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Streszczenie

MikroRNA (miRNA) to krétkie, jednoniciowe i niekodujace RNA, ktore reguluja ekspresje
gendw na poziomie potrankrypcyjnym. W proces ich powstawania zaangazowanych jest
wiele bialek. Trzy kluczowe to: DICER LIKE1 (DCL1), HYPONASTIC LEAVES1 (HYL1)
oraz SERRATE (SE), ktore tworza rdzen kompleksu zwanego Mikroprocesorem.
Wczesniejsze analizy przeprowadzone w Zaktadzie Ekspresji Genow UAM wykazaty, ze SE
wystepuje w kompleksach z helikazami RNA z rodziny DEAD-box: DRH1 (RH14), RH46
1 RH40, co mogto wskazywa¢ na zaangazowanie tych helikaz w biogenez¢ miRNA. W celu
zrozumienia funkcji DRH1, RH46 i RH40 w metabolizmie RNA postanowiono zbadaé
oddziatywanie tych biatek z SE. Za pomoca techniki FRET-FLIM wykazano, ze DRHI,
RH46 1 RH40 bezposrednio oddziatuja z SE. Ponadto, zbadano fenotyp potrojnego mutanta
drhl-1 rh46-1 rh40-1 w standardowych (22°C) i zmienionych (16°C) warunkach wzrostu.
Analizy te wykazaly wystepowanie zmian fenotypowych u ro$lin dril-1 rh46-1 rh40-1
hodowanej w obnizonej temperaturze. Fenotyp typu dzikiego zostat jednak przywrocony u
mutanta drhl-1 rh46-1 rh40-1 pod wptywem ekspresji biatka fuzyjnego GFP-DRHI.
Uzyskana linia transgeniczna zostala wykorzystana do zbadania partnerow biatkowych
helikazy DRH1 za pomoca koimmunoprecypitacji potaczonej ze spektrometrig mas (LS-
MS/MS). Analiza interaktomu biatkowego DRH1 wykazala, ze DRH1 tworzy kompleksy z
wieloma biatkami zaangazowanymi w biogenez¢ miRNA: HESO1, CDCS5, GRP7, CPL1, a
takze AGOI1, ktére stanowilo jedno z najbardziej wzbogaconych biatek w analizie.
Oddziatywanie pomiedzy DRH1 i AGO1 zostato potwierdzone za pomocg techniki FRET-
FLIM.

Nastepnie, za pomoca sekwencjonowania nowej generacji (RNA-seq) zostal
przeanalizowany poziom miRNA w mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1. Dane te pokazaty
zmiany w akumulacji miRNA u ros$lin drhi-1 rh46-1 rh40-1 hodowanych w 22°C 1 16°C.
Dodatkowo, wykazano, ze zgodnie z przewidywaniami, DRH1 oddziatuje bezposrednio z
domeng CTD RNA polimerazy II. Wyniki przedstawione w niniejszej pracy pokazaly
jednak, ze w przeciwienstwie do badan in silico, domena WW obecna w strukturze helikazy
DRHI, nie jest niezbedna do wystepowania tego oddziatywania. W celu zbadania wptywu
DRHI, RH46 1 RH40 na struktur¢ drugorzgdowa wybranych prekursoréw miRNA

zoptymalizowano metod¢ celowanego DMS-MaPseq. Analizy wykazaly, Zze brak helikaz

10



DRH1, RH46 i RH40 powoduje wystgpowanie zmian w strukturze niektorych z testowanych

prekursorow.

Otrzymane w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej dane sugeruja, ze helikazy
DRHI1, RH46 i RH40 wplywaja na biogeneze wyselekcjonowanych miRNA poprzez

modelowanie struktury drugorzedowej ich prekursorow.

Stowa kluczowe: miRNA; biogeneza miRNA; helikazy DEAD-box; struktura drugorzedowa
RNA
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Abstract

MicroRNAs (miRNAs) are short, single-stranded and non-coding RNAs that regulate gene
expression at the post-transcriptional level. The process of miRNA production is intricate
and involves a multitude of proteins. It is believed that the most significant factors are:
DICER LIKE1 (DCL1), HYPONASTIC LEAVESI (HYL1) and SERRATE (SE), which
collectively constitute the core of the Microprocessor complex. The experiments conducted
at the Department of Gene Expression have demonstrated that SE is associated with three
RNA helicases from the DEAD-box family designated DRH1 (RH14), RH46 and RH40. In
order to gain insight into a role of DRHI1, RH46 and RH40 in RNA metabolism in
Arabidopsis, the interaction between the aforementioned helicases and SE was studied using
the FRET-FLIM technique. The analysis demonstrated that all three helicases directly
interact with SE. Furthermore, the phenotype of the drhl-1 rh46-1 rh40-1 mutant at standard
(22°C) and modified (16°C) growth conditions was evaluated. The analysis revealed
alternations in the phenotype of the mutant cultivated at a lower temperature. The dril-1
rh46-1 rh40-1 mutant phenotype was successfully rescued by the expression of GFP-DRH1
fusion protein in the drh -1 rh46-1 rh40-1 mutant background. This transgenic line was used
to study the DRH1 interactome, utilizing the LS-MS/MS technique. The analysis showed
that DRH1 is associated with a few miRNA biogenesis factors, including HESO1, CDCS,
GRP7, CPL1 and AGO1, which was identified as one of the most enriched proteins in the
analysis. The DRHI1-AGO1 interaction was validated using the FRET-FLIM technique.

Subsequently, the level of miRNAs in the drh -1 rh46-1 rh40-1 mutant was evaluated
through next-generation sequencing (RNA-seq). The analysis showed changes in miRNA
accumulation in the mutant when cultivated at 22°C and 16°C. Furthermore, the results
demonstrated that DRH]1 interacts with the CTD domain of RNAPII, which is in accordance
with the in silico predictions. However, the analysis demonstrated that the WW domain is
not essential for this interaction, contrary to the initial in silico prediction. Moreover, the
secondary structure of selected pre-miRNAs in the drhl rh46 rh40 mutant was investigated
using the targeted DMS-MaPseq technique. The studies reveal alterations in the structure of

a particular subset of pre-miRNAs.

In conclusion, the data presented here suggest that DRH1, RH46 and RH40 influence
the biogenesis of miRNAs, potentially by modulating the structure of a subset of miRNA

precursors.

12



Key words: miRNA; miRNA biogenesis; DEAD-box helicases; RNA secondary structure
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1. Wstep

1.1. Rola mikroRNA u roslin

1.1.1. MikroRNA — kluczowe regulatory rozwoju rosliny

mikroRNA (miRNA) to krotkie jednoniciowe i niekodujace RNA regulujace ekspresje
gendw na poziomie potranskrypcyjnym. miRNA dziatajg wspolnie z biatkiem
ARGONAUTE 1 (AGO1), wyszukujac transkrypty mRNA komplementarne do miRNA. Po
znalezieniu komplementarnej czasteczki mRNA, zostaje ona przecigta przez AGO1 badz
zwigzana w okolicach 3’UTR mRNA, blokujac w ten sposéb jego translacj¢. Pierwsze
doniesienia 0 miRNA pochodzg z roku 1993, kiedy to pokazano, ze krétki niekodujagcy RNA
lin-4 reguluje rozwoj larw Ceanorhabditis elegans (1). W przypadku roslin, pierwsza
publikacja pokazujaca wystepowanie miRNA zostata opublikowana w roku 2002 przez
Reinharta 1 wspotpracownikéw (2). Praca ta zapoczatkowata lawing badan nad roslinnymi
miRNA oraz ich funkcja u roslin. Opublikowane wyniki jasno wskazuja, ze miRNA sa
podstawowymi regulatorami rozwoju A. thaliana. Na przyktad miRNA319 reguluje
morfogeneze lisci i1 korzeni poprzez kontrolowanie poziomu mRNA kodujacych czynniki
transkrypcyjne z rodziny TEOSINTE BRANCHED/CYCLOIDEA/PROLIFERATING
CELL FACTORI (TCP) (3). W korzeniach obnizenie ekspresji biatek TCP, regulowanych
przez miRNA319, pozwala na prawidtowa aktywnos§¢ wierzchotka wzrostu korzenia 1
rozwoj korzeni, podczas gdy w liSciach, to samo zjawisko powoduje zmiany w wielko$ci
lisci, ich zlozonosci 1 ksztatcie (3,4,5). miRNA319 opoznia takze starzenie sig liSci poprzez
regulowanie poziomu TCP4 stymulujacego ekspresje¢ genu kodujacego enzym uczestniczacy
w biosyntezie jasmonianu (6). Ponadto, miRNA reguluja roéwniez przejscie rosliny z fazy
wegetatywnej w faze generatywna. Proces ten zalezny jest od produkowanych sekwencyjnie
miRNA156 1 miRNA172. Poziom miRNA156 jest najwyzszy w kietkujacych siewkach, a
nastepnie stopniowo spada podczas rozwoju pedu, powodujagc wzrost poziomow jego
docelowych mRNA kodujacych czynniki transkrypcyjne z rodziny SQUAMOSA
PROMOTER BINDING PROTEIN LIKE (SPL). Jedno z tych bialek, SPL9, jest
regulatorem transkrypcji genu kodujacego miRNA172b. miRNA172b wptywa na ekspresje
czynnikow transkrypcyjnych z rodziny APETALA2-LIKE (APE2-like), ktore reguluja

rozw0j kwiatdw u roslin (7).
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1.1.2. Rola miRNA w reakcji roslin na stres niedoboru fosforanow

Ros$liny sa nieustannie narazone na ztozone stresy srodowiskowe, ktoére wymagaja ich
szybkiej reakcji w celu adaptacji i przetrwania. Jak wykazano, jednym z kluczowych
czynnikéw zaangazowanych w reakcj¢ roslin na stresy srodowiskowe sg miRNA, biorace
udziat w odpowiedzi ro$lin na stresy abiotyczne i biotyczne. Wykazano na przyktad, ze stres
obnizonej temperatury powodowal zmiang poziomu 79 dojrzatych miRNA (8), podczas gdy
podwyzszona temperatura skutkowata zmiang poziomu 33 dojrzatych miRNA (9). Warunki
silnej suszy powodowaly natomiast zmiany w poziomie 77 miRNA (9). Ciekawy mechanizm
zaobserwowano podczas odpowiedzi rosliny na stres niedoboru siarczanéw. Pokazano, ze
miRNA395, ktorego poziom wzrasta w warunkach niedoboru tego elementu, reguluje
poziom transportera siarczanow SULTR2;1. Akumulacja miRNA395 powoduje, ze
ekspresja SULTR2;1 jest ograniczona i nastgpuje tylko w miazszu ksylemu, co skutkuje
zwigkszonym transportem siarczanéw z korzeni do pedow i zapobiega jego transportowi z
pedow do korzeni (10,11). Pomimo wieloletnich badan nad reakcjami ro$lin na stresy
srodowiskowe, jedna z najlepiej opisanych reakcji pozostaje odpowiedz rosliny na stres

niedoboru fosforanow.

Fosfor jest czynnikiem niezbednym dla prawidlowego wzrostu, rozwoju i
funkcjonowania roslin. Stanowi podstawowy sktadnik kwaséw nukleinowych, fosfolipidow
i ATP (12). Najbardziej dostepna forma fosforu dla roélin sg jony fosforanowe (PO4 lub
HPOy), okreslane jako Pi, ktérych dostepno$¢ w glebie bywa niewielka (13). Brak
dostepnego fosforu indukuje zmiany w poziomach wielu miRNA, ktére umozliwiajg roslinie
adaptacj¢ do zmieniajacych si¢ warunkéw srodowiskowych. Giebokie sekwencjonowanie
matych RNA wykazato, Ze brak Pi prowadzi do istotnej statystycznie zmiany w poziomie 45
miRNA w korzeniach 1 55 miRNA w pedach. W warunkach niedoboru fosforanow
najwyzsza akumulacja charakteryzuja si¢ dwa miRNA, miRNA399 oraz miRNAS27.
Genom Arabidopsis koduje szes¢ miRNA399 (a-f), ktore sa indukowane przez brak Pi w
roznym stopniu (14). W warunkach niedoboru fosforanow miRNA399 oraz miRNAS§27
posrednio podwyzszaja poziom biatek z rodziny PHOSPHATE TRANSPORTER 1 (PHT1)
(15-17). U Arabidopsis zidentyfikowano 9 genow PHT1 (PHT1;1 — PHT1;9) kodujacych
btonowe kotransportery o wysokim powinowactwie do fosforanu (18,19). Wszystkie biatka
PHT1, z wyjatkiem PHT1;6, ktére ulega ekspresji w tapetum 1 ziarnach pytku, obecne sg w
tkankach korzeni (19). miRNA399 oraz miRNAS827 obnizajg poziomy odpowiednio mRNA
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PHOSPHATE 2 (PHO2) i transkryptu kodujacego NITROGEN LIMITATION
ADAPTATION (NLA), ktore powoduja przytaczenie ubikwityny do biatlek PHT1, kierujac
je w ten sposéb do degradacji. Obnizenie poziomu PHO2 i NLA prowadzi zatem do
podwyzszenia poziomu PHT1, zwickszenia liczby transporteréw PHT1 w btonach, a przez
to do zwickszenia poboru fosforanow z gleby (20,21). Aktywnos¢ miRNA399 jest
regulowana przez dwa niekodujace biatek geny INDUCTED BY PHOSPHATE
STARVATIONI (IPS1) oraz At4, ktére sg silnie indukowane przez brak Pi. Ich transkrypty
zawieraja sekwencje niemal komplementarne do sekwencji miRNA399, za wyjatkiem kilku
niedopasowanych zasad w miejscu ci¢cia przez to miRNA. Prowadzi to do wychwycenia i
zwigzania miRNA399, uniemozliwiajac im w ten sposob ciecie PHO2. Reakcja ta stanowi
precyzyjny mechanizm kontroli odpowiedzi na niedobdr fosforu i utrzymania homeostazy
(22,23). Giegbokie sekwencjonowania malych RNA wykazaty takze, Zze przy braku Pi silnie
wzrasta poziom miRNA z rodziny miR2111, jednak ich funkcja w reakcji na ten stres nie

zostata jeszcze zbadana (14).

1.2. Biogeneza roslinnych miRNA

Biogeneza roslinnych miRNA jest ztozonym procesem, w ktory zaangazowanych jest wiele
biatek (24). U roslin, wigkszos¢ genow kodujacych miRNA (MIR) jest niezaleznymi
jednostkami transkrypcyjnymi. Tylko czg$¢ z genéw MIR usytuowana jest w intronach
gendw kodujacych biatka (25). Wszystkie jednak ulegaja trasnkrypcji przez RNA
Polimeraz¢ II (RNAPII). Powstate pierwotne transkrypty (pri-miRNA) zawieraja
charakterystyczne dla produktow RNAPII struktury: ogon poli(A), ztozony z wielokrotnie
powtorzonej adeniny na 3’ koncu oraz czapeczke zwang takze kapem (ang. cap), ktora jest
dodatkowym, zmetylowanym nukleotydem (7-metyloguanozyna) przylaczonym za pomoca
wigzania 5°,5’-trojfosforanowego do konca 5’ tancucha RNA. Ponadto, kazdy pierwotny
transkrypt przyjmuje struktur¢ spinki do wloséw (ang. stem-loop structure) o rodznej
ztozonosci wilasciwej dla konkretnego pri-miRNA, w trzonie ktorej zlokalizowany jest
dupleks miRNA/miRNA* zawierajacy sekwencj¢ miRNA oraz komplementarng do niego
sekwencje¢ miRNA* (26). Dupleks ten wycinany jest z prekursora przez RNaze typu III
DICER-LIKE1 (DCL1) w dwéch reakcjach cigcia. Pierwsze cigcie prowadzi do powstania
krétszego prekursora zwanego pre-miRNA, ktory obejmuje strukture spinki do wlosow.

Nastepnie pre-miRNA jest docinane przez DCL1, uwalniajac w ten sposéb dupleks
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miRNA/miRNA* (26). W przeciwienstwie do zwierzat, u ktorych pierwsze cigcie
katalizowane jest przez endonukleaz¢ DROSHA w jadrze komoérkowym, a drugie w
cytoplazmie przez DICERI, u roslin oba cig¢cia zachodzg na terenie jagdra komorkowego 1 sg
przeprowadzane przez jeden enzym DCL1 (25). U roslin, precyzja i efektywnos$¢ obu cie¢
wspomagana jest przez dwa inne czynniki: zawierajace domeng palca cynkowego biatko
SERRATE (SE) oraz przez biatko wigzace dwuniciowy RNA (dsRNA) HYPONASTIC
LEAVES 1 (HYLI) (27). Nastepnie, uwolniony dupleks miRNA/miRNA* jest metylowany
na obu 3’ koncach dupleksu przez biatkko HUA ENHANCER 1 (HEN1) w celu
zabezpieczenia dupleksu przed degradacja (28,29). Przez wiele lat sadzono, ze po metylacji
dupleks jest transportowany do cytoplazmy przez biatko HASTY (30), gdzie miRNA zostaje
zatadowany na AGO1, tworzac w ten sposob indukowany przez RNA kompleks wyciszajacy
(ang. RNA-induced silencing complex, RISC) (31). Jednakze pdzniejsze badania pokazaty,
ze po metylacji miRNA tadowany jest na AGO1 jeszcze w jadrze komorkowym, a nastepnie
jest eksportowany w formie kompleksu miRNA-AGO1 przez CMRI/EXPORTINI
(EXPO1) (32). Mozliwym jest, ze biogeneza miRNA u roslin przebiega w jadrowych
ciatkach D (ang. D-bodies), ktére stanowig skupisko najwazniejszych dla biogenezy miRNA
biatlek: DCL1, HYL1 oraz SE (33). Schemat przebiegu biogenezy miRNA u roslin

przedstawiony zostat na rycinie 1.
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Rycina 1. Schemat powstawania miRNA u roslin. RNAPII — RNA polimeraza 1I; MIR —
gen kodujgcy miRNA; pri-miRNA — pierwotny transkrypt genu MIR; DCLI1 — DICER LIKE
1; HYL1 — HYPONASTIC LEAVES 1; SE — SERRATE; CBC — kompleks wigzgcy kap,
sktadajgcy sie¢ z dwoch podjednostek, CBP20 i CBPS80; HENI — HUA ENHANCER 1,
AGOI — ARGONAUTE 1. Autor — dr Agata Stepien, zmodyfikowane.

1.3. Bialka zaangazowane w biogenez¢ roslinnych miRNA
1.3.1. Komponenty ros§linnego Mikroprocesora

U Arabidopsis maszyneri¢ odpowiedzialng za biogeneze miRNA okresla si¢, podobnie
jak u zwierzat, mianem Mikroprocesora. Rdzen roslinnego Mikroprocesora tworzg
DCLI1, SE oraz HYLI1, ktéore wzajemnie ze soba oddziatuja (25). W budowie
endorybonukleazy DCL1 wyrdznia si¢ siedem domen: domene helikazowa typu
DExD/H-box, ktéra rozpoznaje i rozplata RNA (34), domene¢ wigzaca RNA DUF283,
domene PAZ, ktora wystepuje u wielu biatek zaangazowanych w produkcje miRNA
(35), dwie tandemowo utozone domeny RNazy III oraz dwie domeny wigzace dsRNA,

ktore posredniczg takze w odziatywaniach typu biatko-biatko (dsRBD) (34). O
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istotnosci biatka DCL1 dla rozwoju i Zycia ro$liny $wiadczy fakt embrioletalno$ci
roslin catkowicie tego biatka pozbawionych (36), a takze wystgpowanie zmian
fenotypowych u roslin z niewielka, czesto punktowg mutacja w genie DCLI. U
mutantéw dcll-7, zawierajacego punktowg mutacj¢ w domenie helikazowej oraz dcli-
9, zawierajacego insercje T-DNA w sekwencji kodujacej drugag domene dsRBD,
zaobserwowano podwyzszenie poziomoéw pri-miRNA, z jednoczesnym obnizeniem
poziomu dojrzatych miRNA (37). W konsekwencji oba mutanty przejawiaja silne
zmiany fenotypowe, takie jak male liscie, pdzne kwitnienie oraz zenska sterylnos¢
(36). Mutacja w domenie helikazowej nie wptyne¢ta na oddziatywanie DCL1 z SE i
HYLI, jednak zaburzenie sekwencji kodujacej domeng¢ dsRBD uniemozliwito
oddziatywanie z HYL1, jak réwniez spowodowato zmian¢ w lokalizacji komorkowej
tego wariantu DCLI1, ktore nie akumulowato juz w ciatach D (37, 38, 39). Co ciekawe,
DCL1 z mutacjami w domenie helikazowej RNazy I1I s3 w stanie promowa¢ wlasciwe
przetwarzanie prekursor6w miRNA oraz kompensowa¢ brak biatka HYLI,
przywracajac tym samym wilasciwy poziom pri-miRNA. Jednakze precyzja cigé
katalizowanych przez DCL1 w tych mutantach pozostaje zaburzona (34).

Kolejnym waznym dla prawidlowego funkcjonowania Mikroprocesora
czynnikiem jest biatko SE. SE sklada si¢ z ustrukturyzowanego rdzenia oraz dwodch
nieustrukturyzowanych fragmentéw znajdujacych si¢ na N- i C-koncu biatka. W
rdzeniu wyr6znia si¢ domene¢ N-koncowa, domen¢ $rodkowa oraz domeng palca
cynkowego typu C2H2. Eksperymenty wykazaty, ze rdzen SE stanowi platforme dla
oddziatywan z HYL1 1 DCL1. Ponadto, czes$¢ rdzenia sktadajaca si¢ na domeng palca
cynkowego, wspdlnie z nieustrukturyzowanym fragmentem C-koncowym, rozpoznaja
pri-miRNA (40). Co ciekawe, w ostatnich latach pokazano réwniez, ze SE zawiera w
swojej strukturze trzy wysoce nieuporzadkowane obszary (ang. intrinsically
disordered regions, IDRs). Sposrdd nich jeden (IDR1) ulokowany w N-koncowym
fragmencie SE umozliwia temu biatku separacje faz (41). Separacja faz jest
zjawiskiem polegajacym na spontanicznym rozdziale na dwie rézne fazy ciekle
jednorodnej mieszaniny zawierajacej poliery, czasteczki organiczne i biatka. W
komorkach organizmow zywych prowadzi do powstania organelli bezblonowych
koordynujacych ztozone reakcje biochemiczne.

Podobnie jak w przypadku DCLI1, catkowity brak SE skutkuje
embrioletalno$cig, a mutacje pozwalajagce na powstanie zmienionych form SE

powoduja znaczne zmiany w fenotypie roslin. Niewielka delecja w rejonie 3’ konca

19



genu kodujacego SE (se-1), insercja T-DNA w egzonie 10 (se-2) lub 1 (se-3) skutkuja
zmianami w filotaksji (ukladzie ulozenia lisci na todydze) oraz prawidlowym
funkcjonowaniu  tkanek = merystematycznych,  prowadzac do  rozwoju
charakterystycznych dla mutacji w genie SE zabkowanych li§ci. Ponadto, u se-2 liscie
sa mniejsze 1 wygiete ku goérze, podczas gdy rosliny se-3 sg niezwykle mate i
przejawiajg obnizong ptodnos¢ (42-44). We wszystkich mutantach se zaobserwowac
mozna jednak obnizony poziom miRNA, przy jednoczesnej akumulacji pri-miRNA
(42,44,45). Chociaz przez wiele lat funkcje w biogenezie miRNA opisywano jako
najwazniejsza rol¢ SE, to najnowsze dane pokazuja, ze jest to zaledwie jedna z bardzo
wielu funkcji tego biatka u roslin (45). SE jest bowiem zaangazowane w regulacje
transkrypcji (46,47), splicing, zard6wno konstytutywny (48), jak 1 alternatywny (49, 50)
oraz degradacj¢ RNA (51,52). Lepsza charakterystyka funkcji SE byla mozliwa
poprzez przeprowadzenie w naszym laboratorium eksperymentu
koimmunoprecypitacji potaczonej ze spektrometrig mas (51). Z SE wspdtoczyszczono
jedno z gtownych biatek Mikroprocesora DCL1 oraz biatkka HOSS, CPL1, BRM i
CDCS, ktore takze zwiazane s z biogeneza miRNA. Jednakze analizy wykazaty, ze
glownymi interaktorami biatka SE nie s3 czynniki biogenezy miRNA, a biatka
kompleksu TREX (TRanscription and EXport complex), taczacego rdézne etapy
dojrzewania mRNA: transkrypcje, splicing i dojrzewanie koncow 3’ RNA z eksportem
dojrzatych transkryptow z jadra komoérkowego do cytoplazmy (53), oraz kompleksu
NEXT (ang. Nuclear EXosome Targeting complex), odpowiedzialnego za
wyszukiwanie do degradacji przez egzosom transpozondw, niewtasciwie obrobionych
RNA oraz kryptycznych transkryptéw (54). Ponadto, SE jest zasocjowane z duza
liczba helikaz z rodziny DEAD-box (45).

W skiad rdzenia Mikroprocesora wchodzi takze biatko HYL1 zapewniajace
wydajnos¢ 1 efektywnos¢ cie¢ przeprowadzanych przez DCL1 (25). HYL1 zawiera
dwie domeny wigzace dwuniciowe RNA (dsRBD), z ktorych pierwsza wigze dsRNA,
a druga jest odpowiedzialna za oddziatywania HYL1 z domeng dsRBD2 DCLI i
rdzeniem SE (40,55). Jest ona takze odpowiedzialna za homodimeryzacj¢ HYL1 (56)
istotng dla prawidlowej aktywnosci tego bialtka w biogenezie miRNA. Ponadto, w
budowie HYL1 wyrdzni¢ mozna takze nieustrukturyzowany C-koncowy fragment
biatka sktadajacy si¢ z szeSciu powtdrzen 28 aminokwasowej sekwencji o niepoznane;j
jeszcze funkcji. W przeciwienstwie do DCLI 1 SE, catkowity brak biatka HYL1 nie

jest embrioletalny. Mutant 4y/1-2 wykazuje jednak powazne zmiany fenotypowe, takie
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jak niewielki wzrost i charakterystyczne hiponastyczne wygiecie lisci (57). Ponadto,
w mutancie hyll-2 zaobserwowano podwyzszony poziom wielu pri-miRNA, ktéremu
w wigkszosci przypadkdéw towarzyszy obnizony poziom dojrzatych miRNA. Jednakze
korelacja ta nie jest prawdag dla wszystkich miRNA, gdyz zidentyfikowano grupe¢

miRNA, ktérych poziom wzrasta w hyll-2 wraz ze wzrostem ich prekursorow (58).

1.3.2. Helikazy uczestniczace w dojrzewaniu prekursoréw miRNA

W ostatnich latach opublikowanych zostato tylko kilka prac sugerujgcych udziat
helikaz w biogenezie miRNA u roslin. Sposrdd przedstawionych helikaz na wigksza
uwage zastluguje CHROMATIN-REMODELLING FACTOR 2 (CHR2). CHR2 jest
ATPaza i jedng z gltéwnych podjednostek kompleksu remodelujacego chromatyneg
SWI/SNF. Udziat CHR2 w biogenezie miRNA zostal zbadany przez Wanga i
wspotpracownikow, a uzyskane wyniki zostaty opublikowane w roku 2018. Pokazali
oni, ze CHR2 pelni podwdjna role w biogenezie miRNA u ro$lin. Po pierwsze CHR2
promuje transkrypcje gendéw MIR, o czym $wiadczy obnizony poziom pri-miRNA w
mutancie chr2. Jednoczes$nie jednak, CHR2, poprzez bezposrednie oddziatywanie z
SE, zmienia strukture zwigzanych przez SE pri-miRNA, uniemozliwiajac tym samym
zwigzanie pri-miRNA przez HYL1 1 DCL1 1 jego dalsza obrébke. To jest gldéwny
powod obnizenia poziomu dojrzalych miRNA w mutancie chr2. Wprowadzenie
mutacji w rejonie CHR2 odpowiedzialnym za oddziatywanie tego biatka z SE,
przywraca wlasciwy poziom miRNA tylko cze$ciowo, sugerujac, ze oddzialywanie
CHR2-SE jest niezbedne dla potranskrypcyjnej roli CHR2 w biogenezie miRNA.
Zaburzenie oddzialywania CHR2-SE nie wptynelo jednak na transkrypcje MIR, co
swiadczy o tym, ze obie funkcje CHR2, transkrypcyjna 1 potranskrypcyjna, nie sg ze
soba powigzane (59).

CHR2 nie jest jedyng opisang helikazg uczestniczaca w biogenezie miRNA u
roslin. Pokazano bowiem, Ze grupa roznych helikaz z rodziny DEAD-box jest
zaangazowana w formowanie ciat D oraz wytwarzanie miRNA. RH6, RH8 1 RH12
kolokalizuja w komorce ze znanymi komponentami ciat D (DCL1, HYLI, SE), a takze
oddziatujg bezposrednio z SE oraz HYL1. Dodatkowo, przy braku tych trzech helikaz,
liczba ciat D w jadrach komoérek kwiatostanu byta duzo nizsza niz w przypadku roslin
typu dzikiego, podczas gdy w komorkach korzenia struktury te nie formowaly si¢
wcale. Dodatkowo, przeprowadzono eksperyment, w ktérym wymieszano

oczyszczone biatko SE z réznymi st¢zeniami RH12. RH12 pozostato rozproszone w
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roztworze, podczas gdy wielkos¢ i liczba kropelek SE wzrosta wraz z ilo$cig helikazy.
Wynik ten sugeruje, ze RH12 promuje separacj¢ faz SE in vitro. Ponadto, pokazano,
ze brak RH6, RH8 1 RH12 powoduje obnizenie poziomu wybranych pri-miRNA,
czemu towarzyszy obnizenie poziomu odpowiadajgcych im dojrzalych miRNA. W
mutantach helikaz zaobserwowano takze zredukowanie wigzania MIR przez RNAPII,
co wskazuje, ze RH6, RH8 i RH12 ufatwiaja wigzanie RNAPII do genow MIR (60).
Na formowanie ciat D wplyw ma takze helikaza typu DEAD-box RCF1 (RH42). U
mutantéw rcf1-4 liczba ciat D jest duzo mniejsza niz u roslin typu dzikiego. Co wigce;,
pokazano réwniez, ze RCF1 promuje wigzanie pri-miRNA przez HYLI1, a takze
wplywa na splicing pri- oraz pre-miRNA (61).

W biogenez¢ miRNA zaangazowane s takze SMALL1 (SMA1) oraz RH27,
ktoére, podobnie jak RH6, RH8 i RH12, nalezg do rodziny helikaz typu DEAD-box.
Oba biatka oddzialuja bezposrednio z gldownymi komponentami Mikroporcesora:
SMA1 oddziatuje z DCL1, a RH27 z DCL1 i HYL1. Brak obu helikaz jest dla roslin
letalny, a mutacje wywotujace czeSciowa utrate funkcji przez te biatka prowadzi do
obnizenia poziomu pri-miRNA (62, 63). Ponadto, u roslin smal-1 zaobserwowano
zachowanie intronéw w przypadku pigciu testowanych prekursorow miRNA, co

sugeruje zaangazowanie SMA1 w splicing pri-miRNA (62).

1.4. Wplyw struktury pri-miRNA na biogenez¢ miRNA

W przeciwienstwie do zwierzecych struktur spinek zlokalizowanych w pri-miRNA, ktore sa
raczej krotkie, a ich dlugo$¢ 1 struktura nie sg zbyt zrdznicowana, roslinne prekursory sa
niezwykle réznorodne pod wzgledem dlugosci, jak 1 struktury drugorzedowej (64,65).
Obecnos$¢ niesparowan oraz dodatkowych petli wplywa na precyzje 1 efektywnos¢
przetwarzania prekursorow przez Mikroprocesor (66,67). Pierwsze cigcie przez DCL1 w
zalezno$ci od pri-miRNA moze mie¢ miejsce u podstawy spinki lub przy gornej petli spinki.
Zaleznie od pierwszego cigcia, pri-miRNA zostaly podzielone na dwie grupy: wycinane od
podstawy do petli (ang. base-to-loop) lub wycinane od petli do podstawy (ang. loop-to-base)
(ryc. 2) (65-67). Ponadto, pri-miRNA mozna podzieli¢ takze ze wzgledu na liczbg cig¢
potrzebnych do uwolnienia dupleksu miRNA/miRNA*: w tym celu DCLI moze
przeprowadzi¢ dwa cigcia lub sekwencyjng seri¢ trzech-czterech cigc (ryc. 3) (65,66,68). W
przypadku przetwarzania pri-miRNA od podstawy do petli, Mikroprocesor rozpoznaje
niesparowanie w rejonie dSRNA ulokowanym 15-17 nt ponizej dupleksu miRNA/miRNA*
1 przeprowadza tam pierwsze cigcie (66,69,70). Jesli pri-miRNA przetwarzany jest od petli
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do podstawy, woéwczas pierwsze cigcie ma miejsce ponizej petli koncowej (66,69,70). W

obu przypadkach jednak kolejne cigcia przeprowadzane sg przez DCL1 co okoto 20-22 nt,
az do uwolnienia dupleksu miRNA/miRNA* (66,70,71).
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Rycina 2. Schemat przedstawiajqcy dwie moZiliwe drogi przetwarzania pri-miRNA: od
podstawy do petli (ang. base-to-loop, BTL) lub od petli do podstawy (ang. loop-to-base,
LTB). Zrédlo: Yan, X. et al, 2024 (65), modyfikowane. Kolorem niebieskim i rozowym
oznaczono odpowiednio sekwencje miRNA i miRNA*.
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Rycina 3. Schemat przedstawiajgcy sekwencyjny mechanizm przetwarzania pri-miRNA.
Cigcia sekwencyjne mogq odbywac si¢ od podstawy do petli (ang. sequential base-to-loop,
SBTL) lub od petli do podstawy (ang. sequential loop-to-base, SLTB). Zrédlo: Yan, X. et al,
2024 (65), modyfikowane. Kolorem niebieskim i rozowym oznaczono sekwencje
odpowiednio miRNA i miRNA*,

Struktura prekursoréw ma duzy wptyw na wybor drogi ich dojrzewania, a takze
wydajnos¢ ich obrobki. Badania pokazaly, ze w przypadku wielu pri-miRNA
jednonukleotydowa zmiana moze doprowadzi¢ do catkowitego zatrzymania obrobki
prekursora. Wprowadzenie serii przypadkowych mutacji w pri-miR172a wykazato, ze
mutacje punktowe zlokalizowane w dsRNA ponizej dupleksu miRNA/miRNA* znaczaco
wplynely na przetwarzanie, podczas gdy mutacje w obregbie petli koncowej nie miaty
wptywu na obrébke prekursora. Dodatkowo, mutacje wptywajace na przetwarzanie pri-
miRNA prowadzity takze do destabilizacji struktury tego prekursora (69). W
przeciwienstwie do pri-miR172a, modyfikacje w dolnej czesci pri-miR319 nie wptynety na
akumulacje miR319 w komorce. Usunigcie gornej czesci spinki lub wprowadzenie duzej

petli koncowej skutkowato z kolei znaczacg redukcja poziomu dojrzatego miR319 (66).

Ciekawym przypadkiem $wiadczacym o wplywie struktury pre-miRNA na
wydajno$¢ ich przetwarzania sg przedstawiciele rodziny pri-miRNA166. Zaobserwowano,
ze linie transgeniczne, w ktorych transkrypcja pri-miRNA166 kontrolowana jest przez
promotor 35S wykazujg zroznicowane zmiany fenotypowe, poczawszy od duzych zmian w
budowie lisci, az po fenotypy prawie typu dzikiego. W tych ro$linach, nasilenie zmian
wynikalo z réznego poziomu dojrzaltych miRNA. Analizy struktur tych prekursorow
wykazaly, ze prekursory te przyjmuja jedng z dwoch struktur: sa liniowymi spinkami, albo
posiadaja rozgaleziong petle koncowa (ryc. 4). Pri-miRNA166 przyjmujacy strukture
liniowej spinki ulegaty wyzszej ekspresji niz prekursory z rozgaleziona petla koncowa.
Wymiana gornej czesci spinki pri-miR166c¢, zawierajacej rozgateziong petle koncowa na
liniowa czg$¢ spinki pochodzaca z pri-miR166f powodowato znaczacy wzrost poziomu
miRNA166¢, ktory w natywnych warunkach stanowi miRNA o najnizszym poziomie
spos$rod wszystkich cztonkéw tej rodziny miRNA. Dodatkowo, oba pri-miRNA wykazuja
zblizony poziom transkryptow in vivo, co sugeruje, ze roznice w poziomie dojrzatych
miRNA166 sa wynikiem regulacji potranskrypcyjnej. Analizy fragmentéw prekursora pri-
miR166¢ po cieciu przez DCL1 wykazaty, ze prekursor ten moze by¢ przetwarzany od
podstawy, co skutkuje powstaniem dojrzatego miRNA166¢ lub alternatywnie moze by¢

przetwarzany w kierunku od petli. Wtedy to pierwsze cigcie przypada w obrebie dupleksu
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miRNA/miRNA* 1 nie prowadzi do powstania dojrzatej czasteczki miRNA166c.
Przeprowadzanie pierwszego cigcia w obrebie dupleksu miRNA/miRNA* moze zostad
Znaczgco ograniczone poprzez zmniejszenie rozmiaru lub uproszczenie struktury petli
koncowej. Zwigkszenie rozmiaru petli koncowej zwigkszato natomiast czestotliwosé cigé¢ w

obrebie dupleksu miRNA/miRNA* (67).
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Rycina 4. Przewidywane struktury prekursorow z rodziny miRNA166. Fioletowymi
strzalkami zaznaczono lokalizacje sekwencji miRNA. Zrédto: mirEX2.

Struktura dupleksu réwniez ma wpltyw na efektywno$¢ przetwarzania pri-miRNA.
Pokazano, ze zwigkszone parowanie zasad w dupleksie miR172a/miR172a* prowadzi do
podwyzszenia poziomu dojrzalego miR172a. Wprowadzenie mutacji zwigkszajacych liczbe
niedopasowanych nukleotydow powodowato natomiast obnizenie poziomu dojrzalej
czasteczki. Obnizenie poziomu miR172a spowodowane obecnoscig niedopasowanych
nukleotydéw, moze by¢ zniwelowane, kiedy jako niesparowane nukleotydy wprowadzone
zostanie G lub C w obrebie dupleksu miRNA/miRNA*. Wykazano bowiem, ze dodanie
niesparowanych G w obrebie dupleksu prowadzi do podwyzszenia poziomu dojrzatego
miRNA (71). Dodatkowo, parowanie zasad w obrebie dupleksu miRNA/miRNA* moze by¢
wykorzystywane do inaktywacji ekspresji miRNA in vivo. Dzieje si¢ tak w przypadku pri-
miR164b, kiedy to helikaza CHR2 upo$ledza przetwarzanie tego prekursora poprzez

zwigkszanie ilo$ci niesparowanych zasad w regionie miRNA/miRNA* (59). Jednakze liczba
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niesparowanych zasad w obrgbie dupleksu miRNA/miRNA* wptywa tylko na biogenezg
prekursoréw uwalnianych w wyniku dwoch cie¢¢ przez DCL1 i nie ma wptywu na obrobke
prekursoréw obrabianych sekwencyjnie. Pokazano, ze zwigkszenie stabilnosci dupleksu
miRNA/miRNA* w pre-miR394a i pre-miR319a, ktore sg przetwarzane sekwencyijnie,
odpowiednio od podstawy do petli i od petli do podstawy, nie zmienia wydajnos$ci ich
obrobki i w rezultacie poziom dojrzatych miRNA nie ulega zmianie. Wyniki te sugeruja, ze
podczas gdy obrobka prekursorow przetwarzanych w dwoch cigeciach przez DCLI jest
podatna na zmiany w dupleksie miRNA/miRNA*, to sekwencyjnie obrabiane prekursory sg

niewrazliwe na zmiany w tym rejonie (71).

1.5. Charakterystyka rodziny DEAD-box

Helikazy typu DEAD-box to najwigksza rodzina helikaz RNA. Wystepuja we wszystkich
domenach zycia (bakterie, archeony i eukarionty) i dziataja we wszystkich procesach
zwigzanych z RNA. Funkcjonujg jako biatka opiekuncze RNA i komplekséw RNA-biatko
(RNP) oraz helikazy RNA. Rdzen helikaz DEAD-box sklada si¢ ze wspolnego dla
wszystkich helikaz z tej rodziny regionu o dlugosci okoto 400 aminokwaséw, w ktorym
wyrdzni¢ mozna 12 zakonserwowanych motywow (Q, 1, Ia, Ib, Ic, II, III, IV, IVa, V, Va i
VI). Motywy te umozliwiajg wigzanie 1 hydrolize ATP, wigzanie RNA oraz rozplatanie RNA.
Ponadto, rdzen helikaz DEAD-box tworzy dwie domeny typu RecA, ktore sa potaczone
elastycznym linkerem. To wilasnie w motywie II zlokalizowanym w domenie RecA N
znajduje si¢ motyw DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp), od ktorego wzigta si¢ nazwa rodziny. Poza
wysoce konserwatywnym rdzeniem, helikazy DEAD-box zawierajg takze roznigce sig

sktadem 1 dtugoscig sekwencje C- 1 N-koncowe, ktore regulujg aktywnos$¢ rdzenia (72).

Heliazy DEAD-box wykazuja stabg aktywnos$¢ helikazowa. Sa zdolne do rozplatania
krétkich, niestabilnych dupleksow o dtugosci 10-15 par zasad, ktore sa ubogie w pary G-C.
Taka aktywno$¢ zaobserwowano w przypadku helikazy elF4A, ktora jest niewielka helikaza
zaangazowang w inicjacj¢ translacji u ssakow. Wykazano, ze elF4A z tatwoscig rozplata
krotkie fragmenty dsRNA, ale jest znacznie mniej wydajna w przypadku stabilnych
duplekséw bogatych w pary GC (72,73). Dodatkowo, helikazy z rodziny DEAD-box
przylaczaja si¢ bezposrednio do dupleksu i nie przemieszczaja si¢ w trakcie jego rozplatania
(74). Nie wykazuja tez specyficznosci sekwencji, a raczej rozpoznaja form¢ A tworzong
przez szkielet fosforanowy kwasow nukleinowych (75). Ponadto, helikazy DEAD-box nie

wymagaja energii pochodzacej z hydrolizy ATP do rozplatania duplekséw. Podczas
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rozplatania dsRNA, domeny RecA przyjmuja zamknig¢ta konformacj¢ wynikajaca z
jednoczesnego zwigzania RNA 1 ATP. Prowadzi to do wygiecia jednej z nici RNA i1
destabilizacji dupleksu, a w konsekwencji do uwolnienia jednej z nici RNA. Hydroliza ATP
pozwala w tym przypadku na uwolnienie drugiej z nici RNA i oddysocjowanie biatka.
Mechanizm ten zostal opisany dzigki poznaniu struktury krystalograficznej helikazy Vasa
zwigzanej z ssSRNA i analogiem ATP, ktéry nie ulega hydrolizie (76). Ponadto, helikazy
DEAD-box zdolne sg do zmiany struktury i kompozycji kompleksow RNA-biatko. Poprzez
zmiang struktury RNA, helikazy DEAD-box odstaniajg miejsca wigzania dla innych biatek.
Moga one rowniez same stanowi¢ platform¢ dla wigzania kolejnych biatek do RNA.
Powszechnie wiadomo, ze helikaza elF4AIll dziala jak platforma dla zlozenia
wielosktadnikowego kompleksu EJC (ang. exon junction complex) powyzej polaczenia
egzon-egzon w mRNA (77). Dodatkowo, dziatajac jako biatka opiekuncze RNA, helikazy
DEAD-box ufatwiaja zwijanie RNA i promuja tworzenie struktur trzeciorzgdowych RNA.
Pokazano, ze drozdzowa helikaza Mss116p jest zaangazowana w splicing intronéw grupy
II. Biatko to ma zdolno$¢ do lokalnego rozplatania dsSRNA, ktore pozwala na przeksztatcenie

niefunkcjonalnej struktury RNA w funkcjonalng strukturg RNA (78).

1.6. Funkcja ludzkich homologéw DRH1, RH46 i RH40 w biogenezie miRNA

Biatka DDXS5 1 DDX17 wykazuja wysokie podobienstwo do DRH1, RH46 oraz RH40
wystepujacych u Arabidopsis. Obie te helikazy sg zaangazowane w transkrypcje, splicing
konstytutywny 1 alternatywny, eksport mRNA, szlak NMD (ang. nonsense-mediated decay)i
biogeneze miRNA (79). W komorkach ludzkich, DDX5 i DDX17 sg zasocjowane z biatkiem
Drosha 1 stanowig czynnik niezbedny dla prawidtowego dojrzewania czes$ci pri-miRNA.
Promuja one biogeneze niektorych miRNA w odpowiedzi na czynniki wzrostu poprzez
posredniczenie w oddziatywaniu Drosha z biatkami SMAD, ktére uczestnicza w
przekazywaniu sygnalu do wnetrza komodrki po pobudzeniu receptora TGF-f
(transformujacy czynnik wzrostu beta) (80,81). Podobnie DDXS5 1 DDX17 posredniczg w
oddziatywaniu czynnika transkrypcyjnego p53 z Drosha, utatwiajac przetwarzanie miR16-
1 oraz miR143 (82). W obu tych przypadkach biatka DDX5/DDX17 wzmacniaja obrobke
pri-miRNA. Ponadto, DDX17 podwyzsza poziom Ago2 na poziomie potranskrypcyjnym.
Poprzez regulowanie poziomow niektorych miRNA, DDX17 stabilizuje Ago2. Obnizenie
poziomu DDX17 prowadzi do obnizenia poziomu czeSci miRNA, co z kolei skutkuje
zwigkszeniem poziomu niezatadowanego Ago2, ktory ulega degradacji (83). Co wigcej,

wykazano, ze rozne czgsci helikazy DDX17 wykazuja odmienng specyficznos¢ RNA:
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odcinek C-koncowy wykazuje wysokie powinowactwo do jednoniciowych RNA,
niezaleznie od ich sekwencji, podczas gdy cze$s¢ ATPazowa rdzenia wykazuje specyficznos¢
dla sekwencji zawierajacych motyw RCAYCH (R — puryna (A/G), Y — pirymidyna (T/C),
H: A/T/C). Ponadto, zdolno$¢ rdzenia biatka DDX17 do rozpoznawania specyficznych
sekwencji w pri-miRNA jest wazna dla remodelowania regionu flankujacego w pri-miRNA
od strony 3’ spink¢ zawierajaca miRNA, co zwigksza efektywno$¢ procesowania prekursora
przez biatko Drosha (84). Dodatkowo, DDX5 jest zaangazowane w rozplatanie dupleksu
miRNA/miRNA* let-7 i1 jego fadowanie na kompleks RISC (85).

1.7. Charakterystyka roslinnych helikaz DRH1, RH46 i RH40

DRHI1, RH46 i RH40 sa blisko spokrewnionymi ze sobg helikazami (ryc. 5). Ulegaja
ekspresji we wszystkich tkankach roslinnych. Najwyzszej ekspresji ulega DRHI, co jest
zwiazane z obecnoscig dwoch sekwencji regulatorowych w obrebie genu - intronu w 5' UTR
oraz sekwencji TATA w regionie promotora. Najnizszy poziom transkryptow cechuje
natomiast RH46, ktéorego gen nie posiada intronu w 5' UTR, ani sekwencji TATA w
promotorze. Gen kodujacy helikazg¢ RH40 posiada natomiast jedynie intron w 5° UTR (86).
W budowie DRH1, RH46 1 RH40 wyrdzni¢ mozna typowe dla helikaz DEAD-box elementy:
konserwatywny rdzen oraz wysoce zmienne fragmenty C- i N-konicowe. Ponadto, DRHI1,
RH46 1 RH40, jako jedyne sposréd 58 helikaz DEAD-box kodowanych w genomie
Arabidopsis, zawierajag domeng WW (ryc. 6). Domena WW to niewielka, sktadajaca si¢ z
38-40 aminokwasow domena zaangazowana w tworzenie oddziatywan typu biatko-biatko
(87,88). Nazwa domeny odnosi si¢ do dwoch wysoce konserwatywnych tryptofanow (W)
rozdzielonych 20-22 innymi aminokwasami (89). W 2009, Kang 1 wspotpracownicy
przeanalizowali genom Arabidopsis w celu znalezienia bialek zasocjowanych z
fosforylowang domenag CTD RNA polimerazy II. Uzywajac metod in silico szukali
homologéw zwierzecych i1 drozdzowych bialek wigzacych domeng CTD RNAPII u
Arabidopsis. Ich analizy wskazaly DRH1, RH46 oraz RH40 jako biatka zasocjowane z
domeng CTD RNAPII za pomocg obecnych w ich strukturze domen WW (90). DRH1, RH46
1 RH40 sa stabo zbadanymi biatkami. Wiadomo, ze DRH1 i RH46 sa zlokalizowane w jadrze
komoérkowym 1 jaderku (91). Najwigcej opublikowanych danych dotyczy helikazy DRHI.
Wykazano, ze DRHI1 jest ATP/dATP-zalezng RNA helikaza, a takze indukowang przez
jednoniciowe DNA 1 RNA ATP-azg (92). Helikaza DRHI1 jest zaangazowana w
kontrolowanie kierowanej przez BRI1-ASSOCIATED KINASE 1 (BAK1) i BAKI1-LIKE1
(BKK1) $mierci komorki. Podwojne mutanty bakl bkkl wykazuja zalezng od kwasu
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salicylowego $mier¢ komoérek. Co ciekawe, wprowadzenie dodatkowej mutacji w gen
kodujacy helikaz¢ DRH1 w tto bakl bkkl hamuje zamieranie komorek. Pokazano, ze u
mutantéw drhl dochodzi do akumulacji mRNA w jadrze komérkowym, a samo DRHI
oddziatuje z biatkami kompleksu pora jadrowego NUP107-160. Mozliwym jest zatem, ze
DRHI1 reguluje transport do cytoplazmy mRNA posrednio regulujacych produkcje kwasu
salicylowego, ktorego nadmiar powoduje $mieré komorkowa (93). Dodatkowo, wykazano,
ze DRH1 oddziatuje z UP FRAMESHIFT1 (UPF1), czynnikiem kluczowym dla NMD (ang.
nonsense-mediated decay), czyli $ciezki specjalizujgcej si¢ w usuwaniu czasteczek RNA
zawierajacych przedwczesny kodon STOP. U mutantdw drhl zaobserwowano natomiast
obnizony poziom czasteczek docelowych NMD, co sugeruje, ze DRH1 moze by¢
czynnikiem limitujacym degradacje niektorych targetow tej Sciezki (94). Ponadto, brak
DRH1 prowadzi do podwyzszenia poziomow 27S-A2 oraz 27S-A3 pre-tRNA, w
poréwnaniu do ros$lin typu dzikiego. Wynik ten sugeruje udziat DRH1 we wczesnych

etapach biogenezy rRNA (91).
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Rycina 5. Drzewo filogenetyczne helikaz z rodziny DEAD-box. Czerwong ramkg
zaznaczono helikazy DRHI (RHI14), RH46 i RH40.
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Rycina 6. Struktura helikaz DRH1, RH46 i RH40. Poszczegdlne domeny i motywy
oznaczono kolorami: niebieski — domena WW; rozowy — motyw Q; pomaranczowy — domena
wigzqca ATP; czerwony — motyw DEAD; zielony — domena C-koncowa. Skala = 100 aa.
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2. Cel naukowy rozprawy

Gléwnym celem pracy bylo opisanie roli helikaz RNA DRH1, RH46 i RH40 w powstawaniu

miRNA u ro$lin. Biatka te naleza do rodziny helikaz typu DEAD-box, posiadajacych

domene WW, ktora, jak sugeruje si¢ w literaturze, moze by¢ odpowiedzialna za

oddziatywania posiadajacych jg bialek z domeng CTD polimerazy RNA II (RNAP II). W

ramach pracy postanowiono zbada¢ wpltyw badanych helikaz na strukture drugorzedowa

wybranych prekursorow miRNA i okre$li¢, czy mozna zauwazy¢ zalezno$¢ poziomu danego

miRNA od zmian struktury przestrzennej jego prekursora.

Cel zostatl podzielony na kilka szczegdtowych zadan:

1.

Otrzymanie ros$lin A. thaliana pozbawionych helikaz RNA DRH1, RH46 i RH40 i
scharakteryzowanie fenotypu uzyskanego mutanta.

Potwierdzenie bezposredniego oddziatywania DRH1, RH46 i RH40 z biatkiem
SERRATE (SE). Zbadanie molekularnych interakcji z polimerazag RNA II (RNAP II)
wybranego przedstawiciela badanych helikaz.

Opisanie wptywu braku badanych helikaz na akumulacje miRNA.
Scharakteryzowanie udziatu helikaz z rodziny DEAD-box w formowaniu
odpowiedniej struktury drugorzedowej wybranych prekursorow miRNA (pri-
miRNA).

Poznanie biatek, ktore tworzg z wybranym przedstawicielem badanych helikaz
kompleksy, w celu identyfikacji nowych proceséw wymagajacych aktywnosci

DRHI, RH46 i RH40.
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3. Materialy

3.1. Wektory

PENTR/D-TOPO — wektor uzyty do klonowania sekwencji kodujacych

dziala w systemie Gateway, ktory umozliwia przeniesienie sekwencji kodujacych do
wektorow docelowych;

posiada miejsca restrykcyjne dla enzymow Notl oraz Ascl, pozwalajace na latwe
wklonowanie sekwencji badanych;

posiada gen opornosci na kanamycyng.

pSU — wektory uzyte do mikroskopii konfokalne;j

pUB —

posiada sekwencj¢ kodujaca odpowiednie biatka fluorescencyjne (EGFP lub tRFP)
na koncu aminowym (pSU3’) lub karboksylowym (pSUS5’);

posiada promotor ubikiwtyny 10 (UBQ) Arabidopsis;

posiada gen oporno$ci na ampicyling;

zawiera miejsce rozpoznawane przez topoizomeraze I systemu TOPO pozwalajaca

na przeklonowanie sekwencji badanej z wektora pENTR/D-TOPO.
wektor uzyty do transformacji roslin poddany modyfikacjom

zawiera promotor ubikiwtyny 10 (UBQ10) Arabidopsis;

posiada gen kodujacy biatko zielonej fluorescencji (GFP) na koncu aminowym
(pUBN), ktory stuzy jako etykieta;

posiada modyfikacj¢ polegajaca na wprowadzeniu markera selekcyjnego
sktadajacego si¢ z sekwencji kodujacej oleozyng OLE1 w fuzji z biatkiem czerwonej

fluorescencji (tRFP) pod kontrolg promotora OLEI.

3.2. Material roslinny

Wszystkie rosliny uzyte do realizacji projektu, ktorego wyniki opisano w niniejszej pracy to

Arabidopsis thaliana ekotyp Columbia-0 (Col-0).

- rosliny typu dzikiego (wt)
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- drh1-1 (SALK_063362) — rosliny z insercja T-DNA w genie kodujacym biatko DRH1
(AT3G01540).

- rh46-1 (SALK_068359) — ro$liny z insercjg T-DNA w genie kodujgcym biatko RH46
(AT5G14610).

- rh40-1 (SALK_056041) — rosliny z insercja T-DNA w genie kodujacym biatko RH40
(AT3G06480).

- podwodjne mutanty drhl-1 rh46-1, drh1l-1 rh40-1, rh46-1 rh40-1 uzyskane przez

krzyzowanie pojedynczych mutantow.

- potrojny mutant drhl-1 rh46-1 rh40-1 uzyskany przez krzyzowanie podwojnego mutanta
drh1-1 rh40-1 z pojedynczym mutantem rh46-1.

- GFP-DRHL1 - roéliny transgeniczne z wprowadzonym genem kodujacym biatko fuzyjne
skladajace si¢ z biatka GFP przylaczonego do kofica aminowego biatka DRH1 w tlo mutanta
drhl-1rh46-1 rh40-1. Gen kodujacy biatko fuzyjne jest pod kontrola promotora ubikwityny
10 Arabidopsis.

3.3. Materialy do hodowli ros$lin

- krazki torfowe Jiffy-7 42 mm (Jiffy International AS)
- Srodek grzybobdjczy Amistar

- pozywka 2 Murashige & Skoog (MS)

0,22% koncentrat MS

1,5% sacharoza

Dopetniono wodg destylowana do objetosci koncowej. pH roztworu doprowadzono przy
uzyciu 1M KOH do warto$ci 5,5-5,6. Nastgpnie dodano 0,8g agaru na 100ml pozywki 1
autoklawowano. Pozywke wylano na kwadratowe szalki Petriego o wymiarach

100x100x20mm (Sarstedt).

3.4. Materialy do pracy z bakteriami

Pozywka LB do hodowli bakterii:
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1% Biotrypton
0.5% ekstrakt drozdzowy

1% NaCl

W przypadku pozywki statej przed autoklawowaniem pozywki dodawano roéwniez agar o

stezeniu koncowym 1,5%.

Stezenie koncowe uzywanych antybiotykdéw:

Ampicylina 100pg/ml
Kanamycyna 50pg/ml

Rifampicyna 100pg/ml
Streptomycyna 100pg/ml

Spektynomycyna 100pg/ml

3.5. Odczynniki uzyte podczas pracy z biatkami

Bufor lizujacy uzyty podczas koimmunoprecypitacii:

50mM  Tris-HCI pH 8,0
150 mM NaCl
1% Triton X-100

Bufor pluczacy uzyty podczas koimmunoprecypitacji:

20mM  Tris-HCI pH7,5
0,1% Triton X-100

Roztwér do przygotowania zelu zageszcezajacego (5% zel poliakryloamidowy)

5% akrylamid (stosunek akrylamidu do bis-akrylamidu 30:0,8)

125 mM  Tris-HCI pH 6,8 (Sigma Merck)
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0,1% SDS

0,05%  APS

0,1% TEMED

Roztwor do przygotowania zelu rozdzielajacego (zel poliakryloamidowy)

5-15%  akrylamid (stosunek akrylamidu do bis-akrylamidu 30:0,8)
368 mM  Tris-HCI pH 8,6

0,1% SDS

0,05% APS

0,1% TEMED

Bufor do elektroforezy bialek w zelu poliakryloamidowym (bufor 1xL.aemmli)

25mM  Tris
192 mM glicyna
0,1% SDS

Bufor do transferu potsuchego

25mM  Tris
51mM glicyna
0,1% SDS

Bufor obciazajacy do bialek (2 x stezony):

125mM  Tris-HCI pH 6,8
20% glicerol

2% B-merkaptoetanol



0,02% bigkit bromofenolowy
4% SDS

Bufor TBST:

20mM  Tris-HCI pH 7,5
150mM  NaCl

0,2% Tween 20

3.6. Bufory uzywane do transfekcji protoplastow

Roztwor enzymatyczny do trawienia $cian komorkowych:

1,2% celulaza (Celulaza Onozuka R10 z Trichoderma viride)
0,4% macerozym (Macerozym R10 z Rhizopus sp.)
400mM  mannitol

20mM KCI

20mM MES pH 5,7

Bufor W5:

154mM  NaCl

125mM  CaCl2

SmM KCI

Bufor MMg:

400mM  mannitol

15mM  MgCI2

4mM MES pH 5,7
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Roztwor PEG:

40% PEG3350

200mM  mannitol

100mM  CaCl2

Bufor W1:

500mM  mannitol

20mM KCI

4mM MES pH 5,7

3.7. Bufory do pracy z DNA i RNA

Bufor 1x TBE (pH 8,3)

89mM Tris
2mM EDTA
89mM kwas borowy

Zel agarozowy (1-2%) do elektroforezy DNA i RNA

1-2%(w/v)  agaroza
1x bufor TBE

Bufor 0,5x TBE

44 5mM  Tris
1mM EDTA

44,5mM  kwas borowy
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3.8. Bufory wykorzystane do frakcjonowania

Bufor lizujacy

20mM

20mM

2,5mM

25%

250mM

5mM

40U/ml

HEPES pH 7,5
KCI

MgCI2
glicerol
sacharoza
DTT

RNasin

Bufor zawieszajacy

20mM

25%

2,5mM

0,2%

20U/ml

HEPES
glicerol
MgCI2
Triton X-100

RNasin

3.9. Lista zastosowanych oligonukleotydow

Oligonukleotydy stuzace do genotypowania mutantéw insercyjnych

Cel Nazwa Sekwencja

genotypowanie F DRHI CAGGTTTGAGGGGTTCCTAAG
mutanta drhl-1 R DRHI1 AGGGAATCTCAAAAGCTCGAG
genotypowanie F RH46 TGAGTAATGGACTTGTTCGCC
mutanta rh46-1 R _RH46 TTGCAAATACTGGAGGGTTTG
genotypowanie F RH40 GCCTCATTTTGTCACATCTCC
mutanta rh40-1 R_RH40 GCCTCATTTTGTCACATCTCC
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uniwersalny starter | SALK
SALK

TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG

Oligonukleotydy stuzace do przygotowania konstruktéow do analizy FRET-FLIM

Cel Nazwa

Sekwencja

amplifikacja F CTD Notl

sekwencji

AAGGAAAAAAGCGGCCGCATATAGTCCATCAT

CGCCTGGA

kodujacej R CTD Ascl
domen¢ CTD
RNAPII

TTGGCGCGCCGTTAACCCGTTGATGACGGTGA

amplifikacja F 51DRHI1

AAGGAAAAAAGCGGCCGCATCTCTACCTCCTA
AGTTTTCTCCC

sekwencji Notl
kodujacej R 51DRHI1
DRH1 bez | Ascl

domeny WW

(DRH1 59-

619aa)

TTGGCGCGCCTTTCATCTGTGTTTCATCATCATC

G

Oligonukleotydy sluzace do PCR kolonijnego oraz sekwencjonowania Sangera

cel Nazwa Sekwencja
startery dla wektora pENTR F pENTR GTTTTCCCAGTCACGACGTT

R pENTR ACGACTCACTATAGGGGATATCAG
startery  uniwersalne  dla | F_ GFP GCATCGACTTCAAGGAGGAC
wektorow zawierajacych GFP | R GFP GTCCTCCTTGAAGTCGATGC
(komplementarne do sekwencji
kodujacej GFP)
starter uniwersalny  dla | R 35S GCTCAACACATGAGCGAAAC
wektorow zawierajacych
terminator 35S

(komplementarny do sekwencji

terminatora 35S)
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starter uniwersalny dla | F UBQ CGATTTTCTGGGTTTGATCG
wektorow zawierajacych

promotor  ubikwityny 10

(starter komplementarny do

sekwencji promotora

ubikwityny 10)

startery komplementarne do | F2 DRH1 GTGGCGACTCTGGTTATGGT
sekwencji kodujacej DRH1 R2 DRH1 CGGTTCTTGTAGCAACCGATG
startery komplementarne do | F2 RH46 TGGTCTTCCCAATGAGCTTC
sekwencji kodujacej RH46 R2 RH46 GGACGAGGCAGATAGAATGC
startery komplementarne do | F2 RH40 CAGCAGCTGAGCCATCAGTA
sekwencji kodujacej RH40 R2 RH40 ATGTCCACCGTATTGGGAGA

Oligonukleotydy uzyte do analizy struktury drugorzedowej za pomocg DMS-

MaPseq

Cel Nazwa

Sekwencja (5°->37)

Amplifikacja F pre-
sekwencji pre- miR399d

GTCCAACTTCCAATAACTCAAAATGCA

ACCAAGAAATATAACCATAAATTGCCTAGAG

AAACCAACATTGAAAGAGGAAGTTACGA

miR399d R pre-
miR399d
Amplifikacja F pre-
sekwencji pre- miR399c¢
miR399¢ R _pre-
miR399c¢

AGGATTGATATTAGCAGAACCGGT

Amplifikacja F pre-
sekwencji pre- | miR398b

TGTCTGTGTATTTATAGTTTCCAGCA

miR398b R pre-
miR398b

TGACGAATTTACATAGAAACTTACACCA

Amplifikacja F pre-

CTCTCAGCAGATTTGAAGGATATCGA

sekwencji pre- miR398c
miR398c¢ R pre-
miR398c

TGGTAAATGAATAGAAGCCACGGG

F pre-miR408

AAACCCTAAGAAATAACACAAACACAAAGG
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Amplifikacja R pre-miR408 | AAAACCCTTAAGCTTGTCGTCAGC

sekwencji pre-

miR408

Amplifikacja F pre-miR834 | TCTGATTGTGAGGATAAAGGTTCGT

sekwencji pre- R pre-miR834 | AACCAGACTTCAATCCTCGACCT

miR834

Amplifikacja F pre- GAACTTGCGCGCATTATGGG

sekwencji pre- miR2111a

miR2111a R pre- AGGATCAAAACCAACCTCTAGATGA
miR2111a

Amplifikacja F pre- ATCTCCTCTTGCGCTCTCTC

sekwencji pre- miR2112

miR-2112 R pre- TGCCAGGTTCAAGCGATTTTG
miR2112

Amplifikacja F pre- AAGGTTGTACATTCTCGCTTCCCAT

sekwencji pre- miR3434

miR3434 R pre- CAGCATGTGTAGCAAGGTAGTAACT
miR3434

Amplifikacja F pre- CTGTCCTTGGCGCACTTTCTTTG

sekwencji pre- miR5656

miR5656 R pre- CCTTCAAGTTGTCCTAGCGCATCT
miR5656

Amplifikacja F pre- TCACCTGATCAAGATTTGGCATTGC

sekwencji pre- | miR3932b

miR3932b R pre- CAAGATTCGGCATTGTCTTCAGAAA
miR3932b

Amplifikacja F pre- TGGTCACACGAAACAAGGTTGA

sekwencji pre- miR5996

miR5996 R pre- ACGGTCACTGAATAAGGTTAAGT
miR5996

Amplifikacja F pre-miR841 | GGATCACACCTCCTCCAACAATT

sekwencji pre- | R_pre-miR841 | AGACTACTCTTTATCCACCAATTGTTC

miR841b
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Amplifikacja

sekwencji pre-

F pre-miR8§22

TGTGATACTCGTGATTGGAATAACA

R pre-miR822

CATAGATGAAACCACTGCTCTCAAG

miR822

Amplifikacja F pre-miR827 | TGTACTTGCACAACCTTAAACTTGT
sekwencji pre- R pre-miR827 | TCTTGAGCTGCTTTGAGGACA

miR827

Amplifikacja F UBQ4 TACTCTTGAGGTTGAGAGCTCAGACAC
sekwencji R UBQ4 ATAAGTTTTTCCCGCAGACCGAAGCAG
kodujacej UBQ4

(kontrola)

3.10. Lista odczynnikow, roztworow i zestawow gotowych

Zestawy odczynnikow gotowych

Agilent RNA 6000 Nano Kit

GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup Micro Kit

GenelJET Plasmid Maxiprep Kit

GeneJET Plasmid Miniprep Kit

High Sensitivity DNA Kit

NEBNext Ultra I Directional RNA Library Prep Kit for [llumina
NEBNext Ultra IT FS DNA PCR-free Kit for [llumina
NEXTFLEX Small RNA-Seq Kit v3

Qubit dsDNA High Sensitivity Assay Kit

RiboMinus Plant Kit for RNA-Seq

RNeasy Plant Mini Kit

UMACS GFP Isolation Kit

Enzymy

CloneAmp HiFi PCR Premix

Agilent

ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific
Agilent

New England Biolabs
New England Biolabs
Perkin Elmer
ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific
Qiagen

Miltenyi Biotec

TaKaRa Bio
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DNaza Turbo (2U/ pl)

Enzymy restrykcyjne Fast Digest

Gateway LR Clonase II Enzyme Mix
GoTaq qPCR Master Mix

Induro Reverse Transcriptase

Inhibitor rybonukleaz RNasin

Inhibitor proteaz Complete Mini EDTA-free
NEBNext dsDNA Fragmentase

Odwrotna transkryptaza Super Script I11 (20U/ul)
Phire Plant Direct PCR Master Mix

Phire Hot Start I DNA Polymerase

Polimeraza DNA DreamTaq (5U/pl)

Odczynniki
1,4-Ditiotreitol (DTT)
Agar

Agaroza

Akrylamid

Amersham Hybond-NX
Amistar

Antybiotyki
Biotrypton

Bibuta Whatman 3MM
Blekit bromofenolowy
Bromek etydyny

B-merkaptoetanol

Ambion

ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific
Promega

New England Biolabs
Promega

Roche

New England Biolabs
Invitrogen
ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific

ThermoFisher Scientific

Carl Roth
Duchefa
Prona

Sigma Aldrich
GE Heathcare
Syngenta
Bioshop
Bioshop

GE Heathcare
Sigma Aldrich
Bio-Rad

Sigma Aldrich
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Chlorek magnezu

Chlorek potasu

Chlorek sodu

Chlorek wapnia

Chloroform

Dietylopiroweglan (DEPC)
Dodecylosiarczan sodu (SDS)

EDTA

Etanol 96%

Ekstrakt drozdzowy

Glicerol

Glicyna

HEPES

Izopropanol

Koncentrat Murashige & Skoog (MS)
Kwas borowy

Kwas solny

Kwas 2-morfolinoetylosulfonowy (MES)
Mannitol

Nadsiarczan amonu (APS)

Octan sodu

PEG 3350

Sacharoza
N,N,N'",N'-Tetrametyloetylenodiamina (TEMED)
Tris

Triton X-100

Merck

Merck

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Chempur
Promega

USB

Sigma Aldrich

POH Gliwice

Difco Labolatories

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Chempur
Duchefa
Sigma Aldrich
POCH Gliwice
Sigma Aldrich
Prolabo

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

USB
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Tween 20

Wodorotlenek potasu

Markery molekularne

Gene Ruler 100bp Plus

PageRuler Prestained

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

ThermoFisher Scientific

ThermoFisher Scientific
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4. Metody

4.1. Hodowla roslin

Rosliny hodowano na krazkach torfowych Jiffy-7 42mm (Jiffy International AS) lub
pozywkach 2 MS. Krazki torfowe namaczano w wodzie, a nastgpnie spryskano srodkiem
przeciwgrzybiczym Amistar firmy Syngenta. Na krazki torfowe naniesiono nasiona, ktore
nastepnie poddano stratyfikacji polegajacej na umieszczeniu krgzkéw torfowych w
temperaturze 4°C bez dostepu $wiatta na trzy dni. Po tym czasie rosliny hodowano w

fitotronie SANYO lub komorze hodowlanej Conviron w warunkach dnia dtugiego.
Warunki hodowli panujace podczas uprawy:

- cykl dobowy: 16 godzin $wiatta i osiem godzin ciemnosci

- wilgotnos¢ 70%

- naswietlenie 150-200 pE/m2s

- temperatura — zastosowano dwa rozne ustawienia temperatury w zaleznosci od celu

prowadzenia hodowli:

22°C — genotypowanie 1 analizowanie fenotypéw mutantdw insercyjnych,
przygotowanie materialu do sekwencjonowania nowej generacji, eksperymenty FRET-
FLIM 1 badanie lokalizacji komorkowej biatek i ich kolokalizacji, koimmunoprecypitacja
kompleksoéw biatkowych za pomoca systemu uMACS GFP Isolation Kit (Miltenyi Biotec),

przygotowanie materialu do analiz struktury drugorz¢gdowej RNA.

16°C — analizy fenotypdéw mutantow insercyjnych, przygotowanie materiatu do
sekwencjonowania nowej generacji, przygotowanie materialu do analiz struktury

drugorzedowej RNA.

4.2. Przygotowanie konstruktow wykorzystanych w pracy

Jako matryce do przygotowania konstruktow wykorzystano cDNA uzyskany poprzez
odwrotng transkrypcje z RNA pochodzacego z dwutygodniowych siewek A.thaliana typu
dzikiego (wt), ekotyp Col-0.

Wklonowanie sekwencji kodujacych badane biatka do wektora pENTR

47



Sekwencj¢ kodujaca domeng¢ CTD RNAPII amplifikowano z wykorzystaniem
mieszaniny reakcyjnej CloneAmp (TaKaRa Bio) oraz starteréw specyficznych dla danej
sekwencji z dotaczonymi miejscami cig¢¢ dla enzymow restrykcyjnych. Migdzy sekwencja
specyficzng dla amplifikowanej domeny a dotagczonym miejscem cigcia dla wybranego
enzymu restrykcyjnego (prawy starter — Notl, lewy starter Ascl) dodano dodatkowy
nukleotyd (moze to by¢ dowolny nukleotyd, ale najczeséciej stosowano T), w celu
zachowania ramki odczytu po przeklonowaniu sekwencji badanej do wektora docelowego

(system GATEWAY®).

Po amplifikacji, cz¢$¢ mieszaniny reakcyjnej rozdzielono na 1% zelu agarozowym
w celu sprawdzenia wydajnosci reakcji PCR oraz specyficznosci uzyskanego produktu.
Jezeli zaobserwowano obecno$¢ prazka o pozadanej wielkoSci to powstaly produkt
oczyszczono z wykorzystaniem zestawu odczynnikéw gotowych GeneJET Gel Extraction
(ThermoFisher Scientific) uzywajac protokotu ,,General DNA cleanup from enzymatic
reactions protocol” dotaczonego do zestawu oraz pozostata czg$¢ mieszaniny reakcyjnej.
Oczyszczony produkt poddano trawieniu enzymami restrykcyjnymi FastDigest™ (Notl 1
Ascl lub jego izoschizomerem Sgsl). Po trawieniu enzymami restrykcyjnymi cze$¢
mieszaniny rozdzielono na 1% zelu agarozowym w celu sprawdzenia czy nie doszto do
niepozadanej degradacji DNA. Pozostalg czes¢ mieszaniny poddano oczyszczaniu za
pomoca GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup (ThermoFisher Scientific) zgodnie z
protokotem protokolu ,,General DNA cleanup from enzymatic reactions protocol”
dolaczonego do =zestawu. Nastepnie, przeprowadzono ligacje produktu do wektora
pENTR/D-TOPO, ktory uprzednio zostal poddany trawieniu tymi samymi enzymami
restrykcyjnymi, ktoérych uzyto do trawienia produktu reakcji PCR. Do ligacji produktu do
wektora pENTR wykorzystano ligaze T4 DNA (ThermoFisher Scientific). Mieszaning
inkubowano trzy godziny w temperaturze pokojowej. Potowe mieszaniny ligacyjnej uzyto
do transformacji komorek kompetentnych (szczep DHS5a bakterii E. coli) metoda szoku
cieplnego: bakterie inkubowano jedng minute w 42°C, przelozono na 16d, a nastepnie
inkubowano godzing w temperaturze 37°C z wytrzagsaniem 400RPM. Bakterie wysiano na
state pozywki LB z dodatkiem antybiotyku kanamycyny. W celu zidentyfikowania kolonii
efektywnie transformowanych wektorem przeprowadzono PCR kolonijny z uzyciem startera
komplementarnego do sekwencji wektora oraz startera komplementarnego do sekwencji
domeny CTD RNAPII. Bakterie po selekcji namnozono i wykorzystano do izolacji

plazmidow z uzyciem zestawu odczynnikéw gotowych GeneJET Plasmid Miniprep
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(ThermoFisher Scientific). Plazmidy poddano sekwencjonowaniu w celu sprawdzenia
prawidtowos$ci powstalego konstruktu. Nastepnie, wektory z prawidlowo wprowadzonymi
sekwencjami uzyto do przeniesienia sekwencji badanej domeny do wektorow docelowych

do analiz FRET-FLIM (wektory pSU3 i pSUY).

Przygotowanie wektoréw do analiz mikroskopowych i transformaciji roslin

W celu przygotowania wektorow do transfekcji A. thaliana, sekwencje kodujace
odpowiednie bialka zostaty przeniesione z wektora przejsciowego pENTR/D-TOPO do
odpowiednich wektorow docelowych przy pomocy enzymu klonazy Gateway LR Clonase
enzyme Mix (ThermoFisher Scientific). Wektory pENTR/D-TOPO zawierajace sekwencje
kodujace obie izoformy DRH1 oraz biatka RH46 i RH40 zostaly przygotowane w ramach
projektéow realizowanych przez studentoéw studiow magisterskich realizowanych w
Zaktadzie Ekspresji Gendéw. Do transfekcji protoplastow wykorzystano zmodyfikowane
wektory pSU3 i1 pSUS. Modyfikacja polegala na zastgpieniu oryginalnego promotora
promotorem ubikwityny 10 A. thaliana. W pracy wykorzystano wektory zawierajace dwa
rézne bialka fluorescencyjne: biatko zielonej fluorescencji EGFP (ang. enhanced green
fluorescent protein) oraz biatko czerwonej fluorescencji tagRFP (ang. tag red fluorescent
protein). Do transformacji roslin uzyto modyfikowanych wektoréw docelowych pUBN,
posiadajacych etykiete w postaci biatka zielonej fluorescencji (GFP). Dodatkowo,
pracownicy Zaktadu Ekspresji Genéw wprowadzili do wektora marker selekcyjny FAST
sktadajacy sie z sekwencji kodujacej oleozyng OLE1 w fuzji z tRFP pod kontrolg promotora
OLEIl. OLE1 w fuzji z tRFP ulega ekspresji tylko w nasionach umozliwiajac identyfikacje

transformowanych nasion za pomocg mikroskopu fluorescencyjnego.

W celu przeniesienia sekwencji kodujacych badane biatka z wektora przejsciowego
do wektora docelowego zastosowano klonaze¢ Gateway LR Clonase Enzyme Mix
(ThermoFisher Scientific) oraz 50-150ng wektora pENTR/D-TOPO 1 50-150ng wektora
docelowego. Do mieszaniny dodano takze bufor Tris-EDTA o pH 8,0. Mieszaning reakcyjna
inkubowano godzing w temperaturze 30°C. Po zakonczonej inkubacji potowe objetosci
mieszaniny reakcyjnej uzyto do transformacji komorek kompetentnych (szczep DHS5a
bakterii E. coli) metoda szoku cieplnego: bakterie inkubowano jedng minute w 42°C,
przetozono na 16d, a nastepnie inkubowano godzing w temperaturze 37°C z wytrzasaniem
400RPM. Bakterie wysiano na stale pozywki LB z dodatkiem odpowiedniego antybiotyku.

W celu zidentyfikowania kolonii efektywnie transformowanych pozadanym wektorem
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wykonano PCR kolonijny z uzyciem startera komplementarnego do sekwencji wektora oraz
startera komplementarnego do sekwencji kodujacej badane biatko. Bakterie zawierajace
pozadane wektory namnozono, a nastepnie wyizolowano z nich wektory za pomocg zestawu
odczynnikow gotowych GeneJET Plasmid Miniprep (ThermoFisher Scientific). Plazmidy
poddano sekwencjonowaniu w celu sprawdzenia poprawnos$ci powstatego konstruktu. Na
tym etapie wektory stuzace do transformacji roslin byty gotowe do dalszych eksperymentow.
Natomiast wektory stuzace do transfekcji protoplastow ponownie namnozono, a nastepnie
wyizolowano z nich wektory za pomocg zestawu odczynnikow gotowych GeneJET Plasmid
Maxiprep (ThermoFisher Scientific). Tak przygotowane wektory wykorzystano do
transfekcji protoplastow i analizy lokalizacji komodrkowej biatek, ich kolokalizacji i

eksperymentéw FRET-FLIM.

4.3. Eksperymenty z wykorzystaniem bialek

Ekstrakcja bialek z materiatu roslinnego

W trakcie realizacji niniejszej pracy, ekstrakcje biatek z materialu roslinnego
przeprowadzano dwoma metodami: szybka z wykorzystaniem kwiatow, stuzacg testowaniu
poziomu biatka w pierwszym pokoleniu tworzonej linii transgenicznej oraz drugg, w ktorej
wykorzystuje si¢ dwutygodniowe siewki A. thaliana, stuzaca ostatecznej selekcji linii

transgenicznej przed koimmunoprecypitacja.
Ekstrakcja bialek z kwiatow

1. Do 50-100mg materialu ro$linnego (kwiaty) dodano 300ul buforu
obcigzajacego. Kwiaty roztarto.

2. Roztarty material zdenaturowano poprzez inkubacj¢ w temperaturze 95°C
przez 10 minut.

3. Proby zwirowano w mikrowiréwce Mikro 200 R Cooled (Hettich) (5 minut,
4°C, 15000xg).

4. Supernatant przeniesiono do nowej probowki.
Ekstrakcja biatek z siewek

1. Do 600mg roztartego uprzednio w ciektym azocie materiatu roslinnego dodano

250ul buforu lizujacego.
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2. Mieszaning intensywnie worteksowano, a nastgpnie inkubowano na lodzie
przez 3 minuty.

3. Préby zwirowano w mikrowirowce z chtodzeniem Mikro 200 R Cooled
(Hettich) (10 minut, 4°C, 14000RPM).

4. Supernatant przeniesiono do nowej proboéwki i ponownie zwirowano w
mikrowiréwce z chtodzeniem Mikro 200 R Cooled (Hettich) (10 minut, 4°C,
14000RPM). Wirowanie powtarzano do czasu otrzymania czystego
supernatantu bez zadnych precypitatéw.

5. Do préb dodano buforu obcigzajacego i inkubowano 10 minut w 95°C.

Elektroforeza bialek w denaturujacym zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE)

Elektroforeze¢ biatkowa prowadzono w buforze 1x Laemmli przez okolo godzing
przy statym napieciu elektrycznym 75V, a nast¢pnie okoto godzing przy statym napieciu
elektrycznym 150V.

Transfer potsuchy bialek z zelu poliakrylamidowego na membrane PVDF

1. Przygotowano szes¢ kawalkow bibuly Whatman 3mm oraz jeden kawatek
membrany PVDF (Hybond® P, GE Heathcare), ktorych wielko$ci dopasowano do
rozmiaru zelu.

2. Trzy kawatki bibuty Whatman zanurzono w buforze do transferu potsuchego i
utozono je na spodniej czgsci aparatu do transferu potsuchego.

3. Membrang PVDF zanurzono w metanolu na 1 minute. Nastgpnie membrang
przeptukano w wodzie 1 zanurzono w buforze do transferu potsuchego.

4. Przygotowang membrang natozono na bibuty Whatman umieszczone na aparacie do
transferu potsuchego.

5. Zel poliakrylamidowy zanurzono w buforze do transferu potsuchego i potozono go
na membran¢ PVDF.

6. Na zel polozono trzy kawatki bibuly Whatman zanurzone uprzednio w buforze do
transferu potsuchego.

7. Calos¢ przykryto gorng czgscig aparatu do transferu.

8. Transfer biatek na membrang PVDF prowadzono przez godzing przy napigciu statym
15V.

Western blot
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1. Membran¢ PVDF z biatkami inkubowano w 5% roztworze mleka odttuszczonego w
proszku (OSM Gostyn) rozpuszczonego w buforze TBS-T przez noc w temperaturze
4°C lub dwie godziny w temperaturze pokojowe;.

2. Nastgpnie membrang zalano roztworem 2,5% mleka odtluszczonego w proszku
(OSM  Gostyn) rozpuszczonego w buforze TBS-T z przeciwcialami
pierwszorzgdowymi lub przeciwciatami skoniugowanymi z HRP i inkubowano
godzing w temperaturze pokojowe;.

3. Membrang przeptukano trzy razy po 10 minut w buforze TBS-T.

4. Membran¢ inkubowang z przeciwcialami pierwszorzgdowymi inkubowano
nastgpnie w 2,5% roztworze mleka odtluszczonego w proszku (OSM Gostyn)
rozpuszczonego w buforze TBS-T z przeciwciatami drugorzedowymi.

5. Po inkubacji, membrang przeptukano trzy razy po 10 minut w buforze TBS-T.

6. Na membrany (po inkubacji z przeciwciatami drugorzedowymi lub przeciwciatami
skoniugowanymi z HRP) natozono substrat Amershan ECL Western Blotting

Detection Reagents.

Immunoprecypitacja bialek w fuzji z GFP

1. Do 600mg roztartego uprzednio w cieklym azocie materiatu roslinnego dodano
1,5ml buforu lizujgcego 1 intensywnie zmieszano.

2. Proby inkubowano na lodzie przez 10 minut, ponownie mieszajac mieszaning w
potowie inkubacji.

3. Proby zwirowano w wirdowce Biofuge Stratos (ThermoFisher Scientific) (rotor
wychylny, 10 minut, 4°C, 4500xg).

4. Supernatant przeniesiono do probowki typu eppendorf o pojemnosci 2ml.

5. Proby zwirowano w mikrowiréwce z chtodzeniem Mikro 200 R Cooled (Hettich)
(10 minut, 4°C, 13000RPM).

6. Supernatant przeniesiono do nowej proboéwki typu eppendorf o pojemnosci 2ml.

7. Z supernatantu pobrano 50ul do nowej probowki typu eppendorf o pojemnosci 2ml.
Do préby dodano buforu obcigzajacego i inkubowano 5 minut w 95°C. Nastepnie
probe zamrozono w ciektym azocie i przechowywano w temperaturze -20°C. Proba
ta bedzie stanowi¢ kontrole natozenia.

8. Do pozostatej czesci ekstraktu dodano 50ul kulek magnetycznych polaczonych z
przeciwcialem anty-GFP (MicroBeads, (Miltenyi Biotec)).
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10.

11.

12.
13.

14.

15.

16.

Catos$¢ inkubowano przez 30 minut, obracajac probki powoli na rotatorze SB3
(Stuart) (3-4 RPM).

W statywie magnetycznym umieszczono kolumny z zestawu odczynnikow
gotowych (UMACS™ Epitope Tag Protein Isolation Kits (Miltenyi Biotec).
Kolumny przeptukano 200ul buforu lizujacego.

Po zakonczeniu inkubacji, na kolumne dodano porcjami caly ekstrakt biatkowy
wymieszany z kulkami magnetycznymi.

Nastepnie, na kolumne dodano czterokrotnie 200ul buforu ptuczacego.

Po zakonczeniu ptukan, kolumny przelozono ze statywu magnetycznego do
probéwek typu Eppendorf o objetosci 2ml.

Na kolumny natozono 100ul goracego buforu do elucji (podgrzanego do 95°C)
pochodzacego z zestawu odczynnikéw gotowych uMACS™ Epitope Tag Protein
Isolation Kits (Miltenyi Biotec).

Poczekano az bufor z biatkami sptynie do probowki, a nastepnie reszte buforu
usuni¢to z kolumny przy pomocy ttoczka dotagczonego do kolumny.

10% uzyskanego eluatu natozono na denaturujacy zel poliakrylamidowy wraz z
wczesniej pobrang i zamrozong kontrola natozenia. Pozostale 90% eluatu poddano

procedurze wytracania biatek przy pomocy TCA.

Precypitacja biatek za pomoca kwasu tréjchlorooctowego (TCA)

1.

Do ekstraktu biatkowego dodano 25ul 50% zimnego kwasu trojchlorooctowego
(TCA) 1 mieszano przez pipetowanie.

Do préb dodano 6,25ul 10% Tween 20.

Préby inkubowano na lodzie przez 30 minut.

Proby wirowano w mikrowirowce z chtodzeniem Mikro 200 R Cooled (Hettich) (10
minut, 4°C, maksymalna predkos¢). Supernatant usunigto.

Osad przeptukano z uzyciem 0,5ml 10% zimnego TCA.

Proby wirowano w mikrowiréwce z chtodzeniem Mikro 200 R Cooled (Hettich) (10
minut, 4°C, maksymalna predkos¢). Supernatant usunigto.

Osad przeptukano z uzyciem 0,5ml zimnego 90% acetonu.

Proby wirowano w mikrowiréwce z chtodzeniem Mikro 200 R Cooled (Hettich) (10
minut, 4°C, maksymalna predkosc¢). Supernatant usunieto.

Plukanie acetonem i wirowanie powtdrzono.
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10. Supernatant usuni¢to, a osad osuszono pozostawiajac proby w temperaturze

pokojowe;j.

4.4. Eksperymenty z wykorzystaniem kwasow nukleinowych

Izolacja RNA

Do izolacji RNA uzyto 0,06g (przygotowanie bibliotek do analizy PAT-seq oraz RT-qPCR)
lub 0,1g (przygotowanie bibliotek do sekwencjonowania matych RNA i transkryptomu)
roztarte] wczesniej w ciektym azocie tkanki roslinnej (dwutygodniowe siewki). Izolacje
RNA przeprowadzono za pomocg zestawu odczynnikow gotowych Direct-zol™ RNA Mini
Prep Kit (Zymo Research) (przygotowanie bibliotek do sekwencjonowania matych RNA i
transkryptomu) lub RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) (przygotowanie bibliotek do analizy
PAT-seq oraz RT-qPCR) zgodnie z protokotami dotaczonymi do wymienionych zestawow.
Pozostatosci DNA w probach zostaly usunigte przy uzyciu Turbo DNazy (ThermoFisher

Scientific) zgodnie z zaleceniami producenta.

Przygotowanie cDNA

Do przygotowania ¢cDNA uzyto 4ug catkowitego RNA oraz odwrotng transkryptaze
Superscript III Reverse Transriptase (ThermoFisher Scientific) zgodnie z protokotem
dotagczonym do zestawu. Uzyskane cDNA postuzyto jako matryca do reakcji RT-gPCR

przeprowadzonej w celu sprawdzenia poziomu pri-miRNA.

Genotypowanie roslin

Genotypowanie ro$lin przeprowadzono za pomocg zestawu odczynnikéw gotowych Phire
Plant Direct PCR Master Mix (Applied Biosystems ThermoFisher Scientific) zgodnie z

protokotem dotaczonym do zestawu.

PCR kolonijny

Sprawdzenie obecnosci pozadanych plazmidow w koloniach bakteryjnych przeprowadzono
za pomocg PCR kolonijnego z uzyciem polimerazy DreamTaq (ThermoFisher Scientific)
zgodnie z protokotem dostarczonym przez producenta. Koloni¢ bakteryjng zebrano

koncowka do pipet, ktoérg nastepnie zamoczono w mieszaninie reakcyjne;.
RT-gPCR
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Ilosciowy PCR w czasie rzeczywistym (ang. real-time quantitative PCR) zostal
wykorzystany do sprawdzenia poziomow pierwotnych transkryptow miRNA w potrdjnym
mutancie helikazowym w réznych warunkach temperaturowych. Do analizy uzyto
PowerUP™ SYBR™ Green Master Mix (ThermoFisher Scientific) zgodnie z protokotem

dostarczonym przez producenta.

Wysokoprzepustowe sekwencjonowanie RNA

Analiza transkryptomu

RNA zostat wyizolowany z dwutygodniowych siewek rosliny A. thaliana. Z otrzymanego
RNA usunicto DNA za pomocg Turbo DNazy (ThermoFisher Scientific). Jakos$¢ i
integralnos$¢ uzyskanego RNA zostaty sprawdzona za pomocg elektroforezy kapilarnej na
mikrochipie, zestawu odczynnikow gotowych Agilent RNA 6000 Nano (Agilent
Technologies) oraz wurzadzenia Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies).
Rybosomalny RNA zostat usunigty z prob za pomocg RiboMinus™ Plant Kit for RNA-Seq
(Invitrogen). 100ng przygotowanego w ten sposéb RNA wykorzystano do przygotowania
bibliotek za pomoca zestawu odczynnikow gotowych NEBNext® Ultra™ |1 Directional
RNA Library Prep Kit for lllumina® (NEB) zgodnie z protokotem dotgczonym do zestawu.

Jakos¢ 1 integralno$¢ przygotowanych bibliotek zostaly sprawdzone za pomoca
elektroforezy kapilarnej na mikrochipie, zestawu odczynnikow gotowych Agilent High
Sensitivity DNA Kit (Agilent Technologies) oraz urzadzenia Agilent 2100 Bioanalyzer
(Agilent Technologies). Stgzenie uzyskanych bibliotek sprawdzono z uzyciem zestawu
Qubit dsDNA HS Assay Kit (ThermoFisher Scientific). Nastgpnie biblioteki zmieszano w
rownych molowych proporcjach. Sekwencjonowanie zostato przeprowadzone przez firme

Fasteris SA zlokalizowana w Szwajcarii. Sekwencjonowanie wykonano na platformie
NovaSeq 6000 (Illumina) (2x100nt).

Sekwencjonowanie malych RNA

RNA zostal wyizolowany z dwutygodniowych siewek rosliny A. thaliana. Jakos¢ i
integralnos¢ uzyskanego RNA zostaty sprawdzona za pomocg elektroforezy kapilarnej na
mikrochipie, zestawu odczynnikow gotowych Agilent RNA 6000 Nano (Agilent
Technologies) oraz urzadzenia Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). 2ug RNA

wykorzystano do przygotowania bibliotek za pomoca zestawu odczynnikow gotowych
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NEXTFLEX® Small RNA-Sequencing Kit v3 for Illumina Platforms (PerkinElmer)

zgodnie z protokotem dotgczonym do zestawu.

Jakos¢ 1 integralno$¢ przygotowanych bibliotek zostaly sprawdzone za pomoca
elektroforezy kapilarnej na mikrochipie oraz zestawu odczynnikow gotowych Agilent High
Sensitivity DNA Kit (Agilent Technologies) i urzadzenia Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies). Stezenie uzyskanych bibliotek sprawdzono z uzyciem zestawu Qubit dsDNA
HS Assay Kit (ThermoFisher Scientific). Nastgpnie biblioteki zmieszano w rownych
molowych proporcjach. Sekwencjonowanie zostalo przeprowadzone przez firm¢ Fasteris
SA zlokalizowang w Szwajcarii. Sekwencjonowanie wykonano na platformie NextSeq

(1x75nt).

DMS-MaPseq

Przygotowanie materialu ro$linnego do przeprowadzenia DMS-MaPseq

1. Dwutygodniowe siewki A. thaliana zebrano do falkona o obj¢tosci 50ml i dodano
25ml buforu.

2. Do prob dodano 250p] DMS do stgzenia koncowego 2%. Do prob kontrolnych

dodano wode.

Siewki inkubowano przez 30 minut.

Po inkubacji do préb dodano B-merkaptoetanol do stezenia koncowego 20%.

Préby inkubowano 5 minut.

o 0 > w

Material przeptukano woda destylowana, a nastepnie osuszono za pomoca r¢cznikéw
papierowych i zamrozono w ciektym azocie.

7. Zamrozony materiat roztarto w mozdzierzu.

Celowany DMS-MaPseq

1. Do 0,3g tkanki roslinnej roztartej uprzednio w ciektym azocie dodano 4ml zimnego
buforu lizujacego.

2. Proby przefiltrowano przez jedng warstwe Miracloth.

3. Proby zwirowano w wirowce Biofuge Stratos (ThermoFisher Scientific) (rotor
wychylny, 10 minut, 4°C, 1500xg).

4. Supernatant usunigto, a osad zawieszono w 4ml zimnego buforu zawieszajacego.
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10.

11.

12.

13.
14.

15.

16.

Proby zwirowano w wirowce Biofuge Stratos (ThermoFisher Scientific) (rotor
wychylny, 10 minut, 4°C, 1500xg).

Punkty 4. 1 5. Powt6rzono dwukrotnie.

Osad zawieszono w 450ul buforu RLT z zestawu odczynnikéw gotowych RNeasy
Plant Mini Kit (Qiagen).

Wyizolowano RNA za pomocg zestawu odczynnikéw gotowych RNeasy Plant Mini
Kit (Qiagen) postepujac wedlug protokotu dotgczonego do zestawu.

Wyizolowane RNA poddano trawieniu DNazg wedlug tabeli:

RNA 25ul

3ul
10x Reaction Buffer (Invitrogen)

Iul
Turbo DNase (Invitrogen)

lul
RNasin Plus RNase Inhibitor

(Promega)
30ul

Objetos¢ koncowa

Préby inkubowano 30 minut w temperaturze 37°C.

RNA oczyszczono za pomocg zestawu odczynnikow gotowych RNeasy Mini Kit
(Q1iagen) postepujac zgodnie z protokotem dotagczonym do zestawu i zmierzono ich
stezenia.

Do 5pg RNA dodano 2ul starteréw specyficznych dla wyselekcjonowanych pre-
miRNA, 1ul 10mM dNTP i1 wody do objetosci 10pl.

Proby inkubowano Smin w temperaturze 65°C, a nastgpnie przetozono je na 1od.
Do mieszaniny dodano 5ul 5x Induro RT Reaction Buffer (NEB), 0,2pl RNase
Inhibitor (Promega) oraz 4,8ul wody.

Proby inkubowano 30 minut w temperaturze 55°C, a nastgpnie w temperaturze 95°C
przez 1 minute.

Przygotowane cDNA uzyto jako matryce do reakcji PCR, by amplifikowaé

wyselekcjonowane pre-miRNA zgodnie z tabela:

5x Phire Reaction Buffer (Thermo Scientific) Sul

4x 2,5mM dNTPs 2 ul
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Lewy starter

1 ul

Prawy starter

I ul

Phire Hot Start II DNA Polymerase (Thermo | 0,5 pul

Scientific)

Water 14,5 pl (zalezne od objetosci
dodanego cDNA)

cDNA I pl (zmienne, zalezne od
poziomu ekspresji
amplifikowanego  pre-
miRNA)

Objetos¢ koncowa 25 ul

17. Reakcje przeprowadzono zgodnie z tabelg:

Denaturacja wstgpna | 98°C | 3min | x1
Denaturacja 98°C | 15sek

. , o x35
Przyltacznie starterow | 60°C | 15sek
Elongacja 72°C | 30sek
Elongacja koncowa 72°C | Imin | x1

18. Proby oczyszczono za pomocg zestawu odczynnikow gotowych GeneJET Gel

Extraction and DNA Cleanup Micro kit (Thermo Scientific) postepujac zgodnie z

protokotem dolaczonym do zestawu.

19. Oczyszczone produkty PCR pofragmentowano uzywajac dsDNA Fragmentase

(NEB) przygotowujac proby zgodnie z tabela:

DNA (500ng)

1-16ul

v2

10x Fragmentase Reaction Buffer | 2ul

Woda

zmiennie, zaleznie od
objetosci dodanego DNA
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dsDNA Fragmentase 2ul

Finale volume 20ul

20. Proby inkubowano 30 minut w temperaturze 37°C.

21. Pod koniec inkubacji do prob dodano 1ul 1M DTT. Nastepnie proby inkubowano 15
minut w temperaturze 65°C.

22. Pofragmentowane produkty PCR uzyto do przygotowania bibliotek DNA za pomoca
zestawu odczynnikéw gotowych NEBNext Ultra IT FS DNA PCR-free Library kit
for Illumina postepujac zgodnie z protokotem producenta.

23. Sekwencjonowanie bibliotek zostato przeprowadzone przez firme¢ Macrogen Europe
B.V. zlokalizowang w Holandii. Sekwencjonowanie wykonano na platformie
NovaSegX (1x150nt).

4.5. Eksperymenty z wykorzystaniem mikroskopii

Izolacja i transfekcja protoplastow z lisci Arabidopsis thaliana

1.

Na paski tasmy klejacej przyklejono sredniej wielkosci liscie rozety 3-tygodniowych
roslin A. thaliana.

Na kazdy tak przygotowany pasek tasmy przyklejono drugi i delikatnie doci$nigto
palcem liscie do warstw tasmy klejacej. Nastepnie oderwano jedng warstwe tasmy
klejacej wraz z warstwa dolnej epidermy. Tak przygotowane liscie przymocowano do
dna szalki Petriego o srednicy 90mm, strong bez epidermy skierowang ku gorze.
Szalke zalano roztworem enzymatycznym przeznaczonym do trawienia $cian
komorkowych i1 wytrzasano przez 30-45 minut w temperaturze pokojoweyj.

Paski tasmy optukano z pozostatosci lisci 1 usunigto z szalki. Zawiesing inkubowano w
tych samych warunkach przez kolejne 15 minut.

Catos¢ zawiesiny przeniesiono do probdwki typy Falcon o pojemnosci 50ml i wirowano
5 minut w wirdwce Biofuge Stratos (ThermoFisher Scientific) z przyspieszeniem
150xg.

Protoplasty trzykrotnie przeptukano 15ml buforu WS5. Po kazdorazowym dodaniu
buforu W5 protoplasty zawieszono przez delikatne kotysanie i obracanie probéwki w

dloniach. Zawieszone protoplasty wirowano 5 minut w wiréwce Biofuge Stratos
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(ThermoFisher Scientific) z przyspieszeniem 150xg. Po ostatnim ptukaniu supernatant
usuni¢to a protoplasty zawieszono w 1ml buforu MMg.

7. Do probowek typu Eppendorf o pojemnosci 2ml (z okragglym dnem), dodano po Sug
plazmidu (badanie lokalizacji) lub odpowiedniej mieszaniny plazmidow (eksperymenty
typu FRET-FLIM), a nastepnie, przy pomocy $cietego tipsa, dodano po 110ul zawiesiny
protoplastéw w buforze MMg. Odczekano 10 minut, az wszystkie protoplasty opadng
na dno probowek.

8. Nastepnie do wszystkich probowek dodano po 110ul roztworu PEG, w
pigtnastosekundowych odstgpach czasu. Po dodaniu PEGu wymieszano mieszaning
poprzez delikatne uderzenie palcem w $ciankg probdwki. Po uptywie 6 minut dodano
po 450ul buforu W5, w tej samej kolejnosci co roztwér PEG, réwniez w
pigtnastosekundowych odstepach.

9. Protoplasty zwirowano 3 minuty w mikrowirowce Mikro 200 R (Hettich) z
przyspieszeniem 300xg. Supernatant odciagnij, a protoplasty zawie§ w 300ul buforu
W1.

10. Protoplasty pozostawiono pod przykryciem w catkowitej ciemnos$ci w pozycji lezacej,

do czasu wykonania eksperymentu (od 10 do 16 godzin).

Mikroskopia konfokalna

Mikroskop konfokalny byt wykorzystywany w celu wstgpnego okreslenia lokalizacji
badanych bialek w komorce oraz selekcji protoplastow do eksperymentu FRET-FLIM. Do
analiz wybierano protoplasty o kulistym ksztalcie, réwnomiernie rozmieszczonych
chloroplastach oraz o zblizonym poziomie intensywnos$ci sygnatéw obu badanych biatek

fuzyjnych.

Do analiz opisanych w niniejszej pracy wykorzystano skaningowy mikroskop
konfokalny Nikon AIRsi z obiektywem 40x/1,25 z imersja wodng oraz mikroskop
konfokalny Leica Stellaris 8 z obiektywem 60x/xxx z imersja olejowa. Fluorescencje biatka
EGFP wzbudzano laserem diodowym o dlugosci fali 488nm, a jej detekcje rejestrowano w
zakresie spektralnym 525/50nm. Fluorescencje biatka tagRFP wzbudzono laserem
diodowym o dlugosci fali 561nm, a jej detekcje zarejestrowano w zakresie spektralnym
595/50nm. Otrzymany obraz analizowano w czasie rzeczywistym za pomocg

oprogramowania zatgczonego do mikroskopu (program NIS-Elements).
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Analiza FRET-FLIM

Do analiz FRET-FLIM wykorzystano system Pico-Harp300-Dual Channel
SPAC (PicoQuant) potaczony z mikroskopem Nikon Al1Rsi. Do generowania pulsow
swiatta o dlugosci 100ps 1 czestotliwosci 40 MHz uzyto lasera Picosecond Pulsed Diode

Laser LDH-D-C-485 (PicoQuant).

Technologia FRET-FLIM wykorzystuje zjawisko nieradiacyjnego przekazania
energii przez jedno wzbudzone bialko fluorescencyjne (zwane donorem) innemu biatku
fluorescencyjnemu (zwanemu akceptorem), ktore w wyniku tego procesu réwniez ulega
wzbudzeniu. Przekazanie energii jest mozliwe tylko wtedy, gdy odleglos¢ pomigdzy

donorem i akceptorem jest mniejsza niz 10nm.

W niniejszej pracy analizowano czas trwania fluorescencji donora w obecnosci
akceptora. Gdy dochodzi do interakcji biatka donorowego z biatkiem akceptorowym (czyli
gdy badane biatka potaczone z donorem i akceptorem bezposrednio ze sobg oddziatuja) to
cze$¢ energii wzbudzenia donora zostaje przekazana biatkowi akceptorowemu prowadzac
do skrocenia czasu trwania fluorescencji donora. By obliczy¢ czas trwania fluorescencji
biatka donorowego, fluorescencj¢ donora wzbudzano przez emisj¢ Swiatta o odpowiednich
czestotliwosciach. Nastepnie rejestrowano obraz fluorescencji o rozdzielczosci 256 x 256
pikseli przez 90 — 120 sekund ze $rednia wartoécig ,,count rate” rowna 10%/s. Do stworzonego
w ten sposob obrazu przypisywana byta krzywa spadku fluorescencji (ang. fluorescence
decay curve). Do krzywej nastgpnie dopasowywany byt dwusktadnikowy model funkcji,
ktory umozliwiat poprawne wyliczenie czasu trwania fluorescencji. W celu zmniejszenia
mozliwos$ci uzyskania fatszywie pozytywnych wynikow przez wzbudzanie chlorofilu w
protoplastach oraz fakt, ze badane bialka wystgpowaly tylko w jadrze, czas trwania
fluorescencji byl wyliczany tylko dla czasteczek znajdujacych sie¢ na terenie jadra

komoérkowego.

Dla kazdej sprawdzanej pary (Donor-Akceptor) do pomiarow uzywano 10-25
komorek protoplastow pochodzacych z minimum 3 powtorzen biologiczno/technicznych.
Za takie powtdrzenia uznano protoplasty uzyskane z innych partii roslin i izolowane w
sposob niezalezny. Uzyskane wyniki z kazdej pary postuzyly do obliczenia wartos$ci $redniej

oraz btedu standardowego sredniej (SEM). Wartosci te postuzyty do stworzenia wykresow
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przedstawionych w pracy. Istotnos¢ statystyczna mi¢dzy proba badang oraz proba kontrolng

zostala obliczona z uzyciem testu Mann—Whitney—Wilcoxon (p<0.001).

4.6. Transformacja roslin metodg ,,floral dip”

Wektory pUBN stuzace transformacji roslin uzyto w pierwszej kolejnosci do transformacji
bakterii Agrobacterium tumefaciens, szczep AGL, metodg elektroporacji. Transformowane
bakterie hodowano na pozywce stalej LB zawierajagce antybiotyki rifampicyne,
strepamycyne i spektynomycyne w temperaturze 28°C przez 48 godzin. W celu
zidentyfikowania kolonii efektywnie transformowanych wektorem przeprowadzono PCR
kolonijny z uzyciem startera komplementarnego do sekwencji wektora oraz startera
komplementarnego do sekwencji kodujacej badane biatko. Bakterie zawierajace pozadane
wektory hodowano nastepnie w 100ml ptynnej pozywki LB z dodatkiem antybiotykow
rifamipcyliny, streptamycyny 1 spektynomycyny w temperaturze 28°C z wytrzasaniem
160RPM przez 48 godzin. Po uptywie tego czasu, 5S0ml hodowli przelano do probowki typu
Falcon o pojemnosci 50ml i zwirowano w wirowce z chtodzeniem Heraeus Biofuge Stratos
(Thermo) (10 minut, temperatura pokojowa, 5000x g). Supernatant usuni¢to, a osad
bakteryjny zawieszono w 50ml 5% (w/v) roztworu sacharozy w wodzie. Do zawiesiny
dodano 15pl surfaktantu Silvet Gold (Chemtura). Do transformacji przygotowano od 8 do
16 roslin poprzez usunigcie otwartych kwiatow 1 uformowanych juz tuszczynek. Tak
przygotowane rosliny zanurzono kilkakrotnie w przygotowanej zawiesinie bakteryjnej. Po
zanurzeniu, rosliny ulozono w pozycji poziome;j i pozostawiono na 24h pod przykryciem z
folii aluminiowej. Po tym czasie rosliny ustawiono w pozycji pionowej i hodowano do

uzyskania nasion.

Nastepnie, zebrane nasiona transformowanych roslin A. thaliana poddano obserwacji
w mikroskopie stereoskopowym Stereo Lumar V.12 firmy ZEISS, w celu zidentyfikowania

transformantoéw, wykazujacych sygnat fluorescencyjny.

4.7. Analizy bioinformatyczne

Analiza wynikow koimmunoprecypitaciji biatek

Pierwsza cz¢$¢ analizy bioinformatycznej zostala wykonana przez laboratorium

przeprowadzajace identyfikacje bialek z uzyciem spektrometrii mas (Srodowiskowa
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Pracownia Spektrometrii Mas, IBB PAN). Laboratorium to zidentyfikowato peptydy z
uzyciem algorytmu Mascot oraz bazy danych TAIR10.

Lista zawierajgca liczbe fragmentow widm spektralnych MS/MS dla kazdego ze
zidentyfikowanych biatek zostala przygotowana z uzyciem programu MScan. Nast¢pnie
analiza pokazujagca wzbogacenie wykrytych biatek wzgledem kontroli zostala wykonana
przy uzyciu oprogramowania R studio oraz pakietu IPinquiry4 (120). Analiza ta pozwolita
obliczy¢ dla kazdego biatka krotno$¢ zmian wzgledem kontroli oraz istotno$¢ statystyczng
oznaczong warto$cig P, ktora nastgpnie byta poprawiona korekta Benjamini—Hochberg’a na
wielokrotne testowanie hipotezy. Z tego powodu za wyniki istotne statystycznie uznano
wartosci p < 0,05 z uwzglednieniem wyzej wymienionej poprawki, ktore zostaty opisane;j

na wykresach jako adjp (ang. adjusted P value).

Analizy wynikéw wysokoprzepustowego sekwencjonowania SRNA

Najpierw dane zostaly poddane deduplikacji z uzyciem skryptu perl prinseq lite.pl z
uzyciem nastgpujacych opcji -phred64 -derep. W nastepnej kolejnosci uzywajac programu
cutadapt (wersja 3.5) zostaly usunigte adaptery, a pdzniej pierwsze 4 nukleotydy z konca 5°.
Tak przycigte sekwencje zostaty przefiltrowane z uzyciem programu cutadapt, co pozwolito
na uzyskanie tylko sekwencji o dtugosci od 18 do 42 nt. Pozostawione sekwencje zostaty
przyrownane do listy dojrzatych czasteczek miRNA (miRBase) z uzyciem skryptu
countreads mirna.pl (121). Uzyskana tabela ze zliczeniami przypisanymi do dojrzalych
czasteczek miRNA zostala wykorzystana do analizy statystycznej z uzyciem
oprogramowania R studio wraz z pakietem DESeq2 (122). Program 3D RNA-seq zostal
uzyty do przeprowadzenia analizy danych splicingowych. Natomiast analiza GO zostata
przeprowadzona z uzyciem oprogramowania R studio z wykorzystaniem pakietow

“AnnotationDbi”, “org.At.tair.db”, “biomaRT”, “clusterProfiler”.

Analizy wynikéw wysokoprzepustowego sekwencjonowania transkryptomu

Surowe odczyty zostaly przycigte o pierwsze 12 nukleotydéw uzywajac FASTX-Toolkit
(fastx_trimmer z opcja -f 11). Nastgpnie sekwencje adapteréw zostaty usunigte z uzyciem
narzedzia Trimmomatic (123). Takie odczyty zostaly zmapowane do genomu Arabidopsis
thaliana (TAIR10) z uzyciem narzedzia HISAT2 z uzyciem nastepujacych opcji: --rna-
strandness RF. W nastgpnej kolejnos$ci z uzyciem narzedzia Stringtie 1 skryptu python

prepDE.py uzyskana zostata tabela zliczen dla poszczegdlnych gendow. Dla tej analizy
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zostala uzyta adnotacja TAIR10.46.gtf wzbogacona o geny pri-miRNA pochodzace z bazy
danych mirEX2 (118). Tabela ta zostala wykorzystana do analizy statystycznej z uzyciem

oprogramowania R studio wraz z pakietem DESeq?2 (122).

Analiza wynikow wysokoprzepustowego sekwencjonowania z eksperymentu celowanego

DMS-MaPseq

Surowe odczyty zostaly przycigte o sekwencje adapteréw z uzyciem narzedzia cutadapt
(wersja 3.5). Przyciete odczyty zostaly zmapowane do sekwencji 14 genow (13 genow
MIRNA oraz UBQ4). Do mapowania zostal uzyty program bowtie2 z nastgpujacymi
opcjami: --end-to-end -D 20 -R 5 -N1 -L12 -i S,1,0.5 --no-unal --no-discordant --no-mixed
-X 1000. Zmapowane odczyty w postaci plikdw z rozszerzeniem .bam zostaly wczytane i
dalej procesowane w oprogramowaniu R studio z uzyciem pakietu txtools (124). Program
ten obliczyt liczbe niesparowan w pozycjach referencyjnych, a uzyskana liczba zostata uzyta
jako wspotczynnik niedopasowania. Nastgpnie wartos¢ ta dla A i C zostata przeliczona dla
kazdego pri-miRNA i kazdych warunkéw na wartos¢ reaktywnosci DMS z uzyciem

ponizszego wzoru:

NAC = max{<rAc>[p90’p95], P75(TAC > 0001)}

Uzyskana reaktywno$s¢ DMS zostala wykorzystana do przewidzenia struktury
drugorzedowej RNA z wykorzystaniem oprogramowania RNAstructure (wersja 6.5) (125).
Do jego przewidzenia zostal wykorzystany pakiet fold z opcjami -dms -t . Do opcji -dms
zostal dodany plik z obliczong reaktywnoscia DMS, natomiast do opcji -t zostal dodany
parament temperatury. Dla roslin hodowanych w temperaturze 22°C -t wynosito 295.15,
natomiast dla roslin hodowanych w temperaturze 16°C parametr -t wynosit 289.15.
Wizualizacja struktury drugorzedowej zostalta wykonana z uzyciem oprogramowania

VARNA (126).
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5. Wyniki

5.1. DRH1 bezposrednio oddzialuje z SERRATE

SERRATE jest wielofunkcyjnym biatkiem oddzialujacym 2z wieloma biatkami
zaangazowanymi w roéznorodne procesy zwigzane z RNA (45). W celu lepszego poznania
roli biatka SE u Arabidopsis, w Zaktadzie Ekspresji Genéw przeprowadzono eksperyment
koimmunoprecypitacji, w ktorym, za pomocg przeciwcial rozpoznajacych etykiete FLAG,
wykonano immunoprecypitacje biatka fuzyjnego FLAG-SE, a wspotwytragcone z nim biatka
zidentyfikowano za pomoca spektrometrii mas (MS). Co ciekawe, gtownymi biatkami
wspotwytracajacymi si¢ z SE nie byly biatka zwigzane z biogeneza miRNA, a biatka
nalezace do kompleksow THO/TREX (ang. TRanscription and EXport) oraz NEXT (ang.
Nuclear EXosome Targeting), zaangazowane odpowiednio w (1) transkrypcje, splicing 1
dojrzewanie koncéw RNA oraz (2) degradacje RNA. Ponadto, liczng grupa biatek
wspotwytraconych z SE byly helikazy z rodziny DEAD-box (45). Spos$rod nich interesujaca
podgrupe stanowig blisko spokrewnione ze sobg helikazy DRH1, RH46 oraz RH40, ktére
jako jedyne z calej rodziny DEAD-box u ro$lin zawieraja domeng WW (87,88), o ktorej
wiadomo z wczesniejszych badan, ze moze oddzialywa¢ z domeng CTD polimerazy RNA

11 (90).

W celu sprawdzenia bezposredniego oddzialywania pomigdzy SE a DRH1, RH46 oraz
RH40 wykorzystano technike¢ FRET-FLIM (ang. forster resonance energy transfer by
fluorescence lifetime imaging). Analiza FRET-FILM umozliwia zmierzenie czasu
fluorescencji donora (w tym przypadku donorem jest biatko zielonej fluorescencji, EGFP,
ang. enhanced green fluorescent protein), ktory obniza si¢ w obecnosci akceptora (w tym
przypadku biatko czerwonej fluorescencji, tRFP, ang. tag red fluorescent protein) jesli
znajduje si¢ on w odlegltosci mniejszej niz 10 nm. Eksperyment rozpoczeto od wyizolowania
protoplastow z lisci dwutygodniowych ro$lin Arabidopsis thaliana, ktore nastgpnie
transfekowano wektorami zawierajacymi sekwencje kodujace badane biatko w fuzji z
biatkami fluorescencyjnymi (EGFP lub tRFP), w zaleznosci czy dane biatko miato by¢
donorem, czy akceptorem. W pierwsze] kolejnosci zbadano lokalizacj¢ komorkowa
badanych biatek. Zgodnie z danymi literaturowymi DRH1 oraz RH46 byly zlokalizowane
w jadrze komorkowym. Dodatkowo, DRH1 i RH46 akumulowaly si¢ w jaderku (ryc. 7) (91).
Zaobserwowano takze jadrowa lokalizacje¢ helikazy RH40. Biatko to nie gromadzito si¢
jednak w jaderku. Nastepnie, kotransfekowano protoplasty odpowiednig parg plazmidow, z

ktorych jeden zawierat sekwencje kodujaca SE w fuzji z EGFP, a drugi sekwencj¢ kodujaca
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jedng z badanych helikaz lub biatkko PRP39A, ktére stanowito kontrole negatywnag
eksperymentu, w fuzji z tRFP. Brak oddzialywania pomig¢dzy SE i PRP39A zostat wczesniej
zbadany 1 opisany (95). Wszystkie trzy helikazy wykazywaly wysoka kolokalizacje z
biatkiem SE. Ponadto, w przypadku wspdlnej ekspresji DRH1 lub RH46 z SE,
zaobserwowano akumulacj¢ SE w jaderku. W przypadku wspolnej ekspresji SE i PRP39A
zaobserwowano jednolita, rozproszong lokalizacj¢ jadrowa, bez wyraznych miejsc

akumulacji obu badanych biatek (ryc. 7).
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tRFP-DRH1

tRFP-RH46

tRFP-RH40

PRP39A-tRFP

Rycina 7. Kolokalizacja biatka fuzyjnego SE-EGFP 7 helikazami DEAD-box w fuzji
IRFP na koncu aminowym: tRFP-DRHI, tRFP-RH46, tRFP-RH40 oraz PRP39A-tRFP
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(kontrola negatywna w eksperymencie FRET-FLIM). Zdjecia przedstawiajq transfekowane
protoplasty wyizolowane z lisci Arabidopsis thaliana. Skala = 10um.

Nastepnie przeprowadzono analiz¢ FRET-FLIM. Czas fluorescencji donora, ktorym
byto EGFP w fuzji z SE, ulegt skroceniu w obecnosci kazdej z badanych helikaz bedacych
w fuzji z akceptorem (tRFP). Sugeruje to wystepowanie bezposredniego oddziatywania
pomigdzy SE a DRH1, RH46 i RH40. Istotnego statystycznie skrocenia czasu fluorescencji

donora nie zaobserwowano natomiast w obecnosci PRP39A-tRFP (ryc. 8).

2,6 *
2,5 =
2,4
2,3 I
2,2
2,1
2

1,9

Czas trwani fluorescencji[ns]

1,8
SE-EGFP  +tRFP-DRH1 +tRFP-RH46 +tRFP-RH40 + PRP39A-
tRFP

Rycina 8. Analiza oddzialywania miedzy biatkiem fuzyjnym SERRATE-EGFP a badanymi
helikazami DEAD-box w fuzji 7 biatkiem tRFP przy uZyciu techniki FRET-FLIM w
protoplastach Arabidopsis thaliana. Biatko fuzyjne PRP39A-tRFP stuzylo jako kontrola
negatywna eksperymentu. Czas fluorescencji donora wyrazony jest w nanosekundach. Stupki
bledow przedstawiajq blqd standardowy sredniej (SEM, ang. standard error of the mean).
Gwiazdka (*) wskazuje istotnos¢ statystyczng zmiany czasu trwania fluorescencji donora w
obecnosci akceptora, w porownaniu do kontroli negatywnej (PRP39A-tRFP) obliczong za
pomocq testu Mann—Whitney—Wilcoxon — (*<0.001).

5.2. Charakterystyka mutantow Arabidopsis thaliana pozbawionych helikaz DRH1,
RH46 i RH40

Prace nad poznaniem funkcji helikaz DRHI1, RH46 i RH40 w biogenezie miRNA u
Arabidopsis rozpoczgto od analizy fenotypéw mutantow badanych helikaz. Do badan
wykorzystano mutanty insercyjne: SALK 063362 (drhi-1), SALK 068359 (rh46-1) oraz
SALK 056041 (rh40-1). Zarbwno mutanty pojedyncze (drhi-1, rh46-1, rh40), jak i
podwdjne uzyskane poprzez krzyzowanie mutantow pojedynczych (drhi-1 rh46-1, drhi-1
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rh40-1, rh46-1 rh40-1) nie wykazaly zadnych zmian fenotypowych. Nastepnie
przygotowano potrdjnego mutanta drhl-1 rh46-1 rh40-1. Uzyskany mutant drhl-1 rh46-1
rh40-1 réwniez nie wykazywal zmian fenotypowych podczas hodowli w standardowych
warunkach (22°C) (ryc. 9). Jednakze, podczas hodowli roslin w warunkach obnizonej
temperatury (16°C), mutant drhl-1 rh46-1 rh40-1 wykazal silne zmiany w fenotypie w
porownaniu z rosling typu dzikiego (ryc. 10). Roslina dril-1 rh46-1 rh40-1 przejawia
uposledzenie wzrostu oraz zmiany w kolorze liSci rozety, ktore sg duzo ciemniejsze niz w
przypadku rosliny typu dzikiego. Mutanty drhl-1, rh46-1, rh40, rhi-1 rh46-1, drhl-1 rh40-
1 oraz rh46-1 rh40-1 nie przejawialy zadnych zmian w fenotypie w warunkach obnizone;j

temperatury (16°C).

21 dni 28 dni

drh1-1 rh46-1 rh40-1

Rycina 9. Fenotyp trzy- i czterotygodniowych rosliny typu dzikiego (wt) i mutanta drhl-1
rh46-1 rh40-1 hodowanych w standardowych warunkach hodowli (22°C). Skala = Smm.
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28 dni 35 dni

wt

drh1-1 rh46-1 rh40-1

Rycina 10. Fenotyp cztero- i pigciotygodniowych rosliny typu dzikieg (wt) i mutanta drh1-
1 rh46-1 rh40-1, hodowanych w 16°C. Skala = Smm.

Jak wykazaly wyniki sekwencjonowania nowej generacji transkrytpomu (RNA-seq),
opisane doktadniej w dalszej czes$ci niniejszej pracy (podrozdziat 5.6.), przygotowany
mutant drhl-1 rh46-1 rh40-1 nie wykazuje ekspresji zadnej z trzech badanych helikaz. U
rosliny typu dzikiego zaobserwowano obecnos$¢ transkryptow mRNA DRH I, RH46 1 RH40.
W potréjnym mutancie helikazowym nie odnotowano natomiast obecno$ci transkryptow
badanych gendw, co §wiadczy o skuteczno$ci wprowadzonej insercji T-DNA blokujacej

ekspresje genow DRHI, RH46 1 RH40 (ryc. 11, 12, 13).

A.
SALK_063362
v
I . . I N B
B.

wit I
drh1-1 rh46-1 rh40-1

A

Rycina 11. Miejsce insercj T-DNA w mutancie SALK 063362. A. Graficzna prezentacja
genu AT3G01540 kodujgcego helikaze DRHI; fragmenty UTR oznaczono na szaro, introny
na jasnoniebiesko, a egzony oznaczono kolorem ciemnoniebieskim, kierunek transkrypcji
wyznaczajq zakonczenia fragmentow UTR; miejsce insercji wskazuje odwrocony, czerwony
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trojkgt. B. Wplyw insercji na transkrypcje: brak mapujgcych odczytow za miejscem insercji
w mutancie drh1-1 rh46-1 rh40-1 (czerwony profil ekspresji) w przeciwienstwie do rosliny
typu dzikiego (zielony profil ekspresji). Profile przygotowane w przeglgdarce IGV, z
wykorzystaniem normalizowanych odczytow sekwencjonowania RPM rosliny typu dzikiego

i potrojnego mutanta drh1-1 rh46-1 rh40-1.
A.
SALK_068359

drh1-1 rh46-1 rh40-1

Rycina 12. Miejsce insercji T-DNA w mutancie SALK 068359. A. Graficzna prezentacja
genu AT5G14610 kodujgcego helikaze RH46, fragmenty UTR oznaczono na szaro, introny
na jasnoniebiesko, a egzony oznaczono kolorem ciemnoniebieskim, kierunek transkrypcji
wyznaczajq zakonczenia fragmentow UTR,; miejsce insercji wskazuje odwrocony, czerwony
trojkqgt. B. Wplyw insercji na transkrypcje: brak mapujgcych odczytow za miejscem insercji
w mutancie drh1-1 rh46-1 rh40-1 (czerwony profil ekspresji) w przeciwienstwie do rosliny
typu dzikiego (zielony profil ekspresji). Profile przygotowane w przeglgdarce IGV, z
wykorzystaniem normalizowanych odczytow sekwencjonowania RPM rosliny typu dzikiego
i potrojnego mutanta drhi-1 rh46-1 rh40-1.

A.
SALK_056041

Vi, Mhdw

drh1-1 rh46-1 rh40-1

Rycina 13. Miejsce insercji T-DNA w mutancie SALK 056041. A. Graficzna prezentacja
genu AT3G06480 kodujgcego helikaze RH40; fragmenty UTR oznaczono na szaro, introny
na jasnoniebiesko, a egzony oznaczono kolorem ciemnoniebieskim, kierunek transkrypcji
wyznaczajq zakonczenia fragmentow UTR; miejsce insercji wskazuje odwrocony, czerwony
trojkqgt. B. Wphyw insercji na transkrypcje: brak mapujgcych odczytow za miejscem insercji
w mutancie drhi1-1 rh46-1 rh40-1 (czerwony profil ekspresji) w przeciwienstwie do rosliny
typu dzikiego (zielony profil ekspresji). Profile przygotowane w przeglgdarce IGV, z
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wykorzystaniem normalizowanych odczytow sekwencjonowania RPM rosliny typu dzikiego
i potrojnego mutanta drhi-1 rh46-1 rh40-1.

5.3. Charakterystyka linii transgenicznej eksprymujacej helikaz¢ DRH1 w tle
potrojnego mutanta helikazowego

W celu zbadania roli badanych helikaz postanowiono przygotowac lini¢ transgeniczng
eksprymujaca jedng z nich w tle potrojnego mutanta drhl-1 rh46-1 rh40-1. Zdecydowano o
wprowadzeniu sekwencji kodujacej helikaze DRH1, gdyz biatko to w roslinie typu dzikiego
ulega ekspresji na najwyzszym poziomie sposrod wszystkich trzech badanych helikaz.
Dodatkowo, DRH1 jest jedyng helikazg A. thaliana, ktérej aktywnos$¢ helikazowa zostata
potwierdzona eksperymentalnie (92). Przygotowano zatem transgen skladajacy si¢ z
sekwencji kodujacej (CDS) DRH1 w fuzji z biatkiem GFP pod kontrola promotora
ubikwityny 10 4. thaliana. Zdecydowano si¢ na wykorzystanie mutanta drh -1 rh46-1 rh40-
1 by zbadac¢ funkcje wspdlne badanych helikaz 1 scharakteryzowa¢ fenotyp mutanta w 16°C
w obecnosci tylko jednej z trzech badanych helikaz. Do przygotowania tych linii
wykorzystano technik¢ FAST (ang. fluorescence-accumulating seed technology), ktéra
pozwala na szybka identyfikacje transformowanych nasion. Identyfikacja ta jest mozliwa
dzigki wykorzystaniu markera selekcyjnego skladajacego sie z sekwencji kodujacej
oleozyng¢ OLE1 w fuzji z tRFP pod kontrolg promotora OLE1. Obecnos¢ promotora OLEI
pozwala na ekspresje transgenu OLE1-tRFP tylko w oleosomach, ktére sa strukturami
wystepujacymi w nasionach. Dzieki temu mozliwa jest szybka selekcja skutecznie
transformowanych nasion przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego.

Do wektora zawierajacego konstrukt OLE1-tRFP wprowadzono sekwencje kodujaca
helikaze DRH1. Przygotowany wektor uzyto do transformacji ro§lin Arabidopsis za pomoca
bakterii Agrobacterium tumefaciencs 1 metody floral dip. Transformowane rosliny
hodowano do momentu wyksztalcenia dojrzatych tuszczyn nasiennych. Po zasuszeniu
nasion zebrano je i obejrzano w poszukiwaniu nasion wykazujacych sygnat fluorescencyjny.
W nasionach pomyslnie transformowanych wektorem spodziewano si¢ zaobserwowac

sygnat czerwonej fluorescencji (ryc. 14).
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Rycina 14. Zdjecie mikroskopowe nasion pokolenia T0O wykonane za pomocq mikroskopu
stereoskopowego. Strzatkami zaznaczono nasiona pomysinie stransformowane wektorem,
wykazujgce ekspresje tREFP-OLE z widocznym sygnatem fluorescencyjnym.

Na dalszym etapie przygotowania linii transgenicznych skoncentrowano si¢ na
znalezieniu linii, w ktorych nasiona pokolenia T1 wykazywaty fluorescencj¢ w stosunku
1:2:1 (odpowiednio nasiona bez sygnatu : nasiona ze $rednim sygnatem : nasiona z silnym
sygnatem fluorescencyjnym). Taki rozklad $wiadczy o obecnosci tylko jednej insercji
wprowadzanego transgenu. Spos$rod nasion o rozktadzie 1:2:1 wybrano nasiona o
najsilniejszym sygnale fluorescencyjnym. (ryc. 15). Takie nasiona wysiano, a nast¢pnie
rosliny hodowano do czasu wytworzenia dojrzalych luszczynek nasiennych. Nasiona
zebrano 1 obejrzano pod mikroskopem fluorescencyjnym. W tym pokoleniu poszukiwano
réwnego sygnatu fluorescencyjnego u wszystkich nasion zebranych z jednej rosliny. Poziom
GFP-DRH1 w wyselekcjonowanych liniach transgenicznych sprawdzono za pomoca
techniki Western blot (ryc. 16). Wszystkie linie przejawiaty podobny poziom ekspres;ji biatka
fuzyjnego GFP-DRHI.
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Rycina 15. Analiza nasion pokolenia T1 wykonana za pomocqg mikroskopu
stereoskopowego. Widoczne sq nasiona z intensywnym i Srednim sygnatem fluorescencji
oraz nasiona bez sygnatu.

GFP-DRH1 (drh1-1 rh46-1 rh40-1)

1. 2 3. 4. wt
130kDa
100kDa el N I —
70kDa -
55kDa

Rycina 16. Analiza poziomu GFP-DRH1 za pomocg Western blot w wyselekcjonowanych
liniach transgenicznych. Wszystkie linie wykazujq podobny poziom ekspresji GFP-DRH .
Materiat z rosliny typu dzikiego biatka fuzyjnego zostat uzyty jako kontrola specyficznosci
uzytych przeciwcial. Obraz membrany po wybarwieniu odczynnikiem Amido black
przedstawia wyraznie widoczne prqgzki Rubisco na wysokosci ponizej 55 kDa. Rubisco zostat
wykorzystany jako kontrola natozenia ekstraktu.

Mutant drhi-1 rh46-1 rh40-1 wykazuje silne zmiany fenotypowe w poroéwnaniu do

rosliny typu dzikiego podczas hodowli w warunkach obnizonej temperatury (16°C). Analizy
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fenotypowe linii transgenicznej, ktore ekspresji ulega transgen kodujacy helikaz¢ DRHI w
fuzji z biatkiem GFP, wykazaty, ze wprowadzony konstrukt GFP-DRHI1 jest wystarczajacy
do przywrocenia fenotypu typu dzikiego u potrojnego mutanta helikazowego (ryc. 17.).
Wynik ten pokazuje, ze helikaza DRH1 jest wystarczajaca do przywrocenia prawidtowego
funkcjonowania rosliny 4. thaliana. Ponadto, wynik ten wskazuje, ze DRHI1 jest zdolne do
zastgpowania pozostatych brakujacych helikaz (RH46 i RH40) i wypelniania ich funkcji.
Jest to rowniez potwierdzenie faktu, ze fenotyp mutanta drhil-1 rh46-1 rh40-1 jest

spowodowany brakiem trzech badanych helikaz.

GFP-DRH1
drh1-1 rh46-1 rh40-1 (drh1-1 rh46-1 rh40-1)

Rycina 17. Fenotyp rosliny typu dzikiego (wt), mutanta drhl-1 rh46-1 rh40-1 oraz rosliny
transgenicznej eksprymujqcej biatko fuzyjne GFP-DRHI1 w tle mutanta drhl-1 rh46-1
rh40-1. Skala = Smm.

5.4. Bialka oddzialujace z DRH1

Przygotowana lini¢ transgeniczng, w ktorej ekspresji ulega biatko fuzyjne GFP-DRHI1 w tle
mutanta drhl-1 rh46-1 rh40-1 wykorzystano do zbadania interaktomu helikazy DRH1 za
pomoca koimmunoprecypitacji potaczonej z analizg spektrometrii mas. W pierwszym etapie
za pomocg przeciwcial anty-GFP wytragcono helikaz¢ DRH1 z ekstraktu biatkowego wraz
ze wszystkimi zasocjowanymi z nig biatkami. Nastepnie, wydajnos¢ immunoprecypitacji
sprawdzono poprzez natozenie 10% objetosci kazdej z prob na zel poliakrylamidowy (SDS-
PAGE). Na zel poliakrylamidowy nalozono takze wyjsciowy ekstrakt biatkowy (IN) w celu
sprawdzenia obecnosci biatka fuzyjnego GFP-DRHI1 w uzyskanym ekstrakcie, a takze
frakcje niezwigzang z przeciwcialem uzyskang po przejsciu ekstraktu biatkowego przez
kolumne (FL) wychwytujaca kulki magnetyczne potaczone z przeciwciatem anty-GFP w
celu sprawdzenia wydajno$ci wigzania biatka przez przeciwciala zwigzane z kulkami
magnetycznymi. Dodatkowo nalozono rowniez ekstrakt biatkowy pozostawiony na lodzie
przez caty czas trwania procedury w celu zbadania stopnia degradacji biatka fuzyjnego GFP-

DRHI1. Po przeprowadzeniu analizy Western blot, zaobserwowano intensywny sygnal w
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Sciezkach, w ktorych natozone zostaly proby po immunoprecypitacji GFP-DRH1 z ekstraktu
otrzymanego zna ros$lin eksprymujacych biatko fuzyjne GFP-DRHI. Sygnalu nie
zaobserwowano natomiast w probach kontrolnych (wt). Wynik ten pokazuje, ze

immunoprecypitacja przebiegta wydajnie 1 wyizolowano duze ilo$ci biatka DRH1 (ryc. 18).

GFP-DRH1 GFP-DRH1 GFP-DRH1
drh1-1 rh46-1 rh40-1 drh1-1 rh46-1rh40-1 drh1-1 rh46-1 rh40-1
wt powtérzenie 1. powtorzenie 2. powtérzenie 3.
| A | A
; [ 1 | | \
130kDa | IN IN+ FL IP IN IN+ FL IP INF N EE S PASIN NG S EE ] P
130kDa
100kDa
- w1002 - e -
70kDa 4 70kDa
55kDa 55kDa
-

—— e et
Rycina 18. Sprawdzenie wydajnosci przeprowadzonej immunoprecypitacji biatka
fuzyjnego GFP-DRH1. Detekcja biatek z uzyciem metody Western blot w celu sprawdzenia
ilosci biatka fuzyjnego GFP-DRHI uzyskanego po immunoprecypitacji z uZyciem
przeciwciat antyGFP w roslinach z ekspresjg biatka fuzyjnego GFP-DRHI, oraz roslinie
typu dzikiego (wt), stuzgcych w tym eksperymencie jako kontrola. IP (antyGFP) to 10%
proby po przeprowadzonej immunoprecypitacji. IN — kontrola natoZenia zamrozona od razu
po pobraniu, natozono na zel 1% ekstraktu uzytego do immunoprecypitacji; IN+ — kontrola
nalozenia przechowywana na lodzie przez caly czas trwania procedury stuzgca ocenie
stopnia degradacji biatka, natozono na zel 1% ekstraktu uzytego do immunoprecypitacji; FL
— frakcja niezwigzana z przeciwciatem, natoZono na zel 1% ekstraktu uzytego do
immunoprecypitacji. Obraz membrany po wybarwieniu odczynnikiem Amido black

przedstawia wyraznie widoczne prqgzki Rubisco na wysokosci ponizej 55 kDa. Rubisco zostat
wykorzystany jako kontrola natozenia ekstraktu.

Nastepnie, pozostate czesci kazdej z prob badanych 1 kontrolnych wystano do
Srodowiskowej Pracowni Spektrometrii Mas IBB PAN w celu przeprowadzenia przez nich
analizy proteomicznej z uzyciem spektrometrii mas, aby zidentyfikowac¢ biatka znajdujace
si¢ w probkach. Eksperyment wykonano w trzech powtérzeniach biologicznych i do analiz
wystano trzy proby pochodzace z roslin typu dzikiego 1 trzy pochodzace z linii
transgenicznej eksprymujacej GFP-DRH1 w tle mutanta drhl-1 rh46-1 rh40-1. W ten

sposob  zidentyfikowano biatka zasocjowane z DRHI1. Przeprowadzona analiza
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bioinformatyczna wynikéw spektrometrii mas pozwolita okre§li¢ wzbogacenie oraz
istotno$¢ statystyczng zidentyfikowanych biatek w probie badanej (GFP-DRH1) w
porownaniu do proby kontrolnej. Wyniki tego eksperymentu zostaty przedstawione w formie
wykresu rozrzutu na rycinie 19. zawierajacego wszystkie bialka wzbogacone w probie
badanej w sposob statystycznie istotny. Za biatka wspotwytracajace si¢ z DRH1 w sposob
statystycznie istotny uznano wszystkie biatka z wartoscig P (uwzgledniajaca poprawke

Benjamini-Hochberg) ponizej 0,05.
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Rycina 19. Bialka oddzialujgce 7z biatkiem fuzyjnym GFP-DRHI1 przedstawione na
wykresie rozrzutu. Na osi X zaznaczono logarytm o podstawie 2 opisujgcy krotnos¢ zmian
wzgledem proby kontrolnej. Na osi Y zaznaczono ujemny logarytm dziesigtny z wartosci p,
uwzgledniajgc korekte Benjamini—Hochberg (adjp). Linig przerywang zaznaczono granice
istotnosci statystycznej (adjp = 0.05).
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Wsrod zidentyfikowanych biatek wspotwytracajacych si¢ z DRH1 znalazto si¢ biatko
UPF1, ktore zostato opisane jako partner biatkowy DRHI1 (94). Ponadto, zidentyfikowano
biatko SE, co potwierdza wystepowanie scharakteryzowanego w niniejszej pracy
oddziatywania migdzy DRH1 i SE. Dodatkowo, oprocz biatka SE, zidentyfikowano pigé
innych czynnikow zaangazowanych w biogenez¢ miRNA zasocjowanych z DRH1: HESOI,
CDCS5, GRP7, CPLI, a takze AGOI, ktére stanowito jedno z najbardziej wzbogaconych
biatek w analizie. Kazde z tych biatek bierze udziat w biogenezie miRNA na roznych
etapach: CPL1 (C-TERMINAL DOMAIN PHOSHATASE-LIKE 1) wplywa na transkrypcje
1 przetwarzanie pri-miRNA poprzez defosforylacj¢ domeny CTD RNAPII (97) oraz HYL1
prowadzac do aktywacji tego biatka (98); CDCS5 (CELL DIVISION CYCLE 5) wiaze rejony
promotorowe genéw kodujacych miRNA 1 stymuluje zaréwno transkrypcje, jak i
przetwarzanie pri-miRNA (99); GRP7 (GLYCINE RICH PROTEIN 7) wptywa na splicing
pre-miRNA (100), a HESO1 (HEN1 SUPPRESSOR 1) stanowi pierwsza opisang UTP-
transferaz¢ dodajaca nukleotydy urydylowe do 3’ koncéw miRNA, co prowadzi do ich
degradacji (101,102). AGO1 natomiast jest gldéwnym biatkiem kompleksu RISC
odpowiedzialnego za regulacje ekspresji gendw na poziomie potranskrypcyjnym (103).

Wsréd biatek wspotwytaconych z DRHI1 znaleziono takze biatka uczestniczace w
splicingu (m.in.BRR2, EMB33, U1-70K), poliadenylacji (CFI25A, FIPSS, CF168, CPSF30)
czy translacji (m.in. eiF4G, eiF3A-1, eiF4Al, eiF3B-2). Asocjacja DRH1 z biatkami
zaangazowanymi w translacje¢ jest niezwykle interesujaca, kiedy zwrdci si¢ uwage na
lokalizacje komorkowa tych biatek: DRHI1 lokalizuje w jadrze komorkowym, podczas gdy
biatka translacyjne wystepuja w cytoplazmie. Ponadto, ciekawg grupe bialek zasocjowanych
z DRHI stanowia takze bialka bedace czescia kompleksu NEXT, RBM7 posiadajace
domen¢ wigzaca RNA 1 ZCCHCS8A, ktore posiada domeng palca cynkowego. Oba te biatka
oddziatuja z SE 1 sg zaangazowane w degradacj¢ RNA u Arabidopsis (51). Zidentyfikowano
takze inne bialko zaangazowane w degradacje RNA: XRN3, ktore jest egzonukleaza
degradujaca RNA od konca 5°. Dodatkowo, pomimo wystepowania bezposredniego
oddziatywania pomigdzy DRH1 a domeng CTD RNAPII, ws$rod biatek wspotwytraconych
z DRHI nie znaleziono biatka NRPB1. Co ciekawe, zidentyfikowano natomiast druga z
podjednostek RNAPII, biatkko NRPB2. Analizy wykazaty takze, ze DRH1 jest zasocjowane
z wieloma helikazami typu DEAD-box: RH3, RH7, RH8, RH9, RH11, RH23, RH25, RH26,
RH30, RH31, RH37, RH52 i RH53.

W wyniku koimmunoprecypitacji kompleksow zwigzanych z biatkiem DRHI

zidentyfikowano réwniez wiele stabo poznanych u Arabidopsis biatek. Wsrod nich ciekawa
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grupe stanowig biatka opisane jako ,,Alba DNA/RNA binding protein”. Genom Arabidopsis
zawiera geny kodujace sze$¢ biatek nalezacych do tej rodziny. Badania pokazaty, ze DRHI
jest zasocjowane z kazdym z nim. Sposrod tych biatek, ALBA1 i ALBA2 zostaty opisane
jako biatka, ktore wigza R-loops, czyli trdjniciowe struktury kwasow nukleinowych ztozone
z hybrydy DNA:RNA i powigzanego z nig jednoniciowego DNA, oraz zapewniajg stabilno$¢
genomu (104).

Wyniki immunoprecypitacji wykazaty, ze AGO1 jest biatkiem $cisle powigzanym z
DRHI1. Oprocz roli w potranskrypcyjnym wyciszaniu genow, AGO1 jest zaangazowane w
transport miRNA z jadra do cytoplazmy. Aktywnos¢ AGO1 nie ogranicza si¢ jednak tylko
do cytoplazmy. Nasze poprzednie badania pokazaty, ze AGO1 jest takze aktywne w jadrze
komoérkowym, gdzie wigze si¢ z chromatyng i negatywnie reguluje ekspresj¢ niektorych
MIR (105). Oddziatywanie pomigdzy DRHI1 a AGO1 zbadano za pomoca mikroskopii
konfokalnej i1 techniki FRET-FLIM. Wyizolowane protoplasty Arabidopsis transfekowano
plazmidami zawierajacymi sekwencje kodujace AGO1 w fuzji z EGFP oraz DRHI1 w fuzji
z tRFP. Zgodnie z opublikowanymi danymi, AGO1 lokalizowalo si¢ w cytoplazmie 1 jadrze
komorkowym. DRHI i AGO1 wykazywaly wysoka kolokalizacj¢ w transfekowanych
protoplastach Arabidopsis (ryc. 20). Analizy FRET-FLIM wykazaly obnizenie czasu trwania
fluorescencji donora (GFP-AGO1) w obecnosci tRFP-DRHI1, sugerujac bezposrednie
oddziatywanie pomigdzy DRH1 a AGO1. Obnizenia czasu trwania fluorescencji EGFP-
AGOI nie zaobserwowano w obecnosci tRFP-SE, ktory stanowit kontrole negatywna tego
eksperymentow (ryc. 21). Brak oddzialywania pomiedzy AGO1 a SE zostal wczesniej
zbadany 1 opisany (33).
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EGFP-AGO1

EGFP-AGO1 tRFP-DRH1

EGFP-AGO1 SE-tRFP

Rycina 20. Kolokalizacja biatka fuzyjnego EGFP-AGOI 7 tRFP-DRH1 oraz SE-tRFP
(kontrola negatywna w eksperymencie FRET-FLIM). Zdjecia przedstawiajg transfekowane
protoplasty Arabidopsis thaliana. Skala = 10um.
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Rycina 21. Analiza oddzialywania miedzy biatkiem fuzyjnym EGFP-AGOI a helikazg
DRHI1 w fuzgji z biatkiem tRFP przy uiyciu techniki FRET-FLIM w protoplastach
Arabidopsis thaliana. Biatko SE-tRFP stuzylo jako kontrola negatywna eksperymentu. Czas
fluorescencji donora wyrazony jest w nanosekundach. Stupki bledow przedstawiajq bigd
standardowy Sredniej (SEM, ang. standard error of the mean). Gwiazdka (*) wskazuje
istotnosc¢ statystyczng zmiany czasu trwania fluorescencji donora w obecnosci akceptora w
porownaniu do kontroli negatywnej (SE-tRFP) obliczong za pomocq testu Mann—Whitney—
Wilcoxon — (*<0.001).

Jak opisano we wczes$niejszej czesci pracy, wsrod biatek wspotwytraconych z biatkiem
fuzyjnym GFP-DRHI1 zidentyfikowano kilka biatek zaangazowanych w biogeneze miRNA.
Nie zidentyfikowano natomiast biatka HYL1, ktore podobnie jak SE, wchodzi w sktad
rdzenia Mikroprocesora 1 wspiera aktywno$s¢ DCL1 (27). Z uwagi na zdolnos¢ HY1 do
wigzania dwuniciowych RNA, w dalszej cze$ci niniejszej pracy postanowiono zbadaé¢ zatem
czy DRHI oddzialuje z HYL1. W celu zbadania oddziatywania DRHI-HYL1 ponownie
postuzono si¢ mikroskopig konfokalng i technikg FRET-FLIM. Prace rozpoczg¢to od analizy
lokalizacji obu biatek w komorce. Zgodnie z dostepnymi danymi literaturowymi biatko
HYLI zlokalizowane jest w jadrze komoérkowym (96). Ponadto, widoczne byly skupiska
HYLI-tRFP na terenie jadra komodrkowego, stanowigce prawdopodobnie ciata D (33). W
protoplastach transfekowanych wektorami zawierajacymi sekwencje kodujaca biatka

fuzyjne EGFP-DRH1 oraz HYL1-tRFP nie zaobserwowano kolokalizacji obu tych biatek
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(ryc. 22), co moze wskazywaé¢ na brak wystepowania bezposredniego oddzialywania

pomiedzy DRH1 1 HYLI.

EGFP-DRH1

EGFP-DRH1 HYL1-tRFP

EGFP-DRH1

Rycina 22. Kolokalizacja biatka fuzyjnego EGFP-DRHI1 7 HYLI-tRFP oraz tRFP (kontrola
negatywna w eksperymencie FRET-FLIM). Zdjecia przedstawiajg protoplasty Arabidopsis thaliana
transfekowane odpowiednimi wektorami. Skala = 10um.

Hipoteze te zweryfikowano za pomoca techniki FRET-FLIM. Czas trwania
fluorescencji donora, ktorym byt EGFP w fuzji z DRHI, nie ulegl istotnej statystycznie
zmianie w obecno$ci biatka fuzyjnego HYLI1-tRFP, co potwierdzilo wcze$niejsze
przypuszczenie o braku oddziatywania pomiedzy tymi biatkami. Istotnego statystycznie
skrécenia czasu trwania fluorescencji donora nie zaobserwowatam takze w obecnosci tRFP,

ktory stanowit kontrolg negatywng eksperymentu (ryc. 23).
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Rycina 23. Analiza oddzialywania miedzy biatkiem fuzyjnym EGFP-DRH1 a HYL1 w fuzji
g biatkiem tRFP, przy uiyciu techniki FRET-FLIM, w protoplastach Arabidopsis thaliana.
Biatko tRFP stuzyto jako kontrola negatywna eksperymentu. Czas fluorescencji donora
wyrazony jest w nanosekundach. Stupki bledow przedstawiajg blqd standardowy sredniej
(SEM, ang. standard error of the mean).

Uzyskane wyniki pokazuja, ze helikaza DRH1 ma wielu partnerow biatkowych
zaangazowanych w réznorodne procesy i zdaje si¢ tworzy¢ wiele réznigcych sie funkcja
kompleksow. Wsroéd Dbiatek wspotwytraconych z DRHI1  zidentyfikowano biatka
zaangazowane w biogeneze miRNA, transkrypcje, splicing oraz degradacjge. Wykryto

réwniez biatka o niepoznanej jak dotad funkcji.

5.5. Analiza oddzialywania DRH1 z domena CTD RNA polimerazy I1
Uzywajac narzedzi bioinformatycznych, DRH1, RH46 i RH40 zostaly przewidziane jako

partnerzy biatkowi RNAPII. Wskazano, ze istotng czg¢scig badanych helikaz odpowiedzialng
za oddziatywania RNAPII z badanymi helikazami typu DEAD-box stanowig ich domeny
WW, ktore maja oddziatywa¢ z domeng CTD RNAPII (90). Domena CTD stanowi czg$¢
biatka NRPB1, ktore jest najwigksza podjednostka RNAPIIL. Pomimo tych doniesien, wyniki
eksperymentu immunoprecypitacji potagczonej ze spektrometrig mas (MS) nie wykazaly
wzbogacenia biatka NRPB1 w probie pochodzacej z linii transgenicznej GFP-DRHI1 w tle
potrdjnego mutanta helikazowego. Wérdd biatek wspotwytraconych w sposob statystycznie
istotny z GFP-DRH1 zidentyfikowano natomiast biatko NRPB2, ktore rowniez stanowi
podjednostke RNAPII. W niniejszej pracy postanowiono zatem zbada¢ oddziatywanie
DRHI1 zdomeng CTD RNAPII. W tym celu przygotowano konstrukt zawierajacy sekwencje
kodujaca aminokwasy 1544-1813 NRPBI, sktadajace si¢ na domene CTD, oraz sekwencje
kodujaca biatko fluorescencyjne EGFP. Dodatkowo, konstrukt zawierat takze sygnat
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lokalizacji jadrowej (NLS) zapewniajacy obecnos¢ biatka fuzyjnego EGFP-domena CTD
(EGFP-CTD) w jadrze komoérkowym. Do analiz uzyto takze wektora zawierajacego

sekwencj¢ kodujaca biatko fuzyjne RFP-DRHI.

Prace rozpocze¢to od sprawdzenia lokalizacji biatka fuzyjnego EGFP-CTD w
transfekowanych protoplastach Arabidopsis. Zgodnie z przewidywaniami domena CTD
akumulowata si¢ w jadrze komérkowym (ryc. 24). Nastepnie, protoplasty Arabidopsis
kotransfekowano plazmidami kodujagcymi EGFP-CTD oraz tRFP-DRH1. Zaobserwowano
wysoka kolokalizacje obu biatek w jadrze komdrkowym, a takze ich akumulacje w jaderku
(ryc. 24). Obecnos¢ domeny CTD w jaderku moze by¢ wynikiem oddziatywania z biatkiem
DRHI, ktére sprowadzito domeng CTD do tej struktury jadrowej. Ponadto, analizy FRET-
FLIM wykazaly istotne statystyczne obnizenie czasu trwania fluorescencji donora przy
obecnos$ci tRFP-DRH1 (ryc. 25). Wyniki te wykazuja wystepowanie oddziatywania
pomigdzy DRHI1, a domeng CTD RNAPII. Czas trwania fluorescencji nie ulegt istotnej

statystycznie zmianie w obecnosci tRFP, ktory stanowit kontrole negatywna eksperymentu

(ryc. 25).
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Rycina 24. Kolokalizacja biatka fuzyjnego NLS-EGFP-DRHI 7 tRFP-DRH1 oraz tRFP
(kontrola negatywna w eksperymencie FRET-FLIM). Zdjecia przedstawiajq transfekowane
protoplasty Arabidopsis thaliana. Skala = 10um.
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Rycina 25. Analiza oddzialywania miedzy biatkiem fuzyjnym NLS-EGFP-CTD a helikazg
DRHI1 w fuzji z bialkiem tRFP, przy uiyciu techniki FRET-FLIM, w protoplastach
Arabidopsis thaliana. Biatko tRFP stuzyto jako kontrola negatywna eksperymentu. Czas
fluorescencji donora wyrazony jest w nanosekundach. Stupki bledow przedstawiajq blgd
standardowy Sredniej (SEM, ang. standard error of the mean). Gwiazdka (*) wskazuje
istotnoSc¢ statystyczng zmiany czasu trwania fluorescencji donora w obecnosci akceptora w

porownaniu do kontroli negatywnej tRFP) sprawdzong za pomocq testu Mann—Whitney—
Wilcoxon — (*<0.001).

Domena WW u DRHI1 zlokalizowana jest miedzy 17 a 51 aminokwasem tego bialtka.
By sprawdzi¢ istotno$§¢ domeny WW dla oddziatywania DRH1 z domeng CTD RNAPII,
postanowiono przygotowac krotsza wersje biatka DRH1 pozbawiong 51 aminokwaséw z
czesci N-koncowej tego biatka (A5S1 DRH1) w fuzji z biatkiem tRFP. Nastepnie ponownie
postuzono si¢ mikroskopig konfokalng i technika FRET-FLIM do analizy lokalizacji
komoérkowej przygotowanego biatka fuzyjnego oraz zbadania oddziatywania pomigdzy
badanymi biatkami. Analizy wykazaly, ze tRFP-A51 DRHI1, podobnie jak biatko peine;j
dtugosci, lokalizuje w jadrze komorkowym 1 jaderku (ryc. 26).

tRFP-A51 DRH1

Rycina 26. Lokalizacja komorkowa helikazy DRH1 pozbawionej domeny WW. Skala =
10um.

Badania przeprowadzone z wykorzystaniem protoplastdéw kotransfekowanych
wektorami zawierajacymi sekwencje kodujacg tRFP-A51 DRH1 oraz EGFP-CTD pokazaty,
ze tRFP-A51 DRH1 wspotwystepuje z EGFP-CTD w jadrze komorkowym 1 jaderku (ryc.
27). Pomiar czasu trwania fluorescencji donora, ktérym podobnie jak we wcze$niejszym
eksperymencie byto biatko EGFP w fuzji z domeng CTD RNAPII, ulegt skréceniu w
obecnosci tRFP-A51 DRHI1. Czas trwania fluorescencji nie ulegl natomiast zmianie w
obecnosci biatka tRFP, ktory stanowi kontrole negatywng tego eksperymentu (ryc. 28).
Zebrane wyniki sugeruja, ze domena WW helikazy DRH1 nie jest istotna dla oddziatywania
DRH1 z domeng CTD RNAPII.
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Rycina 27. Kolokalizacja biatka fuzyjnego NLS-EGFP-DRH1 7 tRFP-A51 DRH1 oraz
tRFP (kontrola negatywna w eksperymencie FRET-FLIM). Zdjecia przedstawiajg
transfekowane protoplasty Arabidopsis thaliana. Skala = 10um.

2,5
I

— 2,45
g * I
S 24
O
%)
o
g 235 I
©
& 23
=
=
(2]
S 2,25
O

2,2

NLS-GFP-CTD  + tRFP-A51 DRH1 +tRFP

88



Rycina 28. Analiza oddzialywania miedzy biatkiem fuzyjnym NLS-EGFP-CTD a helikazg
DRH1 pozbawiong domeny WW (451 DRH1) w fuzji 7 biatkiem tRFP, przy uZyciu techniki
FRET-FLIM w protoplastach Arabidopsis thaliana. Biatko tRFP stuzyto jako kontrola
negatywna eksperymentu. Czas fluorescencji donora wyrazony jest w nanosekundach. Stupki
bledow przedstawiajq blqd standardowy sredniej (SEM, ang. standard error of the mean).
Gwiazdka (*) wskazuje istotnos¢ statystyczng zmiany czasu trwania fluorescencji donora w
obecnosci akceptora w porownaniu do kontroli negatywnej (tRFP) obliczong za pomocg
testu Mann—Whitney—Wilcoxon — (*<0.001).

5.6. Analiza transkryptomu mutanta drh1-1 rh46-1 rh40-1

W nastepnej czg$ci pracy zdecydowano o przeprowadzeniu globalnej analizy transkryptomu
mutanta drhl-1 rh46-1 rh40-1 hodowanego w 22°C i 16°C w poréwnaniu z ro$ling typu
dzikiego, w trzech powtorzeniach biologicznych. Pracg rozpoczeto od izolacji RNA, ktorego
jako$¢ sprawdzono testujac wspdtczynnik RIN. RNA oczyszczono z rRNA, a nastgpnie
uzyto go do przygotowania bibliotek, ktére zbadano poprzez sekwencjonowanie nowej

generacji (RNA-seq).

Nastepnie zbadano liczbe gendw, ktorych poziom wzrést lub zmniejszyt si¢ w mutancie
drhi-1 rh46-1 rh40-1 w poréwnaniu z typem dzikim w obu temperaturach. Analiza
wykazala, ze zmianie ulegt poziom 2877 genéw w mutancie hodowanym w temperaturze
22°C oraz 3782 genéw w mutancie hodowanym w 16°C. Roznica ta jest
najprawdopodobniej wynikiem reakcji roslin na obnizong temperaturg. Sposrod gendw o
zmienionym poziomie u mutanta hodowanego w 22°C, poziom 1576 gendow byl
podwyzszony, a 1297 obnizony w pordéwnaniu z rosling typu dzikiego. U mutanta
hodowanego w 16°C, poziom 1829 gendéw byl podwyzszony, a 1950 byl obnizony w
poréwnaniu z ro$ling typu dzikiego. Sposrod gendw o podwyzszonym poziomie ekspresji,
418 byto wspolnych dla obu warunkow temperaturowych. W przypadku gendow o obnizone;j
ekspresji 541 transkrypty miaty podwyzszony poziom w roslinach hodowanych zar6wno w

22°C, jak i w 16°C (ryc. 29).
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Rycina 29. Analiza transkryptomu mutanta drhi1-1 rh46-1 rh40 za pomocq metody RNA-
seq. Diagram Venna przedstawia porownanie genow o zmienionej ekspresji w drhi-1 rh46-
1 rh40 hodowanym w 22°C, z genami o zmienionej ekspresji w drhl-1 rh46-1 rh40
hodowanym w 16°C. Wykres kotowy pokazuje liczbe genow o podwyzszonej ekspresji
(oznaczone strzatkg w gore) oraz liczbe genow o obnizonej ekspresji (oznaczone strzatkg w
dotl) wspolne dla mutantow rosngcych w roznych warunkach temperaturowych.

W kolejnym kroku postanowiono sprawdzié, czy brak helikaz DRH1, RH46 i RH40
ma wplyw na splicing pre-mRNA. Przeprowadzone analizy wykazaty zmiany w splicingu
55 mRNA u drhi-1 rh46-1 rh40 hodowanego w 22°C oraz w 62 mRNA w drhil-1 rh46-1
rh40-1 hodowanym w 16°C w porownaniu z ro$ling typu dzikiego. Zdecydowang wigkszos¢
zaobserwowanych przeze mnie zmian u potrojnych mutantow drhl-1 rh46-1 rh40-1 w obu
warunkach temperaturowych stanowito zatrzymanie intronéw. Dla mutantéw hodowanych
w 22°C zatrzymanie intronow stanowito 48% wszystkich zmian splicingowych, a dla
mutantéw hodowanych w obnizonej temperaturze byto to prawie 52% wszystkich zmian.
Przyktadem genu, u ktoérego zaobserwowano zatrzymanie intronu jest AT3G55910. Koduje
on niewielkie biatko aktywujace GTPaz¢ czynnika ADP-rybozylacji. Zatrzymanie intronu
w mRNA AT3G55910 wykryto w drhl-1 rh46-1 rh40-1 hodowanym w obu warunkach
temperaturowych (ryc. 30). Poziom transkryptu AT3G55910 w drhl-1 rh46-1 rh40
hodowanym w 16°C w pordéwnaniu z rosling typu dzikiego byl obnizony, podczas gdy u

ros$lin hodowanych w standardowych warunkach poziom tego transkryptu nie ulegt zmianie.
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Rycina 30. Zmiany w splicingu transkryptu genu AT3G55910 w drhl-1 rh46-1 rh40-1
hodowanym w 22°C oraz 16°C.Czerwong ramkq zaznaczono intron ulegajqcy zatrzymaniu
w drhi-1rh46-1 rh40. Zielona strzatka reprezentuje kierunek transkrypcji genu.

Nastepnie przeprowadzono analiz¢ GO (ang. gene ontology) by sklasyfikowa¢ geny o
zmienionej ekspresji w mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1 na podstawie funkcji i procesOw
biologicznych, w ktore sa zaangazowane. Analizy wykazaly, ze zmianom w potrjnym
mutancie helikazowym w 22°C ulegaly przede wszystkim geny zwigzane z takimi procesami
biologicznymi jak fotosynteza, zbieranie $wiatla, reakcje na $wiatto oraz odpowiedZ na
swiatto czerwone 1 dalekiej czerwieni (ryc. 31). U mutanta drhl-1 rh46-1 rh40-1
hodowanego w 16°C zmienial si¢ natomiast poziom gendw zwigzanych gtownie z
odpowiedziami na poziomy i niedobory sktadnikow odzywczych, odpowiedziami na bodzce

pochodzace spoza komorki i1 jony metali (ryc. 32).
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Rycina 31. Wyniki analizy GO (ang. gene ontology) w mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1
hodowanym w 22°C w porownaniu z rosling typu dzikiego. Geny o zmienionej ekspresji
zostaty sklasyfikowane na podstawie procesu biologicznego, w ktore sq zaangazowane.
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Rycina 32. Wyniki analizy GO (ang. gene ontology) w mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1
hodowanym w 16°C w poréwnaniu z rosling typu dzikiego. Geny o zmienionej ekspresji
zostaty sklasyfikowane na podstawie procesu biologicznego, w ktore sq zaangazowane.

Ponadto, analizy funkcji molekularnych genéw o zréznicowanej ekspresji w mutancie
drhl-1 rh46-1 rh40-1 wykazaly, ze u mutantow hodowanych w 22°C zmianom ekspresji
ulegaly przede wszystkim geny zaangazowane w wigzanie chlorofilu, tetrapiroli i
polisacharydéw oraz biorace udzial w przekazywaniu sygnatoéw (ryc. 33). U mutanta drhl-
1 rh46-1 rh40-1 hodowanego w 16°C zmienial si¢ z kolei gldwnie poziom gendéw
zwigzanych z wigzaniem tetrapiroli, hemu 1 miedzi, a takze genow, ktorych produkty

posiadaja aktywnos¢ oksydoreduktazy (ryc. 34).
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Rycina 33. Wyniki analizy GO (ang. gene ontology) w mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1
hodowanym w 22°C w poréownaniu z rosling typu dzikiego. Geny o zmienionej ekspresji
zostaly sklasyfikowane na podstawie funkcji molekularnej, ktorg petnig.
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Rycina 34. Wyniki analizy GO (ang. gene ontology) w mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1
hodowanym w 16°C w porownaniu z rosling typu dzikiego. Geny o zmienionej ekspresji
zostaty sklasyfikowane na podstawie funkcji molekularnej, ktorq petniq.

Podsumowujac, analizy wysokoprzepustowego sekwencjonowania RNA wykazaty
zmiany w poziomie ekspresji kilku tysiecy gendéw w mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1
hodowanym w 22°C i 16°C. Geny o zmienionej ekspresji w mutancie badanych helikaz sg
przede wszystkim zwigzane z fotosynteza, reakcjami rosliny na czynniki zewngtrzne oraz

wiazanie 1 metabolizm zwiazkoéw biologicznych.

5.7. Globalna analiza miRNA u potréjnego mutanta helikazowego drhi-1 rh46-1
rh40-1

W celu sprawdzenia wptywu helikaz DRH1, RH46 i RH40 na biogenez¢ miRNA u
Arabidopsis przeprowadzono globalng analiz¢ malych RNA poprzez sekwencjonowanie
nowej generacji (SRNA-seq). Do tego eksperymentu wykorzystano mutanta drhl-1 rh46-1
rh40-1 i rosliny typu dzikiego hodowane w standardowych (22°C) 1 zmienionych warunkach
(16°C) hodowli, pochodzacych z trzech powtdrzen biologicznych. RNA wyizolowano, a
jego jakos¢ sprawdzono testujac wspotczynnik RIN (ang. RNA integrity number). Podczas
analizy bioinformatycznej wynikéw sekwencjonowania RNA skoncentrowano si¢ przede

wszystkim na dojrzalych miRNA.
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Analiza wynikow sekwencjonowania nowej generacji wykazaly zmiany w poziomach
cze$ci dojrzalych miRNA w drhi-1 rh46-1 rh40-1 w obu warunkach temperaturowych w
porownaniu do roslin typu dzikiego. U roslin dril-1 rh46-1 rh40-1 hodowanych w
standardowych warunkach hodowli (22°C) zaobserwowano zmian¢ w poziomach 41
réznych miRNA: poziom 18 miRNA byt obnizony, natomiast poziom 23 miRNA byt
znaczgco podwyzszony (ryc. 35). W przypadku ro$lin hodowanych w obnizonej
temperaturze (16°C) zauwazono zmian¢ w poziomach 69 miRNA: poziom 26 miRNA byt
obnizony, a 43 miRNA podwyzszony (ryc. 36). Co ciekawe, chociaz liczba miRNA o
obnizonym poziomie nie zmienita si¢ znaczaco pomig¢dzy roslinami potréjnego mutanta
hodowanych w réznych warunkach temperaturowych, to liczba miRNA o podwyzszonym
poziomie wzrosta prawie dwukrotnie u mutanta hodowanego w 16°C w poréwnaniu z
mutantem rosngcym w warunkach standardowych (22°C). Najwigksze obnizenie poziomu
w mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1 w obu warunkach temperaturowych zaobserwowano dla
miR843. Rola miR843 nie jest jeszcze poznana. Najwyzszej ekspresji miR843 ulega kolejno
w lisciach rozety ros$lin, u ktoérych otwiera si¢ pierwszy kwiat oraz w liSciach rozety 3-
tygodniowych ro$lin. Najwyzsza akumulacj¢ w drhl-1 rh46-1 rh40-1 w obu warunkach
temperaturowych odnotowano natomiast dla miR845a, ktory ulega ekspresji przez cale zycie
ro$liny we wszystkich jej tkankach (118). Funkcja miR845a rowniez nie jest jeszcze
zbadana. Niektore z miRNA, ktorych poziom zmienia si¢ znaczaco w 16°C, nie wykazuja
istotnej statystycznie zmiany u mutantdéw hodowanych w 22°C. Znajduja si¢ one jednak
blisko progu istotnosci statystycznej i wykazuja t¢ samg tendencje, co u roslin hodowanych

W nizszej temperaturze.
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Rycina 35. Zmiany w poziomach miRNA w mutancie drh1-1 rh46-1 rh40 hodowanym w
22°C w porownaniu do rosliny typu dzikiego. Na zotto zaznaczono miRNA, ktorych poziom
byt obnizony, na czerwono zaznaczono miRNA wykazujgce podwyziszony poziom w
porownaniu z rosling typu dzikiego. Szare kropki reprezentujq miRNA, ktorych poziom
zmienil si¢ w sposob statystycznie nieistotny.
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Rycina 36. Zmiany w poziomach miRNA w mutancie drh1-1 rh46-1 rh40 hodowanym w
16°C w poréwnaniu do rosliny typu dzikiego. Na zZotto zaznaczono miRNA, ktorych poziom
byt obnizony, na czerwono zaznaczono miRNA wykazujgce podwyziszony poziom w
porownaniu z rosling typu dzikiego. Szare kropki reprezentujg miRNA, ktorych poziom
zmienit si¢ w sposob statystycznie nieistotny.

W kolejnym kroku postanowiono przeanalizowa¢ poziom wyselekcjonowanych pri-
miRNA. W tym celu postuzono si¢ najpierw wynikami sekwencjonowania nowej generacji.
Skoncentrowano si¢ przede wszystkim na poziomie prekursorow tych miRNA, ktore
akumuluja w mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1 hodowanym w 22°C 1 16°C w porownaniu z
rosling typu dzikiego. Niestety, przez niski poziom prekursorow w komorce oraz glebokosé
sekwencjonowania nie udato si¢ przeanalizowa¢ poziomoéw wszystkich wybranych pri-

miRNA. W celu zbadania pozioméw wybranych pri-miRNA postuzono si¢ zatem metoda

gPCR. Za pomocg tej metody sprawdzono poziom pigciu pri-miRNA: pri-miR398b, pri-
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miR398c, pri-miR399c, pri-miR399d i pri-miR399f. Poziom miR399c jest podwyzszony w
mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1 tylko u roslin hodowanych w 16°C poréwnaniu z ro$ling
typu dzikiego. U mutantéw hodowanych w 22°C poziom tego miRNA nie ulega zmianie.
Podwyzszeniu w obu warunkach temperaturowych ulega jednak poziom miR399c*.
Poziomy miR399d i miR399f zmieniajg si¢ natomiast w roslinie drhl-1 rh46-1 rh40-1 w
obu warunkach temperaturowych w porownaniu z rosling typu dzikiego. Poziomy miR398b
1 miR398c ulegaja podwyzszeniu w obu warunkach temperaturowych w mutancie drhl-1
rh46-1 rh40-1 w poréwnaniu z ro$ling typu dzikiego. Jest to jednak zmiana nieistotna

statystycznie (ryc. 37).
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Rycina 37. Poziomy wyselekcjonowanych miRNA w mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1 w
porownaniu 7 rosling typu dzikiego. Wyniki uzyskane za pomocq sekwencjonowania nowej
generacji matych RNA. Na niebiesko oznaczono drhli-1 rh46-1 rh40-1 hodowanego w 22°C,
na pomaranczowo oznaczono drhl-1 rh46-1 rh40-1 hodowanego w 16°C. Na osi y
zaznaczono logarytm o podstawie 2, opisujqcy krotnos¢ zmian wzgledem proby kontrolnej
Gwiazdkg zaznaczono zmiany istotne statystycznie. Stupki bledu przedstawiajq blgd
standardowy.

Analizy qPCR wykazaty, ze poziom pri-miR399c¢ nie ulega zmianie w potrdjnym
mutancie helikazowym hodowanym w 22°C 1 16°C w poréwnaniu z ros$ling typu dzikiego
(ryc. 38). Podobne wyniki uzyskano dla miR399d i miR399f. Poziomy prekursoréow tych
czasteczek nie ulegly zmianie w roslinie mutanta drhl-1 rh46-1 rh40-1 w zadnym z
badanych warunkow temperaturowych w poréwnaniu z rosling typu dzikiego. Analizy
poziomu pri-miR398b 1 pri-miR398c pokazaty, ze w mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1
hodowanym w 22°C poziomy tych prekursoréw nie zmieniajg si¢ w poréwnaniu z rosling
typu dzikiego. Jednakze u mutanta hodowanego w 16°C poziomy pri-miR398b i pri-
miR398c wzrastajag w porownaniu z rosling typu dzikiego (ryc. 38).
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Rycina 38. Akumulacja wybranych prekursorow w drhl-1 rh46-1 rh40 hodowanym w
22°C i 16°C. Wykresy przedstawiajq poziomy prekursorow wzgledem rosliny typu dzikiego
(wt) hodowanych w tych samych warunkach temperaturowych z uzyciem PCR w czasie
rzeczywistym. Stupki bledu przedstawiajq blgd standardowy. Na osi y przedstawiono
logarytm dziesietny z ekspresji genu.

Nastepnie sprawdzono poziomy docelowych mRNA wyselekcjonowanych miRNA,
ktorych poziom wzrost w roslinie drhl-1 rh46-1 rh40-1 hodowanej w obu warunkach
temperaturowych w poréwnaniu z rosling typu dzikiego. Do analiz wykorzystano dane z
wysokoprzepustowego sekwencjonowania dtugich RNA. Analizy wykazaly wystgpowanie
statystycznie istotnych zmian tylko w przypadku transkryptu AT3G09220, bedacego mRNA
docelowym miRNA408. Poziom tego mRNA ulegl obnizeniu w mutancie drhl-1 rh46-1
rh40-1 hodowanym w obu warunkach temperaturowych w poréwnaniu z rosling typu
dzikiego. Oprocz tego zaobserwowano istotnie statystyczng zmian¢ poziomoOw jeszcze
dwoch mRNA docelowych: AT2G28190 oraz AT2G30210, kontrolowanych odpowiednio
przez miRNAS857 oraz miRNA408. Poziom obu tych transkryptow ulegl obnizeniu w
mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1 hodowanym w 16°C w poréwnaniu z rosling typu dzikiego.
W pozostatych przypadkach zaobserwowano nieistotne statystycznie obnizenie poziomoéw
mRNA. Wyjatek stanowiag mRNA AT2G45720 oraz AT2G02850, kontrolowane
odpowiednio przez miRNA398a oraz miRNA408, ktorych poziom nie ulegl obnizeniu w
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mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1 hodowanym w 22°C w poréwnaniu z ro$ling typu dzikiego

(ryc. 39).

AT2G45720 AT2G28190 AT3G09220 AT2G02850 AT2G30210 AT2G47020 AT3G02200 AT5G05390

0 ﬁf 'L+ !! I -
| Fl ll . |

*

r

Logarytm o podstawie 2 z krotnosci zmiany

*

m22°C m16°C

Rycina 39. Zmiany w poziomach mRNA docelowych wyselekcjonowanych miRNA
Kolorem niebieskim oznaczono mutanta drhli-1 rh46-1 rh40 hodowanego w 22°C, kolorem
pomaranczowym oznaczono mutanta drhl-1 rh46-1 rh40 hodowanego w 16°C. Na osi y
logarytm o podstawie 2, opisujgcy krotnos¢ zmian wzgledem proby kontrolnej. Gwiazdkg
zaznaczono zmiany statystycznie istotne. Stupki bledu przedstawiajq blqd standardowy.

Przeprowadzone analizy w mutancie drhl-1 rh46-1 rh40 pokazuja zmiany w
poziomach dojrzatych czasteczek miRNA. Wykazano, ze u mutanta drhl-1 rh46-1 rh40-1
hodowanego w 22°C podwyzszeniu ulega poziom 23 miRNA, a obnizeniu 18 miRNA w
porownaniu z rosling typu dzikiego. U potrojnego mutanta helikazowego hodowanego w
16°C podwyzszeniu ulega poziom 43 miRNA, a obnizeniu 26 miRNA poréwnaniu z rosling

typu dzikiego.

5.8. Badanie struktury drugorzedowej wyselekcjonowanych pri-miRNA

Opublikowane dane pokazuja, ze struktura prekursorow ma wplyw na wydajnos¢ i1
efektywnos¢ ich obrobki (65-70). W niniejszej pracy zademonstrowano zmiang w
poziomach szeregu dojrzalych miRNA w roslinach drhi-1 rh46-1 rh40-1 bez jednoczesnych
zmian w poziomach kodujacych je pierwotnych transkryptow. Wynik ten moze sugerowac
zaangazowanie helikaz w biogenez¢ miRNA na etapie potranskrypcyjnym. Helikazy z
rodziny DEAD-box zostaly opisane jako biatka opiekuncze RNA wptywajace na ich
strukture (78). W ramach niniejszej pracy postanowiono zatem sprawdzi¢, czy helikazy

DRHI1, RH46 i RH40 maja wplyw na strukture¢ pre-miRNA in vivo. W tym celu
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zoptymalizowano technike celowanego DMS-MaPseq, ktora zostata opisana przez Wanga i
wspotpracownikéw 1 umozliwia zbadanie struktury tylko wybranych RNA (59).
Dwutygodniowe siewki Arabidopsis poddano dziataniu siarczanu (VI) dimetylu (DMS),
ktory metyluje adeniny (A) i cytozyny (C) w jednoniciowych fragmentach RNA, takich jak
petle, wybrzuszenia czy niesparowane zasady. Z roslin tych wyizolowano RNA, a nast¢pnie
przeprowadzono odwrotng transkrypcj¢ z wykorzystaniem odwrotnej transkryptazy
kodowanej przez intron grupy II, ktora w miejsce metylowanych zasad wprowadza
przypadkowe nukleotydy. Do odwrotnej transkrypcji uzyto takze startery komplementarne
do sekwencji wybranych prekursorow. W ten sposob przepisano na cDNA tylko sekwencje
wybranych prekursorow. Przygotowane cDNA wykorzystano do przeprowadzenia reakcji
PCR ponownie uzywajac starterow komplementarnych do sekwencji wybranych
prekursoréw. Otrzymane produkty PCR uzyto do przygotowania bibliotek. Poniewaz
prekursory miRNA wystepuja w komorkach na niskim poziomie skoncentrowano si¢ na
zbadaniu struktury prekursorow, ktére koduja miRNA o podwyzszonym poziomie w
mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1: pre-miR398b, pre-miR398c, pre-miR399¢c, pre-miR399d,
pre-miR827, pre-miR2111a, pre-miR2112 1 pre-miR3434. Ponadto, zdecydowano o
sprawdzeniu struktury pre-miR822, ktérego poziom dojrzatego miRNA jest obnizony w
mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1 hodowanym w 16°C. Do sprawdzenia wybrano takze pre-
miR159b, pre-miR160a, pre-miR166a oraz pre-miR168a. Sa to prekursory, ktérych
sekwencje zostaly zbadane technika DMS-MaPseq 1 zademonstrowane w publikacji Wanga
1 wspolpracownikow (59). Prekursory te wykorzystano jako kontrole przebiegu catej
procedury. Dodatkowo, zdecydowano o zbadaniu struktury mRNA UBQ4, ktéra stanowita
kontrole wykonania eksperymentu wybrang przez Wanga i wspotpracownikow, gdyz poziom
tego transkryptu nie ulega zmianie w roslinie drhl-1 rh46-1 rh40-1.

Prace rozpoczgto od zaprojektowania staterow ukierunkowanych na sekwencje
wyselekcjonowanych prekursorow. Startery zaprojektowano w taki sposob, by flankowaty
rejon spinki do wloséw. Do eksperymentu wykorzystano rosling typu dzikiego oraz mutanta
drhl-1 rh46-1 rh40-1 hodowane w 22°C oraz 16°C. Czg$¢ zebranych roslin poddano
dziataniu DMS, pozostate inkubowano bez dodatku tego odczynnika, co stanowito kontrolg
przeprowadzanego eksperymentu.

Przeprowadzona analiza bioinformatyczna wykazata, ze udato si¢ uzyskac
wystarczajaca liczbe odczytéw dla szesciu z wybranych RNA: mRNA UBQ4, pre-
miRNA160a, pre-miRNA166a, pre-miRNA399c, pre-miRNA2111a oraz pre-miRNA2112.
W sekwencjach wszystkich otrzymanych RNA pochodzacych z prob poddanych dziataniu
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DMS widoczne sg znaczace roznice w poroéwnaniu z probami kontrolnymi, ktore nie zostaty
poddane dziataniu tego odczynnika. Oznacza to, ze DMS efektywnie zmodyfikowat
nukleotydy we fragmentach jednoniciowych RNA, ktore nastgpnie zostaly zastgpione
innymi nukleotydami w czasie odwrotnej transkrypcji. W analizach postuzono si¢ wartoscig
wspotczynnika niedopasowania, ktéry przedstawia liczbg niedopasowanych nukleotydow w
sekwencji w porownaniu z referencyjna sekwencja tego RNA. Wspolczynnik ten przyjmuje
wartosci od 0 do 1, gdzie 0 oznacza, ze nukleotyd w zadnym z odczytéw nie zostal
zastgpiony innym, a 1, ze dany nukleotyd zostat zastagpiony innym w kazdym z otrzymanych
odczytow. W przypadku mRNA UBQ4 nie zaobserwowaliémy znacznych réznic w
wspotczynniku niedopasowania (pomiedzy roslinami typu dzikiego a mutantemdrhl-1
rh46-1 rh40-1 (ryc. 40, ryc. 41). W obu przypadkach tendencje wspolczynnika
niedopasowania pozostaly takie same. Oznacza to, ze struktura tego mRNA nie ulegla
zmianie w ro$linach drhi-1 rh46-1 rh40-1 hodowanych w 22°C oraz 16°C w poréwnaniu z

ro$ling typu dzikiego.

103



UBQ4 - 22 stopnie Celsjusza
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Rycina 40. Wykres przedstawiajqcy wspolczynnik niedopasowania dla mRNA UBQ4 w mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1 hodowanym w 22°C.
Czerwonym kolorem oznaczono wyniki dla roslin typu dzikiego, blekitnym dla roslin drh1-1 rh46-1 rh40-1. Kolorem zielonym i granatowym oznaczono
odpowiednio rosliny typu dzikiego i rosliny drhl-1 rh46-1 rh40-1, ktore nie zostaly poddane dziataniu DMS.

104



UBQ4 - 16 stopni Celsjusza
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Rycina 41. Wykres przedstawiajqcy wspolczynnik niedopasowania dla mRNA UBQ4 w mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1 hodowanym w 16°C.

Czerwonym kolorem oznaczono wyniki dla roslin typu dzikiego, blekitnym dla roslin drh1-1 rh46-1 rh40-1. Kolorem zielonym i granatowym oznaczono
odpowiednio rosliny typu dzikiego i rosliny drhl-1 rh46-1 rh40-1, ktore nie zostaly poddane dziataniu DMS.
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Analize struktury drugorzedowej rozpoczeto od pre-miRNA166a. Poziom dojrzalej
czasteczki miR166a nie ulegal zmianie w mutancie dril-1 rh46-1 rh40-1 w zadnym z
testowanych warunkow temperaturowych w poréwnaniu z rosling typu dzikiego. Struktura
tego prekursora zostala jednak zbadana w publikacji Wanga 1 wspotpracownikow (59) 1
zostata wykorzystana w niniejszym eksperymencie jako dodatkowa kontrola wykonania
eksperymentu. Analiza wspotczynnika niedopasowania po uzyciu DMS w przypadku pre-
miRNA166a nie wykazala wystgpowania znaczacych roznic u potrdjnego mutanta
helikazowego w porownaniu z rosling typu dzikiego, a tendencje modyfikacji nukleotydow
przez DMS zostaly zachowane. Zaobserwowano jedynie niewielkie réznice w czgstotliwosci
modyfikowania niektorych nukleotydow przez DMS w mutancie drhi-1 rh46-1 rh40-1 w
porownaniu z ros$ling typu dzikiego (ryc. 42, ryc. 43). Nastepnie, modelowano struktury
drugorzedowe pre-miRNA166a. W tym celu postuzono si¢ warto$cia reaktywnosci DMS,
czyli znormalizowanym wspotczynnikiem niedopasowania. Przewidziane struktury dla pre-
miRNA166a z rosliny drhi-1 rh46-1 rh40-1 wykazywaly zmiany w pordwnaniu z ro$ling
typu dzikiego w obu warunkach temperaturowych: duzej zmianie ulegata gdérna cze$¢
prekursora umieszczona powyzej 64 nt. Zmianom nie podlegaty fragmenty RNA od 19 do

64 nt oraz od 119 do 163 nt, ktore odpowiadaja trzonowi spinki (ryc. 44, ryc. 45).
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pre-miRNA166A - 22 stopnie Celsjusza
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Rycina 42. Wykres przedstawiajgcy wspotczynnik niedopasowania dla pre-miRNA166a w mutancie drh1-1 rh46-1 rh40-1 hodowanym w 22°C.
Czerwonym kolorem oznaczono wyniki dla roslin typu dzikiego, blekitnym dla roslin drh1-1 rh46-1 rh40-1. Kolorem zielonym i granatowym oznaczono
odpowiednio rosliny typu dzikiego i rosliny drhl-1 rh46-1 rh40-1, ktore nie zostaly poddane dziataniu DMS.
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pre-miRNA166A - 16 stopni Celsjusza
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Rycina 43. Wykres przedstawiajgcy wspotczynnik niedopasowania dla pre-miRNA166a w mutancie drh1-1 rh46-1 rh40-1 hodowanym w 16°C.
Czerwonym kolorem oznaczono wyniki dla roslin typu dzikiego, blekitnym dla roslin drh1-1 rh46-1 rh40-1. Kolorem zielonym i granatowym oznaczono
odpowiednio rosliny typu dzikiego i rosliny drhl-1 rh46-1 rh40-1, ktore nie zostaly poddane dziataniu DMS.
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Rycina 44. Struktura pre-miRNA166a u rosliny typu dzikiego (wt) oraz mutanta drhl-1
rh46-1 rh40-1 hodowanych w 22°C. Struktury modelowano na podstawie danych z
reaktywnosci DMS. Na czerwono i zotto zaznaczono najczesciej modyfikowane przez DMS
nukleotydy: na czerwono oznaczono 5% najczesciej zmienianych nukleotydow, na zZotto
kolejne 25% czesto modyfikowanych nukleotydow. Na niebiesko oznaczono pozostate
adeniny i cytozyny, na szaro guaniny i uracyle, ktore nie sq modyfikowane przez DMS. Na
rozowo zaznaczono sekwencje miRNA, na niebiesko miRNA*.
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Rycina 45. Struktura pre-miRNA166a u rosliny typu dzikiego (wt) oraz mutanta drhl-1
rh46-1 rh40-1 hodowanych w 16°C. Struktury modelowano na podstawie danych z
reaktywnosci DMS. Na czerwono i zotto zaznaczono najczesciej modyfikowane przez DMS
nukleotydy: na czerwono oznaczono 5% najczesciej zmienianych nukleotydow, na zZotto
kolejne 25% czesto modyfikowanych nukleotydow. Na niebiesko oznaczono pozostate

adeniny i cytozyny, na szaro guaniny i uracyle, ktore nie sq modyfikowane przez DMS. Na
rozowo zaznaczono sekwencje miRNA, na niebiesko miRNA*.

110



Nastepnie przeanalizowano wspotczynnik niedopasowania otrzymany po uzyciu DMS
w pre-miRNA160a u roslin typu dzikiego 1 mutanta drhl-1 rh46-1 rh40-1 hodowanych w
22°C116°C. W potr6éjnym mutancie helikazowym hodowanym w 22°C poziom miRNA160*
ulega podwyzszeniu w poréwnaniu z rosling typu dzikiego. U mutanta drhl-1 rh46-1 rh40-
1 hodowanego w 16°C poziom tej czasteczki jest rowniez podwyzszony w pordwnaniu z
rosling typu dzikiego, jednak jest to zmiana nieistotna statystycznie. Struktura pre-
miRNA160a zostata rowniez zbadana przez Wanga i wspoOtpracownikow (59). Analizy
wspotczynnika niedopasowania wykazaty zmiany w czestotliwosci modyfikowania
nukleotydoéw przez DMS w czasteczce pre-miRNA160a szczegodlnie u mutanta drhl-1 rh46-
1 rh40-1 hodowanego w 16°C w poréwnaniu z ros$linami typu dzikiego. Adeniny w
pozycjach 12, 16, 18, 22 oraz 29 nie ulegaly modyfikacjom przez DMS w ro$linie drhl-1
rh46-1 rh40-1, podczas gdy w roslinie typu dzikiego odnotowano czeste modyfikacje tych
nukleotydéw. Dodatkowo, w mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1 zaobserwowano czgste
modyfikacje cytozyn w pozycjach 82 i1 117, ktére w roslinie typu dzikiego nie byly
modyfikowane przez DMS (ryc. 46, ryc. 47). Struktury drugorzgdowe przewidziane na
podstawie danych z reaktywnosci DMS wykazaly wystgpowanie zmian w strukturze w
dolnej czesci spinki prekursora. Pozostate fragmenty prekursora nie ulegaja zmianie w drh -

1 rh46-1 rh40-1 w poroéwnaniu z ro$linami typu dzikiego (ryc. 48, ryc. 49).
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pre-miRNA160OA - 22 stopnie Celsjusza
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Rycina 46. Wykres przedstawiajgcy wspolczynnik niedopasowania w pre-miRNA160a w mutancie drhi1-1 rh46-1 rh40-1 hodowanym w 22°C.
Czerwonym kolorem oznaczono wyniki dla roslin typu dzikiego, blekitnym dla roslin drh1-1 rh46-1 rh40-1. Kolorem zielonym i granatowym oznaczono
odpowiednio rosliny typu dzikiego i rosliny drhl-1 rh46-1 rh40-1, ktore nie zostaly poddane dziataniu DMS.
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pre-miRNA160A - 16 stopni Celsjusza

—— Wt DMS —— drh1-1 rh46-1 rh40-1 DMS —— wt kontrola —— drhl-1 rh46-1 rh40-1 kontrola

0.09

1a

0.064

0.034

Wspdtczynnik niedopasowan

0.001 4 ad oS e o

LIS I N N B L N TTT L TTT T T T 17T T TT UL LI I N N
FaUdk kO dUdh U dhdhUkhdhhdhdhahUhdah VY YRLOUYRYUY R FaROYYdRhaROYRULUYYYSRY QURERVUAR A YR QY K < VokRakRUg CUYUA R UYEE IR VYR USSR QUdkdh ShadhEdr Uk bk
FAMINER RS AN NN ANT N O E g0 (Nmt i on® AN E B2 inmeNohcal iantnemBacimAa el o imuntnend =& weba®ea T Em BB HARN TN OR B G ST AMeN RGOS SN AN SR d
AHAm S A A NG NN NN ™M™ M m eI TN NV AN AL VOO RO R NA PR RA RN 00O P B © @ e 659 a®so o880 ~ddTdAd a4 AN NS~ NNfNamm m@aMmmmn

- SRS I fups fufuiia pu a0 s fa b2 ga g ga P o RRRa R R R R B U U U R RU B

Rycina 47. Wykres przedstawiajgcy wspolczynnik niedopasowania w pre-miRNA160a w mutancie drhi1-1 rh46-1 rh40-1 hodowanym w 16°C.
Czerwonym kolorem oznaczono wyniki dla roslin typu dzikiego, blekitnym dla roslin drh1-1 rh46-1 rh40-1. Kolorem zielonym i granatowym oznaczono
odpowiednio rosliny typu dzikiego i rosliny drhl-1 rh46-1 rh40-1, ktore nie zostaly poddane dziataniu DMS.
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Rycina 48. Struktura pre-miRNA160a u rosliny typu dzikiego (wt) oraz mutanta drhl-1
rh46-1 rh40-1 hodowanych w 22°C. Struktury modelowano na podstawie danych z
reaktywnosci DMS. Na czerwono i zZotto zaznaczono najczesciej modyfikowane przez DMS
nukleotydy: na czerwono oznaczono 5% najczesciej zmienianych nukleotydow, na zotto
kolejne 25% czesto modyfikowanych nukleotydow. Na niebiesko oznaczono pozostate
adeniny i cytozyny; na szaro guaniny i uracyle, ktore nie sqg modyfikowane przez DMS. Na
rozowo zaznaczono sekwencje miRNA, na niebiesko miRNA*.
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Rycina 49. Struktura pre-miRNA160a u rosliny typu dzikiego (wt) oraz mutanta drhl-1
rh46-1 rh40-1 hodowanych w 16°C. Struktury modelowano na podstawie danych z
reaktywnosci DMS. Na czerwono i Zotto zaznaczono najczesciej modyfikowane przez DMS
nukleotydy: na czerwono oznaczono 5% najczesciej zmienianych nukleotydow, na Zotto
kolejne 25% czesto modyfikowanych nukleotydow. Na niebiesko oznaczono pozostate
adeniny i cytozyny; na szaro guaniny i uracyle, ktore nie sq modyfikowane przez DMS. Na
rozowo zaznaczono sekwencje miRNA, na niebiesko miRNA*.
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Nastepnie przeanalizowano wspotczynnik niedopasowania w pre-miRNA399c u ro$lin
typu dzikiego i mutanta drh -1 rh46-1 rh40-1 hodowanych w 22°C i 16°C. Analizy wykazaly
zmiane wspotczynnika niedopasowania w pre-miRNA399c¢ u roslin drhi-1 rh46-1 rh40-1 w
poréwnaniu z roslinami typu dzikiego hodowanych w obu temperaturach. Przyktadowo, u
ro$lin drhi-1 rh46-1 rh40-1 hodowanych w 22°C zaobserwowano wzrost wspotczynnika
niedopasowania we fragmencie obejmujacym trzy cytozyny w pozycjach 117-119. Zmian w
tych pozycjach nie zaobserwowano u roslin typu dzikiego. Oznacza to, ze u mutanta drhl-1
rh46-1 rh40-1 nukleotydy te byty czesto modyfikowane przez DMS, sugerujac, ze wystepuja
one w formie jednoniciowe;j. U roslin typu dzikiego natomiast brak modyfikacji przez DMS
oznacza, ze nukleotydy te byly zwigzane z innymi komplementarnymi zasadami i
wystepowaty we fragmencie dwuniciowym (ryc. 50). Réznice zaobserwowano takze dla
pre-miRNA399c u mutantow drhl-1 rh46-1 rh40-1 hodowanych w 16°C. Zauwazono, ze u
roslin typu dzikiego nukleotydy w pozycjach 17, 20 i 22 sg wydajnie modyfikowane przez
DMS, podczas gdy u mutantdw drhl-1 rh46-1 rh40-1 modyfikacje w tych miejscach nie
wystepowaty. Oznacza to, ze fragment jednoniciowy w pre-miRNA399c¢ przy braku helikaz
ulega przeksztalceniu we fragment dwuniciowy (ryc. 51). Roznice w wartoSciach
wspotczynnika niedopasowania pomiedzy ros$linami typu dzikiego a roslinami drhl-1 rh46-
1 rh40-1 znalazty swoje odzwierciedlenie réwniez w przewidywanych strukturach
drugorzedowych pre-miRNA399c (ryc. 52, ryc. 53). W mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1
hodowanym w obu warunkach temperaturowych mozna zauwazy¢ zmiany w strukturze w
obrebie dupleksu miRNA/miRNA* w poréwnaniu z roslinami typu dzikiego. Ponadto, w
mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1 hodowanym w 22°C zmianie ulegla gorna czes¢ spinki w
poréwnaniu z roslinami typu dzikiego: duza petla koncowa przeksztalcita si¢ w dwie
mniejsze petle. Zmiany tej nie zauwazono u mutanta drhl-1 rh46-1 rh40-1 hodowanego w
16°C. W tym przypadku gorna czgs¢ struktury spinki nie ulegta zmianie w poréwnaniu z

ro$linami typu dzikiego.
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pre-miRNA399C - 22 stopnie Celsjusza
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Rycina 50. Wykres przedstawiajgcy wspolczynnik niedopasowania w pre-miRNA399c w mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1 hodowanym w 22°C.
Czerwonym kolorem oznaczono wyniki dla roslin typu dzikiego, blekitnym dla roslin drh1-1 rh46-1 rh40-1. Kolorem zielonym i granatowym oznaczono
odpowiednio rosliny typu dzikiego i rosliny drhl-1 rh46-1 rh40-1, ktore nie zostaly poddane dziataniu DMS.
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pre-miRNA399C - 16 stopni Celsjusza
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Rycina 51. Wykres przedstawiajgcy wspolczynnik niedopasowania w pre-miRNA399c w mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1 hodowanym w 16°C.
Czerwonym kolorem oznaczono wyniki dla roslin typu dzikiego, blekitnym dla roslin drh1-1 rh46-1 rh40-1. Kolorem zielonym i granatowym oznaczono
odpowiednio rosliny typu dzikiego i rosliny drhl-1 rh46-1 rh40-1, ktore nie zostaly poddane dziataniu DMS.
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Rycina 52. Struktura pre-miRNA399c u rosliny typu dzikiego (wt) oraz mutanta drhl-1
rh46-1 rh40-1 hodowanych w 22°C. Struktury modelowano na podstawie danych z
reaktywnosci DMS. Na czerwono i zZotto zaznaczono najczesciej modyfikowane przez DMS
nukleotydy: na czerwono oznaczono 5% najczesciej zmienianych nukleotydow, na zotto
kolejne 25% czesto modyfikowanych nukleotydow. Na niebiesko oznaczono pozostate
adeniny i cytozyny; na szaro guaniny i uracyle, ktore nie sqg modyfikowane przez DMS. Na
rozowo zaznaczono sekwencje miRNA, na niebiesko miRNA*.
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Rycina 53. Struktura pre-miRNA399c u rosliny typu dzikiego (wt) oraz mutanta drhl-1
rh46-1 rh40-1 hodowanych w 16°C. Struktury modelowano na podstawie danych z
reaktywnosci DMS. Na czerwono i zZotto zaznaczono najczesciej modyfikowane przez DMS
nukleotydy: na czerwono oznaczono 5% najczesciej zmienianych nukleotydow, na zotto
kolejne 25% czesto modyfikowanych nukleotydow. Na niebiesko oznaczono pozostate
adeniny i cytozyny; na szaro guaniny i uracyle, ktore nie sqg modyfikowane przez DMS. Na
rozowo zaznaczono sekwencje miRNA, na niebiesko miRNA*.

120



Przeanalizowano takze wspolczynnik niedopasowania dla pre-miRNA2111a. Analizy
wykazaly wystgpowanie duzych réznic w wspolczynniku niedopasowania pomigdzy
mutantem drhl-1 rh46-1 rh40-1 a rosling typu dzikiego w obu temperaturach. Na przyktad
u rosliny typu dzikiego hodowanej w 22°C nukleotydy w pozycjach 117, 121 oraz 124
ulegaja czestej modyfikacji przez DMS, podczas gdy u mutanta dril-1 rh46-1 rh40-1
nukleotydy te nie s3 modyfikowane wcale. Odwrotng sytuacj¢ mozna zaobserwowac dla
adenin w pozycjach 68-70 oraz cytozyn w pozycjach 53 oraz 134, ktore ulegajg modyfikacji
w mutancie drhil-1 rh46-1 rh40-1, ale nie w ros$linie typu dzikiego (ryc. 54). Zmiany we
wzorcu wspotczynnika niedopasowania sg rowniez znaczne u roslin hodowanych w 16°C:
adeniny w pozycjach 50, 51, 56, 57, 145-148 oraz cytozyny w pozycjach 87 i 134 sg silnie
modyfikowane u ro$liny typu dzikiego, ale nie u mutanta drhl-1 rh46-1 rh40-1 (ryc. 55).
Najwiece] roznic w wspotczynniku niedopasowania zaobserwowano w obrebie trzonu
spinki: u mutanta drhl-1 rh46-1 rh40-1 hodowanego w obu temperaturach wspétczynnik
niedopasowania byl mniejszy niz u rosliny typu dzikiego w rejonie dupleksu
miRNA/miRNA*. W rejonie ponizej dupleksu u mutanta drh -1 rh46-1 rh40-1 odnotowano
natomiast wyzszy wspotczynnik niedopasowania niz u rosliny typu dzikiego. Przewidywane
na podstawie wynikow reaktywnosci DMS struktury drugorzgdowe pre-miRNA2111la
réwniez r6znig si¢ pomig¢dzy rosling typu dzikiego a mutantem drhi-1 rh46-1 rh40-1 w obu
temperaturach. W pre-miRNA211la zmianie ulega fragment powyzej dupleksu
miRNA/miRNA*: zmienia si¢ przede wszystkim wielko$¢ wystepujacej tam petli oraz
liczba 1 dtugo$¢ odchodzacych od niej fragmentoéw dwuniciowych (ryc. 56, ryc. 57).
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Rycina 54. Wykres przedstawiajgcy wspolczynnik niedopasowania w pre-miRNA2111a w mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1 hodowanym w 22°C.
Czerwonym kolorem oznaczono wyniki dla roslin typu dzikiego, blekitnym dla roslin drh1-1 rh46-1 rh40-1. Kolorem zielonym i granatowym oznaczono
odpowiednio rosliny typu dzikiego i rosliny drhl-1 rh46-1 rh40-1, ktore nie zostaly poddane dziataniu DMS.
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pre-miRNA2111la - 16 stopni Celsjusza
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Rycina 55. Wykres przedstawiajgcy wspolczynnik niedopasowania w pre-miRNA2111a w mutancie drh1-1 rh46-1 rh40-1 hodowanym w 16°C.
Czerwonym kolorem oznaczono wyniki dla roslin typu dzikiego, blekitnym dla roslin drh1-1 rh46-1 rh40-1. Kolorem zielonym i granatowym oznaczono
odpowiednio rosliny typu dzikiego i rosliny drhl-1 rh46-1 rh40-1, ktore nie zostaly poddane dziataniu DMS.
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Rycina 56. Struktura pre-miRNA2111a u rosliny typu dzikiego (wt) oraz mutanta drhl-1
rh46-1 rh40-1 hodowanych w 22°C. Struktury modelowano na podstawie danych z
reaktywnosci DMS. Na czerwono i zZotto zaznaczono najczesciej modyfikowane przez DMS
nukleotydy: na czerwono oznaczono 5% najczesciej zmienianych nukleotydow, na zotto
kolejne 25% czesto modyfikowanych nukleotydow. Na niebiesko oznaczono pozostate
adeniny i cytozyny; na szaro guaniny i uracyle, ktore nie sqg modyfikowane przez DMS. Na
rozowo zaznaczono sekwencje miRNA, na niebiesko miRNA*.
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Rycina 57. Struktura pre-miRNA2111a u rosliny typu dzikiego (wt) oraz mutanta drhl-1
rh46-1 rh40-1 hodowanych w 16°C. Struktury modelowano na podstawie danych z
reaktywnosci DMS. Na czerwono i zZotto zaznaczono najczesciej modyfikowane przez DMS
nukleotydy: na czerwono oznaczono 5% najczesciej zmienianych nukleotydow, na zotto
kolejne 25% czesto modyfikowanych nukleotydow. Na niebiesko oznaczono pozostate
adeniny i cytozyny, na szaro guaniny i uracyle, ktore nie sq modyfikowane przez DMS. Na
rozowo zaznaczono sekwencje miRNA, na niebiesko miRNA*.
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Na dalszym etapie prac przeanalizowano wspotczynnik niedopasowania w pre-
miRNA2112. Analizy te wykazaty, ze wspotczynnik niedopasowania w pre-miRNA2112
rozni si¢ pomiedzy rosling typu dzikiego a mutantem drhl-1 rh46-1 rh40-1 pomimo
zachowania zblizonych tendencji. Przyktad stanowi adenina w pozycji 20, ktora u rosliny
typu dzikiego jest modyfikowana kilkukrotnie czg¢éciej niz u mutanta drhl-1 rh46-1 rh40-1
hodowanego w 22°C (ryc. 58). Podobny wynik uzyskano dla cytozyn w pozycjach 83 i 88
oraz adeniny w pozycji 188. Adeniny w pozycjach 56 oraz 68 s3 natomiast czesciej
modyfikowane w potréjnym mutancie helikazowym niz w roslinie typu dzikiego (ryc. 58).
Dodatkowo, zblizony efekt uzyskano dla ro§lin hodowanych w 16°C (ryc. 59): wspotczynnik
niedopasowania wykazuje te same tendencje u rosliny typu dzikiego i mutanta drhi-1 rh46-
1 rh40-1. Ciekawymi przykladami sg jednak adeniny w pozycjach 26-28, ktore
modyfikacjom przez DMS ulegaja tylko w roslinie typu dzikiego oraz adenia w pozycji 186
modyfikowana jedynie w potréjnym mutancie helikazowym. Roznice te sugeruja
wystepowanie zmian w strukturze pre-miRNA2112 spowodowane brakiem helikaz.
Struktury drugorzgdowe pre-miRNA2112 przewidywane na podstawie analiz reaktywnosci
DMS wskazuja na wystepowanie zmian w strukturze tego prekursora u mutanta drh -1 rh46-
1 rh40-1 w porownaniu z ros$ling typu dzikiego hodowanych w obu temperaturach. U
mutanta drhl-1 rh46-1 rh40-1 hodowanego w 22°C mozna zaobserwowac obecno$¢
niewielkiego fragmentu dwuniciowego w obrgbie petli koncowej, ktory jest nieobecny u
ro$lin typu dzikiego (ryc. 60). U mutanta drhl-1 rh46-1 rh40-1 hodowanego w 16°C
zauwazono natomiast zwigkszenie liczby niesparowanych nukleotydow w obrgbie trzonu
spinki do wlosow w poréwnaniu z rosling typu dzikiego. Dodatkowo, u mutanta drhl-1
rh46-1 rh40-1 hodowanego w 16°C mozna zaobserwowac¢ odtworzenie duzej petli koncowe;j
obecnej w roslinie typu dzikiego hodowanej w 22°C, ktora u roslin typu dzikiego w 16°C
ulega przeksztalceniu w kilka mniejszych petli polaczonych krétkim odcinkiem

dwuniciowym (ryc. 61).
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Rycina 58. Wykres przedstawiajgcy wspolczynnik niedopasowania w pre-miRNA2112 w mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1 hodowanym w 22°C.
Czerwonym kolorem oznaczono wyniki dla roslin typu dzikiego, blekitnym dla roslin drh1-1 rh46-1 rh40-1. Kolorem zielonym i granatowym oznaczono
odpowiednio rosliny typu dzikiego i rosliny drhl-1 rh46-1 rh40-1, ktore nie zostaly poddane dziataniu DMS.
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pre-miRNA2112 - 16 stopni Celsjusza
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Rycina 59. Wykres przedstawiajgcy wspolczynnik niedopasowania w pre-miRNA2112 w mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1 hodowanym w 16°C.
Czerwonym kolorem oznaczono wyniki dla roslin typu dzikiego, blekitnym dla roslin drh1-1 rh46-1 rh40-1. Kolorem zielonym i granatowym oznaczono

odpowiednio rosliny typu dzikiego i rosliny drhl-1 rh46-1 rh40-1, ktore nie zostaly poddane dziataniu DMS.
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Rycina 60. Struktura pre-miRNA2112 u rosliny typu dzikiego (wt) oraz mutanta drhl-1
rh46-1 rh40-1 hodowanych w 22°C. Struktury modelowano na podstawie danych z
reaktywnosci DMS. Na czerwono i zZotto zaznaczono najczesciej modyfikowane przez DMS
nukleotydy: na czerwono oznaczono 5% najczesciej zmienianych nukleotydow, na zZotto
kolejne 25% czesto modyfikowanych nukleotydow. Na niebiesko oznaczono pozostate
adeniny i cytozyny; na szaro guaniny i uracyle, ktore nie sqg modyfikowane przez DMS. Na
rozowo zaznaczono sekwencje miRNA, na niebiesko miRNA*.
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Rycina 61. Struktura pre-miRNA2112 u rosliny typu dzikiego (wt) oraz mutanta drhl-1
rh46-1 rh40-1 hodowanych w 16°C. Struktury modelowano na podstawie danych z
reaktywnosci DMS. Na czerwono i Zotto zaznaczono najczesciej modyfikowane przez DMS
nukleotydy: na czerwono oznaczono 5% najczesciej zmienianych nukleotydow, na Zotto
kolejne 25% czesto modyfikowanych nukleotydow. Na niebiesko oznaczono pozostate
adeniny i cytozyny; na szaro guaniny i uracyle, ktore nie sq modyfikowane przez DMS. Na
rozowo zaznaczono sekwencje miRNA, na niebiesko miRNA*.

Podsumowujac, w ramach niniejszej pracy zoptymalizowano zlozonag technike
celowanego DMS-MaPseq pozwalajaca na zbadanie struktury drugorzedowe;j

wyselekcjonowanych czasteczek RNA. Podczas eksperymentu udato si¢ pomyslnie
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amplifikowaé sekwencj¢ pigciu prekursoréw. Analizy wykazaty, ze brak DRH1, RH46 i
RH40 powoduje wystepowanie zmian w strukturze kazdego z uzyskanych pri-miRNA.
Badania nad strukturami drugorzedowymi prekursorow miRNA bedg jednak dalej
kontynuowane, gdyz przedstawione wyniki pochodzg z jednego tylko powtorzenia
biologicznego.

5.9. Wplyw badanych helikaz na ekspresj¢ genow zaangazowanych w odpowiedz
rosliny na niedobor fosforanéw

Podczas analizy miRNA, ktérych poziom zmienit si¢ istotnie w mutancie drhl-1 rh46-1
rh40-1 w obu warunkach temperaturowych zaobserwowano, ze znaczna cz¢$¢ miRNA o
podwyzszonej akumulacji to miRNA zaangazowane w odpowiedZ na stres niedoboru
fosforanéw. Naleza do nich miR399d, miR399a, miR399f, miR2111a, miR2111b, miR399c¢
1 miR399b, ktorych poziom, jak pokazano wczes$niej, wzrasta w warunkach niedoboru
fosforanéw zaréwno w korzeniu, jak i pgdzie, oraz miR827 ulegajacy akumulacji tylko w
pedzie. (14) Ponadto, w roSlinie drhl-1 rh46-1 rh40-1 wzrastaja takze poziomy tych
miRNA, ktorych poziom obniza si¢ w warunkach niedoboru fosforanéw. Sa to: miR398b i
miR398c¢, ulegajace obnizeniu zarbwno w korzeniu, jak i pedzie, miR395b, miR395c i
miR395f, ktérych poziom spada tylko w korzeniu, oraz miR398a, ktérego poziom obniza
si¢ tylko w pedzie (14). Przeanalizowano takze poziomy prekursorow tych miRNA, ktore
akumulujg si¢ w mutancie dril-1 rh46-1 rh40-1 1 sa zaangazowane w odpowiedz rosliny na
stres niedoboru fosforanéw. Poziomy pri-miRNA398b 1 pri-miRNA398c nie zmienity si¢ w
poréwnaniu z rosling typu dzikiego u mutanta drhi-1 rh46-1 rh40-1 hodowanego w 22°C .
Jednakze u mutanta badanych helikaz hodowanego w warunkach obnizonej temperatury
zaobserwowano wzrost poziomu tych prekursorow. W przypadku pri-miRNA399c, pri-
miRNA399d i pri-miRNA399f odnotowano natomiast utrzymanie zblizonych do rosliny
typu dzikiego poziomoéw tych czasteczek u mutanta hodowanego w obu temperaturach.

Szczegotowe wyniki tych analiz przedstawiono w rozdziale 5.7.

Nastepnie sprawdzono poziomy docelowych mRNA tych czgsteczek miRNA, ktore sg
zaangazowane w reakcje rosliny na stres niedoboru fosforanow, a ich poziom wzrdost w
mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1 w porownaniu z ro$ling typu dzikiego. Przeanalizowano
zatem poziom PHO2 oraz NLA, ktorych poziom jest kontrolowany odpowiednio przez
miRNA z rodziny miRNA399 oraz miRNAS827. Analizy wykazaty, ze poziomy PHO2 i NLA
nie zmienity si¢ w mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1 w obu warunkach temperaturowych w

poréwnaniu z ro$ling typu dzikiego. Podwyzszony poziom miRNA399 przy jednoczesnym
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braku zmian w poziomie PHO2 zasugerowat sprawdzenie poziomu IPS1 oraz At4, ktore sg
czasteczkami wigzacymi komplementarny do nich miRNA399 i blokujacymi ich aktywno$é
(22). Poziomy obu tych transkryptow nie ulegly zmianie w mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1
hodowanym w 22°C w porownaniu z rosling typu dzikiego. W roslinach drh -1 rh46-1 rh40-
I hodowanych w 16°C, poziomy IPS1 i At4 byly natomiast istotnie statystycznie

podwyzszone w poréwnaniu z rosling typu dzikiego (ryc. 62).

*

2,5

1.5

0,: I i — | !

PHO2 J. MNLA J_ IPS1 Atd

Logarytm o podstawie 2 z krotnosci zmiany

-0,5
W22°C m16°C

Rycina 62. Poziomy PHO2, NLA, IPS1 i At4 w drh1-1 rh46-1 rh40-1 hodowanym w 22°C
oraz 16°C w poréwnaniu z rosling typu dzikiego. Kolorem niebieskim zaznaczono drhl-1
rh46-1 rh40-1 hodowanego w 22°C, kolorem pomaranczowym zaznaczono drhl-1 rh46-1
rh40-1 hodowanego w 16°C. Na osi y zaznaczono logarytm o podstawie 2, opisujgcy
krotnos¢ zmian wzgledem proby kontrolnej. Gwiazdkq zaznaczono zmiany istotne
statystycznie. Stupki bledu przedstawiajq blgd standardowy.

Podczas analizy liczby odczytow dla IPS1 oraz At4 w roslinach typu dzikiego 1
potrdjnych mutantéw helikazowych zauwazono jednak, ze ekspresja IPS1 oraz At4 u ro$liny
typu dzikiego hodowanej w 16°C jest bardzo niska. Obnizenie poziomow IPS1 i At4 bylo
takze zauwazalne u mutanta drhl-1 rh46-1 rh40-1 hodowanego w 16°C, jednak liczba
transkryptow w tych roslinach byta wyzsza niz u roslin typu dzikiego (ryc. 63, ryc. 64).
Poskutkowalo to bledng interpretacja uzyskanego wyniku, sugerujaca na znaczy wzrost
ekspresji [IPS1 1 At4 w potréjnym mutancie helikazowym. Liczba odczytow dla IPS1 i At4
w ro$linach drhi-1 rh46-1 rh40-1 hodowanych w 16°C byla jednak duzo nizsza niz u roslin
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typu dzikiego i1 potrdjnych mutantéw helikazowych hodowanych w standardowych
warunkach hodowli (22°C).

. _.“._‘ 22°C

drh1-1 rh46-1 rh40-1

wt

drh1-1 rh46-1 rh40-1
— et e S ————— .

Rycina 63. Profil odpowiadajgcy odczytom w rejonie genu AT3G09922 kodujgcego IPS1
(na podstawie przeglgdarki genomowej IGV). Profile transkrypcji przygotowane w
przeglgdarce IGV, z wykorzystaniem normalizowanych odczytow sekwencjonowania RPM
rosliny typu dzikiego (zielony profil ekspresji) i potrojnego mutanta drhl-1 rh46-1 rh40-1
(czerwony profil ekspresji) hodowanych w 22°C i 16°C.

wi

22°C
wit

16°C

drhi1-1 rh46-1 rh40-1
P—— NSRS S

Rycina 64. Profil odpowiadajgcy odczytom w rejonie genu AT5G03545 kodujgcego At4
(na podstawie przeglgdarki genomowej IGV). Profile transkrypcji przygotowane w
przeglgdarce IGV, z wykorzystaniem normalizowanych odczytow sekwencjonowania RPM
rosliny typu dzikiego (zielony profil ekspresji) i potrojnego mutanta drhl-1 rh46-1 rh40-1
(czerwony profil ekspresji) hodowanych w 22°C i 16°C.

Zebrane wyniki pokazuja, ze brak DRH1, RH46 i RH40 powoduje akumulacj¢ miRNA
zaangazowanych w reakcje¢ ro$liny na niedobor fosforanow. Jednoczesnie nie
zaobserwowano zmian w poziomach docelowych mRNA tych miRNA. Zmianie nie ulega
takze poziom IPS1 oraz At4, ktore wigza czasteczki z rodziny miRNA399, bedacej

najbardziej wrazliwg na niedobory fosforanéw rodzing miRNA.
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6. Dyskusja

6.1. DRH1 jest zasocjowane z czynnikami zaangazowanymi w biogenez¢ miRNA

W celu lepszego zrozumienia roli helikazy DRH1 wykonano analize biatek oddziatujacych
z t3 helikaza. Za pomocg przeciwcial anty-GFP wytragcono z ekstraktu biatkowego biatko
fuzyjne GFP-DRHI, a nastepnie zidentyfikowano biatka, ktore si¢ z DRH1 wytracity. Do
tej pory interaktom helikazy DRHI1 nie byl scharakteryzowany. Wczesniej pokazano, ze
DRHI1 oddziatuje z biatkiem NUP107 stanowigcym czes¢ nukleopora NUP107-160 (93)
oraz biatkiem UPF1 zaangazowanym w degradacj¢ RNA w szlaku NMD (94). W niniejszej
pracy zbadano interaktom helikazy DRHI1 i przeanalizowano oddzialywania z wybranymi

biatkami.

Analizy wykazaty, ze helikaza DRHI1 wystepuje w kompleksach z biatkami
zaangazowanymi w biogeneze¢ miRNA: CPL1, CDC5, GRP7, HESOI1, SE oraz AGOI1.
Kazde z tych biatek jest zaangazowane w obrébke miRNA na r6znym jej etapie. CPLI jest
fosfataza defosforylujaca seryny zlokalizowane w domenach wiazacych dsRNA biatka
HYL1. Defosforylacja HYL1 jest niezbedna dla jego prawidtowego dziatania w biogenezie
miRNA. CPL1 nie oddziatluje bezposrednio z HYL1, a kontaktuje si¢ z nim poprzez biatko
SE, ktore stanowi platforme dla przejsciowej interakcji CPL1-HYLI1 (98). Dodatkowo,
CPL1 defosforyluje réwniez seryne 5 w domenie CTD RNAPII (97), przez co wplywa na
przebieg transkrypcji przeprowadzanej przez RNAPII, a takze moduluje procesy zwigzane
z obrobka pre-mRNA (97). Asocjacja DRH1 z CPL1 1 bezposrednie oddziatywanie z SE
sugeruje, ze DRH1 jest obecne w trakcie defosforylacji HYLI, czyli jest zwigzane z
Mikroprocesorem od samego poczatku jego formowania. Dodatkowo, jak pokazano w tej
rozprawie doktorskiej, DRH1 oddziatuje bezposrednio z domeng CTD RNAPIIL. Wspdlnie z
DRHI1 wspotwytraca si¢ takze biatko CDCS, ktore oddziatuje z RNAPII oraz promotorami
genow MIR 1 reguluje wigzanie rejonow promotorowych przez RNAPII (99). Zebrane
wyniki wskazuja, ze DRH1 moze by¢ zwigzane z RNAPII juz od wczesnych etapow
transkrypcji 1 towarzyszy jej podczas elongacji 1 terminacji, niezaleznie od stopnia
fosforylacji domeny CTD RNAPII. Hipoteze t¢ wspiera fakt, ze wsrod bialek
wspotoczyszczonych z DRHI1 zidentyfikowano takze biatko NRPB2, ktore jest druga
najwigkszg podjednostkg RNAPII.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze helikaza DRH1 moze by¢ takze aktywna na etapie
potranskrypcyjnym, gdyz kolejnym wspotoczyszczonym z helikazag DRHI1 czynnikiem
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zaangazowanym w biogenez¢ miRNA jest biatko GRP7. GRP7 wplywa na obrdobke
prekursoréw miRNA poprzez zaangazowanie w splicing pri-miRNA (100). Ponadto, bierze
udziat w splicingu alternatywnym mRNA (106). Obserwacja DRH1 z GRP7 pozwala na
wysnucie przypuszczenia, ze helikaza DRHI1 jest zaangazowana nie tylko w splicing pri-
miRNA, ale takze mRNA, jako ze ws$rod wspotwytraconych z DRHI1 bialek
zidentyfikowano réwniez takie, ktore sg powigzane funkcjonalnie ze splicingiem mRNA
(m.in. BRR2A PRP8A, U1-70K). Ponadto, takg hipoteze moze potwierdza¢ obserwacja, ze
w mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1 odnotowano kilkadziesigt zmian splicingowych w pre-
mRNA. Wsrdd biatek wspotwytraconych z DRHI1 jest takze HESO1 bedace 3’ terminalng
transferazg urydylowa. Biatko to dodaje nukleotydy urydylowe do niemetylowanych 3’
koncéw miRNA, co destabilizuje te czasteczki i prowadzi do ich degradacji (101, 102).
HESO1 dziala juz wigc na etapie, gdy prekursor ulegl calkowitej obrobce, a dupleks
miRNA/miRNA* zostal uwolniony. Asocjacja DRH1 z HESOI1 sugeruje, ze helikaza ta
odgrywa rol¢ rOwniez 1 na tym etapie zycia czasteczki RNA, bedac obecng podczas procesu

wyznaczania miRNA do degradacji.

6.2. DRH1 oddzialuje z SERRATE
W niniejszej pracy pokazano, ze helikaza DRH1 oddziatuje bezposrednio z biatkiem SE. SE

jest duzym bialkiem (81 kDa) o zlozonej architekturze (zawiera trzy wysoce
ustrukturyzowane domeny oraz dwa nieustrukturyzowane rejony, N- 1 C-koncowy) (40).
Taka budowa umozliwia SE oddziatywanie z r6znorodnymi biatkami zaangazowanymi w
metabolizm RNA (51). Do tej pory zidentyfikowano ponad 50 r6znych bialek bezposrednio
oddziatujacych z SE (45). Wiele z tych interaktoréw zaangazowanych jest w transkrypcje,
splicing, poliadenylacje czy biogeneze miRNA, sugerujac, ze SE moze koordynowac
obrobke transkryptow RNAPII. Ponadto, SE oddziatuje z czynnikami zaangazowanymi w
degradacje RNA: 5’ egzonukleazami XRN oraz podjednostkami kompleksu NEXT (51, 107,
108). Wynik ten $wiadczy o tym, ze SE moze decydowac o losie czasteczki RNA 1 kierowaé
ja do degradacji, badz dalszej obrobki. Uzyskane w ramach mojej pracy wyniki wskazuja,
ze DRHI1 rowniez jest zasocjowane z duzg liczbg biatek, w tym z XRN2/3 oraz ZCCHCSA
1 RBM7, czyli podjednostkami kompleksu NEXT. Wynik ten wskazuje, ze DRH1 pelni role
w degradacji RNA, w tym rowniez pri-miRNA. Mozliwym jest takze, Ze te powigzania nie
wynikaja z bezposredniego oddziatywania tych biatek z DRH1, a z oddziatywania z SE, z
ktorym DRH1 oddziatuje bezposrednio. W takim przypadku to SE stanowi¢ moze platforme
sprowadzajaca kolejne kompleksy biatkowe do transkryptu zwigzanego przez DRH1. SE
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wigze geny MIR oraz oddziatuje z RNAPII (poprzez bialko wspomagajace Ul snRNP
PRP40a/b (PRE-MRNA PROCESSING PROTEIN 40a/b)) (109), a takze z biatkami CPL1
(98), CDCS5 (99), NOT2a/b (110) 1 Elongatorem (111). Prawdopodobnym jest zatem, ze to
SE sprowadza DRH1 do genéw MIR, umozliwiajac DRH1 zwigzanie domeny CTD RNAPII.
Co wigcej, samo DRH1, podobnie jak inne helikazy z rodziny DEAD-box, nie wykazuje
specyficznosci sekwencji. Mozliwym jest, ze wplyw na wybor czasteczki RNA, ktora
zostanie zwigzana przez DRH1 ma bezposrednio biatko SE lub ktéres z licznych biatek

oddziatujacych z DRHI.

Asocjacja helikazy DRHI1 z bialkami zaangazowanymi w rdzne etapy biogenezy
miRNA oraz bezposrednie oddzialywanie z biatkiem SE, ktére stanowi kluczowy czynnik
koordynujacy przebieg proceséw zwigzanych z dojrzewaniem RNA, $wiadczy o tym, ze
helikaza DRH1 jest zwigzana z prekursorem od samego poczatku jego powstania. Poprzez
oddziatywanie z domeng CTD RNAPII oraz asocjacj¢ z NRPB2, DRH1 moze wptywac na
struktur¢ nawet niewielkich fragmentow §wiezo powstalego transkryptu i dziata¢ jeszcze w
czasie trwania transkrypcji, powodujac w ten sposdb powstanie struktur wptywajacych na
przebieg kolejnych etapéw dojrzewania RNA. Asocjacja z biatkami stanowigcymi
podjednostki kompleksow zaangazowanych w kazdy etap przetwarzania RNA nasuwa mysl,
ze DRH1 moze by¢ przekazywany kolejnym kompleksom, ktore sg $cisle zwigzane z RNA.
Dzigki temu DRH1 pozostaje blisko dojrzewajacego transkryptu i moze wplywac na jego

strukturg w réznych fragmentach i1 na kazdym etapie jego obrobki.

6.3. DRH1 oddzialuje z ARGONAUTEI1
W niniejszej pracy wykazano takze, ze DRH1 bezposrednio oddziatuje z biatkiem AGO1: w

eksperymencie  koimmunoprecypitacji, AGO1 stanowilo jedno z najczeSciej
wspotoczyszczanych z DRHI bialtek, a analiza FRET-FLIM potwierdzila bezposrednios¢
tego oddzialywania. AGO1 jest zaangazowane w proces potranskrypcyjnego wyciszania
ekspresji gendw. Wspolnie z miRNA tworzy indukowany przez RNA kompleks wyciszajacy
(ang. RNA-induced silencing complex, RISC), ktory wyszukuje komplementarne do miRNA
czasteczki mRNA 1 przeprowadza ich cigcie lub hamuje transkrypcje (31). Pokazano, ze
ludzki homolog helikazy DRH1, biatko DDXS5, rozplata dupleks miRNA/miRNA* let-7 1
utatwia fadowanie dojrzatej czasteczki na AGO2 (85). Dodatkowo pokazano, ze akumulacja
miRNA spowodowana obnizonym poziomem DDXS5, nie prowadzi do obniZenia poziomow
ich transkryptow docelowych. Wynik ten sugeruje, ze DDXS5 jest niezb¢dne dla
prawidlowego dziatania RISC (112). Mozliwe jest, ze DRH1 u Arabidopsis peini podobng
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role do ludzkiego DDXS5. Asocjacja z biatkami zaangazowanymi w r6zne etapy metabolizmu
RNA oraz SE sugeruja, ze DRHI1 towarzyszy prekursorowi podczas obrobki, az do
uwolnienia dupleksu miRNA/miRNA*. Nastepnie DRH1 moze, podobnie jak DDXS5,
rozplata¢ dupleks 1 przekazywac dojrzatg czasteczke miRNA na AGO1, pomagajac tym
samym w uformowaniu kompleksu RISC. Przeprowadzona w ramach niniejszej pracy
analiza transkryptomu mutanta drhl-1 rh46-1 rh40-1 za pomoca wysokoprzepustowego
sekwencjonowania nowej generacji (Illumina) wykazata, ze poziomy wielu docelowych
mRNA rozpoznawanych przez miRNA, ktorych pozom wzrost, nie ulegaja obnizeniu. Moze
to $wiadczy¢ o niewydajnym tadowaniu tych miRNA na AGO1 i nieformowaniu aktywnego
kompleksu RISC spowodowanym brakiem helikaz DRH1, RH46 i RH40. Ta interesujaca
hipoteza wymaga jednak dalszych badan.

W 2018 roku, Bologna i wspdlpracownicy pokazali, ze miRNA sg transportowane
do cytoplazmy w kompleksie z biatkiem AGO1. Zwigzanie przez AGO1 metylowanego
miRNA powoduje zmiane konformacji tego biatka, a w konsekwencji odstonigcie sygnatu
eksportu z jadra komérkowego (ang. nuclear export signal, NES), rozpoznawanego przez
wysoce zakonserwowane biatko CRM1/EXPORTINI, ktore umozliwia eksport kompleksu
AGO1:miRNA zjadra do cytoplazmy (32). DRH1 oddziatuje bezposrednio z komponentami
kompleksu nukleopora NUP107-160. Ponadto, u mutanta drhl-I zaobserwowano
akumulacje mRNA w jadrze komérkowym (93). Dane te wskazuja, ze DRH1 bierze udziat
w transporcie czasteczek RNA z jadra do cytoplazmy. Mozliwym jest zatem, ze DRH1 jest
zaangazowane takze w eksport kompleksu AGO1:miRNA poprzez oddzialywanie z AGO1
1 biatkami budujacymi nukleopory.

6.4. Wplyw helikaz DRH1, RH46 i RH40 na biogenez¢ miRNA
W celu zbadania wplywu helikaz DRHI1, RH46 1 RH40 na biogenez¢ miRNA

przeprowadzono sekwencjonowanie NGS matych RNA. Do analiz uzyto rosliny typu
dzikiego oraz mutanta drhil-1 rh46-1 rh40-1 hodowane w 22°C oraz 16°C. Analizy
wykazaty zmiang w poziomie 41 miRNA u mutantéw hodowanych w 22°C oraz zmian¢ w
poziomie 69 miRNA u mutantow hodowanych w 16°C. Wynik ten wskazuje, ze DRHI,
RH46 1 RH40 s3 wczes$niej nieopisanymi regulatorami biogenezy czgsci miRNA. Wzrost
liczby miRNA o zmienionym poziomie u mutantéw hodowanych w 16°C w poréwnaniu z
tymi hodowanymi w 22°C sugeruje z kolei wzmocnienie efektu braku helikaz w obniZonej
temperaturze. Co ciekawe, obnizenie temperatury spowodowato znaczny wzrost liczby

miRNA, ktore w mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1 sa akumulowane: u mutantow hodowanych
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w 16°C byto ich 43, podczas gdy u roslin hodowanych w 22°C byto ich o 20 mniej. U
mutantdw hodowanych w 16°C liczba miRNA, ktorych poziom ulegt obnizeniu (26 miRNA)
wzrosta tylko o osiem miRNA w porownaniu z mutantami hodowanymi w 22°C (18
miRNA). Wynik ten jest niezwykle interesujacy, jesli wzig¢ pod uwage reakcje mutantow
czynnikdw bioracych udzial w pierwszych etapach biogenezy miRNA (SE, HYL1) na
obnizong temperature: u se-3 i hyll-2 nastepuje przywrocenie poziomow dojrzatych miRNA
do poziomow porownywalnych do roslin typu dzikiego. Natomiast u mutantow czynnikow
dziatajgcych w pozniejszych etapach biogenezy miRNA po uzyskaniu dupleksu
miRNA/miRNA* (agol-25, henl-5) poziomy miRNA w nizszej temperaturze nie ulegaja
zmianie (113). Dane te sugerujg wystepowanie odrgbnego mechanizmu dziatania DRHI1,

RH46 i RH40 na przebieg biogenezy miRNA.

Analizy poziomoéw prekursoréw wybranych miRNA (pri-miR399c, pri-miR399d,
pri-miR399f) wykazaty brak zmian w ich poziomach w mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1 w
obu warunkach temperaturowych pomimo wzrostu pozioméw dojrzatych miRNA w tych
ros$linach. Wskazuje to na wplyw DRH1, RH46 1 RH40 na biogeneze tych miRNA na etapie
potranskrypcyjnym. Fakt, ze podobny efekt zaobserwowano u kilku cztonkéw tej same;j
rodziny miRNA §wiadczy o wystepowaniu wspdlnego mechanizmu regulacji ekspresji tych
miRNA przez DRHI1, RH46 1 RH40. Zupelnie inny wynik otrzymano dla prekursorow z
rodziny miRNA398: u mutanta drh -1 rh46-1 rh40-1 hodowanego w 16°C zaobserwowano
podwyzszenie poziomow pri-miRNA398b 1 pri-miRNA398c. Poziom dojrzatego
miRNA398b byt podwyzszony u rosliny drhi-1 rh46-1 rh40-1 hodowanej w 22°C 1 16°C,,
ale w sposob nieistotny statystycznie. Podobny wynik otrzymano dla miRNA398c u
potrdjnego mutanta helikazowego hodowanego w standardowych warunkach. Jednakze
poziom tej czasteczki byt statystycznie istotnie podwyzszony u mutanta drhl-1 rh46-1 rh40-
I hodowanego w 16°C. Jednocze$nie poziom pri-miRNA398b i pri-miRNA398c jest
podwyzszony u mutanta drhl-1 rh46-1 rh40-1 hodowanego w obu warunkach
temperaturowych, co wskazuje na zaangazowanie badanych helikaz w transkrypcje miRNA
z rodziny miRNA398. Podsumowujac, zebrane dotychczas dane sugeruja, ze DRH, RH46 1
RH40 sa negatywnymi regulatorami biogenezy cze$ci miRNA, a mechanizm ich dzialania
jest odmienny dla réznych rodzin miRNA. W Zaktadzie Ekspresji Genéw badania nad
mechanizmem dziatania DRHI1, RH46 1 RH40 w czasie dojrzewania miRNA beda

kontynuowane.
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6.5. Wplyw helikaz DRH1, RH46 i RH40 na transkryptom

Wysokoprzepustowe sekwencjonowanie nowej generacji transkryptomu wykazato, ze brak
helikaz DRH1, RH46 i RH40 powoduje zmiang ekspresji 2877 gendéw u roslin hodowanych
w 22°C oraz 3782 gendw u roslin hodowanych w 16°C. Poziom ekspresji niemal potowy z
tych genéw byl obnizony, a drugiej podwyzszony w potréjnym mutancie helikazowym w
obu temperaturach. Zmiany w poziomie ekspresji genow w mutancie dril-1 rh46-1 rh40-1
sugeruja wptyw badanych helikaz na poziom transkryptéw na dwa sposoby: (i) DRHI,
RH46 i RH40 moga bezposrednio regulowaé transkrypcje tych genow lub (ii) dziata¢ na
strukture powstajacego transkryptu wplywajac w ten sposob na przebieg kolejnych etapow
ich obrobki. Na podstawie obecnie posiadanych danych trudno ocenié, na ktorym z etapow
metabolizmu RNA badane helikazy sg aktywne. Ponadto, 959 gen6w o zmienionej ekspresji
jest wspdlnych dla obu warunkéw temperaturowych. Wynik ten sugeruje, ze badane helikazy
wplywaja na ekspresje tych gendw niezaleznie od temperatury otoczenia. W przypadku
pozostatych gendw o zmienionej ekspresji, zaobserwowano, ze ich poziom zmienia si¢ tylko
w jednym z zastosowanych warunkow temperaturowych. Wiadomym jest, ze zaleznie od
temperatury otoczenia, RNA moze przyjmowac inng struktur¢ drugorzedowa. Mozliwym
jest zatem, ze wptyw helikaz na ekspresje niektorych gendw jest zalezny od przyjetej przez
powstaty transkrypt struktury, ktorg badana helikaza moze lub tez nie rozple$¢. By zbadaé
te przypuszczenia przeprowadzono eksperyment DMS-MaPseq dla catego transkryptomu.
Biblioteki RNA zostaly juz przygotowane. Analiza wynikow wysokoprzepustowego
sekwencjonowania nowej generacji, ktora zostanie przeprowadzona wkrotce, wykaze czy w
strukturze transkryptow o zmienionym poziomie ekspresji w mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-

1 wystepuja zmiany.

Dane uzyskane z sekwencjonowania nowej generacji zostaly wykorzystane takze do
analizy splicingu. Badanie tego procesu wykazato niewielki wptyw DRH1, RH46 1 RH40
na przebieg sktadania genu. Wykryto wystgpowanie zmian splicingowych w 55 mRNA u
mutanta drhl-1 rh46-1 rh40-1 hodowanego w 22°C oraz 62 mRNA u mutanta drhl-1 rh46-
1 rh40-1 hodowanego w 16°C w pordwnaniu z rosling typu dzikiego. Najczescie]
pojawiajacym si¢ zdarzeniem splicingowym u mutanta dril-1 rh46-1 rh40-1 jest
zatrzymanie intronéw. Mozliwe, ze badane helikazy powoduja przyjecie przez transkrypt
odpowiedniej struktury umozliwiajacej wyciecie intronu. Nalezy jednak pamigtaé, ze mata
liczba odnotowanych zmian w splicingu moze wynikac z szybkiej degradacji niepoprawnie

ztozonych transkryptow. W celu wykluczenia takiej mozliwos$ci nalezatoby przeprowadzi¢
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analiz¢ splicingu przy zahamowanym dziataniu maszynerii degradacyjnej, na przyktad
poprzez przygotowanie mutanta, w ktorym oprocz helikaz nie powstaje takze biatko HEN2,
bedace czescig kompleksu NEXT. Ponadto, jak pokazaty wyniki koimmunoprecypitacji,
DRHI jest zasocjowane z biatkami zaangazowanymi w splicing. Sposrod kilku z tych biatek
najciekawszymi wydaja si¢ BRR2A oraz PRP8. Oba bialka sg kluczowe dla prawidtowego
przebiegu splicingu. BRR2A jest zalezng od ATP helikazg RNA, ktora stanowi integralny
sktadnik U5 snRNP wymaganego do aktywacji spliceosomu (114). PRP8 natomiast jest
podstawowym sktadnikiem spliceosomu, ktory reguluje u roslin splicing RNA COOLAIR,
dlugiego niekodujacego RNA, blokujacego ekspresie FLOWERING LOCUS C (FLC)
podczas ekspozycji rosliny na zimno (115). Innym powodem niewielkiej liczby zmian w
splicingu w badanym mutancie moze by¢ fakt wystepowania bardzo wielu helikaz typu
DEAD-box, ktéore w przypadku regulacji splicingu moga si¢ latwiej zastgpowaé niz w
przypadku regulacji innych proceséw. Podsumowujac, otrzymane wyniki wskazuja na udziat
badanych helikaz w splicingu tylko niewielkiej, wyselekcjonowanej grupy transkryptow.

Mechanizm ich dziatania wymaga jednak dalszych analiz.

6.6. Wplyw helikaz DRH1, RH46 i RH40 na struktur¢ pre-miRNA
W 2018 roku pokazano, ze helikaza CHR2 wptywa na struktur¢ o§miu pre-miRNA. Efekt

braku tej helikazy byl r6ézny dla réznych prekursorow. Brak CHR2 powodowat zmiang
rozgatezionej petli koncowej w strukture liniowej spinki w przypadku pre-miR166a 1 pre-
miR168a, lub powodowal wydtuzenie dolnego rejonu dwuniciowego z 9nt do 16nt w
przypadku pre-miR168b. Wydtuzenie tego fragmentu dwuniciowego powoduje, ze dupleks
miRNA/miRNA* znajduje si¢ w odlegtosci 15-17 nt od dolnej petli, pozwalajac na obrobke
prekursora. Zmiana ta skutkuje wzrostem poziomu miR168b w mutancie chr2-1 (59). Na
podstawie wynikdéw sekwencjonowania NGS matych RNA, wybrano kilka prekursoréw do
badan ich struktury drugorzedowej. Skoncentrowano si¢ na prekursorach tych miRNA,
ktorych poziom dojrzatej czasteczki byt podwyzszony w mutancie dril-1 rh46-1 rh40-1 w
obu lub tylko jednym z zastosowanych warunkow temperaturowych. Sposrod kilkunastu
wybranych prekursoréw otrzymano wystarczajaca liczbe odczytow dla pigciu prekursorow,
ktore uzyto do przewidywania ich struktur drugorzedowych. Sg to: pre-miRNA160a, pre-
miRNA166a, pre-miR399c, pre-miRNA2111a oraz pre-miRNA2112.

Wyniki analizy reaktywnosci DMS pokazaly, ze zmiany spowodowane przez brak
badanych helikaz byly odmienne dla roznych prekursoréw. W przypadku pre-miRNA166a,

ktoérego poziom dojrzalej czasteczki nie zmienil si¢ w mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1
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hodowanym w obu temperaturach i stanowil kontrol¢ przeprowadzanego eksperymentu, nie
zaobserwowano zmian w rejonie trzonu struktury spinki. Znaczne zmiany odnotowano
natomiast w gornej czesci prekursora: powyzej 63 nt u mutanta hodowanego w 22°C oraz
powyzej 58 nt u mutanta hodowanego w 16°C (ryc. 44, ryc. 45). Pri-miRNA166a podlega
obrobce w obu kierunkach: obrobka od podstawy do petli prowadzi do uwolnienia
dojrzatego miRNA, a obrobka od petli do podstawy skutkuje cigciem w obrgbie sekwencji
miRNA (61). Zmiany w obrebie petli mogly zatem nie wptywac na obrobke prekursora, co

moze thumaczy¢ brak r6éznic w akumulacji miRNA166a w mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1.

Eksperyment celowanego DMS-MaPseq ujawnil natomiast wystepowanie zmian w
dolnej czgsci struktury spinki pre-miRNA160a (ryc. 48, ryc. 49). Trzon spinki, jak i wielko$¢
petli koncowej przy braku badanych helikaz pozostaty bez zmian. Pre-miRNA160a ulega
obrobce w kierunku od petli do podstawy (65). Umiejscowienie zmian w dolnej czesci
prekursora moze zatem nie wptywac na jego dojrzewanie, co moze thumaczy¢ brak réznic w
akumulacji dojrzatego poziomu miRNA160a. W mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1
hodowanym w 22°C zauwazono natomiast istotny statystycznie, ale bardzo niewielki wzrost

poziomu miRNA160a*.

Wyrazne roéznice w strukturze prekursora pomigdzy ro$ling typu dzikiego a
mutantem drhl-1 rh46-1 rh40-1 zaobserwowano w przypadku pre-miRNA2I111a (ryc. 56,
ryc. 57). U ro$lin hodowanych w temperaturze 22°C wida¢ zmiany w petli gornej prekursora
pomiegdzy rosling typu dzikiego oraz mutantem. Ponadto, w roslinie typu dzikiego wystepuje
bardzo mocno niesparowana cytozyna w pozycji 117, ktéra nie wykazuje prawie Zadnej
reaktywnos$ci na DMS w potrdjnym mutancie. Cytozyna ta znajduje si¢ w obrebie dupleksu
miRNA/miRNA*, wigc jej sparowanie moze znaczgco wplywaé na wydajno$¢ wycinania
miR2111a. Warto zauwazy¢, ze poziom miR2111a-3p w tych warunkach w mutancie wzrasta
prawie dwuipotkrotnie (log2FC=1,35). Warto réwniez zauwazy¢, ze u roslin typu dzikiego
hodowanych w 16°C pre-miRNA2111a posiada duza petle wewnetrzng u podstawy spinki
(11-15/144-148), petla ta prawie catkowicie zanika w mutancie badanych helikaz
hodowanym w tych samych warunkach. Jesli pre-miRNA2I1la jest procesowane od
podstawy to petla ta moze wprowadza¢ mozliwos¢ wprowadzania przez DCLI
nieproduktywnego cigcia przypadajacego w obrebie miRNA/miRNA*. Brak tej petli moze
by¢ istotny dla wydajnego cigcia tego prekursora przez DCL1. Warto zaznaczy¢, Ze dojrzata
czasteczka miRNA2111a-3p w tych warunkach hodowli w mutancie badanych helikaz

wzrasta ponad 7 krotnie (log2FC=2,88) w porownaniu do rosliny typu dzikiego. Kierunek
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przetwarzania tego prekursora nie jest jednak jeszcze zbadany, jednak wida¢, ze zmiany te
pozytywnie wptynety na ekspresje miRNA2111a. Dodatkowo, analiza pre-miRNA2111a
dostarczyta obserwacji dotyczacych wptywu temperatury otoczenia na strukture prekursora.
W tym przypadku zaobserwowano roznice w reaktywnosci DMS u roslin typu dzikiego
pomiedzy temperaturami, co wskazuje, ze obnizona temperatura sprzyja parowaniu zasad i

zwigkszeniu udziatu regionéw dwuniciowych.

W pre-miRNA2112 u mutanta drhl-1 rh46-1 rh40-1 hodowanego w 22°C nie
odnotowano znaczacych zmian w strukturze (ryc. 60, ryc. 61). Obecna u roslin typu dzikiego
duza petla koncowa ulega u mutanta badanych helikaz nieznacznemu zmniejszeniu na
skutek powstania krétkiego odcinka dwuniciowego zakonczonego niewielka petla.
Niewielkie zmiany w strukturze drugorzgdowej pre-miRNA2112 znajduja odzwierciedlenie
w poziomie dojrzalej czasteczki, ktorej poziom u potréjnego mutanta helikazowego nie
zmienia si¢ istotnie. U roslin hodowanych w obnizonej temperaturze mozna natomiast
zauwazy¢ wystepowanie istotnych roznic. Po pierwsze, struktura pre-miRNA2112 w
roslinie typu dzikiego hodowanej w 16°C odbiega od tej, ktéra przyjmuje prekursor w
roslinie typu dzikiego hodowanej w standardowych warunkach: duza petla koncowa obecna
w pre-miRNA2112 zostaje przeksztalcona w trzy mniejsze petle. Oznacza to, ze struktura
pre-miRNA2112 jest zalezna od temperatury otoczenia. Po drugie, u mutanta drhi-1 rh46-1
rh40-1 trzy petle koncowe ulegaja przeksztatceniu w jedng duza petle, ktora przypomina
strukturg pre-miRNA2112 wystepujaca u rosliny typu dzikiego hodowanej w 22°C. Warto
zauwazy¢, ze poziom miRNA2112 u mutanta badanych helikaz hodowanego w 16°C wzrasta
prawie dwu 1 poétkrotnie (log2FC=1,22). Wiadomym jest tez, ze pre-miRNA2112 jest
przetwarzany od petli do podstawy (65). Mozliwym jest wiec, ze duza petla koncowa jest
istotna dla obrobki prekursora, a jej przywrdcenie w potrojnym mutancie helikazowym
sprzyja jego sprawnemu dojrzewaniu i prowadzi do podwyzszenia poziomu dojrzatej

czasteczki.

Podczas dalszych analiz wynikow eksperymentu DMS-MaPseq zaobserwowano
zmiany w gornej pe¢tli oraz rejonie trzonu spinki pre-miRNA399c¢ (ryc. 52, ryc. 53). U
mutanta hodowanego w standardowych warunkach, duza petla koncowa obecna u rosliny
typu dzikiego ulegla przeksztatceniu w dwie mniejsze petle potaczone krotkim odcinkiem
dwuniciowym. W rejonie dupleksu miRNA/miRNA* zauwazy¢ mozna natomiast
przeksztatcenie niewielkiego wybrzuszenia obecnego u roslin typu dzikiego w dwa

mniejsze. U mutanta hodowanego w obnizonej temperaturze, duza pgtla koncowa jest nadal
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obecna. Zauwazy¢ mozna wystepowanie dodatkowego wybrzuszenia w rejonie dupleksu
miRNA/miRNA*, ktéore nie jest obecne u roslin typu dzikiego. Niewielka liczba
nukleotydéw modyfikowanych przez DMS w pre-miRNA399c u rosliny typu dzikiego i
mutanta drh1-1 rh46-1 rh40-1 sugeruje, ze struktura tego prekursora jest silnie dwuniciowa.
Wyjatek stanowi adenina w pozycji 107, zlokalizowana w $§rodkowej czgsci dupleksu
miRNA/miRNA*, ktora zaré6wno u rosliny typu dzikiego jak i mutanta hodowanych w obu
temperaturach jest silnie modyfikowana. Oznacza to, ze adenina ta jest bardzo czgsto
niesparowana 1 stanowi wazny element strukturalny dla obrébki prekursora. Pre-
miRNA399c jest przetwarzane w kierunku od podstawy do petli (66), a poziom dojrzatego
miRNA399¢ w mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1 znaczaco wzrasta u roslin hodowanych w
16°C. Wymodelowane na podstawie wynikow eksperymentu DMS-MaPseq struktury pre-
miRNA399c¢ nie wykazuja istotnych réznic pomiedzy roslinami typu dzikiego a mutantem
badanych helikaz, mimo wystgpowania znaczacych roéznic w reaktywnosci DMS dla
poszczegbdlnych nukleotydow. Mozliwym jest, ze pre-mRNA399c tworzy alternatywne
struktury drugorzedowe, a do ich zbadania konieczne jest wykorzystanie metod, ktore je
wyodrebnig. Jedng z takich metod jest DREMM, ktéry pozwala rozr6zni¢ wiele konformacji

RNA utworzong przez t¢ sama sekwencj¢ in vivo (116).

Dalsze analizy wynikow eksperymentu DMS-MaPseq pozwolity na poczynienie
kilku ciekawych obserwacji. W pre-miRNA2111a zaobserwowano wysoka reaktywnos¢
DMS w obrebie dupleksu miRNA/miRNA* u rosliny typu dzikiego hodowanej w 22°C,
ktérej nie odnotowano u mutanta drhl-1 rh46-1 rh40-1 hodowanego w tych samych
warunkach. Wskazuje to na wystgpowanie wigkszej liczby niedopasowanych nukleotydow
w rejonie dupleksu miRNA/miRNA* u rosliny typu dzikiego. Pokazano, ze mniejsza liczba
niedopasowanych nukleotydéw zlokalizowana w dupleksie miRNA/miRNA* usprawnia
obrobke prekursora i skutkuje zwigkszeniem poziomu dojrzatych miRNA (71). Dane te
sugeruja zatem, ze obecnos¢ helikaz powoduje wystepowanie wiekszej ilosci wybrzuszen w
rejonie dupleksu 1 prowadzi do obnizenia poziomu dojrzatego miRNA2111a u rosliny typu
dzikiego. Brak badanych helikaz skutkuje zwigkszeniem parowania zasad w rejonie
dupleksu i podwyzszeniem poziomu dojrzalego miRNA. W przypadku pre-miRNA399c z
kolei, odnotowano wzrost reaktywnosci DMS, czyli wigksza liczbe niedopasowanych
nukleotydow, w dupleksie miRNA/miRNA* u potrojnego mutanta helikazowego w
poréwnaniu z ro$ling typu dzikiego. Tutaj natomiast zwigkszenie niedopasowan ma miejsce

przy braku helikaz. Rezultat tej zmiany jest przeciwny niz dla miRNA21lla i
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opublikowanych danych: zwigkszenie iloSci wybrzuszen prowadzi do podwyzszenia
poziomu miRNA399c. W pre-miRNA2112 zaobserwowano zwigkszong reaktywnos¢ DMS
w rejonie dupleksu w potrojnym mutancie helikazowym dla pojedynczych nukleotydow.
Wiegcej niedopasowan odnotowano natomiast w  rejonie powyzej dupleksu
miRNA/miRNA*. Zmiany te jednak takze doprowadzity do wzrostu poziomu dojrzatego
miRNA. Wyniki dla miRNA399c oraz miRNA2112 sugeruja zatem, ze wplyw zmian w
strukturze dupleksu miRNA/miRNA* na biogenez¢ miRNA nie jest decydujacy, a na
obrobke prekursora wptywajg takze inne czynniki i elementy struktury pri-miRNA, takie jak
wielkos¢ petli koncowej. Moze o tym rowniez $wiadczy¢ fakt, ze w przypadku pre-
miRNA2111a u mutanta drhi-1 rh46-1 rh40-1 hodowanego w 16°C, zaobserwowang duza
zmiang w gornej czesci prekursora: duza petla zlokalizowana od 50 nt u roslin typu dzikiego
ulegta zmniejszeniu u mutanta. Mniej natomiast zmian zaobserwowano w trzonie spinki.
Mimo to, poziom miRNA2I1la znacznie wzroést w mutancie dril-1 rh46-1 rh40-1
hodowanym w 16°C. Trudno jest zatem oceni¢, ktory element strukturalny prekursora jest
wazniejszy dla jego obrobki. W kazdym jednak z opisanych przypadkow zmiany w
strukturze prekursoréw spowodowane brakiem helikaz skutkowaly wzrostem poziomu
dojrzatych miRNA. Mozliwym jest, Ze te niewielkie zmiany w strukturze utatwity wigzanie
prekursora przez Mikroprocesor i usprawnity jego obrobke prowadzac ostatecznie do
podwyzszenia poziomu miRNA niezaleznie od kierunku przetwarzania ich pri-miRNA.
Warto jednak podkresli¢, ze w komorce RNA przyjmuje kilka alternatywnych struktur
drugorzedowych i uzyskane wyniki stanowia rezultat potaczenia ich w jedng strukturg.
Ponadto, DMS modyfikuje nukleotydy, ktore nie sa zwiazane przez biatka. Zmiany w
reaktywnosci DMS pomigdzy rosling typu dzikiego 1 potrojnym mutantem helikazowym
moga zatem wynikac¢ nie tylko ze zmiany struktury, ale 1 ze zmiany miejsc wigzania RNA

przez biatka.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze badane helikazy wplywaja na struktury pre-miRNA,
nie dzialajg jednak na kazdy z badanych prekursoréw w taki sam sposéb. Podobny wynik
zaobserwowano dla helikazy CHR2: jej brak nie skutkowal wystgpowaniem jednego wzorca
zmian u badanych prekursorow. Uzyskany wynik moze by¢ spowodowany tym, ze helikazy
DEAD-box, niewykazujace specyficznosci sekwencji, rozplataja i wigza si¢ do réznych
fragmentéw prekursoréw zaleznie od oddziatujacych z nimi biatek, ktore naprowadzaja
helikazy na odpowiednie miejsca w prekursorze. Dodatkowo, wiadomym jest takze, ze

helikazy z rodziny DEAD-box zdolne s3 do zmiany kompozycji komplekséw biatko-RNA
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(77). Mozliwym jest, ze obecno$¢ helikaz uniemozliwia zwigzanie si¢ odpowiednich, innych
niz sktadniki Mikroprocesora, biatek do prekursora, co wptywa na strukture czasteczki i jej

dalszg obrobke.

6.7. Czy helikazy DRH1, RH46 i RH40 sa zaangazowane w regulacje genow zwiazanych

z odpowiedzia rosliny na stres niedoboru fosforu lub inne stresy?

Przeprowadzone w ramach niniejszej pracy analizy wykazaty, ze znaczna czg$¢ miRNA,
ktore akumulowaty w mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1 w 22°C i/albo 16°C sg zwigzane z
reakcjg roslin na niedobdr Pi. Jednym z najsilniej indukowanych przez ten stres miRNA sg
czasteczki z rodziny miRNA399, ktoérych poziom w drhil-1 rh46-1 rh40-1 wzrost
kilkukrotnie. Mimo to, nie zaobserwowano obnizenia poziomu ich czasteczki docelowe;j
mRNA PHO2. Jednocze$nie, podwyzszeniu nie ulega poziom IPS1 i At4, ktére wiaza
komplementarne do nich miRNA399 i blokuja w ten sposob ich aktywnos¢ (22). Ponadto,
w ros$linach typu dzikiego, poziom miRNA399 wzrasta w stresie fosforowym okoto 20 razy
(14), podczas gdy w mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1 odnotowano wzrost poziomow tych
miRNA dwu- lub czterokrotny. Wynik ten sugeruje, ze wzrost poziomu miRNA zwigzanych
z reakcja rosliny na stres niedoboru Pi nie wynika z niedoboru tego sktadnika w roslinie, a
raczej z zaburzenia procesu ich biogenezy spowodowanych brakiem badanych helikaz.
Ciekawy wynik otrzymano rowniez dla miRNA398b 1 miRNA398c. Wzrostow1 poziomu
ich prekursorow towarzyszyt wzrost poziomu dojrzalych czasteczek u potréjnego mutanta
helikazowego hodowanego w 16°C. W warunkach niedoboru fosforanéw poziom dojrzatych
miRNA398b i miRNA398c obniza si¢ (14). Rezultat ten dodatkowo wspiera hipoteze, ze to
brak badanych helikaz wptywa na poziom tych miRNA 1 nie jest on skutkiem niedoboru
fosforanow. Warto tutaj zaznaczy¢, ze aktywnos¢ helikaz z rodziny DEAD-box zalezy od
ATP. Wiadomo, ze w warunkach niedoboru fosforanéw poziomy ATP, ADP 1 pokrewnych
nukleozydow spadajg o 80% (117). Mozliwe, ze w warunkach niedoboru fosforanow, gdy
poziom ATP drastycznie spada, helikazy, ktore potrzebuja energii z hydrolizy ATP do
uwolnienia sSRNA po rozpleceniu dwuniciowego RNA, pozostaja zwigzane z RNA.
Uniemozliwia im to zwigzanie 1 rozplecenie kolejnej czasteczki. Brak aktywnych,
niezwigzanych z RNA helikaz skutkuje podwyzszeniem poziomu dojrzatych miRNA.
Podobna sytuacja ma miejsce w mutancie drhi-1 rh46-1 rh40-1, w ktorym badane helikazy
nie wystepuja wcale. Dodatkowo, analiza GO wykazata, ze wérdd gendw o zmienionej

ekspresji w mutancie drhl-1 rh46-1 rh40-1 hodowanym w 16°C, w poréwnaniu z ro§linami
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typu dzikiego, szczegdlnie silnie reprezentowane sg geny zaangazowane w odpowiedzi
rosliny na stresy zwigzane z brakiem badz niedoborem sktadnikéw odzywczych. Wynik ten
sugeruje, ze helikazy DRHI1, RH46 i RH40 moga by¢ zaangazowane w regulacje
odpowiedzi ro$liny nie tylko na stres niedoboru fosforandw, ale takze innych mikro- i
makrosktadnikow. W Zaktadzie Ekspresji Genow zaplanowano wykonanie serii
eksperymentdw badajacych wrazliwo$¢ potrojnego mutanta drhl-1 rh46-1 rh40-1 na

rozmaite stresy, zar6wno hodowanemu w temperaturze 22°C, jak i w 16°C.
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7. Podsumowanie

1. Helikazy RNA z rodziny DEAD-box: DRH1, RH46 i RH40 oddziatuja bezposrednio z
biatkiem SERRATE (SE).

2. DRHI oddzialuje z domeng CTD RNAP II. Domena WW helikazy DRHI1 nie jest
zaangazowana w oddziatywanie DRH1/ RNAP II.

3. DRHI oddzialuje z biatkiem ARGONAUTEI1 (AGO1).

4. DRHI jest biatkiem wchodzacym w sktad wielu komplekséw zaangazowanych w rézne

procesy zwigzane z metabolizmem RNA.

5. Helikazy DRHI1, RH46 i RH40 maja wptyw na przebieg biogenezy wybranych miRNA

u A. thaliana.

6. Helikazy DRHI1, RH46 i RH40 wptywaja na strukture drugorzedowsa prekursoréw
miRNA u ro$lin, co moze wptywaé na wydajnos$¢ procesu ich dojrzewania i na poziom

dojrzatych czasteczek miRNA.
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