, 4 i B-
aktyny) w odniesieniu do dwoch réznych czesci rosliny: korzenia (Korz) i brodawki
korzeniowej (Brod) Medicago. Wykresy przedstawiaja poziom fluorescencji kazdej
kropli zmierzony po przeprowadzeniu ddPCR 2z zastosowaniem par starterow
specyficznych wobec sekwencji danego mRNA. Na niebiesko zaznaczono tzw. krople
pozytywne (w ktorych nastgpita amplifikacja docelowej sekwencji), a na szaro tzw.
krople negatywne (uznane za nie zawierajace sekwencji docelowej). NTC — reakcja
kontrolna bez dodatku cDNA. (b) Przyktadowy zestaw wynikéw ddPCR ilustrujacy
liniowg zalezno$¢ pomiedzy iloscia cDNA wuzytego w reakcji, a zmierzonym
wzglednym poziomem badanego mRNA. Po lewej stronie przedstawiono wykres
analogiczny jak powyzej, uzyskany w wyniku analizy akumulacji mMRNA MtDCL4
metodg ddPCR z zastosowaniem roznej ilosci cDNA uzyskanego na drodze odwrotnej
transkrypcji catkowitego mRNA z liscia Medicago (odpowiednio 100, 200, 400 i 600
ng). Na wykresie po prawej stronie punktami zaznaczono wzgledny poziom mRNA
MtDCLA4 okreslony na podstawie wykonanej analizy metoda ddPCR. Poziom mRNA w
ddPCR okreslany jest z uwzglednieniem modelu losowej dystrybucji identyfikowanych
czasteczek w kroplach opisanej rozktadem Poissona. Stupkami zaznaczono 95%
przedziat ufnosci dla kazdego oszacowania opartego o rozklad Poissona.
Pomaranczowa linia na wykresie wyznacza rzeczywista liniowa zalezno$¢ pomigdzy
ilo$cig preparatu cDNA uzytego w reakcji, a wzglednym poziomem badanego mRNA.
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Poréwnujagc  wyniki  uzaskane dla poszczegdlnych czesci  rosliny
zaobserwowano, ze najwyzszy poziom akumulacji MRNA MtDCL cechuje brodawke
korzeniows. Najwiekszy, niemal 40-krotny wzrost akumulacji mRNA w brodawce
wzgledem korzenia zaobserwowano dla MtDCL2b. W przypadku MtDCL2c i MtDCL4
zaobserwowano ponad 7-krotny wzrost akumulacji odpowiadajacych im mRNA, a dla
pozostaltych DCL okoto 3-krotny (Rys. 4.6b). Znacznie podwyzszona ekspresja genow
MtDCL2b, MtDCL2c i MtDCL4 skutkuje wzrostem udzialu tych mRNA w catkowitej
puli transkryptow kodujacych biatka MtDCL w brodawce. W przypadku MtDCL2b,
ktory ulega najnizszej ekspresji we wszystkich badanych cze$ciach rosliny udziat
odpowiadajacego mu mRNA w catkowitej puli mRNA genow MtDCL wzrasta z 1% w
korzeniu do 7% w brodawce. W przypadku genow MtDCL2c i MtDCL4
zaobserwowano okoto dwukrotny wzrost udzialu poszczegdlnych mRNA, odpowiednio
z3do 7% iz 10 do 24%. Jednocze$nie udziat transkryptow genéw MtDCL2a i MtDCL3
pozostat niemal niezmieniony, a w przypadku MtDCL1 zmalat z 56 do 37%.

W  dojrzalym lisciu zaobserwowano natomiast znacznie podwyzszong
akumulacje mRNA MtDCL1 wzgledem pozostatych transkryptow. W efekcie mRNA
MtDCL1 stanowi ponad trzy czwarte puli wszystkich transkryptéw MtDCL obecnych w
lisciu (Rys. 4.6).
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1IV.3. KLONOWANIE | CHARAKTERYSTYKA CDNA WYBRANYCH BIALEK MTDCL

Sekwencje kodujgce biatka MtDCL1 i MtDCL2a, wybrane do analiz ze
wzgledu na ich udzial w biogenezie odmiennych typéw matych regulatorowych RNA w
ros$linie (odpowiednio miRNA i siRNA), uzyskano metoda PCR. Jako matryce
wykorzystano otrzymany wcze$niej preparat cDNA odpowiadajacy catkowitej puli
mRNA obecnego w stozku wzrostu todygi Medicago (Rozdz. IV.2). Produkty PCR
wprowadzono do wektora wysokokopijnego pCR-XL-TOPO. Konstrukt przygotowano
z wykorzystaniem enzymu topoizomerazy 1 kowalencyjnie przytaczonego do obu
koncow zliniowanego plazmidu. Otrzymano w ten sposob plazmidy pCR-DCLL1 i pCR-
DCL2a. Obecny w nich cDNA poddano sekwencjonowaniu, ktére w obu przypadkach
potwierdzito obecnos¢ pelnej dtugosci sekwencji kodujacej wiasciwe biatko DCL.
Sekwencjom kodujacym towarzyszyty fragmenty nieulegajacych translacji koncow 5° i
3" mRNA (5" i 3" UTR, ang. untranslated region). Otrzymane sekwencje (Zalgcznik 3)
porownano z sekwencjami pochodzacymi z bazy danych MTGP (Mt4.0) [165].
Stwierdzono, ze przeprowadzone w ramach MTGP analizy struktury genow MtDCL1 i
MtDCL2a doprowadzity do poprawnego okres§lenie granic pomigdzy intronami i
egzonami. Sklonowane sekwencje kodujace MtDCL1 i MtDCL2a posiadaty strukture
identyczng jak proponowana przez MTGP. Najistotniejsza zaobserwowang rdznica bylo
wydtuzenie ciggu powtorzen CAA w sklonowanej sekwencji kodujacej biatko MtDCL1
o dziewig¢ tripletdéw, co skutkuje obecnoscig dziewigciu dodatkowych asparagin:
Asnl139-147. Ponadto w przypadku obu biatlek wystepuja pojedyncze substytucije
nukleotydowe, niekiedy skutkujace substytucjami aminokwasowymi w poszczegdlnych
pozycjach. Niemniej identyczno$¢ pomigdzy sekwencjami sklonowanymi, a obecnymi
w bazie danych MTGP w przypadku zaréwno MtDCLI1 jak i MtDCL2 wynosita okoto
99% niezaleznie czy porownywano Sekwencje nukleotydowe czy odpowiadajace im
sekwencje aminokwasowe.

Podczas klonowania sekwencji kodujacej MtDCLI1 zidentyfikowano takze
wariant cDNA zawierajacy 457-nukleotydowy intron 14 genu tego biatka. Wskazato to
na mozliwo$¢ wystgpowania w roslinie alternatywnej formy mRNA, oznaczonej jako
MtDCL1-AS. Analiza sekwencji zidentyfikowanego wariantu ¢cDNA wykazata, ze
obecnos$¢ intronu 14 powoduje pojawienie si¢ przedwczesnego kodonu STOP w ramce
odczytu, w obrebie sekwencji kodujacej domene PAZ (Rys. 4.7a). Dane pochodzace z
sekwencjonowania RNA z Medicago, stanowigce cz¢$¢ bazy danych MTGP [165]
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wskazuja, ze intron 14 stosunkowo czgsto pozostaje niewyciety z pre-mRNA w czasie

obrobki potranskrypcyjnej (Rys. 4.7b).
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Rysunek 4.7. Alternatywne skladanie mMRNA MtDCL1. (a) Struktura dojrzalego
mRNA MtDCLI oraz mRNA z niewycietym intronem 14 (MtDCL1-AS). W ramach
sekwencji kodujacej biatko MtDCL1 zaznaczono sekwencje kodujace domene DExD/H
1 domenge konca C helikazy (obie kolor z6tty), domeng¢ DUF283 (pomarafczowy), PAZ
(rézowy), RNazy Illa i b (niebieski), dSRBD (zielony) oraz rejony migdzydomenowe
(kolor szary). Obecno$¢ intronu 14 skutkuje powstaniem przedwczesnego kodonu
STOP w ramce odczytu kodujacej MtDCL1 — w obrebie sekwencji kodujacej domene
PAZ (strzatka). (b) Przyklad ilustrujacy pokrycie sekwencji genomowej w obszarze
genu MtDCL1 danymi pochodzacymi z sekwencjonowania RNA (dane zdeponowane w
bazie danych MTGP) [165]. Obecnos¢ odczytow odpowiadajacych sekwencji intronu
14 sugeruje wystepowanie alternatywnej formy mRNA MtDCLI obejmujacej ten
intron. (c) Profil akumulacji MtDCL1-AS oraz catkowitej frakcji mRNA MtDCLI1
(transkryptow posiadajacych jak i pozbawionych intronu 14) w dziesigciu rdznych
cze$ciach rosliny Medicago truncatula. Wykres przedstawia wzgledng akumulacje
mRNA obliczong jako $rednia + odchylenie standardowe uzyskane z dwodch
niezaleznych pomiarow metodg ddPCR. Wskazano takze procentowy udzial formy
MtDCL1-AS w catkowitej frakcji mMRNA MtDCL1.
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Metoda ddPCR potwierdzono wystgpowanie mRNA MtDCLI-AS we
wszystkich analizowanych wcze$niej czegsciach rosliny i okre$lono poziom jego
akumulacji. Analiz¢ przeprowadzono analogicznie jak miato to miejsce w przypadku
pozostatych badanych mRNA (Rozdz. 1V.2). Najwyzszg akumulacjc mRNA MtDCL1-
AS zaobserwowano w brodawce korzeniowej. Wynik ten jest zgodny z obserwacjami
dotyczacymi pozostatych transkryptow kodujacych biatka MtDCL. Okre§lono takze
procentowy udziat MtDCL1-AS w calkowitej frakcji mRNA MtDCL1, ktéra
obejmowata zardwno transkrypty pozbawione jak i posiadajace intron 14. W nasionach
udzial ten wyniost 9%, co stanowito najnizszy obserwowany wynik, natomiast w
pozostatych analizowanych czesciach rosliny wahat si¢ w granicach 15-22%. Sredni
udziat dla wszystkich pomiarow wynidst okoto 16% (Rys. 4.7¢).

Wystepowanie alternatywnej formy mRNA DCLI1 opisano takze u Arabidopsis
thaliana. Forma ta, podobnie jak w przypadku wariantu mRNA zidentyfikowanego u
Medicago obejmuje niewycicty intron 14, co skutkuje pojawieniem si¢ kodonu STOP w
sekwencji kodujacej domeng PAZ biatka. Jak wykazano, ta alternatywna forma mRNA
AtDCL1 stanowi takze prekursor roslinnego miRNA miR838. Dupleks
miRNA/miRNA* wycinany jest przez biatko AtDCL1 ze struktury spinki kodowanej
przez intron 14. Prowadzi to do powstania dwoch fragmentow mRNA, co potwierdzono
technika 5° RACE i 3° RACE. Ponadto obecnos$¢ dojrzatego miR838 u Arabidopsis
zostata potwierdzona przez glebokie sekwencjonowanie RNA [70, 175]. Uwaza sig, ze
poprzez biogeneze miR838 biatko AtDCLI1 bierze udziat w regulacji poziomu wtasnego
mRNA, jak dotad nie jest natomiast znany zaden transkrypt podlegajacy bezposredniej
regulacji z udziatem miR838.

Aby przekona¢ sig, czy podobne zjawisko wystepuje u M. truncatula
poréwnano introny 14 genéw DCL1 z Medicago i Arabidopsis. Wykazano, ze pomimo
istotnych roéznic sekwencyjnych intron z Medicago zawiera sekwencje homologiczng do
Ath miR838, ktora takze ulokowana jest w obszarze tworzacym duzg strukture typu
spinka do wtosow (Rys. 4.8). W celu sprawdzenia czy intron 14 obecny w MtDCL1-AS
obejmuje sekwencj¢ jakiegokolwiek znanego miRNA z Medicago przeszukano baze
danych miRBase (wydanie 20) [176]. Wsrod zgromadzonych w miRBase miRNA z
Medicago nie znaleziono jednak takiego, ktory potencjalnie mogitby pochodzi¢ z
sekwencji intronu 14.

Podjeto takze probe identyfikacji czasteczek RNA, ktore moglyby stanowié
produkty trawienia mMRNA MtDCL1-AS w obrebie sekwencji odpowiadajacej intronowi
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14. W tym celu przeprowadzono analiz¢ 5° RACE z wykorzystaniem preparatu
catkowitego RNA izolowanego z liscia Medicago. Preparat ten wybrano ze wzgledu na
fakt, iz w liSciu zaobserwowano wysoki poziom akumulacji mRNA MtDCL1-AS, w
poréwnaniu do innych czesci rosliny. Analiza 5° RACE obejmowata syntez¢ cDNA z
uzyciem startera specyficznego wobec mRNA MtDCLI1, poliadenylacj¢ otrzymanego
cDNA, a nastgpnie PCR ze starterami specyficznymi wobec MtDCL1 oraz ogona poli-
A. Otrzymanie produktow o dhugosci okoto 70-520 par zasad (pz) swiadczytoby o
obecnosci w analizowanym preparacie czasteczek RNA pochodzacych z transkryptu
MtDCL1-AS, ktorych koniec 5° znajdowalby si¢ w obrebie sekwencji odpowiadajace;j
intronowi 14 (Rys. 4.8c). Wykonana analiza nie doprowadzita jednak do identyfikacji
transkryptow bedacych produktami trawienia MtDCL1-AS w obregbie sekwencji

odpowiadajacej intronowi 14.

Rysunek 4.8 (nastepna strona). Alternatywny wariant mRNA DCL1 wystepujacy u
Medicago truncatula i Arabidopsis thaliana. (a) Poréwnanie sekwencji intronu 14,
ktora obecna jest w alternatywnej formie mRNA DCL1 u Medicago i Arabidopsis. W
intronie pochodzacym z Arabidopsis zaznaczono sekwencje kodujacg miR838. (b)
Poréwnanie struktury drugorz¢dowej fragmentu RNA pochodzacego z intronu 14 genu
AtDCL1 (obejmujacego sekwencje miR838) oraz homologicznego fragmentu intronu 14
genu MtDCL1. W obrgbie struktur zaznaczono sekwencj¢ miR838 z Arabidopsis i
homologiczng sekwencje z Medicago. Struktury okreslono za pomocag programu
RNAfold [177]. (c) Schemat reakcji 5° RACE prowadzonej w celu identyfikacji
czasteczek RNA, ktére moglyby stanowi¢ produkty trawienia mRNA MtDCL1-AS w
obrebie sekwencji odpowiadajacej intronowi 14. Na kolejnych etapach reakcji
wykorzystywano trzy startery komplementarne do sekwencji egzonu 15 oraz dwa
startery pozwalajace na amplifikacje konca 5° identyfikowanej czasteczki RNA
(oznaczone jako RACE 1 1 RACE 2). Procedura obejmowata kolejno reakcje odwrotne;j
transkrypcji, degradacj¢ RNA, poliadenylacje konca 3° otrzymanych produktow oraz
dwie serie PCR z wykorzystaniem roznych par starterow. Otrzymanie produktow o
dlugosci okoto 70-520 par zasad (pz) $wiadczyloby o obecnos$ci czasteczek RNA,
ktorych koniec 5° znajdowalby si¢ w obrgbie sekwencji intronu 14.
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(a)
AIDCL1 TACGCTGACTATTACAAGCAAAAGTAAGA ----- s s s rscemmemnenn- AAACATCTTCAAATAATTT---- 48
MDCL1T TATGCTGATTACTACAAGCAAAAGTATGATGTAGCATTCTCTTTTACATTATATTAGTCTTCTAGTATTTTCTCT 75

egzon 14 intron 14

AncL EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE TTTGATTTCTTCAATCCTTTTTCTAAGTTT 78
MIDCL1 TTTGTTTTTATTTTATTTTTATATCCAGCCTAGCCTGCCTAACTATTCCATTTTTCCTTACTCTTTTGTTTGTTT 150

ADCL1 CATTAGATAREE R EEEEE = CTAAREHEREE= === TACTTTTETAR - ===k 101
MDCL1 CTTAAAATATGTTGGCCACATTGCACCTGCCTAACTATTCCATTTTTCCTTACTCTTTTGTTTGTTTCTTAAAAT 225

AtDCL1 ATATCACGAGGACTTACATGGCCTCAAGTCACCTGTGGTGTTGTGCAAGAAGGAGAAGCAA-------- AGTCTG 168
MDCL1 ATGTTACTGATGATATGTTGGCCACATTGCACCTATAATGTTGTGCAGGAAGACGAGGAAGCTAATCTTAGTCTG 300

AtDCL1T TCTATGTATTATGAGATAGCTACTTCTATGGCTAGGAT - - - === - ===« c--cmcmcmacmnmmnnmns ATATGT 212
MtDCL1 TGAAGGAGGCATCTGTTGTCACCTGCAATAGTGAGGGCTATCGAGAATGCCCCATGGAAAGTGACAATAGCATGT 375

Ath miR838
ADCL1 TG----TACAAGACCG----- G ¢ [ C TG A SE T HEEREE A cC TGAGGTTAT TGAGGC TATACAAGTCTTC 278
MIDCL1 TGATCCTTCCAGATTACAGAAGCTTTTTGTCT-CTTCCTGCACAACTCAGGGTGCATATGGCTA--CTGGTTCTC 447

AtDCL1T TTCTATAATGTTATTTATTAGGTATGGAGTTGATTTGAACTGTAAGC 325
MIDCL1T TTTTAC--TGCTTTTGATTAGATATGGTGTTGATTTGGCTTACAAGC 492

intron 14 egzon 15

(b) struktura spinki w intronie 14 obecnym w alternatywnym wariancie mRNA AtDCL1
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1V.4. PRODUKCJA BIALEK MTDCL1 1 MTDCL2A

W pierwszym etapie badan podj¢to probe produkcji peinej dtugosci biatek
MtDCL1 i MtDCL2a w bakteryjnym systemie ekspresyjnym. Konstrukty do ekspresji
przygotowano w oparciu o wektor pET100/D-TOPO przeznaczony do produkcji biatek
fuzyjnych  posiadajacych ~ 6-aminokwasowy  znacznik  histydynowy  oraz
8-aminokwasowy znacznik FLAG na koncu aminowym. Obecno$¢ znacznika
histydynowego w biatku fuzyjnym pozwala na zastosowanie metody oczyszczania
opartej o powinowactwo do jonow niklu, natomiast znacznik FLAG pozwala na
specyficzng identyfikacj¢ biatka metoda immunodetekcji. Sekwencje kodujace biatka
DCL amplifikowano metodg PCR, jako matryce stosujgc wczesniej otrzymane wektory
pCR-DCL1 i pCR-DCL2a. Konstrukty ekspresyjne pET-DCL1 i pET-DCL2a
przygotowano, analogicznie jak w przypadku pCR-XL-TOPO, z wykorzystaniem
enzymu topoizomerazy |. Nastgpnie poddano je sekwencjonowaniu, potwierdzajac
poprawnos¢ obecnego w nich cDNA: zachowanie ramki odczytu i brak mutacji
wynikajacych z dziatania polimerazy DNA. Oba konstrukty wykorzystano do
transformacji komorek Escherichia coli szczepu przeznaczonego do produkcji biatek
(BL21-STAR). W obu przypadkach podjeto probg uzyskania biatka w bakteriach,
testujac szereg warunkoéw hodowli. Warunki podlegajace modyfikacji obejmowaty
temperature i czas hodowli oraz stezenie IPTG tj. czynnika indukujacego ekspresje¢
heterologicznego genu. Z bakterii izolowano nast¢pnie frakcje bialek rozpuszczalnych,
nierozpuszczalnych oraz tworzacych ciatka inkluzyjne, ktore analizowano metodg SDS-
PAGE i immunodetekcji z wykorzystaniem monoklonalnych przeciwciat anty-FLAG.
Pomimo przetestowania réznych warunkéw hodowli nie udato si¢ wyprodukowac
petnej dtugosci biatek MtDCL1 1 MtDCL2a.

Wobec trudnos$ci z produkcjg MtDCLI1 i MtDCL2a w bakteriach prowadzone
prace skupiono na opracowaniu wydajnej metody produkcji biatek skroconych.
Postanowiono zaprojektowa¢ biatka pozbawione niektorych domen funkcjonalnych, a
wcigz wykazujace podstawowa aktywnos$¢ katalityczng charakterystyczng dla
rybonukleaz typu Dicer. Wzorzec stanowito petnej dtugosci biatko Dicer z Giardia
intestinalis, ktore w swej strukturze posiada jedynie domeny PAZ i RNazy Ill, a przy
tym jest aktywne katalitycznie [140]. Zaprojektowano bialka stanowigce tzw. trzony
katalityczne: posiadajace domen¢ PAZ, dwie domeny RNazy III oraz natywny koniec
karboksylowy obejmujacy jedng (MtDCL1) badz dwie (MtDCL2a) domeny dsRBD
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(Rys. 4.9a). Przewidywana masa czasteczkowa tak zaprojektowanych biatek
(nazwanych MtDCL1-CC i MtDCL2a-CC) wyniosta odpowiednio 86 i 69 kDa.

Aby uzyska¢ konstrukty do produkcji trzonéw katalitycznych biatek DCL
wykorzystano wektor pGEX-6P-3. Wektor ten stuzy do uzyskiwania biatek fuzyjnych
zawierajacych S-transferaza glutationu (GST, ang. glutathione S-transferase) na koncu
aminowym, ktéra moze by¢ odcigta z zastosowaniem proteazy HRV 3C. Obecnos¢ GST
w biatku fuzyjnym zwigksza jego rozpuszczalnos¢, wydajnos¢ produkeji 1 pozwala na
stosowanie metody oczyszczania opartej na powinowactwie do glutationu. W celu
poszerzenia mozliwosci identyfikacji i oczyszczania biatek, do sekwencji kodujacej
trzon katalityczny biatek DCL dodano odcinki kodujace znacznik FLAG 1 znacznik
histydynowy (MtDCL1-CC) lub sam znacznik histydynowy (MtDCL2a-CC) na koncu
karboksylowym (Rys. 4.9a).

(a) region helikazowy
koniec N domeny
(DExD/H) koniec C DUF283 PAZ  RNazylll (a/b) dsRBD
MtDCL1 (212 kDa) [ I Y T
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MtDCL2a (156 kDa) [ I T
MtDCL2a-CC (68 kDa) 1NN TN Tl
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GiDicer (82 kDa) [N TN T
[aa] | } v $ 4
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(6.8 kpz)
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Rysunek 4.9. (a) Poréwnanie kompozycji domenowej pelnej dtugosci biatek MtDCL1 i
MtDCL2a, zaprojektowanych trzonow katalitycznych MtDCL1-CC i MtDCL2a-CC
oraz biatka Dicer z Giardia intestinalis (GiDicer). (b) Struktura wektorow
ekspresyjnych pGEX-DCL1-CC i pGEX-DCL2a-CC do produkcji biatek MtDCL1-CC
i MtDCL2a-CC. Oznaczono: promotor tac (Ptac), gen opornosci na ampicyling (Amp'),
gen represora promotora tac (Lacl%), elementy kodowanego biatka fuzyjnego i
wykorzystywane miejsca restrykcyjne (EcoRI i Sall).
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Sekwencje kodujace MtDCL1-CC i MtDCL2a-CC amplifikowano metoda
PCR na matrycy wczesniej otrzymanych wektorow pCR-DCL1 i pCR-DCL2a.
Zastosowano startery wprowadzajace na koncach cDNA miejsca restrykcyjne (EcoRI
lub Sall) oraz sekwencje znacznikow: FLAG i histydynowego (MtDCL1-CC) lub tylko
histydynowego (MtDCL2a-CC). Do konstrukcji wektorow pGEX-DCL1-CC i pGEX-
DCL2a-CC (Rys. 4.9b) wykorzystano restryktazy EcoRI i Sall oraz ligaze DNA.
Przygotowane konstrukty do ekspresji poddano sekwencjonowaniu, a nastepnie
wykorzystano do transformacji komorek E. coli BL21-STAR.

W celu uzyskania wydajnej produkcji biatek GST-MtDCL1-CC i GST-
MtDCL2a-CC w przygotowanych szczepach, dokonano optymalizacji warunkow
hodowli. W przypadku GST-MtDCL1-CC glownym celem optymalizacji byto
podwyzszenie wydajnos$ci produkcji biatka. Biatko to ulegalo bowiem syntezie ze
stosunkowo niska wydajnos$cia, niemniej jednak cata jego pula obecna byta we frakcji
biatek rozpuszczalnych w komorkach. Natomiast w przypadku GST-MtDCL2a-CC
optymalizacja warunkéw hodowli prowadzona byla w celu uzyskania jak najwigkszej
puli biatka rozpuszczalnego w komorkach, gdyz gléwny problem stanowita akumulacja
biatka w formie nierozpuszczalnej (Rys. 4.10a). Ostatecznie w obu przypadkach
wybrano nastgpujace warunki hodowli: zawiesina bakterii przed dodaniem IPTG
schtadzana byta do 18°C, produkcje biatka prowadzono w 18°C przez 16 godzin.

Po izolacji przeprowadzono wigzanie bialka fuzyjnego do ztoza zawierajacego
immobilizowany glutation. Zwigzane na zlozu biatko poddano trawieniu z
wykorzystaniem rekombinowanej proteazy HRV 3C, posiadajacej domeng GST,
podobnie jak GST-MtDCL1-CC i GST-MtDCL2a-CC. Po odcigciu od partnera
fuzyjnego rekombinowane biatka MtDCL1-CC i MtDCL2a-CC wyptukano ze ztoza, do
ktorego zwiazana pozostata proteaza oraz sam partner fuzyjny (GST). Otrzymane w ten
sposOb preparaty obu bialek zageszczono przez wirowanie na filtrze membranowym.
Wyniki analizy SDS-PAGE i immunodetekcji otrzymanych preparatow MtDCL1-CC i
MtDCL2a-CC przedstawiono na Rysunku 4.10b. Obecno$¢ w preparatach biatek DCL

potwierdzono takze przez ich identyfikacje technikg spektrometrii mas.
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(a) GST-MtDCL1-CC (112 kDa) GST-MtDCL2a-CC (95 kDa)
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Rysunek 4.10. Produkcja rekombinowanych bialek MtDCL1-CC i MtDCL2a-CC.
(@) Wynik analizy SDS-PAGE frakcji biatek rozpuszczalnych (R) i nierozpuszczalnych
(NR) izolowanych ze szczepdw ekspresyjnych przeznaczonych do produkcji MtDCL1-
CC i MtDCL2a-CC w formie biatek fuzyjnych z GST. Bialka izolowane byty z hodowli
w momencie dodania induktora (Oh) oraz po 16 godzinach od indukcji ekspresji (16h).
Hodowle prowadzono w 18°C, rownolegle z i bez dodatku IPTG. (b) Wynik analizy
SDS-PAGE oczyszczonych 1 zaggszczonych preparatow biatek MtDCL1-CC i
MtDCL2a-CC oraz analizy preparatu MtDCL1-CC metodg immunodetekcji z
wykorzystaniem przeciwciat anty-FLAG. M — wzorzec masy czasteczkowej biatek.
Strzatkami zaznaczono prazki odpowiadajace produkowanym biatkom DCL.
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1V.5. BADANIE AKTYWNOSCI KATALITYCZNEJ BIALEK MTDCL1 1 MTDCL2A

Otrzymane biatka rekombinowane, stanowigce trzony katalityczne biatek
MtDCLL1 i MtDCL2a, poddano testom enzymatycznym, w celu scharakteryzowania ich
aktywnosci rybonukleazowej. W prowadzonych analizach wykorzystano substraty
odpowiadajagce pre-miRNA powstajgcym w procesie biogenezy dwoch roslinnych
miRNA (miR399c i miR3990 z Medicago) oraz ludzkiego miR33a. Dodatkowo na
bazie sekwencji Hsa pre-miR33a zaprojektowano substrat bedacy w pelni
komplementarnym dwuniciowym RNA. Jedna z nici zawierata sekwencje miRNA oraz
11-nukleotydowy fragment, ktory w Hsa pre-miR33a tworzy trzon spinki. Druga ni¢
substratu byla w pelni komplementarna. Na obu koncach dupleksu wystepowaty
2-nukleotydowe wystajace konce 3°. Substrat ten uzyskano mig¢dzy innymi w celu
okreslenia wptywu niesparowan obecnych w strukturze prekursora na pule
generowanych produktow.

Jak zaznaczono wcze$niej, w biogenezie zwierzecych miRNA rybonukleaza
Drosha trawi pri-miRNA generujac pre-miRNA o charakterystycznej strukturze typu
spinki. Trawienie to nastepuje w obrebie konca dupleksu miRNA/miRNA*
ulokowanego blizej podstawy spinki prekursora. Natomiast u roslin za generowanie pre-
miRNA, jak i dojrzatych miRNA, odpowiada rybonukleaza DCL1. Enzym ten
rozpoczyna¢ moze trawienie struktury spinki obecnej w pri-miRNA zarOGwno u jej
podstawy jak 1 w obszarze petli koncowej, co determinuje strukture powstajacego pre-
miRNA (prekursora, z ktorego bezposrednio wycinany jest dupleks miRNA/miRNA*).
W pierwszym przypadku powstajacy pre-miRNA utworzony jest przez jedng ni¢ RNA
przyjmujaca strukture spinki, podobnie jak ma to miejsce u zwierzat. W drugim
przypadku pre-miRNA utworzony jest przez dwie czeSciowo komplementarne nici
RNA (Rys. 4.11).

Jak wykazano u Arabidopsis trawienie pri-miRNA z rodziny miR399 nastepuje
w kierunku od podstawy do petli struktury spinki obecnej w prekursorze [162]. Oznacza
to, ze pre-miR399 utworzony jest przez jedna czasteczke RNA, ktora przyjmuje
strukture spinki obejmujaca dupleks miRNA/miRNA*. Zgodnie z tym zalozeniem
zaprojektowano substraty Mtr pre-miR399c i Mtr pre-miR3990.

Czasteczki RNA uzyte do analiz otrzymano na drodze syntezy chemicznej
(Hsa pre-miR33a i dupleks RNA 33a) lub transkrypcji in vitro (Mtr pre-miR399c i Mtr

pre-miR3990) i znakowano przez fosforylacje konca 5° RNA z zastosowaniem
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radioizotopu fosforu *2P. Do przygotowania substratu w postaci dupleksu RNA 33a
stosowano komplementarne czasteczki RNA nazwane sens i anty, z ktérych zawsze
tylko jedna byta znakowana izotopem. Struktur¢ stosowanych substratow przedstawia
Rysunek 4.11.

Reakcje z rekombinowanymi biatkami MtDCL1-CC i MtDCL2-CC
prowadzono w obecnosci jonéw Mg, ktore warunkuja aktywnosé katalityczng
enzymoOw typu rybonukleaza 111 [178]. W celach kontrolnych analogiczne reakcje
prowadzono z dodatkiem EDTA, ktéry tworzy kompleksy z jonami Mg?*. Zapobiega to
ich wigzaniu przez enzym, blokujac tym samym jego aktywno$¢ katalityczng. Dla
porownania przeprowadzono takze reakcje z  wykorzystaniem preparatow
rekombinowanych bialek Dicer z czlowicka (HsDicer) oraz Giardia intestinalis
(GiDicer), jedynych preparatow biatek Dicer dostepnych w sprzedazy. W celu analizy
znakowanych radioizotopowo produktéw reakcji rozdzielano je w denaturujgcym zelu
poliakrylamidowym i  wizualizowano metoda autoradiografii.  Analizy z
wykorzystaniem  poszczegllnych  substratbw RNA  powtarzano przynajmniej
dwukrotnie. Otrzymane wyniki przedstawiono na Rysunkach 4.12-4.15.

Spodziewany gléwny produkt reakcji stanowity dupleksy miRNA/miRNA*. Z
uwagi na sposob znakowania substratéw tylko jedna ni¢ dupleksu podlegata
wizualizacji autoradiograficznej. Jak wcze$niej wspomniano roslinne biatka DCLI1
uczestniczg w biogenezie 21-nukleotydowych miRNA, natomiast DCL2 zaangazowane
sqg gtownie w produkcje 22-nukleotydowych NAT-siRNA [64]. Stad oczekiwane
produkty reakcji z udziatem DCL1-CC i DCL2a-CC stanowily czasteczki o rdznej
dhugosci, odpowiednio 21 1 22 nukleotydéw. Z doniesien literaturowych wiadomo, ze
stosowane w celach porownawczych enzymy HsDicer i GiDicer generuja w warunkach
in vitro produkty o dtugosci odpowiednio okoto 21 i 25 nukleotydow [140, 179]. W obu
przypadkach odpowiada to sytuacji obserwowanej in vivo [176, 180].
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Rysunek 4.11. Struktura substratow RNA uzytych do testow enzymatycznych. (a)
Zwierzece pre-miRNA generowane s3 przez rybonukleaze Drosha, ktoéra trawi pri-
miRNA w obregbie konca dupleksu miRNA/miRNA* ulokowanego blizej podstawy
spinki prekursora. Z prawej strony przedstawiono strukture zwierzecych substratow
RNA uzytych do testow enzymatycznych. (b) W generowaniu roslinnych pre-miRNA
bierze udzial rybonukleaza DCL1. Trawienie pri-miRNA w kierunku od podstawy do
petli koncowej struktury spinki skutkuje powstaniem pre-miRNA w postaci jednej nici
RNA, takze przyjmujacej strukture¢ spinki (ramka z lewej strony). Alternatywnie
trawienie pri-miRNA w kierunku od petli koncowej do podstawy struktury spinki
skutkuje powstaniem pre-miRNA w postaci dwoch czeSciowo komplementarnych nici
RNA (ramka z prawej strony). Ponizej przedstawiono strukture roslinnych pre-miRNA
uzytych do testow enzymatycznych.
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Rysunek 4.12. Wynik analizy produktéw reakcji trawienia substratu RNA Hsa
pre-miR33a z udzialem trzonow katalitycznych bialek MtDCL1 i MtDCL2a
(MtDCL1-CC i MtDCL2a-CC) oraz bialek GiDicer i HsDicer. Substrat byt
znakowany radioizotopowo na koncu 5°. Produkty reakcji rozdzielono metoda
elektroforezy w  denaturujacym zelu poliakrylamidowym i  wizualizowano
autoradiograficznie. W celach kontrolnych réwnolegle prowadzono reakcje z dodatkiem
EDTA oraz reakcj¢ bez dodatku enzymu (K). M — wzorzec dtugosci czasteczek RNA.
Na podstawie wzorca oszacowano dlugos¢ gléwnych produktow reakcji. Okreslone na
ich podstawie miejsca cigcia substratu zaznaczono na modelu jego struktury
drugorzedowe;.
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Rysunek 4.13. Wynik analizy produktow reakcji trawienia duplekséw RNA 33a z
udzialem trzonow Kkatalitycznych bialek MtDCL1 i MtDCL2a (MtDCL1-CC i
MtDCL2a-CC) oraz bialek GiDicer i HsDicer. Dupleksy utworzono przez
hybrydyzacje dwoch czgsteczek RNA (sens i anty), z ktérych tylko jedna byta
znakowana radioizotopowo na koncu 5°. Produkty reakcji rozdzielono metoda
elektroforezy w  denaturujacym zelu poliakrylamidowym i  wizualizowano
autoradiograficznie. Jako kontrole réwnolegle prowadzono reakcje bez dodatku enzymu
(K). M — wzorzec dhugosci czasteczek RNA. Na podstawie wzorca oszacowano dtugosé¢
gléwnych produktow reakcji. Okreslone na ich podstawie miejsca cigcia substratu
zaznaczono na modelu jego struktury drugorzedowe;.
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Rysunek 4.14. Wynik analizy produktéw reakcji trawienia substratu RNA Mtr
pre-miR3990 z udzialem trzonow katalitycznych bialek MtDCL1 i MtDCL2a
(MtDCL1-CC i MtDCL2a-CC) oraz bialek GiDicer i HsDicer. Substrat byt
znakowany radioizotopowo na koncu 5°. Produkty reakcji rozdzielono metoda
elektroforezy w  denaturujacym zelu poliakrylamidowym i  wizualizowano
autoradiograficznie. Jako kontrole rownolegle prowadzono reakcje z dodatkiem EDTA
oraz reakcje bez dodatku enzymu (K). M — wzorzec dlugosci czasteczek RNA. Na
podstawie wzorca oszacowano dtugo$¢ glownych produktow reakcji. Okreslone na ich
podstawie miejsca cigcia substratu zaznaczono na modelu jego struktury
drugorzedowe;.
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| substrat  Mtr pre-miR399c (znakowany koniec 5')|
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Rysunek 4.15. Wynik analizy produktéw reakcji trawienia substratu RNA Mtr
pre-miR399c z udzialem trzonow Kkatalitycznych bialek MtDCL1 i MtDCL2a
(MtDCL1-CC i MtDCL2a-CC) oraz bialek GiDicer i HsDicer. Substrat byt
znakowany radioizotopowo na koncu 5°. Produkty reakcji rozdzielono metoda
elektroforezy w  denaturujagcym zelu poliakrylamidowym 1 wizualizowano
autoradiograficznie. Jako kontrole rownolegle prowadzono reakcje z dodatkiem EDTA
oraz reakcje bez dodatku enzymu (K). M — wzorzec dlugosci czasteczek RNA. Na
podstawie wzorca oszacowano dlugos¢ gtéwnych produktéw reakcji. Okreslone na ich
podstawie miejsca cigcia substratu zaznaczono na modelu jego struktury
drugorzedowe;.
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Analizy przeprowadzone z wykorzystaniem czterech wyzej opisanych
substratdbw (Hsa miR33a, dupleks RNA 33a, Mtr miR399c i Mtr miR3990) pozwolity
stwierdzi¢, ze trzony Kkatalityczne MtDCL1 1 MtDCL2a posiadajg aktywno$¢
rybonukleazowa. Zaobserwowano takze, ze oba analizowane biatka DCL generujg pule
produktéw o identycznej dhugosci, mimo iz pochodza z enzymoéw wyspecjalizowanych
w produkcji matych regulatorowych RNA réznigcych si¢ dtugoscia.

W przypadku obu biatek DCL zaobserwowano nieprecyzyjny wzor cigcia
substratow. Glownemu produktowi trawienia towarzyszyly zawsze produkty o 1
nukleotyd dluzsze oraz krotsze. Ponadto glowny produkt przeprowadzonych reakcji
miatl dlugos$¢ od okoto 23 do 27 nukleotydow, a wiec wigksza od dtugosci typowych
produktow MtDCL1 i MtDCL2a obserwowanych in vivo. Dla poréwnania biatko
HsDicer z reguly generowato w analogicznych reakcjach jeden gléwny produkt o
dhugos$ci 21 nukleotydow, identycznej jak w warunkach in vivo. Natomiast w przypadku
biatka GiDicer powstawanie produktéw o oczekiwanej dlugosci (okolo 25
nukleotydow) zaobserwowano jedynie w reakcji z w pelni komplementarnym
dupleksem (Rys. 4.13).

Dlugos¢ produktéw obserwowanych w reakcjach MtDCL1-CC i MtDCL2a-CC
z pre-miR33a i pre-miR399c¢ sugeruje, ze trawienie nastgpilo po zwigzaniu si¢
wystajacego konca 3° pre-miRNA w obrebie domeny PAZ. Miejsce trawienia
zlokalizowane jest wtedy w odlegtosci okoto 21 nukleotydéow od zwigzanego kofca
prekursora (Rys. 4.12 i 4.15). Natomiast produkty obserwowane w wyniku reakcji z
pre-miR3990 mogly powsta¢ zarowno w sposéb analogiczny, jak 1 w wyniku zwigzania
pre-miRNA w orientacji odwrotnej, prowadzacej do trawienia prekursora W Kierunku od
petli do podstawy spinki prekursora (Rys. 4.14). Miejsce pierwszego ciecia
zlokalizowane jest wtedy w odlegtosci okoto 15 nukleotyddw od petli koncowe;j.

W reakcjach z dupleksem 33a zaobserwowano powstawanie produktow
trawienia zachodzacego tylko w jednej orientacji, prowadzacej do wyciecia miRNA.
Dziato si¢ tak, pomimo ze przygotowany dupleks RNA posiada z obu stron konce
charakterystyczne dla pre-miRNA, ktore wigzane sg w obrebie domeny PAZ enzymu.
Biatka HsDicer 1 GiDicer trawily dupleks RNA 33a w obu mozliwych orientacjach. W
efekcie obserwowano zaréwno wycinanie dupleksu mMIRNA/MIRNA*, jak i
alternatywnego dupleksu pochodzacego z drugiego konca prekursora. W drugim
przypadku nastepowalo jednoczesnie rozcigcie sekwencji odpowiadajacej miR33a (Rys.
4.13).
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W przypadku obu bialek DCL i wszystkich trzech stosowanych pre-miRNA
zaobserwowano, ze generowane produkty maja zroznicowang dlugos¢ w zaleznosci od
uzytego pre-miRNA. W przypadku Mtr pre-miR399c¢ gtowny produkt reakcji zaréwno z
MtDCL1-CC jak i MtDCL2a-CC miat dlugos¢ 27 nukleotydow (Rys. 4.15), w
przypadku Hsa pre-miR33a i Mtr pre-miR3990 23-24 nukleotyddw (Rys. 4.12 i 4.14).
Jednoczes$nie zaobserwowano, ze cigcie w wyniku ktérego generowany jest glowny
produkt reakcji nastgpowato zawsze pomigdzy sparowanym 1 niesparowanym
nukleotydem. Natomiast biatko HsDicer generowalo w analogicznych reakcjach
produkty o dhugosci 21 nukleotydéw, niezaleznie od tego w jakim kontekscie
strukturalnym nastgpowato cigcie prekursora.

Brak niesparowan w substracie skutkowat wyzwoleniem przez oba biatka DCL
produktéw o dlugosci okoto 24 nukleotydow, jak wykazaty reakcje z dupleksem RNA
33a (Rys. 4.11). Natomiast w reakcjach z odpowiadajacym mu pre-miR33a miejsce
cigcia bylo przesunigte 1 nastgpowalo w pozycji pomiedzy sparowanym i
niesparowanym nukleotydem, co skutkowalo wyzwoleniem glownego produktu 0
dtugos$ci 23 nukleotydéw (Rys. 4.12).
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V. DYSKUSJA

V.1. BiaLKA DCL KODOWANE PRZEZ GENOM MEDICAGO TRUNCATULA

Bobowate stanowig drugg po wiechlinowatych najszerzej uprawiang na swiecie
rodzing ro$lin. Szacuje si¢, ze zaspokajaja one okolo jedng trzecig $wiatowego
zapotrzebowania na azot pochodzenia biatkowego u ludzi [181]. Unikalng cechg¢ roslin
bobowatych stanowi mozliwos$¢ asymilacji azotu atmosferycznego poprzez symbioze z
bakteriami glebowymi nalezgcymi do kilku rodzajow (miedzy innymi Rhizobium,
Sinorhizobium, Bradyrhizobium) nazywanych wspolnie ryzobiami. Proces ten zachodzi
w wyspecjalizowanych strukturach zwanych brodawkami, ktoére tworzone sa przez
komorki wewngtrznych warstw kory pierwotnej korzeni. Medicago truncatula stanowi
modelowy organizm do badan nad cala rodzing bobowatych z racji posiadania
stosunkowo malego diploidalnego genomu, samopylnosci, krotkiego cyklu
rozwojowego oraz dobrze opracowanych metod transformacji [182]. Stad badania nad
Medicago majg istotne znaczenie zardbwno z naukowego jak i gospodarczego punktu
widzenia.

Analizy sekwencji genomu Medicago w wersji Mt3.5 pozwolity na
identyfikacj¢ jedynie trzech genow kodujacych biatka DCL: MtDCL1, MtDCL2 i
MtDCL3 [137]. Natomiast dwa inne niemal w petni zsekwencjonowane i dobrze
opisane genomy bobowatych: Glycine max i Lotus japonicus, koduja wszystkie cztery
rodzaje biatek DCL. U Glycine max zidentyfikowano siedem genow dcl: GmDCL1a,
GmDCL1b, GmDCL2a, GmDCL2b, GmDCL3, GmDCL4a i GmDCL4b [135, 136], a u
Lotus japonicus pi¢é: LjDCL1, LjDCL2a, LjDCL2b, LjDCL3 i LjDCL4 [183].

W ramach niniejszej pracy, bazujac na zaktualizowanej Sekwencji genomu
Medicago w wersji Mt4.0, zidentyfikowano gen kodujacy biatko rodzaju DCLA4,
oznaczony jako MtDCL4. Jak wykazano u Arabidopsis, DCL4 pelni istotng role w
biogenezie ta-sSiRNA oraz obronie rosliny przed infekcjg wirusowa. Wiadomo jednak,
ze w przypadku braku DCL4 inne biatka DCL mogg przejmowac jego funkcje [76, 77],
co moglo czesciowo usprawiedliwia¢ nieobecnos¢ DCL4 u Medicago. Niemniej
zaprezentowane w pracy wyniki dowodza, ze genom Medicago koduje wszystkie cztery
rodzaje biatek DCL, podobnie jak ma to miejsce u pozostatych bobowatych.

Analiza filogenetyczna wykazata, Zze dwa dalsze zidentyfikowane i1 nieznane

dotad geny biatek DCL stanowig paralogi MtDCL2. Duplikacje genu kodujacego DCL2
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zostaly zaobserwowane u wielu innych okrytonasiennych, w tym z rodziny
bobowatych, natomiast Arabidopsis posiada tylko jeden gen tego rodzaju. Jak
zaznaczono wczesniej uwaza si¢, ze duplikacje prowadzace do powstania czterech
rodzajow biatek DCL mialy miejsce w krotkim odstgpie czasu, we wczesnym etapie
ewolucji roslin [139]. W analizie filogenetycznej roslinne biatkka DCL z réznych
gatunkow roslin tworza wyrazne grupy monofiletyczne obejmujace wytacznie biatka
danego rodzaju (DCL1-4). Prawdopodobnie odzwierciedla to zachowang we wszystkich
gatunkach specjalizacje poszczegolnych biatek DCL w generowaniu okre§lonych klas
matych regulatorowych RNA. Natomiast w analogicznej analizie obejmujacej
wylacznie izoformy DCL2 z trzech roslin bobowatych (Medicago truncatula, Glycine
max i Lotus japonicus) oraz Arabidopsis biatka formuja grupy filogenetyczne zgodne z
przynalezno$cig gatunkows. Izoformy DCL2 z Glycine max i Lotus japonicus
kodowane sg przez geny, ktéore tworza duplikacje tandemowe na jednym z
chromosomdw, natomiast kazdy z trzech genéw MtDCL2 zlokalizowany jest na innym
chromosomie. Szacuje sig, ze ostatni wspolny przodek Medicago truncatula i Glycine
max istnial okoto 54 miliony lat temu, a Medicago truncatula i Lotus japonicus — okoto
51 milionéw lat temu [184]. Sekwencje aminokwasowe MtDCL2a i MtDCL2b
wykazujg 85% identyczno$ci, podobnie jak dwie izoformy DCL2 u Populus
trichocarpa. Duplikacja prowadzaca do powstania dwoch izoform DCL2 u Populus
trichocarpa prawdopodobnie miata miejsce okoto 8-13 milionow lat temu [133]. Razem
moze to sugerowaé, ze pomimo obecnosci przynajmniej dwéch gendéw DCL2 u
wszystkich trzech analizowanych roslin bobowatych, powstaly one w wyniku
niezaleznych duplikacji, juz po rozdzieleniu si¢ linii ewolucyjnych tych trzech
gatunkdw.

Interesujaca obserwacja byta identyfikacja trzeciego genu MIDCL2,
kodujacego skrocone biatko DCL. U Glycine max poza genami GmDCL2a i GmDCL2b
zidentyfikowano takze dwa inne paralogi oznaczone jako GmDCL2c i GmDCL2d.
Zostaly one jednak uznane za pseudogeny, z racji obecno$ci wielu przedwczesnych
kodonow STOP w obrgbie sekwencji kodujacej odpowiadajace im biatka DCL [135].
Natomiast MtDCL2c posiada tylko jeden przedwczesny kodon STOP, ktory skutkuje
skréceniem kodowanego biatka wzgledem typowej architektury biatek DCL2 o
fragment konca karboksylowego obejmujacy cze$s¢ domeny RNazy IIIb oraz dsRBD.

Gen MtDCL2c ulega ekspresji we wszystkich badanych organach Medicago, a wigc nie
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mozna wykluczy¢, ze jego dojrzate transkrypty podlegaja translacji, co prowadzi do
powstawania skroconego wariantu biatka DCL2 w ro$linie.

Funkcja hipotetycznego biatka MtDCL2c pozostaje w sferze domystéw, znany
jest jednak przyktad funkcjonowania w komorkach skroconego biatka Dicer. Jak juz
wspomniano biatko Dicer z Caenorhabditis elegans (DCR-1) podlega¢ moze trawieniu
przez kaspaz¢ CED-3, co prowadzi do utworzenia biatka obejmujacego fragment
RNazy Illa oraz domen¢ RNazy IIIb i dsRBD. Jak wykazano utworzony enzym posiada
aktywno$¢ DNazy i pelni wazng role w procesie apoptozy komoérek nicienia [164].
Analizy sekwencji wykazaty, zZe hipotetyczne biatko MtDCL2c posiada region
helikazowy oraz domeny DUF283, PAZ, RNazy Illa i fragment RNazy IIIb. Tak wigc
MtDCL2c, podobnie jak skrocone DCR-1, posiada jedng w pelni zachowang i jedng
skrocona domen¢ RNazy III. Jak wykazano u cztowieka brak dsRBD na koncu
karboksylowym nie musi zaburza¢ funkcjonalnosci biatka Dicer. Domena ta warunkuje
aktywnos$¢ rybonukleazowa ludzkiego biatka Dicer jedynie w sytuacji braku domeny
PAZ [144]. Oznacza to, ze MtDCL2c moze potencjalnic posiadaé aktywnosé
nukleazowg i petni¢ jaka$ funkcje biologiczng w komorkach Medicago.

Analizy poziomu akumulacji mMRNA MtDCL pozwolily na identyfikacje
wszystkich badanych transkryptow w réznych czes$ciach mtodych oraz dojrzatych ro$lin
Medicago. Sugeruje to, ze wszystkie sze$¢ genéw MIDCL ulega konstytutywnej
ekspresji w czasie calego cyklu Zzyciowego rosliny. Najwyzszy poziom akumulacji
odnotowano zawsze dla mRNA MtDCL1. Podobne obserwacje opisano w przypadku
analizy akumulacji transkryptoéw genéw DCL u Arabidopsis. Badania te takze dotyczyty
wielu réznych czgéei rosliny, w tym lisci 1 todyg na réznych etapach rozwoju oraz
korzeni roslin poddanych dziataniu réznych czynnikow stresowych [185]. Wysoki
poziom ekspresji DCL1 na tle pozostatych genow DCL podkre$la wazng rolg¢ biatka
DCL1 w regulacji ekspresji genow u roslin.

Analizujac poziom ekspresji gendbw MtDCL w poszczegolnych czes$ciach
ro$liny zaobserwowano, ze jest on istotnie podwyzszony w brodawce korzeniowe;.
Wiele roslinnych miRNA zaangazowanych jest zarowno w proces morfogenezy
brodawki jak i symbiozy pomiedzy ro$ling i bakterig [186]. Do grupy tej nalezg miedzy
innymi miRNA miR166 i miR169 z M. truncatula [187, 188] oraz miR482, miR1512 i
miR1515 z G. max [189]. Zroznicowany profil akumulacji pomigdzy brodawka, a
korzeniem Medicago wykazano dla duzej grupy miRNA, w tym ich 22- i 24-
nukleotydowych wariantow, oraz 24-nukleotydowych matych regulatorowych RNA
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obejmujacych sekwencje miRNA* [190]. Sugeruje to udzial wielu biatek DCL w
trawieniu prekursorow tych miRNA i moze wyjasnia¢ podwyzszony poziom ekspresji
wszystkich genow MtDCL w brodawce.

Wiadomo takze, ze wiele roslinnych miRNA, ktore biorg udziat w odpowiedzi
na infekcje patogenem, jest jednocze$nie zaangazowanych w nawigzywanie relacji
symbiotycznej w korzeniach roslin bobowatych [191]. Jak wykazano do grupy tej
nalezg migdzy innymi miRNA zwigzane z nieswoista odpornoscig roslin opartg o tzw.
molekularne wzorce zwigzane z patogenami (PAMP, ang. pathogen-associated
molecular pattern), w tym miRNA regulujace roslinne geny odpornosci (R, ang.
resistance) [192]. Precyzyjna regulacja roslinnych systemoéw obronnych wydaje si¢ by¢
zatem kluczowym czynnikiem warunkujacym mozliwo$§¢ nawigzania symbiozy
pomiedzy rosling, a bakteriag. Znaczenie tego procesu podkresla takze fakt, iz duza czes$¢
obecnych w glebie ryzobiow stanowig szczepy pasozytnicze, ktore moga infekowaé
ro$ling, lecz nie biorg udzialu w wigzaniu azotu [193].

Jak wykazano u Arabidopsis biatka DCL4 i DCLI1 biorg udziat w obronie
rosliny przed infekcjg bakteryjng [194], jednoczesnie DCL4 i DCL2 petnig wazng rolg
w odpowiedzi antywirusowej organizmu [77]. Zaobserwowana w brodawce istotna
indukcja ekspresji wszystkich genéw MtDCL zaangazowanych w odpowiedz rosliny na
infekcje patogenem $wiadczy¢ moze o ich waznej roli w procesie nawigzywania relacji
symbiotycznej.

U Glycine max wykazano, ze miR1515 zaangazowany w proces morfogenezy
brodawki reguluje gen GmDCL2b, kodujacy jedna z dwoch funkcjonalnych izoform
DCL2 obecnych w roslinie [189]. Specjalizacja funkcjonalna poszczegolnych izoform
biatek DCL danego rodzaju zostata wykazana u Oryza sativa, gdzie biatka OsDCL3a i
OsDCL3b biorg udziat w biogenezie roznych klas 24-nukleotydowych siRNA [195].
Niemal 40-krotny wzrost poziomu ekspresji MtDCL2b w brodawce wzgledem korzenia
swiadczy¢ moze zatem o specjalizacji funkcjonalnej biatek DCL2 u Medicago, oraz
wskazywac na szczeg6lna role MtDCL2b w funkcjonowaniu brodawki.

W ramach niniejszej pracy zidentyfikowano takze alternatywny wariant mRNA
MtDCL1, oznaczony jako MtDCL1-AS. Wariant ten obejmuje niewycigty intron 14
genu MtDCL1, obecny jest we wszystkich analizowanych organach rosliny i stanowi
istotng cze$¢ catkowitej frakcji mRNA MtDCLI. Jak zaznaczono wcze$niej, u
Arabidopsis analogiczny alternatywny wariant mMRNA AtDCL1 stanowi prekursor Ath
mir838, a sekwencja tego miRNA zlokalizowana jest w intronie 14 [70, 175].
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Nie powiodla si¢ identyfikacja produktow trawienia MtDCL1-AS w obrebie
sekwencji intronu 14, ani zadnego miRNA potencjalnie pochodzacego z tego intronu
(wsérod zdeponowanych w bazie danych miRBase). Nie mozna jednak wykluczy¢, ze
intron 14 genu MtDCL1 koduje funkcjonalny miRNA, gdyz zawiera sekwencje
tworzacg duza strukture typu spinki charakterystyczng dla prekursorow miRNA, a w jej
obrgbie znajduje si¢ sekwencja homologiczna do Ath miR838. Z drugiej strony
mozliwos¢ sklonowania petnej dtugosci MtDCL1-AS wskazuje, ze przynajmniej czgs$¢
mRNA obejmujacych intron 14 akumuluje w formie nieprzecigtej 1 koduje skrocone
biatko MtDCL1. W badaniach nad Ath miR838 zaproponowano, ze wigzanie biatka
DCLI1 w obrebie spinki kodujacej to miRNA moze by¢ przyczyna zaburzen w sktadaniu
pre-mRNA AtDCL1 [70]. Poniewaz u Medicago zaobserwowano podobne zaburzenia
sktadania pre-mRNA, nie zidentyfikowano natomiast produktow trawienia MtDCL1-
AS, mozliwe jest, ze u Arabidopsis proces biogenezy Ath miR838 nie wplywa na
powstawanie alternatywnego wariantu mRNA AtDCLI. Z drugiej strony, istnieje takze
mozliwo$¢, ze biatko MtDCL1 wigze si¢ do struktury spinki obecnej w intronie 14, co
powoduje zaburzenie w wycinaniu tego intronu z pre-mRNA, ale do trawienia dochodzi
bardzo rzadko lub nie dochodzi wcale. Hipoteze ta wspiera obserwowany bardzo niski
poziom Ath miR838 u Arabidopsis [70]. Zrdéznicowany udzial MtDCLI-AS w
catkowitej puli mRNA MtDCL1 w réznych czeSciach rosliny moze sugerowac, ze
powstawanie tego alternatywnego transkryptu ma znaczenie w regulacji poziomu petne;j
dlugosci biatka MtDCL1 w komorce, ktore jest najwazniejszym dla zachowania
homeostazy sposrod wszystkich DCL. Poniewaz zjawisko zaobserwowano u dwoch
odlegle spokrewnionych gatunkéw ro$lin, wydaje si¢, ze ma ono charakter
konserwatywny i moze by¢ powszechne wsrod roslin.

MtDCL1-AS koduje bialko obejmujace region helikazowy, domeng¢ DUF283
oraz fragment domeny PAZ MtDCL1. Akumulacji tej formy mRNA sprzyja zapewne
brak trawienia zwigzanego z obecnoscig miRNA w obrebie intronu 14. Istnieje wigc
mozliwos$¢, ze transkrypty te podlegaja translacji umozliwiajac synteze kolejnego
skroconego wariantu biatka DCL w komorce. Przez brak obu domen RNazy III
hipotetyczne biatko byloby pozbawione aktywnosci rybonukleazowej, co nie wyklucza
jednak jego innej roli biologicznej.

W komorkach zwierzgcych funkcjonuje grupa helikaz okreslanych jako
ATPazy aktywowane dupleksami RNA (DRA, ang. duplex RNA activated ATPase), w
ramach ktorej klasyfikowane sg takze zwierzg¢ce biatka Dicer [196]. Do grupy bialek
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DRA naleza migdzy innymi zidentyfikowane u Caenorhabditis elegans helikazy
spokrewnione z biatkami Dicer (DRH, ang. Dicer-related helicase). Wykazano, ze
biatkka DRH-1 i DRH-3 w r6zny sposéb wptywaja na prawidlowe funkcjonowanie
endogennych i egzogennych siRNA w komdrkach nicienia [197]. DRH-1 uczestniczy w
identyfikacji dsRNA pochodzenia wirusowego [198]. Natomiast DRH-3 wptywa na
biogenezg¢ drugorzedowych siRNA, w tym vsiRNA, zaleznych od biatlek RDR [199]
oraz wigze si¢ specyficznie z dupleksami RNA o dtugosci minimum 22 nukleotydow
[200]. Ponadto DRH-1 i DRH-3 oddziatuja z biatkiem DCR-1 nicienia [201]. Stad jedna
z proponowanych rol obu bialek DRH jest identyfikacja i wigzanie okreslonych typoéw
prekursoréw siRNA oraz rekrutacja biatek uczestniczacych w ich trawieniu. Wazna rola
helikaz z grupy DRA w mechanizmach obronnych opartych o mate regulatorowe RNA
u Caenorhabditis elegans, oraz fakt, ze podobne mechanizmy s3 na szeroka skale
wykorzystywane w obronie ro$lin przed patogenami, pozwalaja przypisa¢ duzy
potencjat funkcjonalny skroconemu biatku MtDCL1. Nie jest wykluczone, ze

analogiczne biatka obecne sg u innych gatunkow roslin, w tym Arabidopsis thaliana.
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V.2. POROWNANIE AKTYWNOSCI KATALITYCZNEJ BIALEK MTDCL1 1 MTDCL2A

Badania nad ro$linnymi 1 zwierzecymi biatkami Dicer pozwolily wskazac
wiele czynnikdw determinujgcych miejsce cigcia w obrebie prekursora, a co za tym
idzie ostateczng sekwencj¢ generowanych miRNA i siRNA. Zaktada si¢, ze za
pozycjonowanie prekursora w obrebie enzymu odpowiadaja dwie domeny
zlokalizowane po przeciwnych stronach wydtuzonej struktury biatka, a samo trawienie
nastepuje w centralnie potozonym centrum katalitycznym. Domena PAZ posiada dwie
kieszenie, ktore wigzg konce 5° i 3° nici tworzacej prekursor miRNA [146], natomiast
region helikazowy prawdopodobnie oddzialuje z petlg struktury spinki prekursora
[153]. W efekcie miejsce cigcia substratu wyznaczane jest wzgledem tych dwoch
charakterystycznych elementéw struktury prekursora, innymi stowy determinowane jest
przez odlegtos¢ dzielaca miejsca wigzania prekursora w obrebie domeny PAZ i regionu
helikazowego oraz centrum katalityczne enzymu.

W  przypadku ludzkiego biatka Dicer okreslono takze wplyw innych
elementow struktury pre-miRNA na dlugos¢ generowanych produktow. Obecno$é
asymetrycznych wypetleh w strukturze wycinanego dupleksu powoduje, ze nici
odpowiadajagce miRNA i miRNA* mogg mie¢ r6zng dlugos¢é. Natomiast symetryczne
wypetlenia (tworzace wewngtrzne petle) nie zmieniajg istotnie dlugosci generowanych
produktow [202]. Ponadto obecnos$¢ réznych kofaktorow zwierzgcych bialek Dicer
wplywa na lokalizacj¢ miejsca cigcia w obrgbie prekursora [203, 204]. Razem ilustruje
to ztozonos$¢ procesu biogenezy miRNA 1 siRNA z udziatem bialek Dicer.

Jednym z celéw prowadzonych badan bylo poréwnanie aktywnos$ci biatka
DCL bioracego udzial w biogenezie miRNA oraz jednego z biatek zaangazowanych w
produkcje siRNA. W analizach planowano wykorzysta¢ zar6wno petnej dtugosci biatka
MtDCL1 1 MtDCL2a, jak 1 odpowiadajagce im fragmenty trzonow katalitycznych,
warunkujgce podstawowa aktywno$¢ rybonukleazowg obu enzyméw. Poroéwnanie
aktywnosci czterech tak zaprojektowanych biatek mogtoby dostarczy¢ wielu informacji
na temat czynnikdw warunkujacych specjalizacj¢ biatek DCL w generowaniu réznych
klas matych regulatorowych RNA. Niepowodzeniem zakonczyly si¢ jednak proby
produkcji petnej dtugosci biatek w bakteriach. Prawdopodobng przyczyng mogla by¢
zbyt duza masa czasteczkowa obu biatek (odpowiednio 212 i 156 kDa). Jak wykazano
szansa na uzyskanie wydajnej produkcji rekombinowanego biatka w prokariotycznym

systemie ekspresyjnym znaczgco maleje wraz ze wzrostem jego wielko$ci [205].
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W analizach aktywno$ci trzonéw katalitycznych biatek MtDCL1 i MtDCL2a
zaobserwowano, ze trawienie poszczegdlnych pre-miRNA prowadzito do powstania
puli kilku produktéw, réznigcych si¢ dtugosciag o 1 nukleotyd. Ponadto w kazdym
przypadku odnotowano inng dlugo$¢ glownego produktu reakcji: od 23 do 27
nukleotydéw. Poniewaz w testowanych trzonach katalitycznych brak bylo regionu
helikazowego, gtownym czynnikiem determinujacym dlugo$¢ generowanych
produktow byla prawdopodobnie odlegltos¢ pomiedzy miejscem wigzania koncow
prekursora w obrgbie domeny PAZ, a centrum katalitycznym enzymu. Dokonane
obserwacje wskazywac¢ wiec mogg na duzg elastycznos$¢ struktury testowanych trzonéw
katalitycznych enzymoéw DCL. W przypadku ludzkiego biatka Dicer wykazano, ze
domena DUF283 laczy usytuowane przeciwlegle w strukturze biatka domeny PAZ oraz
helikazy, a jej lokalizacja sugeruje takze mozliwos¢ dimeryzacji z dsRBD [156].
Wplywa to zapewne na stabilizacje struktury trzonu katalitycznego w pelnej dtugosci
biatku HsDicer. Brak duzego fragmentu taczacego region helikazowy z domeng PAZ, w
tym domeny DUF283, tlumaczy¢ moze domniemang elastyczno$¢ struktury
testowanych trzonéw katalitycznych bialek DCL.

W  przeprowadzonych analizach trzony Kkatalityczne biatek MtDCL1 i
MtDCL2a wykazaty identyczng aktywnos$¢ rybonukleazowa, mimo ze pochodza z
enzymow wyspecjalizowanych w produkcji odpowiednio 21-nukleotydowych miRNA i
22-nukleotydowych siRNA. Obserwacje¢ ta takze ttumaczy¢ mozna duza elastycznos$cia
struktury obu testowanych trzondéw katalitycznych. Prawdopodobnie fragment biatka
faczacy region helikazowy z domeng PAZ, poza stabilizacjg struktury trzonu
katalitycznego, zapewnia takie utozenie domen PAZ i RNazy III by faworyzowane byto
powstawanie produktow o okreslonej dtugosci, charakterystycznej dla danego biatka
DCL. Te istotne, lecz zapewne niewielkie roznice strukturalne beda mozliwe do
okreslenia jedynie na podstawie wysokorozdzielczych struktur krystalicznych
poszczegolnych bialek DCL. Natomiast na podstawie przeprowadzonych analiz
wysung¢ mozna ogolny wniosek, ze zardwno specjalizacja biatek DCL w generowaniu
produktéw o odmiennej dlugosci, jak 1 precyzja cigcia, uwarunkowane sg czynnikami
zlokalizowanymi poza trzonem katalitycznym enzymu.

Jak zaznaczono wczesniej, roslinne biatka DCL1 i DCL2 rd6znig si¢ liczba
zlokalizowanych na koncu karboksylowym domen typu dsRBD: biatka z rodzaju DCL1
typowo posiadaja dwie takie domeny, a biatka z rodzaju DCL2 — jednga. Rdznica ta
zachowana byla takze w analizowanych trzonach katalitycznych MtDCL1 oraz
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MtDCL2a i, jak si¢ okazato, pozostata bez wplywu na aktywno$¢ katalityczng obu
bialek. Nie zaobserwowano zadnych rdéznic zaréwno w reakcjach z analogami pre-
miRNA jak i dupleksem RNA 33a przypominajagcym prekursor siRNA. Sugeruje to, ze
domeny te nie majg bezposredniego wpltywu na selektywnos$¢ biatek DCL wobec
okreslonego typu prekursoréw. Z badan nad druga domeng dsRBD z biatka AtDCLI1
wiadomo, ze wykazuje ona podobne powinowactwo do dupleksow RNA posiadajacych
jak i pozbawionych niesparowan i wypetlen [206], oraz ze odpowiada ona gtdéwnic za
oddziatywania z innymi biatkami [155]. Nie mozna wiec wykluczy¢, ze dsRBD
wplywaja na specjalizacje funkcjonalng bialek DCL i ich specyficzno§¢ wobec
okreslonego typu substratow. Funkcja ta moze by¢é bowiem realizowana przez
specyficzne oddziatywania pomiedzy dsRBD, a okreslonymi kofaktorami. Wiadomo, ze
HYL1 oddziatuje z druga domeng dsRBD w AtDCLI1 [155], oraz ze wplywa na
aktywnos¢ katalityczng tego enzymu in vivo [207]. Rola domen dsRBD w specjalizacji
funkcjonalnej ro$linnych biatek DCL zostata zaproponowana juz na wczesnych etapach
badan nad tymi enzymami [208].

Co ciekawe, w analizowanym uktadzie istotnym czynnikiem determinujacym
miejsce cigcia wydaje si¢ by¢ struktura samego prekursora. Na podstawie wykonanych
analiz wnioskowa¢ mozna, ze cigcie z udzialem trzonéw katalitycznych bialek DCL
zachodzi preferencyjnie, nie w okreslonej odlegtosci od konca prekursora, lecz w
pozycji pomigdzy sparowanym i niesparowanym nukleotydem. Jednoczesnie
prowadzone w celach poréwnawczych reakcje z HsDicer wykazaly, ze to pelnej
dlugosci bialko trawi prekursory w sposob odmienny, zwykle generujagc niemal
homogenny produkt o dlugosci okoto 21 nukleotydow. Tendencj¢ do wyboru miejsca
ciecia w poblizu niesparowania zaobserwowano wczesniej w testach in vitro z uzyciem
kompleksu biatek DCLI1 (pelnej dtugosci), HYLI i SE z Arabidopsis [163]. Razem
sugeruje to, ze oba analizowane trzony katalityczne biatek DCL, posiadajac stosunkowo
elastyczng strukturg, mogg generowac¢ produkty o pewnym zakresie dtugosci. W takiej
sytuacji wybor miejsca cigcia determinuje struktura samego prekursora, w tym
lokalizacja obecnych w nim niesparowan. Jednoczes$nie wskazuje to, ze obserwowana
preferencja do cigcia substratu w poblizu niesparowania jest wlasciwoscig centrum
katalitycznego ro$linnych bialek DCL 1 razem z innymi czynnikami wpltywa na
ostateczng pozycj¢, w ktorej nastepuje przeciecie nici RNA prekursora in vivo (Rys.
5.1).
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Rysunek 5.1. Znane czynniki wplywajace na wybdor miejsca trawienia prekursora
miRNA przez bialka Dicer i DCL. Na precyzyjna lokalizacj¢ miejsca cigcia wptywa
odleglo$¢ pomigdzy kieszeniami wigzacymi koniec 5° 1 3" prekursora a centrum
katalitycznym enzymu (odpowiednio a i b) jak rowniez pomiedzy centrum
katalitycznym a miejscem wigzania prekursora przez region helikazowy (c). Dodatkowo
w przypadku biatek DCL wykazano preferencje do wyboru miejsca trawienia w poblizu
niesparowania obecnego w trzonie struktury spinki prekursora.
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VI.

WNIOSKI

Wyniki prac, ktore opisane zostaly w niniejszej rozprawie podsumowaé mozna

nast¢pujgcymi wnioskami:

Genom Medicago truncatula obejmuje sze$¢ gendéw kodujacych biatka DCL:
MtDCL1, MtDCL2a, MtDCL2b, MtDCL2c, MtDCL3, MtDCL4

Wszystkie szes¢ genow MtDCL ulega konstytutywnej ekspresji w réznych
czeSciach mtodych i dorostych roslin Medicago

Znaczgca indukcja ekspresji wszystkich sze$ciu genéw MIDCL w brodawce
korzeniowej wskazuje na ich wazng role w procesie nawigzywania symbiozy z
bakteriami glebowymi

Szczeg6lnie wysoka indukcja ekspresji genu MtDCL2b w brodawce w poréwnaniu
z pozostatymi paralogami sugeruje specjalizacj¢ funkcjonalng poszczegodlnych
izoform MtDCL2

Gen MtDCL2c koduje skrécone biatko DCL, potencjalnie mogace jednak posiadad
aktywno$¢ rybonukleazowa

W komorkach Medicago obecny jest alternatywny transkrypt genu MtDCL1
(MtDCL1-AS), ktory koduje biatko pozbawione aktywnosci rybonukleazowej,
potencjalnie mogace jednak posiada¢ aktywnos¢ helikazowa

Zaburzenie sktadania mRNA kodujacego biatko DCL1 moze by¢ powszechne u
ro$lin 1 wptywac na regulacj¢ poziomu tego biatka w komorkach

Domeny PAZ, RNazy III a i b oraz dsRBD tworza tzw. trzon katalityczny bialek
MtDCL i zapewniajg ich podstawowg aktywnos¢ rybonukleazowa

Trzony katalityczne biatek MtDCL1 1 MtDCL2a charakteryzuje duza elastycznos¢
strukturalna, ktora w petnej dtugosci biatku DCL ograniczona jest prawdopodobnie
przez fragment taczacy region helikazowy z domeng PAZ, obejmujacy domeng
DUF283

Trzony katalityczne MtDCL1 1 MtDCL2a wykazuja preferencje do trawienia
substratu RNA w pozycji pomigdzy sparowanym, a niesparowanym nukleotydem,
co w pelnej dtugosci biatkach wptywa na ostateczng pozycj¢, w ktorej nastepuje
przecigcie nici RNA prekursora

Obecnos¢ roznej liczby domen dsRBD na koncu karboksylowym trzonow
katalitycznych MtDCL1 i MtDCL2a nie wplywa bezposrednio na ich aktywno$¢

katalityczna in vitro, w tym specyficzno$¢ wobec okreslonego typu substratow
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VII. STRESZCZENIE / ABSTRACT

Mate regulatorowe RNA s3 jednym z najwazniejszych czynnikow
ksztaltujagcych przebieg roznorakich procesdw zachodzacych w organizmach
eukariotycznych. Czasteczki te wptywajg miedzy innymi na namnazanie i roznicowanie
komorek, stabilizacje struktury genomu, sg takze wykorzystywane jako element
specyficznej obrony przed dziataniem patogenow. Kluczowa role w procesie biogenezy
matych regulatorowych RNA petnig rybonukleazy Dicer, u ro$lin znane jako biatka
typu Dicer (DCL). Bialka te odpowiadaja za wycigcie z prekursora dojrzatej czasteczki
regulatorowej (miRNA badz siRNA). Genom Arabidopsis thaliana koduje 4 biatka typu
Dicer (DCL1-4), reprezentujace 4 wyspecjalizowane funkcjonalnie grupy bialek DCL
wystepujace u roslin. DCL1 bierze udzial gtownie w biogenezie miRNA i generuje
produkty o dlugosci okolo 21 nukleotydéw, z kolei biatka DCL2, DCL3 i DCL4
zaangazowane sg przede wszystkim w biogenez¢ siRNA i generujg produkty, z ktorych
wigkszo$¢ ma dlugos$¢ odpowiednio 22, 24 i 21 nukleotydow.

Celem niniejszej pracy byta identyfikacja oraz charakterystyka genow
kodujacych biatka DCL u modelowej rosliny bobowatej Medicago truncatula oraz
wstepna ocena aktywno$ci wybranych bialek kodowanych przez te geny. W ramach
przeprowadzonych badan stwierdzono obecno$¢ szesciu genéw DCL w genomie
Medicago, kodujacych wszystkie cztery typy bialek DCL (DCL1-4), w tym trzy
izoformy biatka DCL2. Okre$lono profil ekspresji wszystkich zidentyfikowanych
genow DCL w réznych czeSciach mtodych i dorostych roslin Medicago. Ponadto we
wszystkich badanych czes$ciach ros$liny zaobserwowano akumulacje alternatywne;j
formy mRNA DCL1, podobnej do opisanej wczesniej u Arabidopsis. W dalszym etapie
badan dokonano pordwnania aktywno$ci trzondéw katalitycznej dwoch wybranych
biatek DCL z Medicago — biatka zaangazowanego w produkcj¢ miRNA (DCL1) oraz
jednego z biatek odpowiedzialnych za produkcje siRNA (DCL2).
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In most eukaryotes a group of small RNAs, known as miRNAs and siRNAs,
participates in sequence-specific regulation of numerous biological processes, including
developmental and stress response, genome stabilization and defense against pathogens.
Biogenesis of small regulatory RNAs depends on a group of endonucleolytic enzymes,
members of the RNase Il family, which cleave longer RNA precursors to generate
mature molecules. In animals these enzymes are called Dicer proteins, while in plants
they are known as Dicer-like (DCL) proteins. Arabidopsis thaliana possesses four DCL
proteins (DCL1-4), which represent four distinct DCL groups typically found in plants.
DCL1 mainly produces 21 nt long miRNAs, while DCL2, DCL3, and DCL4
specifically produce various classes of sSiRNAs: 22, 24 and 21 nt long respectively.

The aim of this study was identification and characterization of DCL genes in
Medicago truncatula, a model legume plant, and evaluation of the catalytic activity of
the encoded proteins. As a result six putative DCL genes were identified in the
Medicago truncatula genome. They encode DCL proteins of all four types (DCL1-4)
including three DCL2 isoforms. Expression profiles of all six genes in various plant
tissues and organs were determined. In addition, accumulation of an alternative splicing
variant of MtDCL1 mRNA, similar to the one identified in Arabidopsis, was observed.
Activity of the catalytic core fragments of two DCL enzymes, involved either in
miRNA (DCL1) or siRNA biogenesis (DCL2), was demonstrated and compared.
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X. ZALACZNIKI

Zalacznik 1. Wykaz sekwencji kodujacych bialka DCL z Arabidopsis thaliana (At),
Glycine max (Gm), Lotus japonicus (Lj) i Oryza sativa (Os) wykorzystywanych w
pracy. W tabeli wskazano oznaczenia sekwencji aminokwasowych, genéw kodujgcych
poszczeg6lne biatka DCL i nazwy baz danych, z ktérych pochodza. Wszystkie
sekwencje dostepne sg takze za posrednictwem bazy danych NCBI GenBank.

. . Oznaczenie sekwencji o
Nazwa biatka Oznaczenie genu - . J Zrédto
aminokwasowej

AtDCL1 At1g01040 At1g01040.2 The Arabidopsis

AtDCL2 At3g03300 At3g03300.1 Information Resource (TAIR)
AtDCL3 At3g43920 At3¢43920.2 arabidopsis.org

AtDCL4 At5g20320 At5g20320.1 [209]

GmDCL1la Glyma03g42290 Glyma03g42290.1

GmDCL1b Glymal9g45060 Glymal9g45060.1

GmDCL2a Glyma09g02930 Glyma09g02930.1

GmDCL2b Glyma09g02920 Glyma09g02920.1 LegumelP

GmDCL3 Glyma04g06060 Glyma04g06060.1 plantgrn.noble.org/LegumelP
GmDCL4a  Glymal7g11240 Glymal7g11240.1 [210]

GmDCL4b Glymal3g22450 Glymal3g22450.1

LjDCL2a chr6.CM0437.480.r2.m chr6.CM0437.480.r2.m

LjDCL2b chr6.CM0437.490.r2.m chr6.CM0437.490.r2.m

OsDCL1 LOC_0s03g02970 LOC_0s03g02970.1

OsDCL2a LOC_0s03g38740 LOC_0s03g38740.1 Rice Genome

OsDCL2b LOC_0s09g14610 LOC _0s09g14610.1 Annotation Project
OsDCL3a LOC_0s01g68120 LOC_0s01g68120.1  fice.plantbiology.msu.edu
OsDCL3b LOC_0s10g34430 LOC_0s10934430.1 [211]

OsDCL4 LOC_Os04g43050 LOC_Os04g43050.1
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Zalacznik 2. Wyniki uzyskane z pomiaréw akumulacji mRNA w poszczegdlnych
czeSciach rosliny metoda ddPCR. Matryce cDNA odpowiadajace catkowitej puli
mRNA w danej tkance oznaczono nast¢pujgcymi symbolami: RT01 — 3-dniowa siewka
(liscien), RT02 — 3-dniowa siewka (korzen), RT03 — 10-dniowa siewka (liscien), RT04
— 10-dniowa siewka (korzen), RT05 — stozek wzrostu todygi, RT06 — todyga, RT07 —
brodawka, RT08 — korzen, RT09 — nasiono, RT10 — 1is¢.
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DCL1 RT01 Repl 279 31 248 13257 311 12946 27856 11208 14883

~

DCL1 RTO1 Rep2 288 31,7 26 15979 38 15592 26952 11594 14953
DCL1 RT02 Repl 87 93 82 14594 1043 13551 28364 11200 15161
DCL1 RT02 Rep2 87 93 82 15532 1112 14420 27494 11542 15106
DCL1 RTO3 Repl 751 799 70,3 15243 943 14300 28650 11080 14952
DCL1 RTO3 Rep2 73,7 783 69,1 16252 987 15265 27507 11426 15036
DCL1 RT0O4 Repl 146 152 139 15523 1807 13716 28838 11092 15075
DCL1 RT04 Rep2 128 134 121 16264 1671 14593 27600 11318 15193
DCL1 RTO5 Repl 155 162 148 13721 1694 12027 28904 11204 15102
DCL1 RTO5 Rep2 123 129 117 16291 1615 14676 27939 11411 15131
DCL1 RTO6 Repl 161 168 154 15970 2043 13927 28769 11030 14812
DCL1 RTO6 Rep2 137 144 131 15532 1713 13819 27631 11180 14944
DCL1 RTO7 Repl 188 196 180 13373 1975 11398 29088 11385 15633
DCL1 RTO7 Rep2 182 189 174 15936 2283 13653 28767 12676 16504
DCL1 RT0O8 Repl 116 122 110 15184 1425 13759 28850 10910 14510
DCL1 RT08 Rep2 127 133 121 16233 1658 14575 29534 12390 15936
DCL1 RT09 Repl 72,1 77 67,3 14412 857 13555 (29110 10725 14382
DCL1 RT09 Rep2 74,7 794 70 15525 955 14570 28363 10993 14372
DCL1 RT10 Repl 297 307 287 15718 3505 12213 29307 10934 14801
DCL1 RT10 Rep2 264 273 255 16343 3282 13061 27408 10807 14277
DCL1-AS RTO1 Repl 6,8 8,5 54 13330 77 13253 27619 74472 11527
DCL1-AS RTO1 Rep2 5,4 6,8 4,3 15882 73 15809 24857 7552,4 8256
DCL1-AS RT02 Repl 17,5 199 152 14612 216 14396 28568 7405,8 11417
DCL1-AS RT02 Rep2 149 17 12,8 15488 195 15293 27721 (7517,1 10155
DCL1-AS RTO3 Repl 12,2 14,1 10,3 15407 159 15248 28058 7265,7 10038
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DCL1-AS RTO03 Rep2 10,1 11,8 84 16218 139 16079 27705 7512,1 10925
DCL1-AS RT04 Repl 26,3 29,1 235 15429 341 15088 28256 7205,5 10112
DCL1-AS RTO04 Rep2 26,6 294 23,8 15878 355 15523 27643 7329,8 10698
DCL1-AS RTO5 Repl 22,1 249 194 13631 254 13377 28990 7450,2 11200
DCL1-AS RTO5 Rep2 20,8 23,2 184 16260 285 15975 27425 (7360,4 9381
DCL1-AS RTO6 Repl 30,1 33,1 27,2 15865 401 15464 28092 7038,4 11067
DCL1-AS RTO6 Rep2 251 27,7 225 16756 354 16402 27680 7140,8 10964
DCL1-AS RTO7 Repl 26,8 298 23,8 13823 311 13512 28045 7307,3 11247
DCL1-AS RTO7 Rep2 30,1 33 27,3 16682 422 16260 28304 9558,1 12975
DCL1-AS RT08 Repl 176 20 153 14543 216 14327 28644 71979 8429
DCL1-AS RTO08 Rep2 188 21,1 165 16304 259 16045 26585 8613,6 11130
DCL1-AS RT09 Repl 7,1 8,7 5,7 14337 86 14251 29253 7198,9 9829
DCL1-AS RT09 Rep2 5,8 7,1 4,6 16571 81 16490 27315 69944 10676
DCL1-AS RT10 Repl 516 555 478 16101 691 15410 29294 7292,7 11510
DCL1-AS RT10 Rep2 46,3 499 42,7 16349 631 15718 26958 6999,1 9375
DCL2 RTO1 Repl 185 21 16,1 13690 214 13476 26495 5520,3 8808
DCL2 RTO1 Rep2 183 20,7 16 14801 229 14572 25692 5330,6 8625
DCL2 RT02 Repl 433 46,9 39,7 15327 554 14773 26174 5449,4 9557
DCL2 RT02 Rep2 42,1 458 38,5 14578 513 14065 25886 5352,8 8936
DCL2 RTO3 Repl 21,3 238 18,8 15417 277 15140 26641 5450,7 8090
DCL2 RTO3 Rep2 19,7 22,1 17,3 15245 253 14992 26128 53355 9036
DCL2 RT04 Repl 394 43 359 14202 468 13734 26062 5382,3 9301
DCL2 RT04 Rep2 36,2 395 329 15178 460 14718 25567 5320,6 9334
DCL2 RTO5 Repl 72 76,8 67,1 14358 852 13506 27247 5583,1 9644
DCL2 RTO5 Rep2 61,3 656 56,9 15037 763 14274 26767 5350,8 8960
DCL2 RTO6 Repl 57,6 61,7 53,5 15705 750 14955 26987 5466,9 6934
DCL2 RTO6 Rep2 48,3 52,2 445 15352 618 14734 26509 5348,4 9036
DCL2 RTO7 Repl 79 84 74 14208 927 13281 26862 5713,3 10191
DCL2 RTO8 Repl 40,2 44 36,4 12913 434 12479 27175 55942 8199
DCL2 RT09 Repl 47,7 51,9 436 13075 520 12555 27294 5377,6 9061
DCL2 RT09 Rep2 43,1 47 39,2 13031 469 12562 25848 5073,5 8972
DCL2 RT10 Repl 23,2 258 20,6 16125 315 15810 26119 5490,2 6766
DCL2 RT10 Rep2 20,4 22,8 18,1 16734 288 16446 25545 5173,8 6878
DCL2A  RTO7 Rep2 82 86,9 77,2 16482 1110 15372 25949 6766,7 10935
DCL2A RT08 Rep2 415 449 38 16258 563 15695 27166 6857,9 10432
DCL2B RTO1 Repl 2,7 3,6 1,9 16634 38 16596 14375 11282 13092
DCL2B RTO1 Rep2 1 1,7 0,6 15795 14 15781 16169 11093 13139
DCL2B RT02 Repl 2,7 3,6 1,9 16395 37 16358 17547 10983 13146
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DCL2B RT02 Rep2 1,9 2,8 1,3 14681 24 14657 18448 10885 13038
DCL2B RTO03 Repl 2,6 3,5 1,8 16060 35 16025 14114 10898 12686
DCL2B RTO3 Rep2 1,8 2,6 1,2 16539 25 16514 14474 10462 12111
DCL2B RT04 Repl 8,6 10,1 7 16255 118 16137 27532 10125 12874
DCL2B RT04 Rep2 11,3 13,1 96 16897 162 16735 28749 10305 14043
DCL2B RTO05 Repl 4,6 58 3,6 16945 66 16879 28100 10357 13917
DCL2B RTO05 Rep2 4,9 6,2 3,8 16312 68 16244 28963 10248 13992
DCL2B RT06 Repl 2,6 3,5 1,9 17528 39 17489 23517 10166 11456
DCL2B RT06 Rep2 2,2 3,2 1,5 15278 29 15249 28018 10014 12407
DCL2B RTO07 Repl 27,2 299 245 16663 381 16282 29472 10123 14120
DCL2B RTO07 Rep2 28,3 31,1 255 16473 391 16082 28951 11743 14452
DCL2B RTO08 Repl 1 1,7 0,6 15974 14 15960 15101 9971,8 11565
DCL2B RT08 Rep2 1,5 2,2 0,9 16865 21 16844 15437 10945 12744
DCL2B RT09 Repl 2,8 3,8 2 15809 38 15771 20673 9584,6 11227
DCL2B RT09 Rep2 2,4 3,4 1,7 15600 32 15568 19417 9503,3 11528
DCL2B RT10 Repl 1,9 2,7 1,2 14516 23 14493 12912 9566,6 11441
DCL2B RT10 Rep2 1,3 2 0,8 15433 17 15416 13954 9240,8 10625
DCL2C RTO1 Repl 3,2 4,3 2,4 16011 44 15967 16150 13457 15151
DCL2C RTO1 Rep2 2,7 3,7 1,9 14073 32 14041 18086 13683 15338
DCL2C RT02 Repl 4,2 53 3,2 16734 59 16675 25765 13088 15277
DCL2C RT02 Rep2 4,1 54 3,1 14608 51 14557 24989 13003 15066
DCL2C RTO03 Repl 1,9 2,8 1,3 16459 27 16432 18755 12670 14394
DCL2C RTO03 Rep2 2,2 3,1 1,5 14637 27 14610 18982 12819 14637
DCL2C RT04 Repl 13,7 157 11,7 16328 189 16139 27629 12345 14731
DCL2C RTO04 Rep2 10,7 125 89 15016 136 14880 28248 12349 15738
DCL2C RTO05 Repl 3,55 4,6 2,6 15701 47 15654 27021 12045 15313
DCL2C RTO05 Rep2 2,7 3,7 1,9 14983 34 14949 27307 12364 15188
DCL2C RT06 Repl 4,7 6 3,7 16431 66 16365 25006 (11626 13738
DCL2C RT06 Rep2 4,9 6,2 3,7 14819 61 14758 25266 11888 13448
DCL2C RTO7 Repl 351 383 32 16048 472 15576 27702 11652 14990
DCL2C RTO7 Rep2 29,5 324 26,7 16550 410 16140 26941 13971 16555
DCL2C RTO08 Repl 6,4 7,7 52 17586 95 17491 26964 11348 13749
DCL2C RTO08 Rep2 6,7 8,2 53 15423 87 15336 26710 14407 16854
DCL2C RT09 Repl 51 6,5 4 14674 64 14610 27130 11027 14279
DCL2C RT09 Rep2 7,5 9,2 6,1 14565 93 14472 25815 11042 14145
DCL2C RT10 Repl 1,9 2,7 1,2 16507 26 16481 14420 10913 12352
DCL2C RT10 Rep2 1,7 2,5 11 15670 23 15647 15048 10763 12291
DCL3 RTO1 Repl 7,5 91 6 14340 91 14249 25935 3692,3 7818
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DCL3 RTO1 Rep2 9,5 11,2 79 15835 128 15707 24517 3777,1 4871
DCL3 RT02 Repl 119 13,7 10 15628 157 15471 25303 3751,1 6498
DCL3 RT02 Rep2 11,8 136 99 15878 158 15720 26193 3785,3 6968
DCL3 RTO3 Repl 9,2 108 7,6 15776 123 15653 25023 37235 4861
DCL3 RTO3 Rep2 8,9 105 74 16698 126 16572 26827 3813,8 7162
DCL3 RT0O4 Repl 254 282 22,6 (14613 312 14301 26164 3683,5 7884
DCL3 RT0O4 Rep2 27,1 298 243 16301 371 15930 26225 3755,8 8011
DCL3 RTO5 Repl 414 451 37,8 14559 504 14055 26934 3876,7 4776
DCL3 RTO5 Rep2 37,2 40,4 34,1 16918 527 16391 26893 3743,6 6670
DCL3 RTO6 Repl 439 475 40,3 15267 559 14708 27448 3729,1 6744
DCL3 RTO6 Rep2 47,9 516 443 16739 668 16071 26802 3790,8 6801
DCL3 RTO7 Repl 44,2 48,7 39,8 10332 381 9951 25065 (3814 8275
DCL3 RTO7 Rep2 54,7 58,7 50,7 16006 727 15279 25772 5491,3 9499
DCL3 RTO8 Repl 22,7 253 20,1 15111 289 14822 27147 3919,5 4940
DCL3 RTO8 Rep2 255 28,2 22,8 16231 348 15883 26400 4978,2 8035
DCL3 RT09 Repl 265 29,4 235 14120 314 13806 26722 3544,3 6430
DCL3 RT09 Rep2 27,7 308 24,7 13523 315 13208 25911 3564,8 7053
DCL3 RT10 Repl 22,7 252 20,1 16025 306 15719 27741 3868,2 6133
DCL3 RT10 Rep2 22,6 256 19,7 12013 229 11784 25055 3630,4 6628
DCL4 RTO1 Repl 2,6 3,6 1,8 14412 32 14380 25974 74304 11273
DCL4 RTO1 Rep2 35 4,7 2,5 12634 37 12597 26607 75353 11013
DCL4 RT02 Repl 183 20,7 159 14650 226 14424 27105 7625,7 11618
DCL4 RT02 Rep2 17,3 19,7 149 13890 203 13687 27274 7448,7 11231
DCL4 RTO3 Repl 9 10,7 7,4 15672 120 15552 28015 (77225 10792
DCL4 RTO3 Rep2 9,2 11 7,5 14190 111 14079 27115 (7499 11329
DCL4 RT04 Repl 37 40,5 335 13808 427 13381 29003 (7760,5 11036
DCL4 RT04 Rep2 39,4 43 35,8 14000 461 13539 27518 (7450,2 11427
DCL4 RTO5 Repl 389 42,6 353 13638 444 13194 29052 79459 10408
DCL4 RTO5 Rep2 338 37,2 304 13586 385 13201 27828 7629,5 11195
DCL4 RTO6 Repl 654 698 61,1 15989 865 15124 29398 7903,6 11786
DCL4 RT06 Rep2 66,2 70,9 615 14127 773 13354 27750 7529,9 11313
DCL4 RTO7 Repl 122 129 115 12720 1254 11466 29621 8294,4 12380
DCL4 RTO7 Rep2 116 121 110 17195 1610 15585 26453 9072,4 12018
DCL4 RTO8 Repl 21,7 243 19,1 14797 270 14527 29617 8091,3 11594
DCL4 RTO8 Rep2 222 24,7 19,7 16367 306 16061 27217 90954 12175
DCL4 RT09 Repl 26 28,8 23,2 14912 326 14586 29547 7880,5 10294
DCL4 RT09 Rep2 21 234 186 16378 290 16088 27171 7272,5 8589
DCL4 RT10 Repl 29,7 32,7 26,7 15254 380 14874 29880 8140,1 10043
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DCL4 RT10 Rep2 26,4 29,1 23,7 16592 368 16224 27383 7484,5 9082
REF-ACT RTO1 Repl 49,6 53,6 457 14548 601 13947 24283 3555,6 6925
REF-ACT RTO1 Rep2 34,2 374 31 15408 441 14967 29538 3662,9 8285
REF-ACT RT02 Repl 111 116 105 16071 1442 14629 25245 3577 7523
REF-ACT RT02 Rep2 99 104 93 15727 1264 14463 29749 36124 8416
REF-ACT RTO03 Repl 529 56,8 49 16336 718 15618 24473 3405,8 7360
REF-ACT RTO03 Rep2 36,2 395 329 15327 464 14863 30535 3644,2 7717
REF-ACT RT04 Repl 68,2 726 639 16828 948 15880 25338 3442,6 7176
REF-ACT RT04 Rep2 515 555 475 14938 640 14298 29482 3570,6 7868
REF-ACT RTO05 Repl 818 866 77 16592 1114 15478 24962 33419 6564
REF-ACT RT05 Rep2 57 61,1 52,8 15379 727 14652 29897 3548,9 8018
REF-ACT RT06 Repl 133 139 127 17064 1823 15241 25118 3246,5 7242
REF-ACT RT06 Rep2 109 115 103 15876 1405 14471 30340 3568,1 8306
REF-ACT RTO7 Repl 36,2 393 33,1 17118 519 16599 25749 32784 6352
REF-ACT RTO7 Rep2 26,8 296 24 15577 351 15226 30535 3584,1 6536
REF-ACT RT08 Repl 52,3 56,1 48,6 17201 748 16453 24613 3081 6829
REF-ACT RT08 Rep2 41,1 44,7 37,6 14813 509 14304 29295 (3437,3 7937
REF-ACT RT09 Repl 80 85 75,1 15251 1003 14248 25945 3163 7111
REF-ACT RT09 Rep2 609 651 56,7 15922 803 15119 30353 35424 7865
REF-ACT RT10 Repl 94 100 89 15557 1199 14358 26054 3136,3 7307
REF-ACT RT10 Rep2 651 694 609 16774 903 15871 30475 3526 8289

* Przedstawione warto$ci wyznaczaja granice 95% przedziatu ufnosci dla kazdego
oszacowania stezenia transkryptu opartego o rozktad Poissona.
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Zalacznik 3. Sklonowane sekwencje kodujgce biatka MtDCL1 i MtDCL2a.

>MtDCL1-ORF

ATGGAGGATGATGCCGATGCCGCTGCCGCTGCCGCGAATAACAACAATAGGGTTTCTTCGTCAA
ATCCTTACTGGCTGGATGCCTGTGAAGATATTTCTATATCTTGTGATGATTTCATTGATTTTGA
TGTTTCTAATGATTCTGACCAACAACCCAACAACAACAACCAAGACTTTTTTGGTGGTATTGAT
CGAATCTTTGACAGCATCAAAAACGGCGCTGGTCTCCCTGATCATCCTCCTGCTTCTGCTGCTG
ATGATGGGAATCAACTACCTCCTACTCATCTTCAACTGGAAGAACAACACCAACAGGTAGAAGA
AGAAAAACAAGAACAAGAAAGGTTCAACAAAAGGGCTCGCCTCACCGAAGGAGAAAGGAGAATC
AATCATCAACCCAACAACAACAACAACAACAACAACAACAACAACAACAACAAGGACAGGTATG
AGAGGTGTTTCAACAATAATAGGAAGAGACCAAGGAATAATAATAATCATAATCATTCCTTTAA
AAGAGATGTCAAGGGTTATTGGGAGAGGGATAAGTCTTCTAATGACTTGGTCTTTCGCTCCGGA
ACTTGGGAACCGAATCTTCATACTTCCCAACACAAAATGGACATAGACAACCCCATCAAACAGG
AAAAACCCAAGGAGACCGTTCCTGTTCCTGAGGAAAAAGCCAGACAGTATCAGTTGGATGTTCT
TGAGCAGGCAAGGACCAGAAATACAATAGCTTTTCTAGAAACTGGAGCTGGCAAAACCCTCATT
GCCGTTCTTCTCATCAAGTCTATACATGAGACATTACATCTCCAAAATAAGAAAATGCTTGCTG
TATTTTTGGTTCCAAAAGTTCCACTTGTTTACCAGCAAGCTGAGGTAATCCGTGAGCGCACTGG
ATATCAAGTGGGGCACTATTGTGGAGAAATGGGGCAGGATTTCTGGGATGCTCGAAGGTGGCAG
CGTGAATTCGACACCAAGCATGTTTTAGTCATGACCGCTCAAATACTTTTGAACATTTTGAGGC
ATAGCATCATAAAAATGGAAGCAATCAATCTCCTGATTCTTGATGAGTGCCATCATGCTGTGAA
GAAACACCCATATTCGCTGGTGATGTCTGAGTTCTACCATACAACGCCCAAAGAAAAGAGACCA
TCTGTATTTGGAATGACTGCTTCTCCTGTTAACTTAAAAGGTGTTTCCAGCCAAGTAGACTGTG
CAATTAAAATTCGTAATCTTGAAAGTAAGCTAGATTCAATAGTTTGTACCATTAAAGATCGTAA
AGAGCTAGAGAAACACGTGCCTATGCCCTCTGAGATTGTGGTGAAGTATGATAAAGCGGCCAGT
CTATGTTATTTACATGAGCAAATAAAGCAGATGGAGACTGAAGTTGAGGAAGCTGCAAAATCTA
GTTCAAGAAGAAGCAAATGGCAGTTTATGGGAGCTAGAGATGCTGGAGCTAAGGAAGAGCTGCG
CCAAGTATATGGTGTTTCTGAAAGAACAGAAAGTGATGGAGCTGCAAACCTAATTCAGAAGTTG
AGAGCTGTTAATTATGCACTTGGTGAATTGGGACAGTGGTGTGCATATAAGGTTGCACAATCTT
TTCTTGCAGCTCTGCAAAATGATGAAAGGGCAAACTATCAACTTGATGTCAAGTTTCAGGAATC
TTATCTGAGTAAAGTTGTGTCTCTTCTGAAATGTCAGCTGTCAGAGGGTGCCGTTTCTGACAAA
AATGATGGAGTAGATGACTCACAAAATGGTGCAGCTCACAGTGGGTCTGATGAACATGAAGAGA
TTGAAGAAGGAGAGCTTCCAGACAGTCACGTTGTCTCTGGTGGGGAGCATGTTGATGTCATAAT
AGGTGCTGCTGTGGCTGATGGCAAGGTGACCCCCAAGGTGCAGGCTTTAATCAAAATACTCCTC
AAGTATCAGAACACAGACGACTTCCGTGCAATCATCTTTGTTGAACGTGTTGTGTCTGCATTAG
TTCTACCCAAGGTTTTTGCCGAGCTTCCATCTCTTAGTTTTGTCAAGTGTGCAAGCTTGATTGG
TCACAACAATAGTCAGGAAATGCGGACCCACCAAATGCATGATACAATTGCCAAGTTCCGTGAT
GGGCGGGTCACGTTGTTAGTTGCCACTAGTGTTGCCGAAGGAGGTCTTGATATCCGGCAGTGTA
ACGTTGTTATTCGCTTTGATCTTGCGAAGACTGTTCTGGCATACATTCAGTCTAGGGGACGTGC
TAGAAAGCCTGGGTCTGATTACATCCTAATGGTTGAGAGGGGAAATTTGTCACATGAAGCATTC
CTAAAGAATGCCAGGAACAGTGAGGAAACTTTGCGGAGAGAAGCAATAGAGAGAACAGACCTTA
GTCATCTGAAAGACAGTTCAAGGTTGATTTCTGTAGATACCCATCCAGAAACAATGTACCAGGT
GAAATCTACCGGTGCAGTAGTTAGCTTAAATTCCGCTGTAGGTCTTGTCCACTTCTATTGCTCC
CAGCTACCTAGTGACAGATATTCAATTCTTCGTCCCGAGTTTATTATGGAGAAGCATGAAAACT
CCGGAGGTCCCACTGAATATTCTTGCAGGCTTCAACTGCCATGTAATGCACCATTTGAAAATCT
GGAGGGTCCTATCTGCAGTTCAATCCGCTTGGCACAACAGGCTGTTTGTCTAGCTGCTTGCAGA
AAATTGCACGAAATGGGAGCATTCACTGACATGCTATTGCCGGATAAAGGAAGTGGGGAAGAAA
AAGAAAAGGCTGAGCAAAATGATGAAGGGGATGCACTTCCAGGGACTGCTAGACATAGGGAGTT
CTATCCTGAAGGTGTGGCTGACATACTGAAGGGAGAATGGATCTTATCTGGAAAAGATGCTTGC
AACAACTCCAAATTGCTTCATCTTTATATGTATACCATAAAGTGCGAGAATGTAGGCCATTCAA
AGGATCCGTTCTTGACTCAGGTTTCAGATTTTGCAGTACTTTTTGGCACTGAACTGGATGCAGA
GGTCTTATCGATGTCGATGGATCTATTTATCGCTCGAACCGTGACTACGAAGACGTCTCTTGTC
TTTAGAGAGTCAATAGATATCACTGAGAGTCAGTTGACATCCCTGAAAAGCTTTCATGTAAGGT
TAATGAGCATTGTCTTGGATGTGGATGTTGAACCATCTACCACTCCTTGGGATCCTGCAAAAGC
ATATCTGTTTGTCCCAATGGTTGGCGATAAGTCTTCAGATCCTATGAACCAAATTGACTGGCAT
CTGGTTGAGACAATAATTGGAGCCGATGCATGGAAAAATCCCCTCCAGAAGGCTCGACCAGATG
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TTTACCTTGGCACTAATGAGAGAACTTTAGGTGGTGACAGAAGGGAATACGGATTTGGGAAATT
GCGTCATGGCTTGGCTTTTGGGCAAAAATCACATCCAACCTATGGAATCAGAGGAGCTGTGGCC
CAGTTTGATGTAGTGAAAGCTTCAGGATTGGTTCCCAACAGAGATTCCATGGAAACACAAAATC
ATATCAATATGACTACCAAAGGAAAATTGATGATGGCAGATACATGTACCAGTCCAGATGATCT
AGTAGGGAGAATTGTAACTGCTGCTCATTCAGGGAAGAGGTTTTATGTTGATTCTATACGCTAT
GAAATGACAGCAGAGAACTCTTTCCCTAGGAAAGAAGGTTATCTTGGTCCTCTGGAATACAGTT
CATATGCTGATTACTACAAGCAAAAATATGGTGTTGATTTGGCTTACAAGCAACAACCTCTTAT
AAGAGGGCGTGGTGTACCATACTGCAAGAATCTTTTGTCCCCTCGATTTGAACACAGTGAAGGA
CATGAAGATGAAACTGAAGAGACCCACGACAAAACTTACTATGTTTTCCTTCCTCCAGAGCTAT
GCCTAGTACCCCCACTGCCTGGATCACTCGTTCGTGGTGCTCAGAGGCTGCCTTCAATAATGAG
GAGGGTTGAAAGCATGCTGCTTGCAGTTCAGCTTAAGAATATGATAAATTATCCTGTCCAGGCT
TCAAAGATCTTGGAAGCCTTGACCGCTGCCTCTTGCCAGGAGACTTTCTGCTATGAAAGGGCAG
AGCTTCTAGGAGATGCTTACCTGAAATGGGTTGTTAGTCGTTTTCTTTTCCTAAAACATCCACA
GAAACATGAAGGCCAGCTTACTAGGATGAGACAACAAATGGTCAGTAACATGGTCTTATATCGG
TACGCATTAAGTAAAGGTCTTCAATCATATATCCTAGCAGATCGTTTTGCCCCATCCAGATGGG
CAGCTCCTGGGGTGCTACCTGTCTTTGATGAGGATACAAAGGATGAGGAGTCATCTTTATTTGA
CCAGGAGCGTTCCATTTTTAAGGCCGAGAGGATGGACAACACTGATGAATTTGAGGATGAAATG
GAAGATGGTGAGCTTGAGAGTGATTCAAGTTCTTACCGAGTTCTGTCCAGCAAGACACTTGCAG
ATGTTGTGGAAGCACTGATTGGGGTATATTATGTTGAAGGTGGTAAGAATGCTGCTAACCACCT
TATGAAATGGATTGGTATTCACATAGAGATCGATCCTGATGAGATGGAGTGTATAACGAGGCCA
TCCAATGTTCCAGACAGCATACTTAGGAGTGTTGATTTTGATGCTTTAGAAGGTGCTCTAAATA
TTAAGTTTAAAGACAAGGGGCTGCTGATAGAATCCATAACTCATGCCTCCAGACCATCTTCAGG
AGTATCCTGTTATCAGCGGTTGGAGTTTGTTGGTGATGCTGTCTTGGACCATCTTATAACCAGG
CACTTATTTTTCTCGTACACAGATCTGCCACCAGGACGTCTGACTGACCTTCGAGCTGCTGCTG
TAAACAATGAAAATTTTGCACGTGTTACAGTTAAACACAATCTTCACCTGCATCTGCGGCATGG
GTCCAGTGCCCTAGAAAAACAGATTAAAGATTTTGTGAGGGAAGTTCAAGATGAATTGTCAAAA
CCAGGGTTTAACTCTTTTGGTCTTGGAGACTGCAAAGCTCCCAAGGTCCTTGGTGACATCCTTG
AATCTATTGCTGGTGCCATTTTTCTTGACAGTGGGAGGAATACTGCTGTTGTTTGGAAGGTTTT
TCAGCCTCTTTTGCATCCTATGGTTACACCAGAGACTTTGCCAATGCATCCTGTGCGTGAGCTT
CAAGAGCGATGCCAGCAGCAGGCTGAAGGCTTGGAGTATAGAGCAAGTCGTGCTGGAAATTTAG
CCACTGTTGAAGTATTCATTGATGGGGTACAAGTAGGGGCTGCTCAAAATCCACAGAAGAAAAT
GGCACAGAAATTAGCTGCCCGAAATGCCCTTGCTGCTTTGAAAGAGAAGGAAGAGAGTAAAATT
CAGGAGAAAAATGATGAAAAGGAGACAAAGAGTGGGAACCAGACATTTACGAGACAAACATTAA
ATGATATATGTTTGCGAAGAAACTGGCCTATGCCATTCTACCGGTGTGTGAGTGAGGGTGGTCC
TGCACATGCAAAGAAGTTTACATTTGCAGTGCGAGTGAATACTACTGATAAAGGTTGGACGGAT
GAATGTGTTGGAGAGCCAATGCCAAGCGTCAAGAAGGCCAAAGACTCAGCTGCTGTTCTTCTCT
TGGAACTAATAAACAAATTATACTCGTCATAG

>MtDCL2a-ORF

ATGGAAATGGATGACTACGATGAGCAGCAGATCAGGCCTAATGCACTTCCATTTGCGAGAAGCT
ATCAGCTTGAAGCATTGGAAAAAGCGATCCGTGAAAATACCATAGTGTACTTGGAGACTGGTTC
TGGAAAGACTTTGATAGCCATCATGCTTCTTCGAAGCTACGCTTATCACCTCCGAAAGCCTTCT
CCTTACATTGCTGTGTTTTTGGTTCCCAAAGTTGTTTTGGTTTCTCAACAAGCTGAAGCTTTGA
GAAATCACACTGATTTGAAAATTGGAATGTATTGGGGAGATATGGGTGTTGACTACTGGGATGG
AGATGTATGGAAAGGAGAAATGGAGAAACATGAGGTTCTTGTGATGACTCCTGCTATACTGCTT
TCTTGCTTGAGGCACAGCTTTATCAAACTGTCAATGATAAAGGTTTTAATTATGGATGAATGCC
ACCATGCTGCGGGTAGACACCCATATGCTTGTATAATGACTGAGTTTTATCATCATCAATTGAG
ATCTGGTATCACTGAGCTTCCTCGGATTTTTGGGATGACTGCATCCCCAATTAAGTCGAAAGCT
GCGAATTCTGAATCGACCTTGTCCAAATCTATTCGGGAACTAATGACTCTAATGCATTCAAAGG
TTTATACCTGTGTATGTGATGCTGTCATCTCACAGTTCATACCAACATCTACCCCAAAATTCCG
GTTTTACAGGGACAATGGGATTTCATATACGCTATTCGAAGAATTAGCCAAAAGGCTTAACGAG
TTAAAACAACAGCACGAGCGTTGCATCACAAGTTCAGATTTAACTAAATCAGCTGTCCAATCTG
CTTACAAAAAAATAGCAAGGATTTTTGATGCCTCAATTTTTTGCTTAGAAGAGCTTGGTATTTG
GTTGGCTCTGAAGGCTGCGGAGTCCTTATCTTCCATTGAAATTGAAACATTCTTATGGGGTATC
TCTGGGGATCAGATTGTTAAAAAATTTAGTTCAGCTACTATGATGACACTGCAAAGTTGCATAC
CATCTGATCCTCGGTGGACTATTGCTGACAATATGAATTCCAATTTGGAAATGGGTCTATTGAC
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CTCCAAAGTATGCTGTCTTATTGAATGTCTACTTGAGTACAGGGGTTTAACTGAAATGAGATGC
ATAGTTTTTGTGGAAAGGGTCATTGCAGCTATTGTCCTTGAGGTTCTATTGAACGCCTTGCTTC
CAAAATACAATAGCTGGAGGGCTAAATTCATTGCAGGAACCGGTAGTAAACTGCAAAACCAAAC
TAGAAAAATTCAAAATGAGATTGTGGAAGAATTTCGTAAGGGATTGGTCAACATCATTGTTGCA
ACATCAATTCTTGAAGAGGGTTTAGATGTCCAAAGTTGCAATCTGGTTATTAGATTTGACCCAT
CTCCCACGGTGTGCAGTTTCGTGCAGTCCCGAGGCCGTGCCAGAATGCGAAATTCAGATTACAT
CCTGATGGTAAAAAGTGGCGATGCAGTTACACGTTCTCGATTAGAGAAATACCTTGATGGTGGG
CAAATGATGAGGAAGGAGTCCTTGCGTTATTCTTCCCTTCCATGTGAGAGTCTTGAAAGTGATC
GATTTAACGAGCAAGCTTACCGAGTTGCAAGCACTGAAGCTGTTGTTAATCTTAGTTCCAGCAT
TACTTTGATATACTTATACTGCTCACGTCTCCCATCAGATGGGTACTTTAAACCGACTCCGATG
TGGGACAAACATAAAGGAATATTGTATCTTCCTAAGAGTTGTCCCATACATGCTATTCATGTAC
AAGGTGACACAAAGTTCTTAAAGAATATTGCATGCCTTGAAGCATGCAAACAACTACATAAGAT
TGGAGCGTTGACAGATAATCTCGTTCCTTCTATTGTCGTTGAAGAAGCAGAGGTGGAGGAATTC
GGGAATGAACCATATTCCGAAGAACAACCAAGTTATGTACCATTTGAATTGGTGAATCACATGT
CGAACAATAGTAGCACAATCTACTATTGTTATTTAATAGAGCTAAAACAAAATTTTAGCTATGA
CATCACTGTGCAAGACATTTTTCTCGCAACTAGAGTCGAGCTTGATCCAGAAATTGGATGCATG
CAATTTGACATGTGTTTCGACAGAGGTAGTTTGGCTGTAAACTTGAGATACAGAGGAAACATTA
ATCTCTCACCGGATCAGGTTCTTTTGTGTAAAAGATTCCAAGTTAGTATCCTTGGAATTCTTAT
GAATTCTAAAATGAATAAAGAAAGTTTTTCTGAAAAATACTCTCTGGAAGATGATCTTGAGATA
GATTATCTTCTGCTGCCATCTATTGCTATAGAGGAAACACCATCTGTTGATTGGCTAACAATCA
GTTCGATACATCCATCTAAAATTCAGTGTCGTTATCATGCTGCCAATATATTGACTGAGAAGGG
TTTCGCTTGTGGTTGCATATTGCGAAATGCTTTGATTTGTACTCCTCACAATGGTCGTACTTAC
ATCACCGCTGGTATGATGGAATTGGACGGAAACTCACCTCTGGAAGTAGGGGATGGTGAAGTTA
CTACGTACAAGAAGTACTTTGGACAGAAGCATGGCATTCAATTGCGTTTTGAACATCAACGCCT
ACTTAAGGCAAGACACGTTTTTCCAGTAAAAAATTATTGTCATGGATATAGTCAATCGAAAGAC
AGAGATGTGAGCAAGACCTTTGTTGAATTACCTCCTGAACTCTGCTCTATAATCATGTCACCAG
TACCACTGAGCACACTTTATACATTTTCATTTATTCCATCGATCATGCATAGACTTGAGTCGTT
GCTTGGTGCTTATAACTTCAAAAAGATGCATTTGGATTATTGCCCACAAAACAAGATTCAAACA
TTCAAGGTCTTGGAAGCAATGACCACAAAGTCATGCAAGGAGACCTTTCATTATGAGTCACTAG
AGACACTTGGAGATTCTTTTTTAAAATATGCTGTTAGCCAACAGCTTTTTAATATGTATCAAAA
TCACCACGAGGGTCTTCTTAGTGTGAAGAGGGAGAAGATCATTTGTAATGCTGCGCTCTCTAAG
TTAGGTTGCGATTTTAGACTTCCGGGCTTCATACGGAATGACCCTTTTGATCCAAAGACCTGGA
TCATTCCTGGAGCTAAATCAGGAAGTTTTAAATTAGAAGAGACAGTTTTCAATGGGAGAAAAAT
ATATACCCGCGGAGATAGAAAATTGAAACGGAAAGTTGTTGCTGATGTTGTCGAAGCACTAATT
GGTGCATTCCTTAGCACTGGTGGTGAGATGGCTGCGTTGTTGTTTATGGATTGGATTGGGATCA
AAGTCAATTTTAATATTATACCCTATGAGAGGCAATTCATTGCTTGTCCCGACAATCTGGTTAA
TGTCAGATTTCTAGAATCCCTATTGAAGTATTCGTTCTGGGATCGTTCTCTATTAGTAGAAGCT
TTGACACATGGCTCTTACATGCTTCCTGACGTGCCTAGATGCTACCAGCGACTTGAATACTTGG
GAGACTCGGTGCTGGACTATCTCATTACCATGCATTTGTATCGAGTATATCCTGGCATGTCACC
TGGGCAGTTAACAGACATGAGGTCTGCATCGGTGAATAATGACTGTTATGCAATGTCTGCCATC
AAGGTTCAATTGCATAAGCATGTCCTTCATGCCTCTCAAGAGCTACATAAACATATTGTAGCTA
CGCTTGATAAATTTGACGATCAGTCTTCATCAAGTTTTGGATGGGAATCCGAGGCTACATTCCC
CAAGGTACTTGGAGACATCATAGAGTCTCTAGCTGGTGCTATATTTGTTGATTCAGGATACGAT
AAGGAGGCTGTGTGGAAAAGCATAAGGCCTCTTTTGGAGCCCCTTGTGACACCTGATACATTAA
CGATCCATCCGATTAGAGAATTAAATGAACTGTGCCAAAAAATGAATTATACTAAGGAGAAGAC
CTTGTCCAGGAACGACGGCGTTACTAGCTGTAAAATCGAGGTAATTGCGGATGGAGTCATTCAT
CAGTTCGAGTACAAAGGTTCTACCGACAAGAAAACTGCCACAAGACTAGCCTGCAAGGGAGTTT
TGCATTCCTTGCAATGGAAGTAA



