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Spis stosowanych skrotow

3°’UTR - region nieulegajacy translacji 3° (ang. 3’ untranslated region)

5°UTR - region nieulegajacy translacji 5’ (ang. 5’ untranslated region)

A —adenina

aa — aminokwas

ATP — adenozynotrifosforan

C.p.m. — zliczenia rozpadow promieniotworczych na minute

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy

dNTP — trifosforan dowolnego deoksyrybonukleotydu

dsDNA — dwuniciowa czgsteczka DNA (ang. double stranded DNA)

FSH — hormon folikulotropowy (ang. follicle-stimulating hormone)

GSC — komorki macierzyste linii ptciowej (ang. germline stem cell)

Kd — stata dysocjacji

kDa — kilodaltony

LH — hormon luteinizujacy (ang. luteinizing hormone)

LINE — dlugie rozproszone elementy jadrowe (ang. long interspersed nuclear elements)

LTR — dlugie koncowe powtorzone sekwencje nukleotydow (ang. long terminal repeats)

MRNA — RNA matrycowy (ang. messenger RNA)

nt — nukleotyd

PGC - komorki praptciowe (ang. primordial germ cell)

RISC — indukowany przez RNA kompleks wyciszajacy (ang. RNA-induced silencing
complex)

RNA — kwas rybonukleinowy

r.p.m. — obroty na minut¢ (ang. rotations per minute)

rRNA —rybosomalny RNA (ang. ribosomal RNA)

SCRNA — mate cytoplazmatyczne RNA (ang. small cytoplasmic RNA)

SINE — krotkie rozproszone elementy jadrowe (ang. short interspersed nuclear elements)

SNRNA — maty jadrowy RNA (ang. small nuclear RNA)

tRNA — transferowy RNA (ang. transfer RNA)

U —uracyl
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Streszczenie

Streszczenie

Niskoczasteczkowe RNA, takie jak miRNA, piRNA, czy endo-siRNA s3 waznymi
czynnikami regulujacymi rozwoj komorek pitciowych. Czasteczki miRNA, ktére wraz
z bialkami Ago tworza kompleksy RISC, moga kontrolowa¢ ekspresje genow poprzez
regulowanie stabilnosci mRNA oraz procesu translacji. piRNA ulegaja ekspresji gléwnie
w komorkach piciowych i wystepuja wytacznie w formie komplekséw z biatkami Piwi.
Zaktada si¢, ze powstaja one z dhugich, jednoniciowych prekursorow RNA, kodowanych
przez wystepujace w genomie sekwencje repetytywne. Znaczna cze$S¢ piRNA odpowiada
sekwencjom retrotranspozondw, co wskazuje na ich udziat w wyciszaniu ekspresji elementow
ruchomych i utrzymaniu integralno$ci genomu komorek piciowych. Zakldcenia szlaku
pIRNA-Piwi powoduja aktywacj¢ transpozondow oraz liczne defekty podczas gametogenezy.
Niedawno odkryto nowa grupe matych RNA — tRF, ktore sg fragmentami czasteczek tRNA
1 prawdopodobnie uczestnicza w reakcjach odpowiedzi na stres komdérkowy oraz hamuja
rozwdj nowotworu.

W ramach realizacji niniejszej pracy doktorskiej sklonowano i zsekwencjonowano
trzy geny Piwi S. scrofa (Piwill, Piwil2 i Piwil4). Porownanie sekwencji biatek Piwi roznych
organizmoéw wykazalo duze podobienstwo pomig¢dzy swinig domow3g a czlowiekiem. Analiza
ekspresji genéw Piwi w roznych tkankach §wini przy pomocy RT-PCR wykazata tkankowo-
specyficzng ekspresje, ograniczong wyltacznie do gonad. Przy uzyciu metody PCR w czasie
rzeczywistym przeprowadzono analiz¢ wzglednej iloSci transkryptow genoéw Piwi w jadrach,
jajnikach oraz oocytach osobnikow niedojrzatych i dojrzatych ptciowo. W jadrach dorostego
samca najwyzszy poziom ekspresji zaobserwowano dla genu Piwill, natomiast w jadrach
kilkudniowego osobnika poziom Piwill byt 2,5-krotnie nizszy, a poziom Piwil2 3,5-krotnie
wyzszy w porownaniu do dorostego osobnika. Ekspresja transkryptu Piwil4 byta 30-krotnie
wyzsza w jadrach mlodego prosi¢cia. Wzgledna ilo$¢ transkryptow genow Piwi w jajnikach
byta zdecydowanie nizsza niz w jadrach, a najwyzszg ekspresj¢ obserwowano dla genu Piwil2
w jajnikach kilkudniowego osobnika. Natomiast w przypadku oocytow wzgledny poziom
transkryptow byl najwyzszy dla genu Piwil, podczas gdy ekspresja genu Piwil4 byla
niewykrywalna. Przeanalizowano rowniez frakcje niskoczasteczkowych RNA wyizolowana
z gonad niedojrzatych i dojrzatych piciowo osobnikdéw. Klonowanie i sekwencjonowanie puli

matych RNA potwierdzito obecnos¢ czasteczek piIRNA w gonadach swini domowe;.
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Streszczenie

Przy uzyciu metody glebokiego sekwencjonowania scharakteryzowano 3 grupy
matych RNA (piRNA, miRNA oraz tRF) obecne w gonadach S. scrofa skupiajac si¢
na frakcjach wystepujacych w obu gonadach. Mimo ze uzyskano podobng liczbe odczytow
dla obu gonad, to liczba unikalnych sekwencji RNA w jajnikach byta kilkukrotnie nizsza.
Sposrod sekwencji wykrytych w jadrach 2.6% sekwencji piRNA, 9% miRNA oraz 10% tRF
byto réwniez obecnych w jajnikach. Wickszos¢ sekwencji piIRNA obecnych w obu gonadach
mapowata do intronow rRNA i wystepowata w genomie w postaci klastrow. Nieoczekiwanie
zidentyfikowano w gonadach czasteczki tRF bedace 30-36-nt fragmentami RNA
pochodzacymi z czasteczek tRNA. Uzyskane dane sugeruja, ze mechanizm biogenezy piRNA
u S. scrofa jest inny niz mechanizm ,,ping-pong” zachodzacy w komorkach D. melanogaster.
Czasteczki piRNA izolowane z jader §wini domowej zawieraly reszt¢ uracylu w pozycji
pierwszej, ale nie wykazywaty tendencji do posiadania reszty adeniny w pozycji dziesiatej.
Natomiast piRNA izolowane z jajnikéw nie posiadaly w danych pozycjach ani reszty uracylu,
ani reszty adeniny.

Podjeto takze probe nadekspresji biatek Piwi w systemie bakteryjnym, jednakze
ze wzgledu na wystepowanie biatek Piwi w formie nierozpuszczalnych cial inkluzyjnych
zmniejszono wielko$¢ biatka do domeny PAZ, ktorg dla biatka Piwil4 udato si¢ uzyskac
w formie rozpuszczalnej. Test opdznionej migracji komplekséw rybonukleoproteinowych
w zelu poliakryloamidowym wykazal wigzanie niskoczasteczkowych RNA, piRNA oraz tRF,
do domeny PAZ biatka Piwil4.
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Abstract

Abstract

Non-coding small RNAs such as miRNAs, piRNAs and endo-siRNA are important
factors that regulate the germ cell developmental processes. The miRNAs that associate with
the Ago proteins to form RISC complex may control gene expression by modulating mRNA
stability and translation. piRNAs are mainly expressed in germline cells and occur
in the complexes with Piwi proteins. It is postulated that piRNAs are formed from long
single-stranded RNA precursors coded by repetitive sequences occurring in the genome.
A large part of piRNA corresponds to retrotranspozon sequences, which suggests their
participation in mobile elements silencing and maintaining of germ cells genome integrity.
Disruption of the piRNA-Piwi pathway causes the activation of transpozons and defects
during gametogenesis. Recently, a new group of tRNA-derived small RNAs, tRFs, was
discovered. The tRFs family has been suggested to be involved in the stress response and
tumor suppression.

Three Sus scrofa Piwi genes (Piwill, Piwil2 and Piwl4) were cloned and sequenced.
Alignment of the Piwi proteins showed high identity between S. scrofa and H. sapiens.
The analysis of several porcine tissues by reverse transcriptase PCR revealed tissue-specific
expression of the porcine Piwi genes restricted exclusively to gonads. Relative transcript
abundance of Piwill, Piwil2 and Piwl4 genes in the testes, ovaries and oocytes derived from
sexually immature and mature animals were examined using Real-Time PCR. In the testes
of adult pig the highest relative transcript abundance was observed for Piwill gene.
In the testes of neonatal pig the Piwill transcript level was 2.5-fold reduced, while the level
of Piwil2 transcript was 3.5-fold higher. The expression of the Piwil4 transcript was 30-fold
elevated in the testes of neonatal pig when compared to adult male. In the ovaries transcript
abundance of the three Piwi genes was significantly reduced in comparison with the testes
and the highest was the Piwil2 gene expression in the neonatal ovaries. In oocytes Piwill
transcript was most abundant, whereas the expression of Piwil4 was undetectable. Next, a
fraction of small RNAs isolated from gonads of sexually immature and mature pigs was
analyzed. Cloning and sequencing of the small RNA pool confirmed the presence of piRNA
in porcine gonads.

In the thesis, deep sequencing method was used to characterize 3 families of small
RNAs (piRNAs, miRNAs, and tRFs) present in S. scrofa gonads, focusing on the fraction

present in both male and female gonads. Although similar numbers of reads were obtained
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from both types of gonads, the number of unique RNA sequences in the ovaries was several
times lower. Of the sequences detected in the testes, 2.6% of piRNAs, 9% of miRNAs,
and 10% of tRFs were also present in the ovaries. The majority of the shared piRNAs mapped
to the to the introns of ribosomal RNAs and were derived from clustered loci. Unexpectedly,
a novel small RNA type, the tRFs, which are 30-36-nt RNA fragments derived from tRNA
molecules were detected in gonads. The obtained data suggest that the mechanism of piRNA
biogenesis in S. scrofa is different from the “ping-pong” mechanism postulated for piRNA
biogenesis in D. melanogaster. The piRNA population isolated from porcine testes contained
a 1U bias, but lacked a 10A bias. The piRNA population isolated from ovaries exhibited
neither a 1U nor 10A bias.

Because overexpression of Piwi proteins in E. coli led to the formation of insoluble
inclusion bodies, PAZ domain of Piwil4 protein responsible for interaction with small RNASs
was obtained. The interaction of PAZ domain with small RNAs occurring in S. scrofa gonads

such as piRNAs and tRFs was determined using the electrophoretic mobility shift assay.
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1. Wstep

1. Wstep — struktura, biogeneza oraz funkcja niskoczasteczkowych RNA wystepujacych
w komorkach plciowych zwierzat

1.1. Pochodzenie komérek plciowych

Komorki linii ptciowej przekazuja informacj¢ genetyczng z pokolenia na pokolenie.
Ciekawa cecha tych komorek jest to, ze ulegaja one specyfikacji na bardzo wczesnym etapie
rozwoju, zanim jeszcze dojdzie do utworzenia gonad. Pierwsze komorki, ktére poprzez
podzialy mitotyczne dajg poczatek wylacznie komorkom rozrodczym, to komorki praptciowe
(PGC, ang. primordial germ cell). Komorki te, roznigce si¢ molekularnie od reszty komorek,
muszg przemiesci¢ si¢ przez rozwijajace si¢ tkanki somatyczne do miejsca, w ktorym
powstang gonady. Osiedlaja si¢ tam i tworza nisze¢ komorek macierzystych linii plciowe]
(GSC, ang. germline stem cell), ktore daja poczatek zréznicowanemu potomstwu. Cechg
charakterystyczng komorek PGC 1 GSC jest posiadanie specyficznej, morfologicznie
odmiennej cytoplazmy, tzw. plazmy ptciowej, ktora zawiera charakterystyczne dla komorek
ptciowych mRNA 1 biatka [1]. W trakcie rozwoju zarodkowego, to wlasnie plazma plciowa
ulega segregacji do blastomeréw linii plciowej, a nastepnie do komodrek prapiciowych.
Wykazano, ze w plazmie plciowej znajduja si¢ mate niekodujace RNA [2], ktére pelnig
kluczowg role w regulacji réznych proceséw zyciowych komoérek rozrodczych, takich jak
specyfikacja prekursorow linii plciowej, utrzymanie populacji komoérek macierzystych linii
pltciowej, ochrona genomu oraz prawidlowe réznicowanie do gamet.

Specyfikacja komorek linii ptciowej dokonuje si¢ na drodze dwoch réznych strategii.
Pierwsza z nich jest dziedziczenie w linii zenskiej specyficznych determinantow
cytoplazmatycznych, ktére zlokalizowane sa w plazmie plciowej. Druga zwigzana jest
z wysylaniem przez otaczajace tkanki sygnatéw indukcyjnych. Wiele organizméw, takich jak
Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster, Xenopus laevis i Danio rerio,
do determinacji komorek linii plciowej wykorzystuje obecnos$¢ plazmy plciowej.
Dziedziczona matczynie plazma plciowa zawiera specyficzne biatka oraz RNA, ktore
po wiaczeniu do komorek stymulujg ich przeksztatlcenie do komoérek plciowych. Druga
strategia, wystepujaca m.in. u ssakow 1 ptazéw ogoniastych, polega na specyfikacji
prekursorow komodrek piciowych pod wpltywem procesu indukcyjnego. Czasteczki
sygnatowe, takie jak biatka nalezace do rodziny bialek morfogenetycznych kosci (BMP,
ang. bone morphogenetic protein), docierajace z sasiadujacych tkanek, determinuja powstanie
linii komorek ptciowych [3].
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1.1.1. Rozwéj komérek plciowych u muszki owocowej i nicieni

Komérki biegunowe (ang. pool cells), powstajace w tylnym biegunie wczesnych
zarodkow muszki owocowej, posiadaja odziedziczong w linii zenskiej plazme biegunowa,
co jest dla nich sygnatem do przeksztalcenia w prekursorowe komorki ptciowe [4]. Podczas
rozwoju embrionalnego aktywny i pasywny ruch komorek praptciowych powoduje ich
przemieszczenie do regionu, w ktorym rozwijaja si¢ gonady i w ktorym oddziatuja one
Z somatycznymi zawigzkami gonad [5]. Podczas dalszych etapéw wytwarzania gonad,
komorki macierzyste linii ptciowej (GSC) zlokalizowane sg w specjalnym mikrosrodowisku
nazywanym niszg, gdzie za pomocg réznych sygnalow, kontrolujacych samoodnawianie
i roznicowanie komorek, utrzymywane sg w stanie pluripotentnym [6]. Jednym z lepiej
scharakteryzowanych zwigzkéw sygnatowych, kontrolujacych réwnowage pomiedzy
utrzymaniem pluripotencji a réoznicowaniem, jest morfogen Decapentaplegic (Dpp), bedacy
homologiem wystepujacego u kregowcow biatka BMP. Substancja ta stanowi kluczowy
sygnat dla utrzymania populacji komérek GSC u samic [7, 8]. Poczatek gametogenezy
w jajnikach 1 jadrach jest bardzo podobny. Komodrki macierzyste linii piciowej dzielg sie,
wytwarzajac dwie komorki potomne. Jedna z nich pozostaje w obrebie niszy w celu
utrzymania populacji komorek macierzystych, a druga zostaje umiejscowiona z dala od niszy
1 rozpoczyna proces rdznicowania [9, 10].

U nicienia C. elegans plazma ptciowa jest zgromadzona w ziarnach P (determinantach
linii ptciowej), ktore sa rOwnomiernie rozmieszczone w calej cytoplazmie oocytu, przed
1 krotko po zaptodnieniu. Podczas pierwszego podzialu ziarna zostajg umieszczone w tylnym
biegunie zygoty i sg nastepnie asymetrycznie segregowane i stabilizowane podczas kolejnych
podziatow, w taki sposob, ze plazma piciowa jest dziedziczona przez komorke P4. Komorka

ta zawiera wszystkie ziarnistosci P 1 daje poczatek komorkom ptciowym zarodka [11].

1.1.2. Rozwéj komérek plciowych u D. rerio

Mechanizm odpowiedzialny za specyfikacje komorek praptciowych u D. rerio odkryto
po tym, jak zidentyfikowano RNA kodujace biatko Vasa, bedace pierwszym, wczesnym
markerem molekularnym tych komodrek [12]. mRNA genu vasa znajduje si¢ w obrebie
bogatej w elektrony plazmie piciowej, ktora odziedziczona w linii zenskiej gromadzi sie¢
na obrzezach pierwszych dwoch bruzd podziatowych i nastepnie jest wiaczana do czterech
blastomerow. Z komorek, ktore otrzymuja plazme plciowag podczas kolejnych podziatow
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komorkowych, rozwijaja si¢ komorki prapiciowe [13]. Mimo rdéznic w umiejscowieniu
plazmy plciowej, rozwoj komorek piciowych u D. rerio przebiega wedlug podobnego
scenariusza, jak u opisanych wyzej bezkregowcow, jak rowniez u X. laevis. Zidentyfikowanie
w plazmie ptciowej D. rerio dodatkowych sktadnikow, takich jak biatka oddziatujgce z RNA,
badz RNA kodujace te biatka sugeruje, ze podobnie jak u innych organizméw, plazma
ptciowa odgrywa role w kontrolowaniu stabilnosci RNA, jego lokalizacji i funkcji [14]. Wiele
ze skladnikow plazmy piciowej, takich jak dal, nanos i vasa, jest konserwatywnych
i wystepuje zarowno u D. rerio, jak i u innych organizméw, w ktorych determinacja komorek
plciowych odbywa si¢ przy udziale plazmy plciowej. Jednakze niektore wystepuja
specyficznie tylko u kregowcow, szczeg6lnie biatko wigzace RNA, Dead end (Dnd) [15].
Po specyfikacji komorki praptciowe dzielg sig, a nastgpnie migruja w kierunku rozwijajacych

si¢ gonad, gdzie oddziatujg one z komérkami somatycznymi i réznicujg si¢ do gamet [5].

1.1.3. Rozwéj komorek plciowych u myszy

Mysie komorki praptciowe powstaja w odpowiedzi na sygnaly kodowane przez biatka,
nalezace do rodziny biatek TGFp (ang. transforming growth factor f) oraz BMP, pochodzace
z komoérek pozazarodkowej ektodermy i komorek endodermy trzewnej [16].
Te pozazarodkowe tkanki odgrywaja istotng role w powstawaniu komorek praptciowych
u myszy poprzez aktywacje szlaku sygnatowego biatka BMP [17], ktéry ostatecznie prowadzi
do zahamowania ekspresji genow somatycznych (np. genu hox), indukcji gendow
charakterystycznych dla komoérek piciowych (dndl, tdrdl, nanos3) oraz ekspresji de novo
genoéw odpowiedzialnych za pluripotencje (sox2, oct4, nanog) [18]. Do wyciszenia genow
somatycznych dochodzi poprzez dziatanie czynnika transkrypcyjnego BLIMP1
1 oddziatujacych z nim kompleksow modyfikujacych chromatyne [19]. Podobnie jak u wielu
innych organizmoéw, po procesie specyfikacji, komorki praptciowe migruja do regionu,
w ktorym rozwijajg si¢ gonady [5]. W tym czasie komorki te dzielg si¢ co okoto 16 godzin
[20] i wymagaja specyficznych, utrzymujacych je przy zyciu czynnikoéw, ktore zapobiegna
apoptozie i pobudza podziaty komérkowe. Do przetrwania komodrek praptciowych podczas
ich migracji niezb¢dne sa m.in. biatka Nanos i Dndl (ang. dead end homolog 1), ktore
oddziatuja z RNA i wystepuja w plazmie piciowej réznych organizmow [21]. Komorki
prapiciowe, ktore migruja do niewtasciwych miejsc sg eliminowane na drodze apoptozy

zaleznej od biatka BAX [22]. Powstajace gonady zostaja zasiedlone przez tysigce komoérek
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praplciowych. Nastepnie komorki prapiciowe traca zdolno§¢ do migracji i rozpoczynaja
proces roznicowania. Komorki praptciowe w jadrach réznicuja si¢ do prospermatogonii,
z ktorych z czasem powstaja dojrzate plemniki, natomiast komorki praptciowe w jajnikach
roznicuja si¢ do oogonii, z ktorych powstaja dojrzate komorki jajowe. Proces réznicowania
si¢ komoérek rozrodczych jest kontrolowany bezposrednio przez somatyczne $rodowisko.
Przetrwanie i powstanie mgskich komoérek pilciowych zalezy od ekspresji genu fgf9
w komorkach somatycznych [23] oraz nanos2 w komoérkach rozrodczych [24]. Brak tych
genow lub innych genow zaangazowanych w blokowanie aktywnosci kwasu retinowego,
jak cyp26bl [25], prowadzi do zakldcen rozwoju osobnikéw meskich. Z kolei powstanie
zenskich komorek piciowych jest zwigzane z natychmiastowym wejsciem w podziat
mejotyczny oraz zwigkszong ekspresja gendow uczestniczacych w  rekombinacji
mejotycznej [26].

Podczas kolonizacji gonad pomiedzy zenskimi i meskimi komorkami praptciowymi
pojawiaja si¢ znaczne roznice w ekspresji gendw i przebiegu cyklu komérkowego. W trakcie
gametogenezy w zyciu plodowym dochodzi do wstrzymania podzialow mitotycznych
meskich komorek ptciowych w fazie GO, krotko po tym jak dotrag one do gonad. Pozostaja
one w stadium spoczynkowymi, az do czasu narodzenia osobnika [27]. Geny, ktore
zaangazowane sg w zatrzymanie podziatow, to regulatory cyklu komorkowego p27, p21 i p16
[27]. Po urodzeniu osobnika dochodzi do wznowienia podzialdéw mitotycznych i wytworzenia
populacji meskich komoérek macierzystych linii ptciowej (spermatogonii), ktore zachowuja
zdolnos¢ do samoodnawiania si¢ przez cale zycie osobnika. W przeciwienstwie do meskich
komorek ptciowych, komorki zenskie kontynuujg swoje podziaty, po czym dochodzi do ich
zatrzymania w stadium diplotenu profazy pierwszego podzialu mejotycznego. W celu
rozpoczgcia przez zenskie komorki rozrodcze podzialu mejotyczny niezbedny jest szlak
sygnatowy kwasu retinowego oraz ekspresja genu dazl, specyficznego dla komorek
ptciowych [28]. Oocyty oddzialujac z komorkami warstwy ziarnistej wytwarzaja pecherzyki
pierwotne, ktore utrzymywane sg w profazie, az do osiggni¢cia dojrzatosci ptciowej osobnika,
kiedy to dochodzi do wznowienia podzialu mejotycznego podczas folikulogenezy [29].
Dojrzewanie oocytow nastgpuje na skutek sygnatu wysytanego przez cyklicznie uwalniane
hormony FSH (ang. follicle-stimulating hormone) i LH (ang. luteinizing hormone).
Nie istnieje w jajniku zadna populacja komorek macierzystych linii plciowej, ktora
uzupehitaby pule zdolnych do zaplodnienia oocytow w momencie, gdy dojdzie do zuzycia
wszystkich pecherzykéw jajnikowych. Jest to sytuacja zupeilnie odwrotna w poréwnaniu
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do wielu innych gatunkow bezkrggowcow i1 kregowcow, takich jak np. D. melanogaster
I D. rerio, u ktorych oocyty sg produkowane przez wigkszos¢ zycia samic.

Podczas rozwoju komorek piciowych dochodzi do ich dynamicznego epigenetycznego
przeprogramowania. Proces ten obejmuje globalng demetylacj¢ dinukleotydowych sekwencji
CpG, nazywanych wyspami CpG, w pierwotnych komoérkach rozrodczych [30], po ktorej
nastepuje nowe ustalenie wzoru metylacji DNA w plodowych prospermatogoniach
u osobnikow meskich, natomiast u osobnikéw zenskich po urodzeniu podczas wzrostu
oocytow [31]. Gtowng wadg przeprogramowywania epigenetycznego jest to, ze proces ten ma
wpltyw roéwniez na aktywno$¢ sekwencji repetytywnych, a zwlaszcza transpozondow
i retrotranspozonow. Podczas globalnej demetylacji CpG, zachodzacej w pierwotnych
komorkach piciowych, transpozony zostaja pozbawione modyfikacji, ktore odpowiedzialne
byly za ich wyciszenie [30] i1 dochodzi do ich aktywacji w prospermatogoniach
oraz dojrzewajacych oocytach [32]. Jesli system obrony osobnika przed aktywacja sekwencji
repetytywnych zawiedzie, konsekwencje dla genomu s3 dramatyczne. Niewlasciwa
informacja genetyczna bedzie albo odziedziczona przez kolejne pokolenie, albo spowoduje
$mieré¢ komoérek piciowych i tym samym bezplodno$¢ osobnika. Jedna z klas matych
niekodujacych RNA, piRNA (ang. piwi-interacting RNA), przy udziale biatek Piwi petni role
W wyciszaniu retrotranspozonéw w ptodowych prospermatogoniach, poprzez metylacj¢ DNA

1 zapewnia w ten sposob wlasciwy przebieg spermatogenezy.

1.1.4. Gametogeneza i zaplodnienie

U ssakow spermatogeneza rozpoczyna si¢ w gonadach meskich w momencie
utworzenia spermatogonialnych komorek macierzystych (SSC, ang. spermatogonial stem
cell), ktore maja zdolno$¢ samoodnawiania si¢ i wytwarzania komoérek potomnych zdolnych
do rdznicowania. Komoérki te po przeniesieniu do hodowli tkankowej in vitro, tworzg
multipotentne komorki macierzyste linii ptciowej [33]. In vivo, réznicujace si¢ spermatogonia
daja poczatek kilku posrednim typom komorek przed utworzeniem spermatogonii typu B.
Kolejno spermatogonia typu B rozwijaja si¢ do spermatocytow pierwszorzedowych, ktore
podejmuja podziat mejotyczny. Po pierwszym podziale mejotycznym powstajg spermatocyty
drugiego rzedu, a nastgpnie po drugim podziale mejotycznym okragte haploidalne komorki

zwane spermatydami (Rys. 1).
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Pomimo ze zard6wno w spermatogenezie, jak 1 oogenezie zachodzi podzial
mejotyczny, to procesy te znacznie roéznig si¢ w kilku aspektach. Podczas gdy mejoza
u osobnikoéw meskich prowadzi do wytworzenia czterech gamet z pojedynczego podziatu
mejotycznego, to na skutek mejozy u osobnikéw zenskich powstaje tylko jedna komorka
jajowa. Gdy samica osiggnie dojrzalos¢ plciows, pewna niewielka liczba oocytow,
zatrzymanych w profazie pierwszego podzialu mejotycznego, jest stymulowana przez
hormony (FSH i1 LH) do wytworzeniem dojrzatych pecherzykéw. Dojrzewajace pecherzyki
zawieraja oocyty blisko zwigzane z komorkami somatycznymi, ktore regulujag ponowne
wejscie oocytu w podzial mejotyczny, dokonczenie mejozy I, zatrzymanie w stadium

metafazy Il oraz uwolnienie oocytu do jajowodu, gdzie dochodzi do zaptodnienia [34]

(Rys. 1).

L spertmatocyty spertmatocyty
samoodnawianie Q | rzedu Il rzedu spermatydy plemniki
d spermatogonia  °. i | mejoza |l komarka
P 9 5 (‘,,O/,‘imejoza : Sertolego
. Oy
pierwotne %2 Ao
komorki OO %@%,. zaptodnienie
piciowe O . LH
komorki - FSH
pecherzykowe ¢
Q ‘ owulacja
) |
oogonia doj}iata
oocyt | rzgdu . oocyt Il rzedu komérka jajowa
zatrzymany w “-zatrzymany w

profazie mejozy | metafazie mejozy ||

Rysunek 1. Rozwoj komorek piciowych u myszy. Pierwotne komorki plciowe wchodzgce
do gonady meskiej okresla si¢ jako prospermatogonia. Po urodzeniu osobnika spermatogonia
przechodzq podzialy mitotyczne. Z kazdej komorki powstajq dwie potomne, jedna z nich staje
si¢ komorkq macierzystq, a druga roznicuje si¢ do spermatocytu I rzedu. Spermatocyty
przechodzq mejoze, po ktorej powstajq spermatydy roznicujgce si¢ nastepnie do dojrzatych
plemnikow. Pierwotne komorki plciowe wchodzgce do gonady zenskiej okresla sie jako
oogonia. Przechodzq one kilka podziatow mejotycznych, po czym powstate komorki wchodzg
w mejoze i stajq sie oocytami pierwszego rzedu zatrzymanymi w profazie pierwszego podziatu
mejotycznego. Po osiggnieciu dojrzatosci ptciowej, pod wplywem FSH, oocyt konczy mejoze,
w wyniku czego powstaje oocyt Il rzedu zatrzymany w metafazie mejozy II, a nastepnie pod
wphwem LH dochodzi do uwolnienia dojrzalej komorki jajowe;.
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Proces zaptodnienia, czyli potaczenia dojrzalych gamet jest krytycznym momentem
przeprogramowania, w ktorym to ostatecznie zrdéznicowany oocyt zamienia Ssi¢
w totipotencjalng zygote. Fuzji haploidalnych genomow oraz reorganizacji chromatyny w tym
decydujagcym stadium rozwojowym towarzyszy catkowite zatrzymanie transkrypcji,
co podkresla ogromne znaczenie potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genéw. Zgromadzenie
1 umiejscowienie matczynych transkryptéw w dojrzatym oocycie jest kluczowe dla procesu
zaptodnienia 1 weczesnego rozwoju zarodkowego u wielu gatunkéw. Zatem mate niekodujace
RNA oraz oddziatujgce z nimi biatka sg niezbedne na tym etapie, by zapewni¢ prawidlowy

przebieg translacji w trakcie przej$cia ze stadium oocytu do stadium zygoty.

1.1.5. Male niekodujace RNA w rozwoju komorek plciowych

Wsrédd wielu roznych klas matych regulatorowych niekodujacych RNA w ostatnich
latach szczegdlng uwage zwrocono na czasteczki miRNA, endo-siRNA oraz piRNA, ktore
petnia w komoérkach szereg waznych funkcji. Maja one dlugo$¢ od 18 do 32 nukleotydow
1 r6znig si¢ zarowno pod wzgledem biogenezy, jak i funkcji. miRNA w duzej mierze
funkcjonuja poprzez hamowanie translacji docelowych transkryptow [35]. Podczas gdy
niewiele wiadomo na temat funkcji wystepujacych u ssakow endo-SiRNA, ich egzogennie
syntetyzowane odpowiedniki dziataja poprzez przeciecie i w zwigzku z tym bezposrednig
destabilizacje docelowego mRNA [36]. Z kolei wykazano, ze piRNA funkcjonuja,
przynajmniej cz¢sciowo, na poziomie transkrypcyjnym poprzez epigenetyczne modyfikacje
genomu [37].

Zainteresowanie biologiag matych RNA rozpoczeto si¢ wraz z odkryciem mutacji
w regionie genomu kodujagcym male RNA komplementarne do transkryptu innego genu [38]
oraz z pozniejszym doniesieniem, ze dwuniciowe RNA mogg zmienia¢ ekspresje genu
poprzez proces zwany interferencia RNA (RNAi, ang. RNA interference) [39]. Kolejne
badania wykazaty, Ze te male regulatorowe RNA licznie wystepuja u réznych gatunkow roslin

1 zwierzat.
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1.2. miRNA w rozwoju komorek plciowych
1.2.1. Biogeneza i funkcja miRNA

MIRNA stanowig duza rodzing 21-25-nukleotydowych RNA, biorgcych udziat
w potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genow na drodze interferencji RNA. Proces
biogenezy miRNA (Rys. 2) obejmuje zardwno etap przebiegajacy w jadrze komdrkowym,
jak 1 etap przebiegajacy w cytoplazmie [40]. Czasteczki te sa transkrybowane
z migdzygenowych lub wewnatrzgenowych regionéw chromosomalnego DNA przez
polimeraze¢ RNA II, w wyniku czego powstaja pierwotne transkrypty o réznej dlugosci
(zazwyczaj 1-3 kb) nazywane pri-miRNA [41]. Posiadaja one charakterystyczne struktury
typu ,,spinki do wltos6w” 1 zawieraja sekwencje dojrzatych czasteczek miRNA. Pierwszym
etapem dojrzewania miRNA jest endonukleolityczne cigcie pri-miRNA przez jadrowy
kompleks sktadajacy si¢ z endorybonukleazy Drosha i jej kofaktora DGCRS8 (ang. DiGeorge
syndrome critical region gene 8). Enzym ten wycina z pierwotnego transkryptu okoto 70-nt
prekursorowy miRNA (pre-miRNA), posiadajacy reszte fosforanowa na koncu 5’ oraz dwa
niesparowane nukleotydy i grup¢ hydroksylowa na koncu 3’ [42]. pre-miRNA posiada
strukturg typu ,,spinki do wlosow” 1 w kolejnym etapie biogenezy jest transportowany z jadra
do cytoplazmy. W procesie tym bierze udzial kompleks eksportyny 5 z biatkiem Ran-GTP,
ktory rozpoznaje niesparowanie na koncu 3’ pre-miRNA oraz sgsiadujacy z nim dwuniciowy
fragment [43]. W cytoplazmie prekursorowy miRNA jest nastgpnie przycinany do 21-25-nt
dupleksow miRNA przy udziale endorybonukleazy Dicer, ktéra do swojej aktywnosci
wymaga obecnosci dwoch biatek: TRBP (ang. trans-activating region RNA-binding protein)
i PACT (ang. interferon inducible double-stranded-RNA-dependent protein kinase activator)
[44]. Powstale dupleksy posiadaja na koncu 5° monofosforan, natomiast na koncu
3’ dwunukleotydowe niesparowanie z wolng grupa hydroksylowa. Jedna z nici dupleksu,
tzw. ni¢ wiodaca (ang. guide strand), zostaje wlaczona do kompleksu RISC (ang. RNA-
induced silencing complex), podczas gdy druga ni¢, tzw. ni¢ pasazerska (ang. passenger
strand), ulega degradacji. Do niedawna sgdzono, ze ni¢ pasazerska w wigkszo$ci przypadkoéw
jest degradowana, jednak badania wykazaty, ze obydwie nici mogg by¢ funkcjonalne [45].
Kompleks RISC skfada si¢ z nici wiodacej miRNA oraz z jednego z czterech bialek
nalezacych do rodziny Argonaute (Agol-4). Wykazano, ze sposrod czterech biatek Ago, tylko
Ago2 posiada domeng PIWI o wiasciwosciach enzymatycznych RNazy H, zdolng
do przecinania czasteczek mRNA [46]. Aktywnos¢ endonukleolityczna Ago2 jest rowniez
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wykorzystywana w przypadku niektorych ewolucyjnie konserwatywnych miRNA
powstajacych bez udziatu RNazy Dicer [47].

Transkrypcja

(polimeraza Il RNA)
; jadro \ Cytoplazma

sekwencja kodujgca miRNA
l Przetwarzanie

Ago 1-4
, pre-miRNA
pri-miRNA AAAA
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&
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miRNA/miRNA kompleksu RISC
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/
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Rysunek 2. Biogeneza i funkcja miRNA u ssakow. Geny miRNA sq transkrybowane przez
polimerazg RNA II. Powstate pri-miRNA sq rozpoznawane i przycinane przez nukleaze
Drosha, dziatajgcq z udziatem DGCRS, do pre-miRNA, ktore sq nastgpnie eksportowane
Z jgdra do cytoplazmy. W cytoplazmie pre-miRNA sq rozpoznawane przez enzym Dicer, ktory
wycina z pre-miRNA ok. 22-nt dupleksy. Jedna z nici dupleksu, tzw. ni¢ wiodgca, staje si¢
czesciqg kompleksu RISC, a druga nié, tzw. pasazerska ulega degradacji. Kompleks RISC
skltadajqgcy sie z nici miRNA oraz jednego z czterech biatek Ago rozpoznaje region 3'UTR
docelowej czgsteczki mRNA i inhibuje jej translacje lub powoduje degradacje.

Do prawidtowego rozpoznania i wyciszenia docelowej czasteczki mRNA nie jest
wymagana catkowita komplementarno$¢ pomiedzy miRNA, a docelowym mMRNA.
Kluczowym odcinkiem dla ich oddziatywania jest region obejmujacy nukleotydy 2-7 zwany
5’ seed oraz nukleotydy 13-16 zwany anchor nici wiodacej miRNA [48]. W przypadku,
gdy migdzy czasteczka miRNA, a sekwencja mRNA istnieje catkowita komplementarnos¢
1 gdy kompleks RISC zawiera biatko Ago2, biatko to moze rozszczepi¢ czasteczkg mRNA,

co prowadzi do jej degradacji. Taki model rozpoznawania mRNA przez miRNA jest czesto
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obserwowany u roslin. Natomiast u zwierzat niecatkowita komplementarnos¢ MiRNA
z mRNA prowadzi do hamowania procesu translacji [49]. Szacuje si¢, ze 30% ludzkich
genow kodujacych biatka pozostaje pod kontrolg pelnigcych funkcje regulatorowe czasteczek

miRNA, a typowa czgsteczka miRNA moze regulowac setki docelowych genow [50].

1.2.2. Rola miRNA podczas specyfikacji komérek praplciowych

Roznicowanie si¢ linii ptciowej u bezkregowcow (C. elegans, D. melanogaster) oraz
u niektorych kregowcow (X. laevis, D. rerio) zwigzane jest z dziedziczeniem w linii zenskiej
specyficznych determinantéw cytoplazmatycznych, asymetrycznie rozmieszczonych w jaju.
Naleza do nich czasteczki RNA oraz biatka, zlokalizowane w wyraznie rozrdznialnym
obszarze cytoplazmy, zwanym plazma ptciowa. Odziedziczenie plazmy plciowej predestynuje
komorki do przeksztalcenia w komorki linii plciowej. Usunigcie plazmy plciowej z jaja
powoduje sterylno$¢, a ponowne jej wstrzykniecie przywraca zdolno$¢ roznicowania si¢ linii
ptciowej u zarodkéw. Natomiast u ptakow i1 ssakow roznicowanie sie linii plciowej nie
wymaga determinantow cytoplazmatycznych, a komorki rozrodcze powstaja w odpowiedzi
na interakcje komoérka-komorka.

Pierwsza oznaka, ktora wskazywataby na mozliwy udzial miRNA w procesie
specyfikacji komorek linii ptciowej, zostata zaobserwowana u D. melanogaster. Zauwazono,
ze komponenty szlaku miRNA, takie jak Dicer-1 oraz dFMRP (ang. fragile X mental
retardation protein) moga wplywac¢ na ekspresj¢ biatek Oskar, Vasa oraz Nanos, ktore
sa kluczowymi skladnikami plazmy biegunowej [51]. PozZniejsza analiza defektow
w wytwarzaniu komodrek biegunowych wykazata, ze miRNA, gtéwnie miR-6 i miR-9,
sg kluczowymi regulatorami tego procesu [52].

Plazma piciowa u D. rerio, podobnie jak u muszki owocowej, wystepuje w $cisle
okreslonym miejscu rozwijajacego si¢ zarodka. Co wazne, plazma piciowa 1 wchodzace w jej
sktad czasteczki mRNA (np. nanos, dead end, tdrd7) sg wysoce skoncentrowane w pewnych
obszarach wczesnych zarodkéw, jednak znaczna ilo$¢ materialu nie jest tam umiejscowiona
I wystepuje réwniez w innych komorkach. Przykltadem jest mRNA genu nanos, ktorego
translacja jest mocno zahamowana w komorkach, ktoére maja da¢ poczatek komorkom
somatycznym [53]. Wraz z rozwojem zarodka, czasteczki mRNA sg preferencyjnie usuwane
z niektorych miejsc, w wyniku czego dochodzi do ustanowienia profilu ekspresji

charakterystycznego dla komoérek prapiciowych.
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Wykazano, ze u podtoza mechanizmu odpowiedzialnego za somatyczne wyciszanie
i degradacje czasteczek mRNA specyficznych dla komodrek piciowych, lezy czasteczka
mMIiRNA 430 (miR-430), ktora kontroluje ekspresje gendéw nanos i tdrd7 [54]. Czasteczki
miRNA kodowane przez klaster miR-430 bardzo licznie wyst¢pujg we wczesnych zarodkach
D. rerio i sg kluczowymi regulatorami przemian mRNA na etapie, gdy dochodzi do aktywacji
genomu zygoty i degradacji matczynych transkryptow. Udziat miRNA w degradacji
matczynego mRNA wykazano w embrionach pozbawionych funkcjonalnego biatka Dicer.
Embriony te rozwijaty si¢ w sposob nieprawidlowy z powodu niewlasciwej ekspresji wielu
mMRNA [54]. Ponadto w embrionach tych mRNA, ktére normalnie sg wyciszane
i degradowane w komorkach somatycznych, a ulegaja ekspresji w komorkach plciowych,
zachowywaly ekspresje w komoérkach somatycznych. miRNA odpowiedzialne za somatyczne
wyciszanie mRNA specyficznych dla komorek ptciowych, sg rowniez obecne w komorkach
rozrodczych [55], jednak ich funkcja w tych komorkach jest hamowana. Jednym
z czynnikow, ktory inhibuje aktywnos¢ miRNA w komorkach ptciowych D. rerio jest biatko
Dead end. Biatko to wigze si¢ do regionow RNA bogatych w reszty urydyny wystepujacych
w regionach 3’UTR docelowych mRNA (m.in. nanos, tdrd7 i hub), co hamuje wiazanie
czasteczek miRNA, jednakze dokladny mechanizm nie zostal jeszcze poznany [56].
Dodatkowo wykazano, ze biatko Dazl, poprzez stymulowanie wydtuzania ogona poly(A),
zwigksza efektywnos¢ translacji mRNA w komorkach linii plciowej 1 w ten sposdb moze
przeciwdziata¢ deadenylacji, zachodzacej przy udziale miR-430 [57]. Dowiedziono rowniez,
ze u X. laevis biatkka Hu moga chroni¢ mRNA komoérek plciowych przed represja
przebiegajaca za posrednictwem szlaku miRNA [58]. Powyzsze obserwacje sugeruja,
ze wiele biatek wspoétdziala, by zapewni¢ komoérkom rozrodczym ekspresje kluczowych
dla nich mRNA, pomimo jednoczesnej obecnosci miRNA w tych komorkach.

Zwazywszy, ze proces ten jest kontrolowany przy udziale podobnych mechanizmow
u C. elegans, D. melanogaster i X. laevis, rola miRNA w usuwaniu transkryptow
wystepujacych w komoérkach somatycznych i odziedziczonych matczynie wydaje si¢ by¢
konserwatywna. Co ciekawe, degradacja RNA na etapie aktywacji genomu zygoty i usuwania
transkryptow matczynych, moze by¢ réwniez kierowana przez inng grup¢ malych RNA,
a mianowicie piRNA, jak wykazano dla mRNA genu nanos [59].

W przeciwienstwie do procesu specyfikacji komorek linii plciowej poprzez matczynie
dziedziczong plazm¢ plciowa u innych organizmow, takich jak plazy ogoniaste czy myszy,
linia komodrek plciowych réznicuje si¢ w odpowiedzi na sygnaty produkowane przez sam
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zarodek [60]. Dwoma kluczowymi czynnikami zaangazowanymi w specyfikacj¢ komorek
praplciowych u myszy sg regulatory transkrypcyjne PRDM1 i PRDM14, ulegajace ekspresji
w regionie, w ktorym powstaja komorki praptciowe. Ich ekspresja jest indukowana przez
biatko BMP, a eksperymenty wykazaty, ze peinig one kluczowg rolg¢ w roéznicowaniu
komorek praptciowych [61]. Stata ekspresja obydwu biatek w komoérkach linii piciowej
pozwala na rozw6j komorek praptciowych poprzez zahamowanie genéw charakterystycznych
dla komoérek somatycznych (np. genu hox). Dodatkowo, biatko PRDM14 funkcjonuje, jako
kluczowy regulator w ponownym nabywaniu pluripotencji i przeprogramowywaniu
epigenetycznym genomu [18]. Podczas gdy PRDMI1 pekni istotne funkcje w innych
procesach, zachodzacych w trakcie embriogenezy, embriony nieposiadajace funkcjonalnego
biatka PRDM14 sa nieptodne, ale zdolne do zycia, co wskazuje na ich $cisle okre$long rolg
w rozwoju komorek ptciowych [18].

Ekspresja PRDM14 jest indukowana przez BMP, a nastepnie podtrzymywana przez
PRDML1 [61]. Co ciekawe, jak pierwotnie zidentyfikowano w przypadku ziarnicy ztosliwe;j,
ekspresja PRDML1 jest wygaszana przez miRNA let-7, ktory wigze si¢ w regionie 3°’UTR
MRNA genu prdml [62]. Regulacja ta wymaga mechanizmu, ktory przeciwdziatatby inhibicji
genu prdm1l przy udziale let-7 w rozwijajacych si¢ komorkach ptciowych. W mechanizm ten
okazal si¢ by¢ zaangazowany regulator translacyjny LIN-28, po raz pierwszy
zidentyfikowany u C. elegans. Moduluje on aktywno$¢ let-7 poprzez bezposrednie wigzanie
do prekursora miRNA let-7 (pre-let-7) [63]. W tym przypadku LIN-28 indukuje urydylacje
na koncu 3’ pre-miRNA przy udziale poly(A) polimerazy, co inhibuje dalsze przetwarzanie
pre-let-7 przez enzym Dicer [64]. W zwigzku z tym, bialko LIN-28 zostalo uznane
za kluczowy element w rozwoju mysich komorek praptciowych. Inhibicja jego aktywnosci
w komorkach prapiciowych spowodowala utrate ekspresji PRDM1 1 defekty w specyfikacji
linii komorek ptciowych. Podsumowujac, LIN-28 uniemozliwia powstawanie dojrzatych
czasteczek let-7, dzigki czemu translacja mMRNA genu prdml nie jest blokowana na drodze
zaleznej od miRNA. Skutkiem tego jest trwata ekspresja genu i wlasciwe wytwarzanie
komorek piciowych. Przedstawione wyzej wyniki badan pokazuja, ze kontrola nad procesem

biogenezy miRNA moze petni¢ istotne funkcje w regulacji rozwoju komorek ptciowych.
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1.2.3. Rola miRNA w utrzymaniu i dojrzewaniu komorek macierzystych linii plciowej

Komorki praplciowe czesto powstaja w pewnej odlegtosci od przysztych gonad
1 musza do nich migrowaé, aby tam zréznicowaé si¢ i utworzy¢ gamety. Po przybyciu
do gonad, komorki linii ptciowej oddziatuja z komoérkami somatycznymi, ktore wspomagaja
utrzymanie puli komoérek GSC 1 regulujg ich réznicowanie si¢ do gamet. Jako ze czasteczki
miRNA sg niezbedne do prawidlowego rozwoju embrionalnego, do badan nad ich rolg
w komorkach macierzystych linii plciowej wymagane sa osobniki, u ktorych aktywno$¢
enzymu Dicer wyeliminowano wytacznie w tych komorkach. Takie eksperymenty
przeprowadzone u muszki owocowej ujawnity role miRNA w kontrolowaniu podziatow
komorek GSC. Wykazano, ze miRNA poprzez hamowanie inhibitora cyklu komoérkowego
Dacapo (Dap), umozliwiajag komérkom macierzystym przejscie przez punkt kontrolny cyklu
komorkowego G1/S, w ktorym podejmowana jest decyzja, czy komorki majg kontynuowac
podziaty. Osobniki meskie i zenskie posiadajace zmutowany gen dicer-1, ktory jest kluczowy
dla biogenezy miRNA, wykazywaly wadliwg kontrole cyklu komoérkowego i dochodzito
u nich do opdznionego przechodzenia z fazy G1 do fazy S [65]. Pozniejsze badania sugeruja,
ze hamowanie aktywno$ci Dap przy udziale miRNA takich jak miR-7, miR-278 i miR-309
zalezy od insulinowego szlaku przekaznictwa sygnatu, co stanowi przykilad wspolpracy
pomigdzy wewngtrznymi i zewng¢trznymi szlakami sygnatowymi, w celu regulowania
podziatow komorek GSC [66].

Poza udzialem w kontrolowaniu podzialdéw komorek macierzystych, aktywno$¢
Dicer-1 jest niezbedna do utrzymania populacji samoodnawiajgcych si¢, niezréznicowanych
komorek macierzystych. Podobne defekty w utrzymaniu populacji komorek GSC zostaty
zaobserwowane u muszek owocowych posiadajacych mutacje w genach kodujacych rdézne
elementy szlaku miRNA, takie jak biatka Agol, Loquacious i dFMRP. Na przyklad, biatko
wigzace RNA, dFMRP, bedace sktadnikiem kompleksu miRISC i specyficznie oddziatujace
z miRNA bantam, jest wazne w procesie samoodnawiania komoérek macierzystych linii
plciowej, wspomaganym przez komorki macierzyste linii somatycznej jajnika [67].
Przeciwnie, réznicowanie GSC moze odbywac si¢ poprzez hamowanie funkcji miRNA, tak
jak jest w przypadku biatka Maelstrom (Mael), ktére pierwotnie zostalo zidentyfikowane
u myszy, jako biatko oddziatujace z Piwi i bedace sktadnikiem ziaren komorek piciowych.
Biatko Mael hamuje transkrypcje miR-7, dzigki czemu mozliwa jest prawidtowa translacja

biatka Bag-of-Marbles (Bam) bedacego kluczowym inicjatorem gametogenezy [68].
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Podobnie biatko Vasa, ktore jest niezb¢dne dla prawidtowego rozwoju komorek piciowych,
inhibuje funkcjonowanie miRNA poprzez wigzanie do mRNA mei-P26 i aktywowanie
translacji biatka Mei-P26. Biatko to oddzialuje z Agol w sposob negatywny regulujac jego
aktywnos$¢, co prowadzi do zahamowania szlaku miRNA [69]. Podsumowujac, miRNA
sg wazne dla pobudzania podziatdéw komoérek macierzystych linii ptciowej i utrzymania ich
pluripotentnego stanu oraz hamowania ich przedwczesnego réznicowania do gamet. Zatem
prawidlowe roznicowanie komorek piciowych zalezy od mechanizméw, ktoére hamuja

aktywno$¢ miRNA.

1.2.4. Rola miRNA w ré6znicowaniu komoérek plciowych — oogeneza

Czasteczki miRNA biorg udzial w hamowaniu réznicowania komorek macierzystych
linii ptciowej. Jednakze badania przeprowadzone u muszki owocowej wykazaty, ze wysoce
konserwatywny miR-184 ulega ekspresji w zenskich komorkach ptciowych i pobudza roézne
etapy roznicowania podczas oogenezy oraz wczesnej embriogenezy. miR-184 kontroluje
roznicowanie komorek GSC poprzez regulowanie poziomu receptora Saxophone (Sax).
Receptor ten za posrednictwem biatka Dpp odbiera sygnaly pochodzace z komodrek
niszowych, co prowadzi do supresji biatka Bam [7, 70]. Zatem represja receptora Sax przy
udziale miR-184 prowadzi do sttumienia sygnatow przekazywanych przez Dpp, co powoduje
zwigkszenie poziomu Bam 1 aktywacje réznicowania GSC. Dodatkowo miR-184 ma wptyw
na wyznaczenie osi grzbietowo-brzusznej i przednio-tylnej oocytu oraz embrionu poprzez
regulowanie, odpowiednio, transportu biatka Gurken oraz represora transkrypcyjnego
Tramtrack69 [70].

Podczas gdy aktywno$¢ Dicer wydaje si¢ by¢ kluczowa dla rozwoju komorek
ptciowych u niektorych gatunkéw, nie jest ona konieczna w przypadku D. rerio, u ktérego
komorki rozrodcze pozbawione genu dicer przeksztalcajg si¢ w dojrzate komorki ptciowe —

plemniki i oocyty [71]. Zjawisko to jednak wcigz wymaga doktadnego wyjasnienia.

1.2.5. Rola miRNA w roznicowaniu komérek plciowych — spermatogeneza

Badania ekspresji miRNA wykazaty, ze czasteczki te sa obecne w jadrach myszy oraz,
ze ich liczba w trakcie trwania spermatogenezy zmienia si¢. Kluczowe skladniki szlaku
miRNA, takie jak Dicer, Agol, Drosha oraz wyst¢pujace w jadrach miRNA sg zlokalizowane
w ciele chromatoidalnym (ang. chromatoid body). Jest to struktura specyficzna dla komorek
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ptciowych, w ktérej odbywa si¢ przetwarzanie RNA [72]. Obnizenie aktywno$¢ Dicer
w mysich komorkach praplciowych powoduje niewtasciwg proliferacje komorek rozrodczych
1 anormalne réznicowanie spermatogonii, co skutkuje nieprawidtowg morfologig spermatyd
oraz powstaniem plemnikéw z ostabiong ruchliwoscig [48]. Fenotypy te mogltyby réwniez
wskazywa¢ na rolg endo-SIRNA w spermatogenezie, gdyz ich biogeneza rowniez zalezy
od enzymu Dicer, jednakze w tym przypadku wykazano dziatanie miRNA. Co ciekawe,
pomimo globalnego mejotycznego transkrypcyjnego wyciszania gendw zlokalizowanych
na chromosomie X, wiele genow miRNA znajdujacych si¢ na tym chromosomie jest
transkrybowanych w spermatocytach podczas mejozy [73]. Przyktadem miRNA, ktore peini
specyficzng funkcje podczas spermatogenezy jest np. klaster miR-17-92. Wykazano,
ze hamuje on translacje czynnika transkrypcyjnego E2F1, przez co chroni komorki, bedace
w trakcie mejozy, przed apoptoza [74]. Podobnie sugeruje si¢, ze mMiIRNA 122a ulega
ekspresji gtownie w komorkach ptciowych bedacych na pdznym etapie rozwoju, w ktorych

to hamuje specyficzne RNA pojawiajace si¢ podczas spermatogenezy [75].

1.2.6. Rola miRNA w réznicowaniu plci

Na podstawie analizy ekspresji miRNA w mysich komorkach prapiciowych
zasugerowano, ze czasteczki te zaangazowane s3 w roznicowanie komorek plciowych
w zalezno$ci od pici. Badania wykazaly odmienng ekspresj¢ miRNA w meskich 1 zenskich
komorkach praptciowych. Zrdéznicowana ekspresja zostata wykryta dla let-7, miR-125a,
miR-9 oraz miR-29b [48]. Jednakze funkcjonalne znaczenie roznic w ekspresji
poszczegdlnych czasteczek miRNA wymaga dalszych wyjasnien. Represja genow dnmt3a
i dnmt3b (ang. de novo methyl transferase 3a i b) przez miR-29b u osobnikéw zenskich
powoduje, ze w komodrkach macierzystych linii piciowej nie dochodzi do metylacji genomu,
w przeciwienstwie do komorek meskich, w ktorych proces ten jest obserwowany w 15. dniu
embriogenezy [76]. Obserwacje te dostarczaja wstepnych sugestii na temat mozliwej roli, jaka

odgrywaja czasteczki miRNA w determinacji i réznicowaniu pici.

1.2.7. Rola miRNA w komoérkach somatycznych gonad

Wiasciwy rozw6j komodrek macierzystych linii pilciowej zalezy od sygnatéw
dostarczanych przez otaczajace je komorki somatyczne gonad, ktore reguluja podziaty
komoérkowe, samoodnawianie 1 réznicowanie komorek. Zatem regulacja ekspresji genow
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w komorkach somatycznych poprzez miRNA, wplywa na utrzymanie populacji komorek
macierzystych linii ptciowej oraz ich r6znicowanie.

Jak wspomniano wcze$niej, brak genu dicer-1 w komoérkach macierzystych linii
plciowej u muszki owocowej, powoduje zaburzenia w utrzymaniu ich populacji, na skutek
btedow w cyklu komorkowym i procesie samoodnawiania [65, 77]. Ponadto brak enzymu
Dicer-1 w somatycznych komorkach macierzystych jajnika wskazuje na jego funkcje rowniez
w tej populacji komorek. Podobnie jak w przypadku komorek macierzystych linii ptciowe;,
roOwniez somatyczne komorki macierzyste nieposiadajace Dicer-1 nie wykazujg zdolnosci
do samoodnawiania si¢, co prowadzi do zmniejszenia ich liczby oraz przedwczesnego
réznicowania, co z kolei powoduje defekty w proliferacji i wzroscie komorek
pecherzykowych [77]. Osobniki posiadajace zmutowane geny logs i agol, ktorych produkty
biatkowe biorg udziat w szlaku miRNA, wykazuja niewtasciwie rozwini¢te gonady zenskie
[78]. Przyktadem genu regulowanego przez miRNA w komorkach somatycznych jajnika jest
notch. Wykazano, ze biatko Belle, bedace komponentem szlaku miRNA reguluje moment
aktywnosci biatka Notch w komodrkach pecherzykowych. Utrata biatka Belle opodznia
aktywacj¢ Notch, przez co nastepuje opOznienie procesu rdznicowania pecherzyka
jajnikowego, co z kolei wptywa na cykl komérkowy 1 dojrzewanie komoérek macierzystych
linii ptciowej [79].

Funkcja miRNA w komorkach somatycznych gonad zostata wykazana u samcow
myszy, u ktorych rozwoj komorek Sertoliego $cisle kontrolujacych proces spermatogenezy,
zalezy od regulacji na poziomie miRNA. Selektywne usunigcie genu dicer w tych komodrkach
uszkadza ich dojrzewanie, co prowadzi do catkowitego braku plemnikow 1 stopniowej
degeneracji jader. Podobnie rozwdj komdrek somatycznych u samic myszy rowniez zalezy
od regulacji na drodze miRNA. W tym przypadku to somatyczne komoérki warstwy ziarnistej,
ktore otaczaja rozwijajacy sie oocyt i podtrzymujg jego rozwoj, wymagaja aktywnosci Dicer.
Usuniecie genu dicer z komorek warstwy ziarnistej prowadzi do degeneracji pecherzykow
jajnikowych. Efekt ten wynika z przedwczesnego rozpoczgcia folikulogenezy
spowodowanego brakiem miR-503, ktory zazwyczaj precyzyjnie reguluje poziom cykliny D2,
bedacej waznym regulatorem proliferacji komorek podczas folikulogenezy [80]. Co wigcej,
brak genu dicer w komorkach somatycznych gonad rowniez wptywa na rozwoj somatycznych
tkanek  rozrodczych, co skutkuje bledami w  owulacji, migracji oocytow
z jajowodow do macicy oraz ich implantacji [81]. Badania te sugeruja, ze aktywnos¢ Dicer
jest kluczowa dla prawidlowego przebiegu spermatogenezy oraz wlasciwego rozwoju
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jajnikéw 1 macicy, a takze odgrywa role w regulacji folikulogenezy poprzez utrzymywanie

komunikacji migdzy komodrkami rozrodczymi, a somatycznymi w gonadach.

1.2.8. miRNA i hormonalna regulacja gametogenezy

Podczas oogenezy i spermatogenezy kluczowymi regulatorami sg czynniki, takie jak
hormony gonadotropowe FSH i LH oraz hormony steroidowe (estrogen, progesteron
i androgeny). Wykazano, ze miR-132 i miR-212 petnig wazng role w odpowiedzi na sygnaty
przekazywane przez te hormony [82]. Na przyklad hormon LH pobudza szlak sygnatowy
cAMP, ktory z kolei aktywuje biatko CREB (ang. CAMP response element binding) bedace
represorem transkrypcji miR-132 i miR-212 w komodrkach warstwy ziarnistej [82].
Co ciekawe, poziom ekspresji miRNA moze z kolei wptywaé na sekrecj¢ hormonow
steroidowych w pierwotnych komoérkach warstwy ziarnistej u cztowieka [83]. Podobnie
spermatogeneza pozostaje pod $cista kontrola FSH i androgendw, ktére reguluja poziom
transkrypcji miRNA w komorkach Sertoliego [84]. Zatem hormony, takie jak LH i FSH moga
kontrolowa¢ transkrypcje¢ specyficznych miRNA, ktore z kolei moga modulowa¢ produkcje

hormonéw steroidowych w ten sposéb kontrolujac gametogeneze.

1.3. piRNA w rozwoju komorek plciowych
1.3.1. Elementy ruchome w genomie

Genomowy DNA stale podlega rdéznym zmianom 1 modyfikacjom. Fizyczne
I chemiczne czynniki takie jak: stres oksydacyjny, naturalne promieniowanie jonizujace czy
reagenty genotoksyczne prowadza do oksydacji, hydrolizy oraz alkilacji DNA. Szacuje sie,
ze u ssakow liczba uszkodzen czasteczek DNA w jednej komorce w ciggu dnia jest wigksza
niz tysigce [85]. Organizmy, aby przeciwdziata¢ tym uszkodzeniom, wyksztalcity wiele
systemOow naprawy DNA takich jak: naprawa przez wycinanie zasady i nukleotydu, naprawa
rekombinacyjna oraz fgczenie nichomologicznych zakonczen, ktore wspotdziatajg, by uniknaé
komorkowej katastrofy.

Jednakze poza czynnikami fizyko-chemicznymi atakujacymi DNA, genom jest
narazony na inne powazne biologiczne zagrozenia wystepujace w samym genomie,
a mianowicie elementy ruchome, gtownie transpozony. Transpozony s3 sekwencjami

genetycznymi, ktére samodzielnie amplifikuja i poruszaja si¢ w obrebie genomu, przez
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co moga zmienia¢ informacj¢ genetyczng [86]. W przeciwienstwie do strukturalnych
uszkodzen fizyko-chemicznych, transpozony nie pozostawiaja wyraznych chemicznych
znacznikow uszkodzenia, ktore moga by¢ rozpoznane przez biatka systemu naprawy DNA.
Zatem genom gospodarza musi rozroézni¢ sekwencje transpozondw, by kontrolowac ich
pasozytniczg aktywnos$¢. Powszechnym sposobem rozpoznawania specyficznych sekwencji
jest wykorzystanie biatek wigzacych DNA 1 RNA, czego przykltadem sa czynniki
transkrypcyjne. W mysich embrionalnych komorkach macierzystych kompleks biatkowy
KAP1/TRIM28 rozpoznaje klas¢ promotorow retrotranspozondéw i hamuje ich aktywno$¢
[87]. Jednakze w sekwencjach transpozonow, a zwlaszcza wystepujacych w postaci RNA,
retrotranspozonéw, w poréwnaniu do sekwencji genéw kodujacych biatka, szybko dochodzi
do mutacji. W zwigzku z tym sekwencje elementéw repetytywnych w komorce moga by¢
bardziej roznorodne niz rozpoznajace je biatka, kodowane przez genom. Innym bardziej
adaptacyjnym sposobem rozpoznawania specyficznych sekwencji jest zjawisko interferencji
RNA oraz powigzane z nim procesy. Zjawisko to wykorzystuje mate niekodujace RNA,
by naprowadzi¢ biatka nalezace do rodziny Argonaute lub zwigzane z nimi kompleksy, celem
przeciecia lub translacyjnego wyciszenia docelowych czasteczek RNA, badz zmodyfikowania
komplementarnych loci DNA [88]. Biatka Argonaute oddzialujace z miRNA Iub siRNA
sga szeroko rozpowszechnione w organizmach eukariotycznych. Poprzez kontrolowanie
stabilno$ci lub aktywnosci translacyjnej endogennych mRNA lub sekwencji obcych, reguluja
one roéznorakie procesy komorkowe 1 rozwojowe. Takie dziatanie procesu RNAI
prawdopodobnie wywodzi si¢ z dawnej odpowiedzi obronnej na dwuniciowe czasteczki RNA
pochodzace z transpozonow, wiruséw 1 sekwencji repetytywnych, w ktorej uczestniczy inny
wyspecjalizowany mechanizm RNAi, zwany szlakiem Piwi. Jego rolg jest wyciszanie
retrotranspozonéw w komoérkach piciowych zwierzat [89]. W szlaku tym biatka Piwi,
nalezace do rodziny Argonaute, oddziatuja z piRNA [90-93] w celu kontrolowania
retrotranspozondéw zar6wno na poziomie transkrypcyjnym, jak i potranskrypcyjnym.
Co ciekawe geny, o ktorych przez dlugi czas uwazano, ze uczestnicza w specyfikacji
i roznicowaniu komorek ptciowych, odgrywaja kluczowa rolg w szlaku Piwi [94-97]. A zatem
kontrola transpozondw jest $cisle zwigzana z prawidlowym rozwojem komorek rozrodczych,
a genom gospodarza wyposazyt si¢ w olbrzymie S$rodki, by uchroni¢ swoja informacje
genetyczng w komorkach ptciowych.

U ssakéw transpozony i ich pozostatosci zajmuja okoto polowe genomu (u cztowieka
w przyblizeniu 45%, u myszy 37%) w odroznieniu od sekwencji egzonow kodujacych bialtka,
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zajmujacych 1-2% genomu [98]. Pomimo ze wigkszos$¢ z tych elementow ruchomych jest
nieaktywna na skutek mutacji i skrocenia dlugosci, niektére z nich pozostajg aktywne i wcigz
rozprzestrzeniaja si¢, tworzac nowe kopie w genomie. Transpozony podzielone na dwie klasy
w zalezno$ci od sposobu przemieszczania si¢ 1 amplifikowania. Transpozony DNA
przemieszczajg si¢ poprzez wycinanie z pierwotnego potozenia, a nastepnie ,,wklejanie si¢”
W nowe miejsce z udziatem transpozazy i biatek systemu naprawy. Zajmuja one okoto 2-3%
genomu ssakow, ale wszystkie kopie, z pojedynczymi wyjatkami, sa nieaktywne z powodu
nagromadzenia mutacji [98]. Druga klasa transpozondéw, retrotranspozony, amplifikuje
poprzez czasteczki RNA transkrybowane z genomowego locus, ktére nastgpnie sg odwrotnie
transkrybowane do DNA i ,,wklejane” do nowego miejsca w genomie. Retrotranspozony
sg podzielone na podstawie struktury na trzy gldéwne podklasy: zawierajace na obu koncach
dhugie powtorzone sekwencje nukleotydow (LTR, ang. long terminal repeats), nieposiadajace
sekwencji LTR dlugie rozproszone elementy (LINE, ang. long interspersed nuclear
elements), nieposiadajace sekwencji LTR krotkie rozproszone elementy (SINE, ang. short
interspersed nuclear elements) [99]. Retrotranspozony LTR sa podobne do retrowiruséw
1 zajmuja okoto 8-10% genomu ssakow. U cztowieka sa w wigkszosci nieaktywne, podczas
gdy mysi genom zawiera aktywne kopie, jak na przyklad retrotranspozon IAP
(ang. intracisternal A particie) [100]. Retrotranspozony LINE sg to najliczniej wystepujace
w genomie ssakow elementy repetytywne. Najpowszechniejszy typ, L1, jest obecny w ponad
500 000 kopii, obejmujac w przyblizeniu 20% ludzkiego 1 mysiego genomu. Sposrodd nich
w genomie cztowieka wystepuje okoto 100 kopii petnej dlugosci aktywnego elementu L1
1 okoto 300 kopii w genomie myszy [86]. Retrotranspozony SINE sag kroétkie (kilkaset par
zasad w porownaniu do retrotranspozonéw LTR oraz LINE o dtugosci 5000 — 10000 par
zasad) 1 nie koduja funkcjonalnych bialek, a zatem nie moga samodzielnie przemieszczaé si¢
w obrebie genomu. Najpowszechniejszym retrotranspozonem SINE u czlowieka
jest sekwencja Alu, ktora stanowi okoto 10% genomu, podczas gdy elementy Bl 1 B2
sg najbardziej rozpowszechnionymi transpozonami SINE u myszy, a kazdy z nich zajmuje
2-3% genomu.

Sposrdd  tych trzech klas retrotranspozonéw, LINE 1 SINE najaktywniej
rozprzestrzeniaja si¢ w genomach ssakow. U czlowieka przynajmniej jeden osobnik na
piecdziesigt posiada nowag kopi¢ L1, podczas gdy jeden na trzydziesci zawiera nowa
transpozycje elementu Alu. Szacuje si¢, Ze u myszy te warto$ci s3 wyzsze, a nowe insercje
transpozonow sg gtownym zrodtem spontanicznych zmian fenotypowych u spokrewnionych
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osobnikoéw [86, 100]. Oczywiscie transpozony rozprzestrzeniajg si¢ w populacji poprzez
swoja aktywno$¢ w komoérkach linii plciowej, zarowno wczesnych komorkach
pluripotencjalnych, jak i plciowo zdeterminowanych komoérkach rozrodczych. Faktycznie
poza kilkoma somatycznymi liniami komoérkowymi i niektérymi komoérkami
nowotworowymi, retrotranspozony ulegaja ekspresji zarowno we wczesnych zarodkach,
jak 1 komoérkach ptciowych [32]. Niewiadomo dokladnie, w jaki sposob retrotranspozony
sg aktywnie transkrybowane, zwlaszcza w komorkach plciowych, ale do regulacji ekspresji
LINE1 wykorzystuja one elementy komorkowej maszynerii transkrypcyjnej, takie jak
polimeraz¢ RNA II oraz czynniki transkrypcyjne (YY1, SOX2, SOX11, RUNX3) [101].
Organizmy wykorzystuja rézne molekularne mechanizmy obronne, by zwalczaé
aktywnos$¢ transpozondéw. U ssakow kluczowym mechanizmem jest epigenetyczna metylacja
genomowego DNA. Metylotransferaza DNA, DNMTL, uczestniczy w hamowaniu
transpozonéw 1 nie dopuszcza do letalnosci embrionéw, podczas gdy inna metylaza,
DNMT3L, pehni bardziej specyficzna role w regulacji retrotranspozonéw w komodrkach
ptciowych [98]. Rowniez modyfikacja histonow pelni istotng funkcj¢ w epigenetycznym
wyciszaniu transpozonow, jak wykazano dla Setdbl/Eset i H3K9 w mysich embrionalnych
komorkach macierzystych [87]. Oprocz mechanizmow regulacji epigenetycznej, transkrypty
transpozonéw, po tym jak ulegng ekspresji, stanowig cel dla mechanizmu RNAI.
W komorkach piciowych w szczegdlnosci funkcjonuje system oparty na biatkach Piwi
1 czasteczkach piRNA. Pelni on kluczowa role w ochronie ich stabilno$ci genomowe;j

oraz utrzymaniu sprawnosci rozrodczej organizmu.

1.3.2. Biogeneza i funkcja piRNA

Biatko Piwi, ktore po raz pierwszy zostato zidentyfikowane u D. melanogaster, petni
istotng funkcje w utrzymaniu plodnosci organizmu. U osobnikéw meskich zaobserwowano,
ze utrata jego funkcji powigzana jest z ciezkimi defektami procesu spermatogenezy, z czego
wywodzi si¢ nazwa genu piwi (ang. P-element induced wimpy testis) [102].
U D. melanogaster wystepuja trzy bialka nalezace do podrodziny Piwi: Piwi, Aubergine
(Aub) oraz Argonaute 3 (Ago3). Réwniez u ssakow zidentyfikowano trzy homologi biatka
Piwi: Piwill, Piwil2 oraz Piwil4, bedace produktami ekspresji gendéw Piwill, Piwil2
oraz Piwil4, niezbedne dla prawidtowego przebiegu procesu spermatogenezy [103-105].

W literaturze czgsto uzywa si¢ nazw historycznych odpowiednio Miwi, Mili 1 Miwi2 dla
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mysich oraz HIWI, HILI i HIWI2 dla ludzkich biatek Piwill, Piwil2 oraz Piwil4. Wykazano,
ze mate RNA, ktore oddzialuja i1 funkcjonuja w potaczeniu z biatkami Piwi, nazwane piRNA,
ulegajg ekspresji i petnig swojg role gtownie w komorkach piciowych [90-92].

PiIRNA powstajg z jednoniciowych prekursorow bez udzialu rybonukleazy Dicer,
ktora jest niezbedna w procesie biogenezy siRNA i miRNA [106, 107]. Czasteczki te tworza
kompleksy z biatkami Piwi, nalezagcymi do rodziny bialek Argonaute, a ich dtugo$¢ to okoto
24-32 nt. Sekwencje piRNA wystepujg w genomie w postaci klastrow, ktore czgsto mapuja
do regionow repetytywnych [106]. Klastry te zawierajg od kilku do kilku tysiecy piRNA,
co daje sekwencje o dlugosci nawet do 100.000 par zasad, sktadajace si¢ gtdownie z sekwencji
réznych transpozonow. Dlatego piRNA, zwlaszcza te pojawiajace si¢ w komodrkach myszy
przed faza pachytenu profazy pierwszego podzialu mejotycznego podczas spermatogenezy
oraz piRNA wystepujace w gonadach D. melanogaster, sa bogate w sekwencje ruchomych
elementow genetycznych. Wiekszos¢ tych malych RNA wykazuje orientacje antysensowg
w stosunku do transkryptow transpozondéw i poprzez hybrydyzacje moze indukowac ich
wyciszanie [108]. Mutacje powodujace utrat¢ funkcji piRNA 1 ich kofaktoréw — biatek
Piwi — powoduja aktywacj¢ transpozondow, co umozliwia im przemieszczanie si¢ w obrebie
genomu i wbudowywanie swoich kopii w przypadkowe miejsca. Prowadzi to do aktywacji
punktu kontrolnego uszkodzenia DNA, zaleznego od kinazy Chk2, co skutkuje btednym
rozwojem gonad, czgsto prowadzacym do bezptodnosci [109].

piRNA wystepujace u myszy mozna podzieli¢ na dwie podklasy rdznigce sig
sposobem regulacji oraz diugoscia — piRNA powstajace przed faza pachytenu profazy
pierwszego podzialu mejotycznego, o dlugosci 26-28 nt (pre-pachytenowe piRNA)
oraz piRNA powstajace po fazie pachytenu, o dtugosci 29-31 nt (pachytenowe piRNA) [110].
Pre-pachytenowe piRNA ulegaja ekspresji w spermatogoniach, przed rozpoczgciem mejozy
1 zanikajg wraz z wejSciem komoérek w fazg pachytenu. Synteza pachytenowych piRNA
zachodzi natomiast w trakcie mejozy. Wystepuja one w spermatocytach I rzedu wchodzacych
w fazg pachytenu, a ich ilo§¢ zmniejsza si¢, gdy komorki osiggng stadium haploidalnej
okragtej spermatydy. Podczas gdy pachytenowe piRNA oddzialujag z mysimi biatkami Miwi
I Mili, to pre-pachytenowe piRNA preferencyjnie tworza kompleksy z biatkami Mili i Miwi2
(Rys. 3). Jesli chodzi o funkcje obydwu klas, to sugeruje sie, ze pre-pachytenowe piRNA
kontroluja elementy ruchome genomu, gdyz ich sekwencje sg bogate w sekwencje elementow
repetytywnych. Biologiczna funkcja pachytenowych piRNA nie zostata jeszcze wyjasniona
[106, 110, 111].
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Rysunek 3. Ekspresja piRNA i biatek Piwi podczas spermatogenezy u myszy. Po lewej stronie
kolorem czerwonym oznaczono prenatalny okres zycia osobmika oraz dzien narodzin,
natomiast kolorem niebieskim okres od narodzin do osiggniecia dojrzatosci piciowej.
Na schemacie wyrdzniono poszczegolne stadia spermatogenezy. Zarowno intensywne
podzialy mitotyczne spermatogonii, jak i wytwarzanie plemnikow zachodzq przez cale Zycie
osobnika. Kolorem zoltym oznaczono moment zatrzymania spermatogenezy w przypadku
mutacji poszczegolnych biatek Piwi. Po prawej stronie z kolei zaznaczono ekspresje biatek
Miwi, Mili i Miwi2 oraz dwoch populacji piRNA na poszczegdlnych etapach spermatogenezy.

Obszerna analiza populacji piRNA, pochodzacych z gonad réznych zwierzat zarowno
zdrowych, jak 1 posiadajagcych mutacje zaburzajace przebieg gametogenezy, doprowadzita
do wyodrebnienia dwoch szlakow biogenezy piRNA: szlaku pierwszorzegdowego
oraz drugorzedowej petli amplifikacyjnej ,,ping-pong”. Jednakze mechanizmy lezace u ich
podstaw pozostaja w duzej mierze niepoznane. Jednym z powodow jest ograniczenie obszaru
wystepowania piRNA do tkanek rozrodczych.

Transkrypty powstajace z klastrow piRNA sg przetwarzane do pierwotnych czasteczek
piRNA, ktore nastepnie tworzg kompleksy z biatkami Piwi (Rys. 4). Czynniki zaangazowane
w transkrypcje, a takze sposob regulacji calego procesu, pozostaja nieznane. Obecnie sugeruje

si¢, ze koniec 5’ czasteczki piRNA zostaje ustalony zanim czasteczka ta zwigze si¢ z biatkiem
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Piwi. Jednakze na koncu 3’ znajduja si¢ dodatkowe nukleotydy, ktore po zwigzaniu piRNA
z biatkiem Piwi musza zosta¢ usunigte [112]. Podczas tego etapu zostaje zdeterminowana
dtugos¢ dojrzatej czasteczki piRNA, ktora zalezy gtownie od wielkosci biatek Piwi. Dlatego
piRNA wigzace si¢ z poszczegdlnymi biatkami Piwi wykazujg rézng dhugos¢. Czynnik
odpowiedzialny za skrocenie czasteczki piRNA z konca 3’ pozostaje jak dotychczas
nieznany. Nastepnie koniec 3’ ulega 2°-O-metylacji przy udziale metylotransferazy Pimet
bedacej homologiem, wystepujacej u roslin, metylotransferazy Henl [113]. Modyfikacja
ta zwicksza stabilno$¢ czasteczek piRNA in vivo [114]. Tylko wybrane biatka Piwi tworzg
kompleksy z pierwszorzedowymi piRNA. Muszka owocowa posiada trzy bialka Piwi,
z ktorych tylko Aubergine (Aub) oraz Piwi, ale nie Ago3, oddziatuja z pierwotnymi piRNA.
U myszy, sposrod trzech bialek Piwi, Miwi 1 Mili asocjuja z pierwszorzgdowymi piRNA,
podczas gdy Miwi2 oddzialuje glownie z drugorzedowymi piRNA, podobnie jak Ago3
u muszki owocowej [115].

Pierwszorzedowe piRNA sa nast¢pnie poddawane amplifikacji celem zwigkszenia ich
zawarto$ci w komorkach plciowych. Proces ten nazwano petla amplifikacyjng ping-pong
(Rys. 4) [106, 116]. Biatka Aub u muszki owocowej oraz Mili u myszy, tworzace kompleksy
z pierwszorzedowymi piRNA, przecinaja docelowy RNA dzigki swojej aktywnosci
endonukleazowej [116]. W procesie tym zostaje okreslony koniec 5° drugorzedowych
piRNA. U muszki owocowej piRNA dziedziczone w linii Zefiskiej, moga réwniez inicjowac
zajscie cyklu ,,ping-pong”, podobnie jak pierwszorzgdowe piRNA [117]. Produkty cigcia
sg nastepnie przenoszone na inne biatka Piwi, Ago3 u muszki owocowej oraz Miwi2 u myszy
1 przycinane na koncu 3’°, co skutkuje powstaniem dojrzatych drugorzgdowych czasteczek
piRNA. Nastepnie u muszki owocowej, biatko Ago3 zwigzane z drugorzedowym piRNA
przecina docelowy RNA, co prowadzi do wytworzenia kolejnych drugorzedowych piRNA,
tworzacych kompleksy z biatkiem Aub [106, 116]. Wzajemne dzialanie obydwu biatek
wykazujacych aktywno$¢ endonukleolityczng zapewnia nieustanne funkcjonowanie petli
amplifikacyjnej u D. melanogaster (Rys. 4). Natomiast biatko Piwi po zwigzaniu
z pierwszorzegdowymi piRNA jest transportowane do jadra, dlatego w bardzo malym stopniu
przyczynia si¢ ono do produkcji drugorzgdowych piRNA w cyklu ,,ping-pong” [118]. Biatko
to ulega ekspresji w komorkach somatycznych gonad muszki owocowej, gdzie takze
oddziatuje z pierwszorzedowymi piRNA. Jednakze ekspresja bialek Aub 1 Ago3 w tych

komorkach jest zbyt niska, by petla amplifikacyjna mogta sprawnie funkcjonowaé. Dlatego
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mechanizm biogenezy piRNA w komodrkach somatycznych jajnika jest prawdopodobnie inny

niz w komorkach ptciowych.
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Rysunek 4. Biogeneza pierwszorzedowych i drugorzedowych piRNA u D. melanogaster.
W  pierwotnym szlaku biogenezy, prekursorowe, antysensowne transkrypty piRNA
sq przecinane prawdopodobnie przez endonukleaze Zucchini (Zuc), a powstale fragmenty
tgczq sie z biatkami Piwi lub Aub. Na tym etapie preferencyjnie wybierane sq fragmenty
posiadajgce na koncu 5’ reszte U. Po zwiqzaniu z biatkami czgsteczki RNA sq skracane
z konca 3’ przez nieznany enzym, po czym metylowane przy udziale Henl. Nastepnie
pierwotne piRNA oddzialujgce z Aub zostajq wigczone do wtornego szlaku biogenezy
zwanego  petlg  amplifikacyjng  ping-pong,  natomiast  kompleksy  piRNA-Piwi
sq transportowane do jgdra i nie biorg udziatu w cyklu amplifikacyjnym. Biatko Aub
rozpoznaje i przecinana komplementarny do czgsteczki piRNA transkrypt transpozonu,
co prowadzi do wytworzenia wtornych czgsteczek piRNA oddziatujgcych z Ago3. Z kolei
kompleksy piRNA-AQo3 poprzez przecinanie antysensownych transkryptow produkujg nowe
PIRNA, ktore lgczq sie z Aub i biorq udzial w wyciszaniu mRNA transpozonow, tworzgc tym

samym petle amplifikacyjng.
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Podobnie jak w przypadku biatka Piwi u muszki owocowej, mysie biatko Miwi2
po utworzeniu kompleksow z drugorzedowymi piRNA jest transportowane do jadra (Rys. 5).
Dlatego tez Miwi2 prawdopodobnie nie bierze udzialu w wytwarzaniu drugorzedowych
piRNA na drodze cyklu ,,ping-pong”. Zatem uwaza si¢, ze szlak, podczas ktoérego dochodzi
do utworzenia kompleksow Miwi2-piRNA, jest szlakiem ,jednokierunkowej” biogenezy
drugorzgdowych piRNA [111, 119]. Istnieja jednak dowody popierajace opinig,
ze w komorkach ptciowych myszy kompleksy Mili-piRNA mogg tworzy¢ cykl ,,ping-pong”,
w ktorym uczestniczy wytgcznie biatko Mili, tzw. cykl homotypowy (Rys. 5) [119]. Biatko
Miwi oddziatuje z piRNA, ktérych ekspresja rozpoczyna si¢ w fazie pachytenu profazy
pierwszego podziatu mejotycznego. Ta frakcja piRNA jest rowniez w bardzo matym stopniu
zaangazowane w przebieg petli amplifikacyjnej [120].

Poniewaz przebieg petli amplifikacyjnej zalezy od aktywnosci nukleolitycznej biatek
Piwi, drugorzgdowe piRNA asocjujace z biatkami Aub u muszki owocowej 1 Mili u myszy
wykazuja komplementarno§¢ w stosunku do piRNA oddziatujacych odpowiednio z Ago3
(u muszki owocowej) 1 Miwi2 (u myszy). Komplementarno$¢ ta jest catkowita i dotyczy
pierwszych 10 zasad od konca 5’ czasteczek. Dodatkowo kompleksy Aub-piRNA wykazuja
silng tendencje do posiadania reszty uracylu na koncu 5’ (1U), a kompleksy Ago3-piRNA
maja tendencj¢ do posiadania reszty adeniny w pozycji dziesigtej od konca 5° (10A).
Sa to typowe cechy czasteczek piRNA, ktorych powstawanie przebiega na drodze cyklu
»ping-pong” lub na drodze ,,jednokierunkowej” biogenezy drugorzedowych piRNA [106,
116].

Podczas cyklu amplifikacyjnego ,,ping-pong” transkrypty transpozondéw sg przecinane
przez kompleksy piRISC. Oznacza to, ze cykl ten spetia jednocze$nie dwa zadania,
a mianowicie produkuje drugorzegdowe piRNA i1 wycisza transpozony, poprzez przecinanie
ich transkryptow. U myszy pierwszorzedowe piRNA oddziatujace z Mili wykazuja glownie
orientacj¢ sensowg Ww stosunku do transkryptow transpozondw, co uniemozliwia
im hybrydyzacje do nich. Jadrowe biatko Miwi2 tworzy kompleksy z antysensowymi piRNA,
dzieki czemu moze indukowaé wyciszanie transpozondw niezaleznie od tego, czy celem sg
bezposrednio genomowe loci transpozondw, czy RNA transkrybowane z tych loci. Biatka
Miwi2 oraz Mili powigzano takze z procesem metylacji DNA docelowych genow [111].

Jednakze mechanizm molekularny lezacy u podstaw tego procesu pozostaje wcigz niejasny.
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Rysunek 5. Biogeneza piRNA u myszy. Pierwotne piRNA powstajg z jednoniciowych
prekursorow transkrybowanych z sekwencji elementow repetytywnych, bqdz klastrow piRNA
i oddziatujq z biatkami Mili i Miwi. Miwi poprzez wytwarzanie kompleksow z frakcjg piRNA
powstajgcq po fazie pachytenu bierze udzial w cytoplazmatycznym wyciszaniu genow, jednak
sekwencje docelowe dla tych kompleksow sq mato poznane. Biatko Mili oddziatujgce
z pierwotnymi piRNA przecina antysensowne transkrypty, wytwarzajgc wtorne czqgsteczki
PIRNA, wigzgce si¢ z Miwi2. Kompleksy Miwi2-piRNA sq transportowane do jgdra, gdzie
uczestniczq w metylacji de novo sekwencji transpozonow. Natomiast biatko Mili uczestniczy
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w homotypowym cyklu ,, ping-pong”.

1.3.3. Udzial piRNA w obronie genomu

Do tej pory dowiedziono, ze piRNA wystepujace u ssakow i organizmdéw nizszych
sa zaangazowane w rozwo0j meskich komorek piciowych, poprzez regulacje epigenetyczng
oraz represj¢ transpozonow [98]. Rola piRNA w obronie genomu i kontrolowaniu elementéw
ruchomych zostata udowodniona u muszki owocowej, nicieni oraz w zarodkach myszy [37,
111, 115]. Ekspresja transpozondéw jest kontrolowana na poziomie transkrypcyjnym poprzez
metylacje DNA oraz wytwarzanie heterochromatyny, a takze potranskrypcyjnie przy udziale
matych RNA. Mgskie komorki plciowe myszy sa narazone na atak transpozondéw podczas
przeprogramowania epigenetycznego odbywajacego si¢ w zyciu ptodowym, co prowadzi

do chwilowego uwolnienia transpozondw spod kontroli epigenetycznej. Dlatego
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w komorkach rozrodczych rozwingla si¢ dodatkowa strategia wyciszania transpozonow
1 utrzymania integralno$ci genomu, i wydaje si¢, ze to wtasnie maszyneria piRNA w znaczny
sposOb przyczynia si¢ do obrony genomu. Wyciszanie transpozondw przy udziale piRNA
na poziomie potranskrypcyjnym odbywa si¢ przez przecinanie transkryptow transpozondw,
aczkolwiek wykazano réwniez zwigzek pomiedzy dziataniem piRNA, a metylacja genow
transpozonéow [37, 111]. Specyficzny mechanizm biogenezy piRNA, czyli petla
amplifikacyjna ,,ping-pong”, zostal wykorzystany do zwigkszenia ilosci piRNA wiasnie
podczas kontroli transpozondéw. Pierwszorzedowe piRNA potgczone z biatkami Piwi
rozpoznaja komplementarne, docelowe czasteczki RNA 1 przecinajg je, produkujac w ten
sposob drugorzedowe piRNA, co powoduje kontynuacje cyklu wzmacniajacego odpowiedz
piIRNA.

Czasteczki piRNA moga petni¢ swoje funkcje po zwigzaniu z biatkami Piwi. Trzy
mysie biatka Piwi - Miwi, Mili i Miwi2 - ulegaja ekspresji wylacznie w komorkach
ptciowych, lecz na roéznych etapach gametogenezy [103, 104, 121]. Biatko Miwi2 ulega
ekspresji w bardzo waskim przedziale czasowym. Wystepuje ono w embrionalnych
prospermatogoniach oraz po urodzeniu w bardzo wczesnych spermatogoniach, co pokrywa
si¢ z czasem przeprogramowania epigenetycznego i procesem metylacji DNA de novo [103,
122]. W komoérkach tych biatko Miwi2 umiejscowione jest w jadrze oraz w ziarnisto$ciach
cytoplazmy zwanych ziarnami piP (ang. piP-bodies), ktore zawieraja rowniez inne typowe
dla ziaren P (ang. P-bodies) biatka [122]. Biatko Mili roéwniez wystepuje
w prospermatogoniach, ale zlokalizowane jest w innych ziarnistosciach (ang. pi-bodies).
Obydwa typy ziarnistosci sg ze sobg powigzane 1 uczestnicza w biogenezie piRNA, metylacji
DNA de novo oraz wyciszaniu transpozonow [122]. U myszy posiadajacych niefunkcjonalne
geny miwi2 i mili dochodzi do zatrzymania spermatogenezy na etapie wczesnej mejozy [103,
121], co prawdopodobnie wynika z niestabilno$ci genomowej, spowodowanej anormalng

ekspresja transpozonow.

1.3.4. Udzial piRNA w spermatogenezie

Dwa mysie biatka Piwi — Miwi i Mili - ulegaja ekspresji podczas spermatogenezy po
urodzeniu, gdzie funkcje piRNA s3 znacznie mniej poznane niz w przypadku
prospermatogonii. Biatko Mili wystgpuje w cytoplazmie spermatogonii, spermatocytow

znajdujacych sie w fazie pachytenu oraz okraglych spermatyd, podczas gdy ekspresja Miwi
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rozpoczyna si¢ w komodrkach mejotycznych i kontynuowana jest przez caly proces
réznicowania si¢ spermatyd [98]. Biatka Miwi 1 Mili, zlokalizowane s3 gléwnie
w ziarnisto$ciach komoérek piciowych, takich jak IMC (ang. intermitochondrial cement)
w spermatocytach i CB (ang. chromatoid body) w spermatydach [104, 121, 123]. Ekspresja
piRNA jest masowo indukowana w spermatocytach bedacych w fazie pachytenu i ta grupa
piRNA jest okreslana jako pachytenowe piRNA [90, 92]. Pachytenowe piRNA ro6znig
si¢ od tych wystepujacych w okresie ptodowym i1 piRNA pojawiajacych si¢ przed faza
pachytenu profazy pierwszego podziatu mejotycznego, oddziatujacych z biatkiem Mili [98].
Dowiedziono, ze produkcja pachytenowych piRNA jest niezalezna od mechanizmu
amplifikacyjnego ,,ping-pong”. Natomiast bardziej prawdopodobne jest, ze powstaja one
na drodze przetwarzania pierwotnego [120].

Delecja genu miwi u myszy skutkuje zatrzymaniem spermatogenezy w stadium
okraglej spermatydy, bez zadnych defektow w przebiegu mejozy i catkowitym brakiem
wydhuzonych spermatyd [104]. Ekspresja pachytenowych piRNA jest znacznie zredukowana
u osobnikdéw nieposiadajacych biatka Miwi [92], co sugeruje, ze obecno$¢ funkcjonalnego
biatka ma wptyw na ich powstawanie. Biatka nalezace do rodziny Argonaute, w tym biatka
Piwi, wykazujg aktywnos$¢ nukleazowa 1 po zwigzaniu z malymi RNA mogg przecinaé
docelowe, komplementarne czasteczki RNA. Co ciekawe, zmutowane myszy, posiadajgce
katalitycznie nieaktywna forme biatka Miwi, bez aktywnosci przecinania RNA, wykazuja
prawie identyczny fenotyp jak myszy catkowicie pozbawione biatka Miwi. Oznacza
to, ze biologiczna funkcja biatka Miwi w znacznej czesci obejmuje dzialanie nukleolityczne
tego biatka, sterowane matymi RNA. Aktywnos$¢ ta obejmuje potranskrypcyjne cigcie
transkryptu retrotranspozonu LINE [124]. Natomiast biogeneza pierwotnych piRNA jest
nienaruszona u osobnikéw z nieaktywnym katalitycznie biatkiem Miwi. Dlatego wydaje sig,
ze produkcja pachytenowych piRNA wymaga obecnosci biatka Miwi, ale nie jego aktywnos$ci
nukleolitycznej. Jednakze doktadny mechanizm produkcji pachytenowych piRNA pozostaje
wcigz niejasny. Ostatnie badania zwrocily uwage na inne bialka, takie jak
Zucchini/MITOPOLD/PLD6 oraz helikaza MOV10L1, ktore biorg udzial w biogenezie
pierwszorzedowych, pachytenowych piRNA, jako nukleazy specyficzne wobec
jednoniciowych kwasoéw nukleinowych [125]. Sugeruje si¢ réwniez, ze biogeneza
pierwszorzgdowych piRNA wymaga 3°-5" egzonukleolitycznego przetwarzania, celem
wytworzenia dojrzatego konca 3’ piRNA, po tym jak prekursorowy transkrypt
z przetworzonym koncem 5’ zwigze si¢ z biatkiem Piwi [112].
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Funkcja pachytenowych piRNA 1 powdd ich bardzo wysokiej ekspresji wcigz
pozostaja przedmiotem intensywnych badan. Jak wspomniano wyzej, kompleksy Miwi-
pIRNA mogg posredniczy¢ w wyciszaniu transpozondéw [124]. Jednakze populacja
pachytenowych piRNA jest réznorodna i tylko okoto 20% piRNA mapuje do sekwencji
repetytywnych. Wigkszo$¢ pachytenowych piRNA tworzy klastry w regionach
migdzygenowych pozbawionych powtdrzen. Istnieje takze frakcja mapujaca do gendw
kodujacych biatka. Giebokie sekwencjonowanie niskoczasteczkowych RNA zwigzanych
z bialkami Mili 1 Miwi wykazato, ze wigkszos¢ piRNA, ktorych geny znajduja sie¢
w regionach migdzygenowych, badz w obrgbie gendéw kodujacych biatka, nie posiada
komplementarnych, dtuzszych, docelowych RNA [112]. To sugeruje, ze biatka Miwi 1 Mili
nie wykorzystuja czasteczek piRNA do naprowadzania ich na niezawierajace powtorzen
fragmenty RNA. Obecnie nie wiadomo, w jakim celu produkowane sg piRNA, nieposiadajace
komplementarnych docelowych RNA. Jedng z mozliwosci jest to, ze sa one koncowymi
produktami mechanizmu degradacji transkryptow RNA, powstatych w trakcie mejozy, ktore
sg zbedne w komorkach haploidalnych [112]. Funkcjonalna charakterystyka pachytenowych
piRNA pozostaje wyzwaniem ze wzgledu na zlozono$¢ procesu spermatogenezy i brak
modelowych kultur in vitro dla mejotycznego i pomejotycznego roéznicowania komorek.
Co wiecej wydaje si¢, ze biatka, ktore uczestniczg w szlaku Piwi-piRNA, posiadajg inne,
niezalezne od piRNA funkcje. Na przyktad wykazano, ze bialkko Miwi wiaze, ochrania

i hamuje translacje MRNA, powstajacych w trakcie spermiogenezy, bez udziatu piRNA [112].

1.3.5. Rola piRNA w specyfikacji i utrzymaniu komorek linii plciowej u D. melanogaster

Rola biatek Piwi w specyfikacji komorek linii ptciowej u muszki owocowej jest
dobrze poznana. Biatko to zlokalizowane jest w ziarnach biegunowych 1 jest potrzebne
do wytworzenia komoérek biegunowych (prapiciowych) w sposob zalezny od poziomu
ekspresji [51], co oznacza, ze zwigkszona ilo§¢ biatka Piwi dziedziczonego w linii zenskiej
prowadzi do proporcjonalnego wzrostu liczby powstajacych komorek praplciowych.
Co ciekawe, poniewaz wykazano, ze biatko Piwi poza tworzeniem kompleksow z piRNA,
oddziatuje takze z niewielkg iloscia miRNA, nie jest jasne, czy biatko to wpltywa
na specyfikacje komorek linii piciowej poprzez oddziatywania z piRNA, czy z miRNA [51].
Dodatkowy dowdd, wiazacy czasteczki piRNA z procesem specyfikacji komorek linii

plciowej, dotyczy fenotypu zarodkow powstatych z samic, posiadajacych zmutowany gen
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aubergine. Gen ten koduje biatko Aub, bedace homologiem biatka Piwi i jest zlokalizowane,
tak jak Piwi, w ziarnach biegunowych [126]. Embriony te nie wytwarzaja komoérek ptciowych
na skutek zaburzenia translacji mRNA biatka Oskar, ktore odgrywa giowna role
W umiejscowieniu plazmy pilciowej, poniewaz ziarna biegunowe tworzg si¢ tam, gdzie
znajduje si¢ mRNA genu oskar. Tak wigc odpowiednie rozmieszczenie i ilo$¢ biatka Oskar
kontrolujg ilo$¢ plazmy biegunowej i liczbe tworzacych si¢ komodrek piciowych. Jednakze
jak dotychczas bezposredni udziat piRNA w tym procesie nie zostal wykazany.

Biatka Piwi u muszki owocowej ulegaja ekspresji w komorkach somatycznych
i plciowych zardwno samcow, jak i samic [127]. Osobniki obu ptci posiadajace zmutowany
gen piwi nie sg zdolne do utrzymania populacji komoérek macierzystych linii plciowe;,
podczas gdy nadekspresja Piwi w komoérkach somatycznych gonady zenskiej powoduje
wzrost zarowno szybkosci podzialow GSC, jak i ich liczby [127]. Istotnie biatka Piwi 1 Aub
petnia wazng funkcje w rozwoju gonad i komorek plciowych, poniewaz ich wlasciwe
funkcjonowanie zapewnia osobnikom meskim i zenskim ptodnos¢ [102, 127]. Ponadto
wykazano, ze biatko Ago3 jest potrzebne dla zachowania ptodno$ci u osobnikéw zenskich,

lecz tylko czgsciowo u osobnikéw meskich [128].

1.3.6. Inne komponenty szlaku piRNA-Piwi

Biatka Piwi oraz piRNA sa kluczowymi sktadnikami szlaku piRNA-Piwi, aczkolwiek
nie dzialaja one w pojedynke¢. Tworza one wigksze kompleksy rybonukleoproteinowe,
w sktad ktorych wchodza inne funkcjonalne komponenty (Tab. 1). Zidentyfikowanymi po raz
pierwszy biatkami oddziatujacymi z Piwi byly biatka nalezace do rodziny Tudor [95-97].
W genomie ssakow istnieje okoto 30 genow, ktore koduja domeny Tudor, a biatka
zawierajgce te domeny, takie jak TDRDI i TDRD9, uczestniczg w szlaku piRNA-Piwi.
Ogo6lnie biorgc domeny Tudor rozpoznaja dimetylowane reszty argininy wystepujace
w obrebie docelowych biatek. Ostatnie badania wykazaly, Zze argininy znajdujace si¢
na N-koncu mysich bialek Piwi sa dimetylowane i w zwigzku z tym sg rozpoznawane przez
domeny Tudor biatek TDRD [97]. Biatko Mili tworzy kompleks z TDRD1, Miwi2 z TDRD9,
a Miwi z TDRD6. U osobnikéw posiadajgcych zmutowane geny tdrdl oraz tdrd9 dochodzi
do aktywacji retrotranspozonu LINEL1 w trakcie spermatogenezy oraz znacznej zmiany w
profilu ekspresji piRNA. Aktywacja retrotranspozonu IAP nie jest wykrywalna, inaczej niz w

przypadku mutacji mili i miwi2, a przyczyna tego pozostaje nieznana. U osobnikow
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ze zmutowanymi genami tdrd1 oraz tdrd9, metylacja de novo promotoréw LINE1 zachodzaca
w (pro)spermatogoniach jest wyraznie obnizona, co wskazuje, ze te dwa biatka Tudor,
oddziatujace z biatkami Piwi sg niezbedne do regulacji LINE1 zar6wno na poziomie
transkrypcyjnym, jak i potranskrypcyjnym. Inne biatka nalezace do rodziny Tudor, TDRDS i
TDRD7, réwniez biora udziat w wyciszaniu transpozonow. Biatko TDRDS5 dziata poprzez
szlak piRNA-Piwi, natomiast biatko TDRD7 moze funkcjonowa¢ w odmienny sposob [129,
130]. Na poziomie molekularnym biatka TDRD funkcjonujg prawdopodobnie, jako
rusztowanie gromadzace kompleksy makromolekularne za pomocg domen Tudor, jak réwniez
innych domen wchodzacych w sktad bialek tworzacych te kompleksy. Ewolucyjnie geny
rodziny tudor wystepujace u innych gatunkow wilacznie z genem tudor u muszki owocowej,
spn-E/homeless (homolog tdrd9) oraz innymi genami (Tejas, Yb, Krimper) réwniez
uczestniczg w szlaku piRNA-Piwi [131]. Zatem rodzina genéw tudor jest kluczowym,
konserwatywnym sktadnikiem szlaku piRNA-Piwi, zapewniajacy integralno§¢ komorek
ptciowych u réznych organizmow.

Innym ciekawym i konserwatywnym sktadnikiem szlaku piIRNA-Piwi jest gen vasa
(mysi homolog vasa - Mvh/Ddx4). Geny vasa sa ewolucyjnie konserwatywne i przez dtugi
czas byly wykorzystywane, jako specyficzne markery komoérek plciowych u wielu
organizméw. Bialko Vasa posiada domeng helikazy RNA 1 zaangazowane jest w metabolizm
RNA, aczkolwiek szczegétowa molekularna funkcja pozostaje nieznana. Ostatnie badania
przeprowadzone u myszy i muszki owocowej, posiadajacych zmutowany gen vasa wykazaty,
ze gen ten przede wszystkim pelni role w szlaku piRNA-Piwi [94, 118]. U myszy mutacja
Mvh/Ddx4 doprowadzita do zwigkszonej ekspresji retrotranspozonéw LINE1 i IAP,
co spowodowalo zatrzymanie spermatogenezy na etapie mejozy. U zmutowanych osobnikoéw
nie pojawia si¢ frakcja plodowych piRNA oddziatlujacych z Miwi2, co skutkuje
uszkodzeniem procesu metylacji DNA. Obserwacje te jasno wskazuja na kluczowa role genu
vasa w szlaku piRNA-Piwi. W biologii rozwojowej geny vasa i tudor przez dtugi czas byly
uwazane za kluczowe geny, kontrolujace procesy rozwojowe, istotne dla specyfikacji
komorek ptciowych u muszki owocowej i ich réznicowania u myszy [98]. Jednakze obecnie
okazalo si¢, ze geny te, jak rowniez inne geny (tacznie z piwi) zaangazowane W rozwoj
komorek piciowych, uczestnicza w kontroli transpozonéw poprzez szlak piRNA-Piwi,
co wskazuje na ogromne znaczenie kontroli transpozondéw podczas rozwoju komorek

ptciowych.
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Bialko Mov10L1 (homolog biatka Armitage wystepujacego u muszki owocowej) jest
kolejng helikaza RNA niezbedna w procesie pierwotnej biogenezy i taczenia piRNA
Z biatkami Piwi, a takze supresji retrotranspozonoéw LINE1 oraz IAP podczas spermatogenezy
[132, 133]. Helikaza ta, podobnie jak produkty genow Mvh/Ddx4 oraz Tdrd9 (biatko to takze
posiada domene helikazowa) [94], jest ewolucyjnie konserwatywna i1 wazna dla
prawidlowego funkcjonowania szlaku piRNA-Piwi.

Inne komponenty szlaku piRNA-Piwi zidentyfikowane do tej pory to biatka
Maelstrom [134] i GASZ/ASZ1 [135]. Maelstrom posiada domeng HMG-box i jest konieczne
do supresji transpozondw LINEl oraz IAP, a utrata jego funkcji powoduje defekty
w ekspresji piRNA oraz przejsciowa hipometylacje LINE1 w (pro)spermatogoniach. Biatko
Gasz/Asz1 zawiera powtorzenia ankirynowe (33-aminokwasowy motyw biatkowy sktadajacy
si¢ z dwoch alfa-helis oddzielonych petla) oraz domene SAM (ang. sterile alpha motif),
a jego rola polega na supresji transpozonow LINE1 oraz IAP, prawdopodobnie poprzez
stabilizacj¢ biatka Mili oraz innych czynnikow szlaku piRNA-Piwi.

Innym ostatnio zidentyfikowanym ciekawym sktadnikiem szlaku piRNA-Piwi jest
biatko Mitopld/Zucchini/PLD6 nalezace do rodziny fosfolipazy D, ktora hydrolizuje
fosfolipidy 1 uczestniczy w szlaku sygnalowym lipidow [136]. Przypuszcza si¢, ze bialtko
Mitopld/Zucchini jest nukleazg odpowiedzialng za przetwarzanie piRNA, jednakze jego
aktywno$¢ nukleazowa, w przeciwienstwie do aktywnosci lipazy, nie zostata dowiedziona
[98]. Mutacje w genie Mitopld/Zucchini powoduja wzrost aktywnoS$ci retrotranspozonu
LINE1, hipometylacje DNA oraz powazne blgdy w procesie biogenezy pierwszorzedowych
piRNA. Co cickawe biatko Mitopld/Zucchini zlokalizowane jest na zewnetrznej btonie
mitochondriow, a jego nadekspresja (w komorkach somatycznych) ulatwia fuzje
mitochondriow poprzez lipidowy szlak sygnatowy [98], podczas gdy utrata jego funkcji
zaktoca dystrybucje mitochondridow oraz powoduje niewlasciwa lokalizacje komponentow
szlaku piRNA-Piwi, takich jak biatka Mili oraz TDRD1. Zatem biatko Mitopld/Zucchini jest
waznym czynnikiem, ktory moze taczy¢ regulacje btony mitochondrialnej i lipidowy szlak

sygnatowy ze szlakiem piRNA-Piwi.
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Tabela 1. Komponenty szlaku piRNA-Piwi u myszy.

Domena Lokalizacja bialka Aktywacja Biogeneza piRNA u Fenotyp

bialkowa retropozonow mutantow spermatogenezy
u mutantow u mutantow

Piwill (Miwi) Piwi, Paz ciato chromatoidalne LINE1 utrata pachytenowych spermatydy [104, 124]
piRNA

Piwil2 (Mili) Piwi, Paz wintermitochondrial cement”, LINE1, utrata ptodowych piRNA spermatocyty [37,110,111,
ciato chromatoidalne IAP 119,121]

RV VAR Piwi, Paz ciatka P, jadro LINEL, zmiany w ptodowych piRNA  spermatocyty [37,103,

IAP 111,119]

Tdrdl (Mtr-1) Rl M\AYe »intermitochondrial cement”, LINE1 zmiany w plodowych piRNA  spermatocyty, [95-97]
ciato chromatoidalne spermatydy

Tdrd5 Tudor, Lotus wintermitochondrial cement”, LINE1 brak danych spermatydy [129]
ciato chromatoidalne

Tdrd9 Tudor, helikaza ciatka P, jadro, LINE1 zmiany w plodowych piRNA  spermatocyty [137]
ciato chromatoidalne

Ddx4 (Mvh) helikaza Lintermitochondrial cement”, LINE1, zmiany w ptodowych piRNA  spermatocyty [94]
ciato chromatoidalne I1AP

Mov10L1 helikaza cytoplazma LINEL, utrata okotoporodowych spermatocyty [132,133]

IAP piRNA

Mael HMG cialka P, cialo LINE1, przejsciowa utrata spermatocyty [122,134]
chromatoidalne IAP ptodowych piRNA

Aszl (Gasz) powtdrzenia wintermitochondrial cement”  LINE1, zmiany w pourodzeniowych,  spermatocyty [135]

ankirynowe, SAM IAP prepachytenowych piRNA
Pld6 fosfolipaza D mitochondria LINE1 zmiany w ptodowych piRNA  spermatocyty [136]

(Zuc/mitoPLD)
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1.4. Endogenne siRNA w rozwoju komorek plciowych
1.4.1. Biogeneza i funkcja endogennych siRNA

Glegbokie sekwencjonowanie malych RNA pochodzacych z tkanek somatycznych
muszki owocowej, pozwolilo na zidentyfikowanie nowej klasy okoto 21-nt czasteczek
endo-siRNA [138]. Czasteczki te pochodzg z transkryptow transpozondw, sekwencji
heterochromatynowych, dupleksow RNA sens-antysens”, mRNA, pseudogenow
oraz dhlugich struktur typu ,spinka do wloséw” [139]. Bioragc pod uwage, ze zar6wno
transpozony, jak i endogenne sekwencje genow stanowig matryce do syntezy prekursorow
endo-siRNA oczywiste jest, ze ich funkcja nie ogranicza si¢ do wyciszania transpozonow,
ale raczej obejmuje regulacje ekspresji genow [139]. Dowiedziono, ze u muszki owocowe;j
endo-siRNA specyficznie oddziatujg z biatkiem Ago2 [138]. Natomiast badanie ekspresji
matych RNA u myszy rowniez wykazato, ze liczne endo-siRNA sg obecne w oocytach [140,
141], a takze w mniejszych ilo$ciach w embrionalnych komodrkach macierzystych [142].
Aktywnos$¢ czasteczek endo-siRNA u myszy takze zwigzana jest z bialkami nalezgcymi
do rodziny Ago [140]. Poza szlakiem endo-siRNA biatko Ago2 u muszki owocowej
uczestniczy rowniez w procesie interferencji RNA poprze oddzialywanie z egzogennymi
SiRNA (egzo-siRNA), ktore powstaja z wprowadzonych do komorki dtugich dwuniciowych
RNA (dsRNA) lub dupleksow siRNA. Przyktadem jest wykorzystanie procesu interferencji
RNA przez D. melanogaster do obrony przeciwko wirusom produkujagcym dsRNA podczas
infekcji [143]. Liczne endo-siRNA zostaly opisane u innych gatunkéow, m. in. ro$lin
i C. elegans [144]. Szlak endo-siRNA u ro§lin i nicieni jest bardziej skomplikowany niz ten
wystepujacy u muszki owocowej 1 ssakow, gdyz do wytwarzania endo-siRNA wykorzystuja
one polimerazy RNA zalezne od RNA [144]. Poniewaz muszka owocowa 1 ssaki nie
posiadaja RARP (ang. RNA-dependent RNA polymerase), wystepujace u tych organizmow
endo-siRNA powinny by¢ sklasyfikowane, jako nowa grupa czasteczek, ktore

sa produkowane w sposdb niezalezny od RARP.

1.4.1.1. Biogeneza endogennych siRNA u D. melanogaster

Rozktad wielkosci czgsteczek endo-siRNA jest bardzo waski (~21 nt) w poréwnaniu
na przyktad do 21-23-nt czgsteczek miRNA. Kluczem do wyjasnienia tej roznicy jest

prawdopodobnie sposob biogenezy obydwu grup matych RNA. Podobnie jak w przypadku
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egzogennych siRNA, ale w odroznieniu od miRNA, przetwarzanie endo-SIRNA zalezy
od enzymu Dicer2, a nie Dicerl (Rys. 6) [138]. Co ciekawe, w przeciwienstwie
do egzo-siRNA, ktore wymagajg biatka R2D2, endo-siRNA, a szczeg6lnie te wywodzace si¢
z dhlugich struktur typu ,,spinka do wlosow”, zaleza od biatka LOQS, ktére funkcjonuje
w szlaku miRNA [139]. Wydaje si¢, ze Dicer2 oddziatuje z biatkiem LOQS w komorkach
muszki owocowej [106]. Niewiadomo, w jaki sposob i dlaczego biatko LOQS wybiera
Dicer2, a nie Dicerl w procesie przetwarzania endo-siRNA. Ciekawe byloby roéwniez
zrozumienie sposobu, w jaki kompleks Dicer2-LOQS rozpoznaje swoje substraty i

determinuje miejsca przeciecia.

fragment dsRNA
-
Dicer-Z%
i |
Logs dupleksy

SiRNA

kompleks tadujgcy
na RISC A
Dicer-2 N RoD2

Ago.

_—
mRNA transpozonu

m G

Rysunek 6. Biogeneza i funkcja endo-siRNA u D. melanogaster. Prekursorowe dwuniciowe
fragmenty RNA (dsRNA) sq przycinane przez biatka Dicer-2 oraz Logs do krotszych
dupleksow siRNA. Nastepnie dupleksy te, za pomocq biatek Dicer-2 oraz R2D2, przenoszone
sq do kompleksu z biatkiem Ago2. Po zwigzaniu z Ago?2 jedna z nici dupleksu zostaje usunieta,
a druga ulega metylacji przy udziale enzymu Henl. Gotowy kompleks RISC wigze sie
z docelowym mRNA bgdz RNA transpozonu powodujgc wyciszenie ekspresji genu.

Prekursory endo-siRNA s3 produkowane gtéwnie z dupleksow typu ,,sens-antysens”
pochodzacych z transpozonow. Moga one rowniez powstawaé w procesie zbieznej
transkrypcji genow kodujacych biatka lub z nieopisanych regionow genomu [138].
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Transkrypty te niekoniecznie sg transkrybowane z tych samych loci, zatem dwuniciowe
prekursory RNA maja tendencje do posiadania naturalnych niesparowan i wybrzuszen. Drugi
typ prekursoréw endo-siRNA stanowig jednoniciowe, aczkolwiek hybrydyzujace do siebie
transkrypty tworzace dlugie struktury typu ,,spinki do wlosow” [138]. Roznig si¢ one
od prekursoréw miRNA dluzszym regionem dwuniciowym. Co ciekawe znaczna liczba
endo-siRNA (okoto 20% endo-siRNA oddziatujacych z Ago2 w komorkach Schneider 2
D. melanogaster) posiada w swoich sekwencjach substytucje [145]. Poniewaz wigkszo$¢
znalezionych mutacji to substytucje A-G, prawdopodobnie zwigzane jest to z edytowaniem
RNA przez biatko ADAR (ang. adenosine deaminase acting on RNA). Aktywnos$¢ tego biatka
w procesie redagowania RNA jest ograniczona do jadra, a jako substraty wykorzystuje ono
tylko dwuniciowe RNA. Dlatego dwuniciowe prekursory RNA muszg powsta¢ w jadrze,
gdzie shuza, jako substraty dla enzymu ADAR. Ta potranskrypcyjne modyfikacja
nukleotydowa prowadzi do powstawania w czasteczkach prekursorow wybrzuszen. Te dwie
strukturalne cechy prekursoréw endo-siRNA — dtugie, dwuniciowe struktury i wybrzuszenia —
moga by¢ selektywnie rozpoznawane przez biatka Dicer2 1 LOQS. Biatko Dicer2 moze by¢
potrzebne do przetwarzania dlugich, dwuniciowych RNA oraz do oddziatywan z Ago2.
Natomiast biatko LOQS moze przyczynia¢ si¢ do wigzania biatka Dicer2 do niesparowan
wystepujacych w prekursorach oraz do ich taczenia z kompleksem biatkowym RISC [146].
Niektore loci generujace czasteczki piRNA moga by¢ zrodlem endo-SiRNA [145],
jednakze jedna z grup badawczych wykazala, ze tylko kilka loci piRNA moze produkowac
endo-siRNA [138]. Podobnie jak piRNA, endo-siRNA u muszki owocowej posiadajg
na koncu 3’ grupe 2’-O-metylowa, ktora moze by¢ dodana przez metylotransferaze Henl
[145]. Jednakze piRNA oraz endo-siRNA wyraznie r6znig si¢ pod wzgledem dlugosci (24-29
nt w poréwnaniu do 21 nt), biatek, z ktorymi oddziatuja (Piwi w poréwnaniu do Ago)
oraz komorek, w ktorych ulegaja ekspresji (gléwnie komoérki piciowe w pordwnaniu
do wszystkich komorek organizmu). Rézny jest rowniez sposob ich redagowania. Endo-
siRNA moga by¢ edytowane przez enzym ADAR, co jest mato prawdopodobne w przypadku
piRNA, poniewaz endo-siRNA s3 generowane z dwuniciowych RNA, podczas gdy piRNA
powstaja z jednoniciowych RNA. Retrotranspozony moga by¢ transkrybowane w obydwoch
kierunkach. Jednakze ilo$¢ produktéw powstatych w orientacji sensownej i antysensownej
moze by¢ rézna. Moze to skutkowac¢ powstaniem mieszaniny jedno- i dwuniciowych RNA.
Niezaleznie od sposobu redagowania, dwuniciowe RNA sg transportowane do cytoplazmy za
pomoca nieznanego mechanizmu, gdzie s3 substratami dla enzymu Dicer2, ktéry generuje
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powstanie endo-siRNA. Jednoniciowe transkrypty rowniez sg transportowane do cytoplazmy
prawdopodobnie poprzez szlak eksportu mRNA i stajg si¢ substratami do produkcji piRNA
[146].

1.4.1.2. Biogeneza endogennych siRNA w mysich oocytach

Podobnie jak w przypadku endo-siRNA wystepujacych u muszki owocowej, mysie
endo-siRNA maja dlugo$¢ okoto 21-nt i powstajg z réznych zrddet, takze z elementow
ruchomych [140, 141]. Wspdlne cechy dotycza rowniez procesu biogenezy. Do produkcji
mysich endo-siRNA niezbedny jest enzym Dicer, podobnie jak Dicer2 u D. melanogaster.
Prekursorami mysich endo-siRNA sg transkrypty, ktore zawieraja diugie struktury typu
,»Spinki do wlosow” lub dwuniciowe RNA wywodzace si¢ z dupleksoéw typu ,,sens-antysens”.
Niektore z tych duplekséw (prekursory cis-endo-siRNA) sa transkrybowane zbieznie z tych
samych loci, podczas gdy inne (prekursory trans-endo-siRNA) sg generowane z dwoch
podobnych, ale oddzielnych loci. Wykazano, ze transkrypty pseudogendéw moga wytwarzaé
SiRNA poprzez hybrydyzacje do ich funkcjonalnie spokrewnionych transkryptoéw oraz,
ze ekspresja funkcjonalnych genoéw jest zwickszona u osobnikdw ze zmutowanymi genami
dicer i ago2 [140, 141]. A zatem pseudogeny moga peti¢ funkcje regulatorowg poprzez
hamowanie ich funkcjonalnych odpowiednikow na drodze interferencji RNA.

Co ciekawe, mysie oocyty produkuja zaréwno endo-SiRNA, jaki i piRNA, podczas
gdy w mysich jadrach dochodzi do ekspresji tylko piIRNA [140, 141]. Tak wigc w jajnikach,
W Wwyciszanie transpozondw, zaangazowane sg dwa mechanizmy: szlak endo-SIRNA
oraz piIRNA. W toku ewolucji regulacja transpozonéw wystepujacych w meskich i1 zenskich
komorkach linii plciowej mogta zachodzi¢ w odmienny sposob. Mimo ze niektore
mechanizmy wcigz pozostajg aktywne u osobnikow zenskich, to u osobnikow meskich szlak

endo-siRNA mogt zaniknac [146].

1.4.2. Rola endogennych siRNA w roznicowaniu komorek plciowych — oogeneza

W celu zbadania roli endo-siRNA na wczesnym etapie rozwoju komorek piciowych
u muszki owocowej, przeanalizowano jaki wpltyw ma brak biatek Dicer2 oraz Ago2,
niezbednych do prawidlowego funkcjonowania tych matych RNA. Co ciekawe, podczas gdy

zaobserwowano ogromny wptyw na proces przetwarzania dwuniciowych RNA, to obydwa
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biatka wydaja si¢ by¢ zbedne w specyfikacji i utrzymaniu populacji komoérek piciowych
u D. melanogaster [147].

U C. elegans osobniki pozbawione polimerazy RNA zaleznej od RNA, EGOIl
lub innych RdRP, ktére sga potrzebne do syntezy prekursoréw endo-siRNA, wykazuja
powazne defekty w procesie oogenezy i spermatogenezy, prowadzace do nieptodnosci [148].
Zjawisko interferencji RNA w komorkach piciowych tych osobnikéw jest zredukowane,
co powoduje btedy w przebiegu mitozy, przedwczesng mejozg oraz defekty w rekombinacji
mejotycznej, co skutkuje powstawaniem wadliwych oocytow.

Podobnie badanie roli endo-siRNA podczas oogenezy u myszy, poprzez analizowanie
osobnikéw pozbawionych genéw dicer i ago2, wykazalo istotng role, jaka odgrywaja
produkty biatkowe tych genow w procesie organizacji wrzeciona podziatowego w trakcie
mejozy [140]. W zasadzie fenotyp ten moze wynika¢ z braku endo-siRNA lub odzwierciedlaé¢
zapotrzebowanie na miRNA, gdyz funkcjonowanie tych obydwu grup matych RNA zalezy
od enzymu Dicer. Poniewaz brak biatka DGCRS, ktoére jest specyficznie zaangazowane
w biogeneze miRNA, nie powodowal Zadnych konsekwencji w procesie oogenezy, dlatego
zaobserwowane defekty w powstawaniu gamet u osobnikéw ze zmutowanym genem dicer
wskazuja na role endo-siRNA [149]. Badanie ekspresji w oocytach, posiadajacych
zmutowany gen dicer wykazato silne zmiany w poziomie transkryptow mRNA regulowanych
przez endo-siRNA [150].

1.4.3. Rola endogennych siRNA w roznicowaniu komérek plciowych — spermatogeneza

Udziat zjawiska interferencji RNA w procesie spermatogenezy zostat po raz pierwszy
zauwazony u C. elegans, gdy u osobnikow posiadajacych mutacje w genach szlaku endo-
siRNA w sposob nieprawidtowy przebiegato powstawanie plemnikow [151, 152]. Dodatkowo
mutacje wplywajagce na biogeneze niskoczgsteczkowych RNA charakterystycznych
dla komorek rozrodczych, 22G i 26G RNA, powodowaly liczne nieprawidtowosci
w spermatogenezie z powodu niewlasciwe] segregacji chromosoméw w trakcie mitozy
i mejozy [152, 153].

Rola 22G RNA w kontrolowaniu mitozy moze by¢ powigzana z odkryciem,
ze czasteczka ta wigze czynniki modyfikujace chromatyneg, ktére stymuluja miejscowa
modyfikacje histonoéw 1 ustalaja przycentromerowe domeny chromatyny. Dalsze wigzanie

czynnikéw istotnych dla wlasciwego podzialu mitotycznego, takich jak kondensyny

53



1. Wstep

I kohezyny, pozwala na prawidlowg segregacje chromosoméw [153]. Czasteczki 26G endo-
siRNA oddziatujace z biatkami Ago — ALG3 i ALG4 — poprzez regulowanie ekspresji gendw
w trakcie spermatogenezy, pelnig wazng role w tym procesie [152].

Podobnie jak w przypadku nieprawidlowosci obserwowanych podczas oogenezy,
samce myszy posiadajgce mutacj¢ genu dicer wykazuja duze nieprawidtowosci w procesie
proliferacji komorek plciowych i w konsekwencji w procesie spermatogenezy, jednak

relatywny udziat szlakow miRNA oraz endo-SiRNA jest trudny do okres$lenia [48].

1.5. miRNA, siRNA oraz piRNA w nowotworach zarodkowych

Niewlasciwa regulacja rozwoju komorki na jakimkolwiek etapie (specyfikacji,
migracji, kolonizacji gonad, rdéznicowania) moze mie¢ fatalne skutki wlacznie
z nieprawidlowym rdéznicowaniem 1 proliferacja komorki, co skutkuje powstaniem
nowotworu. O ukrytym potencjale komorek linii ptciowej do wytworzenia guza $§wiadczy ich
zdolno§¢ do wytworzenia embrionalnych komoérek plciowych po przeszczepieniu
migrujacych komorek praptciowych do hodowli komodrkowej i poddaniu ich dziataniu
specyficznych sygnatéw [154.]. Embrionalne komorki pilciowe sa bardzo podobne
pod wzgledem potencjatu rozwojowego do embrionalnych komorek macierzystych,
a komorki praplciowe, z ktoérych powstaja embrionalne komodrki macierzyste, wykazuja ten
potencjat, gdy rozwijaja si¢ do réznych typow nowotwordow zarodkowych. Mate RNA
1 biatka, ktére regulujg ich aktywnos$¢ podczas prawidtowego rozwoju komoérek piciowych
réwniez pelnig decydujacg rolg w formowaniu guzow pochodzenia zarodkowego.

Wiele proceséw regulowanych przez mate RNA, zachodzacych podczas cyklu
komodrkowego komorki ptciowej, jest powigzanych z nowotworzeniem. U muszki owocowe]
biatko Mei-P26 oddziatuje z Agol 1 redukuje poziom miRNA w komoérkach macierzystych
linii ptciowej w jajnikach, co ogranicza ich wzrost 1 proliferacje [155]. Utrata funkcji genu
mei-P26 powoduje rozrost komorek przejsciowo namnazajacych si¢ (TAC, ang. transit
amplifying cell), ich nieograniczong proliferacje 1 ostatecznie powstanie guza jajnika.
W warunkach prawidlowych biatko Vasa pobudza ekspresjc mei-P26 w komorkach
ptciowych [156], co sugeruje, ze anormalne funkcjonowanie tego biatka moze rowniez
prowadzi¢ do powstania nowotworu. Zatem réwnowazenie poziomu aktywnosci miRNA
w zenskich komorkach ptciowych muszki owocowej jest konieczne, by nie dopuscié

do niekontrolowanego wzrostu i proliferacji nowotworu.
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Podobnie u myszy aktywno$¢ miRNA moze promowaé rozwdj guza. Biatko Dndl
ostabia aktywnos¢ miRNA i reguluje rozwoj komorek ptciowych na wielu etapach [157].
Utrata genu dndl powoduje zalezng od szlaku miRNA supresje inhibitoréw cyklu
komorkowego, ktére w warunkach prawidtowych kontroluja réznicowanie meskich komoérek
praplciowych. Dochodzi do niekontrolowanego wzrostu i proliferacji, CO powoduje powstanie
u myszy w petni rozwinigtego potworniaka [157]. Jednakze poszukiwanie mutacji w genie
dndl w przypadku nowotworéow zarodkowych jader u czlowieka, ujawnito tylko jednego
pacjenta, posiadajgcego szkodliwg mutacje, z ponad 260 badanych probek. Wskazuje to na
istnienie alternatywnego szlaku derepresji cyklu komoérkowego, ktory prawdopodobnie
zachodzi na skutek niewtasciwej regulacji szlaku miRNA [158].

Inne badania wykazaly zwigzek pomigdzy malymi RNA oraz biatkami, bioragcymi
udziat w ich regulacji, a ludzkimi nowotworami zarodkowymi. U czlowieka wysoki poziom
miR-372/373 jest zwigzany z wystgpowaniem potworniakoraka [159]. Ludzki klaster
miR-371-373 koduje miRNA, dla ktérych docelowym genem jest lats2. Gen ten ulega
ekspresji w komorkach piciowych i jest wazny dla utrzymania ich genomowej stabilno$ci.
Co ciekawe, supresja genu lats2 przy udziale miRNA moze zostaé zmniejszona przez biatko
Dndl1 [160]. To sugeruje, ze miRNA oraz regulujace je biatka, biorg udziat w kontroli pewne;j
grupy transkryptow, dziatajacych w obrgbie wspolnego szlaku molekularnego, majacego
wplyw na wiele procesow komorkowych. Wysokoprzepustowe badanie ekspresji miRNA
w ludzkich probkach wykazalo podwyzszony poziom ekspresji klastra miR-371
w nienasieniakowatych guzach jadra oraz zroéznicowany wzor ekspresji dla 156 innych
miRNA w réznych typach nowotworow jader [161].

Niektore biatka, ktore bezposrednio hamuja aktywno$¢ miRNA, s3 powigzane z
progresja guza. Na przyklad biatko LIN28, ktére bezposrednio inhibuje aktywnos$¢ rodziny
MIRNA let-7 i w ten sposoéb pobudza pluripotencje i samoodnawianie embrionalnych
komorek macierzystych, ulega nadekspresji w ztosliwych ludzkich nowotworach
zarodkowych, a nie w tagodnych nowotworach czy zdrowych tkankach jadra [162].
Dodatkowo biatko to jest silnym markerem nowotworéw zarodkowych jajnika bedacych
w poczatkowym stadium rozwoju. Inhibicja aktywno$ci LIN28 w nablonkowych komorkach
nowotworowych jajnika spowodowata znaczne zmniejszenie rozwoju 1 przezywalnosci
komorek, co potwierdzito, ze biatko to dziata jako onkogen [163].

Rowniez szlak piRNA-Piwi moze by¢ zaangazowany w powstawanie nowotworow
jader. Wykazano nadekspresj¢ ludzkiego biatka Hiwi, wigzacego piRNA, w wiekszo$ci
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nasieniakow, ale nie w przypadku nienasieniakow lub nasieniakow spermatocytowych [164].
Jednakze ustalenie, w jakim stopniu niewlasciwe funkcjonowanie szlaku piRNA-Piwi

przyczynia si¢ do rozwoju nowotworow zarodkowych, wymaga jeszcze wielu badan.

Tabela 2. Rola matych niekodujgcych RNA oraz oddziatujgcych z nimi biatek w rozwoju
komorek ptciowych — podsumowanie.

Organizm Mutacja Male RNA Fenotyp Lit.
modelowy podlegajace
Zmianom
\Y\YAY4 Dicerl miRNA, Kolonizacja gonad: wolniejsza proliferacja [48,
SiRNA podczas wczesnego réznicowania 165]
Spermatogeneza: wczesna proliferacja, [48,
pézniejsze defekty w morfologii i ruchliwosci  165]
plemnikow
Dicer MiRNA, Spermatogeneza: catkowita degeneracja jader, [166]
SiRNA defekty rozpoczynaja si¢ 5 dni po urodzeniu
Dicer miRNA, Oogeneza: wigksza pula pgcherzykow [80,
SiRNA pierwotnych, przedwczesna folikulogeneza, 81]
defekty w migracji oocytu do macicy,
nieplodnos¢
Dicerl MiRNA, Oogeneza: zatrzymanie na etapie pierwszego [150]
SiRNA podzialu mejotycznego, dezorganizacja
wrzeciona, btedy w segregacji chromosomow
Drosha miRNA Spermatogeneza: ubytek spermatocytow [167]
i spermatyd
klaster miR-290- Migracja PGC: komoérki migrujg poza [168]
miR-290 295 prawidlowym kursem
Oogeneza: PGC, ktore kolonizuja gonady [168]
zanikaja, co powoduje sterylnosé
Ago2 SiRNA Oogeneza: dojrzate oocyty z [169]

zdezorganizowanym wrzecionem i btgdami
W segregacji chromosomow

Miwi pPiRNA Spermatogeneza: zatrzymanie na poczatku [104]
stadium okraglej spermatydy (mejoza II),
sterylnos¢ meska; samice plodne

Mili piRNA Spermatogeneza: zatrzymanie w stadium [121]
zygotenu/pachytenu mejozy I, sterylnos¢;
samice ptodne

Miwi2 piRNA Spermatogeneza: zatrzymanie we wczesnej [103]
profazie mejozy I, sterylnos¢; samice ptodne
Muszka Dicerl mMiRNA Specyfikacja PGC: brak PGC posiadajacych [51]
owocowa Vasa

Loguacious miRNA Oogeneza: niezbedne do utrzymania populacji  [170]
komorek macierzystych linii ptciowe;j

Agol mMiRNA Oogeneza: niezbedne do utrzymania populacji [67,
komorek macierzystych linii ptciowe;j 155]

R2D2 miRNA Oogeneza: niezbedne do wytworzenia [171]
komorek pecherzykowych

Dicer2 SiRNA Brak danych na temat fenotypu komorek linii [51,
plciowej 65]
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Ago?2 SiRNA Brak danych na temat fenotypu komorek linii ~ [172]
plciowej
Piwi pPiRNA Specyfikacja PGC: brak PGC posiadajacych [51]
Vasa
Gametogeneza: niezb¢dne do utrzymania [102,
populacji komorek macierzystych obydwu 127]
pkci, ale nie do dalszego r6znicowania
Aubergine  piRNA Specyfikacja PGC: utrata komorek [126]
biegunowych
Ago3 pPiRNA Oogeneza: samice sg sterylne [128]
Spermatogeneza: obnizona ptodnos¢ z powodu
niewlasciwego utrzymywania populacji [128]
komorek macierzystych
Danio Dicerl miRNA Brak danych na temat fenotypu komorek linii [71]
pregowane SiRNA plciowe;j
Ziwi piRNA Wczesna gametogeneza: utrata komorek [107]
ptciowych z powodu apoptozy
Zili piRNA Wczesna gametogeneza: utrata komorek [173]
plciowych z powodu apoptozy
C. elegans Dicerl mMiRNA Gametogeneza: niewtasciwa morfologia [174]
SsiRNA oocytow i migracja przez zbiornik nasienny
Ego-1 SiIRNA Gametogeneza: defekty mitozy, przedwczesna  [148,
mejoza, bledy w rekombinacji mejotyczne;j 174]
Prg-1 21U-RNA  Spermatogeneza: plemniki wykazuja defekty [175]

(PIRNA) w procesie aktywacji i zaptodnienia

1.6. Fragmenty tRNA

Juz w latach 70. zaobserwowano, ze w komoérkach E. coli, zainfekowanych
bakteriofagiem T4, zachodzi ekspresja fragmentu czasteczki tRNA"" [176]. Prawie 30 lat
pozniej czasteczki tRF zostaly wyizolowane z komoérek ludzkiego nowotworu pecherza
moczowego i po raz pierwszy zbadane pod katem funkcji [177]. Do tej pory dane pochodzace
z metod sekwencjonowania nowej generacji doprowadzily do identyfikacji matych
fragmentow tRNA, réznigcych si¢ dlugoscig oraz pochodzeniem. Zaczg¢to zatem dyskutowac,

w jaki sposob przebiega ich biogeneza oraz jaka petnig funkcje.

1.6.1. Rodzaje fragmentéw tRNA

Od czasu ich odkrycia terminologia dotyczaca matych niekodujacych RNA
pochodzacych z tRNA byta bardzo niespdjna. Nazywano je potowkami RNA [178],
fragmentami RNA pochodzacymi z tRNA (tRF, ang. tRNA-derived fragments) [179], matymi
RNA indukowanymi stresem (tiRNA) [180, 181], matymi RNA pochodzacymi z tRNA
(tsRNA) [182] oraz RNA nowotworu pecherza moczowego (ubcRNA) [177]. Ostatnio

zaproponowano nomenklature¢ w oparciu o rozmiar fragmentow tRNA oraz czg$¢ czasteczki
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tRNA, z ktorej pochodza [183]. Wedlug tej nomenklatury, fragmenty tRNA moga by¢
podzielone na dwie gtowne klasy: potéwki tRNA i male fragmenty tRNA. Potéwki tRNA
majg dlugos¢ 30-35 nt i powstajg poprzez przecigcie w obrebie lub w poblizu petli
antykodonowej w odpowiedzi na niedotlenienie, stres oksydacyjny lub induktory
apoptotyczne [178, 184]. Co ciekawe, angiogenina, endonukleaza odpowiedzialna za cigcie
tRNA u ssakow [180], jest silnym czynnikiem angiogennym w komorkach zardéwno
zdrowych, jak i nowotworowych oraz potencjalnym onkogenem.

Male fragmenty tRNA maja dlugo$¢ okoto 20 nt i wywodzg si¢ z konca 3’ lub 5’
dojrzatej czasteczki RNA (5’ tRF 1 3’CCA tRF). Moga one rowniez powstawacé z sekwencji
oskrzydlajacej 3’-pre-tRNA (3°U tRF), podczas procesu przetwarzania pre-tRNA przez
RNaze Z. Mechanizmy powstawania czasteczek 5’- 1 3’CAA tRF w komorce nie sg jeszcze
catkowicie zrozumiate, aczkolwiek sugeruje si¢, ze w ich produkcj¢ moze by¢ zaangazowany

enzym Dicer [185]. Na rysunku 7 przedstawiono schemat biogenezy czasteczek tRF.

1.6.2. Czasteczki tRF - produkty degradacji tRNA czy nowa klasa malych RNA?

Duza ilo$¢ tRNA, ich wszechobecna ekspresja oraz zasadnicza rola w metabolizmie
komorkowym narzucajg pytanie, czy fragmenty tRNA, ktore czgsto zostajg zidentyfikowane
podczas sekwencjonowania, s3 nowymi, funkcjonalnymi jednostkami, czy tylko produktami
obrotu tRNA 1 odpowiedzi na stres komorkowy. Dowodzi sig, ze fragmenty tRNA powstaja
w sposob kontrolowany, co sugeruje, ze te mate czasteczki RNA sg nowymi, biologicznymi
jednostkami RNA. Wykazano, ze ilos¢ dojrzatych tRNA nie zmienia si¢ znaczaco podczas
stresu, ktory indukuje cigcie tRNA i1 powstanie czasteczek tRF o dtugosci okoto 30 nt [178,
180, 184]. Co wigcej proces wydaje si¢ by¢ kontrolowany poprzez metylacja RNA 1 jest
indukowany tylko przez specyficzne bodzce stresowe [186]. Przecigcie czesto nastepuje
w Scisle okreslonym miejscu tRNA, co sugeruje, ze fragmenty sa otrzymywane z w pelni
dojrzatych czasteczek tRNA, w ktérych doszto juz do wycigcia intronu i dodania sekwencji
5’-CCA-3’ [183]. Ostatnie badania wykazaty, Zze pomimo znacznego zwigkszenia liczby kopii
genow tRNA w komorkach nowotworowych w porownaniu do zdrowych, relatywny sktad
pelnej dlugosci tRNA pozostaje prawie identyczny 1 hie jest to powigzane z wystgpowaniem
w komorce znacznej ilosci tRF [184]. Wyniki te potwierdzaja wczesniejsze doniesienia,
ze obecno$¢ tRF nie koreluje z liczbg kopii gendw tRNA lub rozkladem wykorzystania

kodonow. Odrzuca to hipoteze, ze ilos¢ tRF odzwierciedla ekspresje genow tRNA 1 dostarcza

58



1. Wstep

dodatkowych dowoddéw, Ze czasteczki te sg niezaleznymi jednostkami, a nie produktami

degradacji i obrotu tRNA.
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geny tRNA

transkrypcja
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Rysunek 7. Biogeneza i funkcja tRF. tRNA sq transkrybowane z poszczegolnych genow przez
polimeraze RNA III. Z transkryptow pre-tRNA przy udziale RNazy P oraz RNazy Z usuwane
sq krotkie sekwencje oskrzydlajgce czgsteczke tRNA z obydwu koncow i po modyfikacji
chemicznej, dodaniu CCA i aminoacylacji, sq one transportowane do cytoplazmy przy udziale
eksportyny-¢, by uczestniczy¢é w syntezie biatek. Czgsteczki 3’U tRF powstajq przez odcigcie
od tRNA sekwencji oskrzydlajqcej koniec 3’ przy udziale RNazy Z. Czynniki stresowe moggq
indukowa¢ powstawanie 0K. 30-nt tRF poprze przecigcie dojrzalych czgsteczek tRNA
W obrebie petli antykodonu przy udziale angiogeniny. Krotsze czgsteczki 5'tRF oraz 3’'CCA
tRF mogq powstawac¢ z koncow 5’ i 3’ dojrzalych tRNA przy udziale Dicer. Poprzez
oddziatywanie z biatkami Ago mogq one uczestniczy¢ w roznych procesach transkrypcyjnej
I potranskrypcyjnej regulacji.

1.6.3. Biologiczna rola oraz mechanizm dzialania czasteczek tRF
1.6.3.1. tRF jako czasteczki sygnalowe w odpowiedzi na czynniki stresowe

Chociaz doktadna rola czgsteczek tRF musi jeszcze zosta¢ wyjasniona, to sugeruje sie,
ze male RNA pochodzace z tRNA uczestnicza w dwoch gldownych typach procesow
biologicznych. Pierwszym z nich jest odpowiedZ komoérkowa na czynniki stresowe, w ktorej
to czasteczki te petnig funkcje sygnatowe. Do tej pory wykazano, ze ilos¢ tRF zwigksza si¢
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pod wpltywem warunkow stresowych, a szczegdlnie na skutek glodu i stresu oksydacyjnego
[180, 184, 186]. Czasteczki te moga pobudza¢ tworzenie ziaren stresu [181], bedacych
cytoplazmatycznymi rybonukleoproteinami, ktore odgrywajg istotng rol¢ podczas inhibicji
translacji indukowanej stresem oraz translacyjnej indukcji biatek bioracych udzial w naprawie
1 przezywaniu komodrki. W tym przypadku pobudzanie wytwarzania ziaren stresu przez
fragmenty pochodzace z tRNA moze by¢ waznym szlakiem sygnatlowym w warunkach glodu
i niedotlenienia w komorkach nowotworowych [188]. Co ciekawe, wykazano, ze tRNA moga
inhibowa¢ apoptoze poprzez oddziatywanie z cytozolowym cytochromem-C, co zapobiega
jego interakcji z biatkiem Apaf-1 i blokuje aktywacje kaspazy 9. W tym samym czasie,
zastosowanie RNazy specyficznej dla tRNA zwicksza aktywacje kaspazy 9 i1 apoptoze [189].
Wykazano, ze w komorkach raka prostaty dochodzi do zwigkszenia ilosci tRF [190].
Co wigcej w linii komorkowej raka prostaty ekspresja 3’U tRF pozytywnie koreluje z tempem
podziatow komodrkowych, a wyciszenie ekspresji 3’U tRF za pomoca siRNA powoduje
ostabienie proliferacji komorek [179].

Podsumowujac, czasteczki tRF wydaja si¢ uczestniczy¢ w odpowiedzi na stres
komorkowy oraz wpltywa¢ na podzialty komodrkowe. Warunki stresowe, takie jak
niedozywienie lub stres oksydacyjny, czesto poprzedzaja apoptozg, ale s3g rowniez
powszechne w $rodowisku nowotworowym. W wigkszosci tych warunkéw, ekspresja
fragmentow pochodzacych z tRNA wzrasta proporcjonalnie [184, 186]. Mozliwe,
ze w zdrowych komoérkach fragmenty tRNA funkcjonuja, jako wewngtrzne, apoptotyczne
czasteczki sygnatowe lub powoduja apoptoze posrednio, np. za pomoca inhibicji translacji.
Mozna réwniez przypuszczac, ze szlak przecinania tRNA powigzany ze stresem oddziatuje
lub przechwytuje gtéwne szlaki nowotworowe, co prowadzi do uniknigcia apoptozy i indukcji
proliferacji komorek nowotworowych. Niezbedne sg dalsze badania, by wyjasni¢ doktadnie,
w jaki sposob powstaja i jaka jest funkcja fragmentow tRNA indukowanych stresem oraz jaka

jest ich rola w biologii nowotwordw.

1.6.3.2. tRF jako regulatory ekspresji genow

Druga funkcja, jaka przypisuje si¢ fragmentom tRNA to regulacja ekspresji genow.
Pierwsze sugestie dotyczace udzialu fragmentow tRNA w regulacji i wyciszaniu genow
zwigzane byly z charakterystyka malych RNA wystgpujacych w komorkach zakazonych
ludzkim wirusem niedoboru odpornosci (HIV) [191]. Zidentyfikowano wystepujacy

60



1. Wstep

w duzych ilo$ciach 18-nt maty RNA pochodzacy z dwuniciowych hybryd RNA utworzonych
przez miejsce wigzania startera wirusa HIV oraz koniec 3’ ludzkiego komoérkowego tRNAYS.
tRNAS jest jednym z trzech RNA (tRNA™®, tRNA™™®, tRNA™) wykorzystywanych przez
wirusowg odwrotng transkryptaze, jako starter do inicjacji procesu odwrotnej transkrypcji
i syntezy DNA [192]. Oddzialywanie czasteczki 3’tRF pochodzacej z tRNA™® z biatkami
Dicer i Ago2 oraz jej zdolno$¢ do wyciszania gendw w systemie reporterowym sprawily,
ze zaproponowano jej udzial w procesie komorkowej interferencji RNA, majacej na celu
ochrone przed wirusem HIV.

Co ciekawe, ludzki wirus opryszczki zaadoptowal szlak biogenezy tRNA w celu
wytworzenia w pelni funkcjonalnych wirusowych miRNA. W systemie tym krotkie
transkrypty zawierajace czasteczki podobne do 5’ tRNA oflankowane przez spinki
3’-pre-miRNA sa produkowane przy udziale polimerazy RNA III i nast¢pnie cigte przez
komorkowa RNaze Z w celu uwolnienia pre-miRNA przetwarzanych przez Dicer
do dojrzatych wirusowych miRNA [193]. Podobne struktury, dajace poczatek malym RNA,
odnaleziono w genomie myszy, co wskazuje na zbiezne wykorzystanie transkryptow
polimerazy RNA III do produkcji matych RNA 2z genoméw zaréwno ssaczych,
jak 1 wirusowych [193]. W genomie ludzkim wysoce konserwatywny, przypominajacy
strukture tRNA, mascRNA, powstaje z regionu 3° RNA MALATI. Jest to dlugi niekodujacy
RNA, ktorego regulacja w wielu ludzkich nowotworach jest zaburzona. MascRNA jest
przetwarzany przez RNaze¢ P 1 RNazg¢ Z, a nastgpnie dodawana jest do niego sekwencja CCA
w celu wytworzenia dojrzatego 61-nt transkryptu mascRNA, ktory jest eksportowany
do cytoplazmy [194]. Chociaz funkcja mascRNA pozostaje nieznana, jego istnienie
w genomie ludzkim prawdopodobnie nie jest pojedynczym przypadkiem.

System generowania miRNA zaadoptowany przez mysi wirus opryszczki uderzajaco
przypomina produkcje¢ 3’U tRF opisanego w linii komorkowej raka prostaty [179]
1 komoérkach embrionalnych nerki zainfekowanych ludzkich wirusem HDV [182]. Jednakze
w przeciwienstwie do wiruséOw, nie wykazano dla tego tRF zdolnosci do wyciszania w
systemie reporterowym, co sugeruje, ze 3’U tRF dziala w szlaku innym niz miRNA [179,
182]. Co wiecej, zaobserwowano dominujace oddziatywanie 3°U tRF z biatkami Ago3 i Ago4
[182], ktorych funkcja obecnie jest w duzej mierze nieznana. Podobne oddziatywanie
dowiedziono rowniez dla biatek Ago i 3’CCA tRF, ktory jednakze wykazuje niewielki efekt
wyciszajacy w systemie reporterowym. Co ciekawe, bardzo podobny 3’CCA tRF
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z Tetrahymena oddzialuje z niezbednym dla wzrostu biatkiem Piwi - Twil2, co moze
stanowi¢ dawny szlak regulacji genéw lub tworzenia heterochromatyny [195].

Podobnie jak fragmenty pochodzace z 3’ tRNA, czasteczki 5° tRF nie wydajg si¢ silnie
oddzialywa¢ z Ago2, ale w zamian preferencyjnie oddziatuja z Agol [185]. Co ciekawe,
Agol jest zaangazowane w transkrypcyjne wyciszanie genow na drodze tworzenia
heterochromatyny przy udziale siRNA oraz miRNA, ktére namierzaja regiony promotorowe
w komorkach ludzkich [196]. Sugeruje to udziat rowniez fragmentow pochodzacych z tRNA
w transkrypcyjnym wyciszaniu genow.

Niedawno wykazano, ze stabo aminoacylowany ludzki izoakceptor tRNA®P moze
przyja¢ alternatywng strukture typu ,,spinki do wltoséw” i wigza¢ si¢ do elementu Alu
zawartego w regionie 3’UTR mRNA jego syntetazy aspartyl-tRNA, stabilizujgc mRNA,
by mogla zajs¢ wydajna translacja [197]. Co ciekawe, tRNA”P wiaze si¢ z elementem Alu
poprzez parowanie zasad od pozycji 21 do 55, pozostawiajac 20-nt odcinek na koncu 5’ tRNA
(rozmiarem i swoim potozeniem przypominajacy 5 tRF), ktory jest dostgpny dla nukleaz.
Wyniki te wskazuja nie tylko na mozliwa funkcj¢ wielu izoakceptorow i pseudogenow tRNA,
ale rowniez wskazuja na nowy sposob wytwarzania tRF.

Ostatnie analizy w oparciu o metody glebokiego sekwencjonowania oraz
bioinformatyczne porownanie ludzkich komorek nowotworowych z mysimi komoérkami
embrionalnymi [198] wykazaly obecnos¢ 16-18-nt czasteczek 3’CCA tRF, ktore
nie sg przetwarzane przez enzym Dicer, ale s3 endogennie powigzane z Ago2 1 moga
prowadzi¢ do obnizenia ekspresji docelowych RNA in vitro. Co ciekawe, te mate czasteczki
tRF sg wysoce komplementarne do endogennych retrowirusowych miejsc wigzania primera
w genomie ludzkim. Dlatego zaproponowano, Ze czasteczki te pelnig role w regulowaniu
ekspresji endogennych wirus6w poprzez szlak interferencji RNA.

Podsumowujac, pomimo ze fragmenty pochodzace z tRNA wydaja si¢ licznie
wystepowa¢ w komorkach, to obecnie ich prawdziwa funkcja pozostaje nieznana. Jednakze
coraz wigcej dowodow wskazuje na to, ze czasteczki te moga dziala¢, jako czasteczki
sygnatowe pod wplywem warunkéw stresowych oraz regulowac ekspresje gendOw poprzez
alternatywny mechanizm prawdopodobnie powstaty z dawnych szlakéw regulatorowych.
Konieczne sg dodatkowe badania skierowane na poszukiwanie molekularnych partneréw tRF,
a takze rozwdj narzedzi bioinformatycznych do przewidywania ich miejsc docelowych,

aby mozna byto wyjasni¢ doktadny sposéb ich dziatania.
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2. Wprowadzenie i cel pracy

Reprodukcja jest bardzo waznym procesem zyciowym umozliwiajagcym wydanie
potomstwa, co jest warunkiem istnienia gatunkéw, a ztozony proces powstawania komorek
plciowych jest regulowany przez znaczng liczbe genow. W ostatnich latach wykazano,
ze niskoczgsteczkowe RNA, takie jak piRNA, miRNA oraz endo-siRNA, a takze oddziatujace
z nimi biatka, odgrywaja istotng role w regulacji ekspresji genéw podczas gametogenezy.
Zaburzenia w procesie ich powstawania oraz funkcjonowania powoduja liczne defekty
w przebiegu gametogenezy, czemu towarzyszg zaburzenia rozrodu. Jak dotychczas poznano
tylko niektore mechanizmy zwigzane 2z wudzialem niskoczasteczkowych RNA
W procesie gametogenezy u ssakow, w zwiazku z tym ich rola w powstawaniu komorek
plciowych pozostaje przedmiotem intensywnych badan.

Wybdr swini domowej (Sus scrofa domestica) jako organizmu modelowego do badan
przedstawionych w niniejszej rozprawie doktorskiej podyktowany zostat kilkoma czynnikami.
Pod wzgledem biologicznym i fizjologicznym jest to organizm blizszy cztowiekowi
niz na przyktad owady i gryzonie, organizmy modelowe dotychczas wykorzystywane
w badaniach struktury oraz funkcji piRNA i biatek Piwi. Ponadto $winia domowa wykazuje
ogromne podobiefnstwo do cztowieka pod wzgledem wielko$ci, anatomii i fizjologii, dzigki
czemu wyniki prowadzonych na niej badan z duzym prawdopodobienstwem bedg przektadac
si¢ na organizm ludzki.

Celem badan przedstawionych w niniejszej pracy byta proba wyjasnienia na poziomie
molekularnym udziatu biatek Piwi oraz oddzialujacych z nimi piRNA w procesie
gametogenezy na przykladzie swini domowej. Cel ten obejmowal trzy zagadnienia,
a mianowicie (1) wystgpowanie oraz role biatek Piwi, (2) charakterystyke piRNA tworzacych
kompleksy z biatkami Piwi w komorkach piciowych oraz (3) analiz¢ czynnikow

wplywajacych na specyficznosé oddziatywan biatek Piwi z piRNA w warunkach in vitro.

1. W ramach tego zagadnienia zamierzano ustali¢ sekwencje swinskich biatek Piwi, zbada¢
ich tkankowa specyficzno$¢ oraz okresli¢ podobienstwo do sekwencji wystepujacych
u innych ssakéw. Ponadto postanowiono ustali¢ jak zmienia si¢ ekspresja genow Piwi
w gonadach meskich 1 zZefiskich podczas dojrzewania tych zwierzat, a takze poprzez
poréwnanie ich ekspresji w jajnikach i jadrach uzyska¢ odpowiedz na pytanie,

czy biatka Piwi reguluja proces oogenezy u S. scrofa.
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2. Zamierzano takze dokona¢ charakterystyki frakcji piRNA wystepujacej w meskich
i zenskich gonadach S. scrofa. W zwigzku z mozliwoscia wykonania glebokiego
sekwencjonowania rozszerzono to zadanie o analiz¢ bioinformatyczng roli piRNA
w spermatogenezie i oogenezie. Ponadto korzystajac z uzyskanych danych postanowiono
podja¢ probe charakterystyki innych niskoczasteczkowych RNA  wystepujacych
w gonadach $wini domowe;j.

3. Ostatnim zadaniem planowanych badan byto skonstruowanie wektorow do nadprodukcji
biatek Piwi w systemie bakteryjnym, ich nadekspresja i oczyszczenie, a takze zbadanie

ich oddziatywan z niskoczasteczkowymi RNA.
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3.1. Zmiany ekspresji genow Piwi oraz piRNA na réznych etapach rozwoju S. scrofa
3.1.1. Identyfikacja genéw Piwi w genomie S. scrofa

W celu zidentyfikowania genow Piwi w genomie S. scrofa przeszukano aktualnie
dostepne bazy danych, zawierajace genowe sekwencje nukleotydowe roznych organizmow,
takie jak NCBI oraz Ensembl. Przy uzyciu programu BLAST poszukiwano sekwencji
homologicznych do wczesniej zidentyfikowanych sekwencji kodujacych mysich i ludzkich
biatek Piwi. Analiza ta pozwolita na zidentyfikowanie przypuszczalnych sekwencji
kodujacych trzech genow Piwi w genomie $wini domowej, ktore nastgpnie zostaty powielone
technika PCR i wklonowane do plazmidu. Po namnozeniu w hodowli bakteryjnej ustalono ich
sekwencj¢ z zastosowaniem sekwencjonowania automatycznego przy uzyciu 8 starterOw
dla kazdego genu. W celu wyeliminowania btedow ustalono sekwencje obydwu nici DNA.
Otrzymane sekwencje kodujace zostaly opublikowane w bazie danych GenBank
z nast¢pujacymi numerami dostgpu: mRNA biatka Piwill — JX036536, mRNA biatka Piwil2
— JX036537 oraz mRNA biatka Piwil4 — JX036538. Co cickawe, sekwencje te wykazuja
pewne réznice w stosunku do wczesniej zdeponowanych w bazach danych domniemanych
sekwencji biatek Piwi oraz sekwencji pochodzacych ze $wini chinskiej rasy Taihu [199].
Poréwnujac Lini¢ 990 oraz ras¢ Taihu obserwuje si¢ w przypadku biatka Piwill trzy zmiany
aminokwasow w pozycji 189, 231 oraz 605, natomiast w przypadku biatka Piwil2 zmiana
dotyczy aminokwasu 435. Co ciekawe, u obu osobnikow zidentyfikowano dodatkowych
11 aminokwasoéw obecnych w biatku Piwil4, ktoére nie wystgpowaly w przypuszczalnych
sekwencjach zdeponowanych w bazach danych. Zmiany te, przedstawione w tabeli 3, moga
wynika¢ z r6znych ras §win uzytych jako organizmy modelowe, linii 990 hodowanej w Polsce
oraz chinskiej rasy Taihu, wykazujacych réznice fenotypowe. Na poziomie sekwencji
nukleotydowej wykryto znacznie wigcej rdznic, jednakze nie miaty one wplywu na zmiang
sekwencji aminokwasowej, dlatego moga one zosta¢ potraktowane jako polimorfizm

nukleotydowy.
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3.1.2. Zachowawczos$¢ ewolucyjna sekwencji aminokwasowej biatek Piwi u ssakéw

Analiza otwartej ramki odczytu genéw Piwi u swini domowej wykazala nast¢pujgce
dhugosci sekwencji aminokwasowych biatek Piwi: Piwill — 861 aa, Piwil2 — 985 aa oraz
Piwil4 — 853 aa (Tab. 4). Przy uzyciu programu ClustalW przeprowadzono pordéwnanie
sekwencji biatek Piwi obecnych u S. scrofa w stosunku do sekwencji wyst¢pujacych u innych
organizmow: czlowicka (Homo sapiens), rezusa (Macaca mulatta), szympansa (Pan
troglodytes), myszy (Mus musculus) oraz szczura (Rattus norvegicus). Najwiekszg
zachowawczo$¢ w stosunku do sekwencji biatek Piwi u innych ssakow zaobserwowano
w przypadku biatka Piwill, gdzie zbiezno$¢ sekwencji wynosita 96-98%. Dla biatka Piwil2
zachowawczo$¢ byla nieco mniejsza, a sekwencje byly identyczne w 84-87%. Natomiast
najnizsze podobienstwo, wynoszace 66-80%, stwierdzono w przypadku biatka Piwil4

(Tab. 4).

Tabela 3. Roznice w sekwencji aminokwasowej biatek Piwi.

Bialko Przypuszczalne sekwencje zdeponowane Linia 990 Taihu
w bazie danych NCBI oraz Ensemble
Piwill 189aa- Glu 189aa - Gly
231aa — Asn 231aa — Ser
605aa - Ala 605aa - Thr
Piwil2 brak 11 aminokwasow 11 dodatkowych aminokwasow
(170-181)
435aa - Asn 435aa - Ser
Piwil4 69aa— Ala 69aa - Thr brak danych
191aa - Ala 191aa - Val
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Tabela 4. Porownanie zachowawczosci sekwencji aminokwasowych trzech bialek Piwi
u swini domowej w stosunku do sekwencji wystepujgcych u innych ssakow.

Bialko Organizm  Dlugos$é Organizm Dlugo$¢  Podobienstwo
(aa) (aa) (%)
Piwill Susscrofa 861 Homo sapiens 861 96
Susscrofa 861 Macaca mulatta 861 96
Susscrofa 861 Mus musculus 862 98
Sus scrofa 861 Pan troglodytes 861 96
Sus scrofa 861 Rattus norvegicus 862 98
Piwil2 Susscrofa 985 Homo sapiens 973 86
Susscrofa 985 Macaca mulatta 973 87
Sus scrofa 985 Mus musculus 971 84
Sus scrofa 985 Pan troglodytes 973 86
Sus scrofa 985 Rattus norvegicus 971 85
Piwil4 Susscrofa 853 Homo sapiens 852 81
Sus scrofa 853 Macaca mulatta 852 80
Sus scrofa 853 Mus musculus 878 66
Sus scrofa 853 Pan troglodytes 852 80
Sus scrofa 853 Rattus norvegicus 848 74

Tabele stworzono w oparciu o sekwencje aminokwasowe bialek Piwi, znajdujace si¢ w bazie
danych GenBank, posiadajgce nastepujgce numeru dostepu: Mus musculus — NP_067286
(Piwill), NP_067283 (Piwil2), NP_808573 (Piwil4); Homo sapiens - NP_004755 (izoforma 1
Piwill), NP_001129193 (Piwil2), NP_689644 (Piwil4); Macaca mulatta - NP_001182640
(Piwill), NP_001182592 (Piwil2), NP_001182443 (Piwil4); Pan troglodytes -
XP_001137815 (przewidywana izoforma 1 Piwill), XP_528083 (przewidywane Piwil2),
XP_001143022 (przewidywana izoforma 1 Piwil4); Rattus norvegicus — NP_001102323
(Piwill), NP_001100746 (Piwil2), Q4G033 (Piwil4).

Poznano réwniez lokalizacje trzech genow kodujacych biatka Piwi na chromosomach
u $wini domowej. Geny Piwill oraz Piwil2 znajduja si¢ na chromosomie 14, natomiast gen
Piwil4 znajduje si¢ na chromosomie 9. Rozmieszczenie genow Piwi w genomie $wini rozni
si¢ w porownaniu do innych ssakéw. Dla przykladu w genomie cztowieka geny dla bialek
PIWI zlokalizowane sg oddzielnie na nastepujacych chromosomach: PIWIL1 — 12, PIWIL2 —
8 oraz PIWIL4 — 11. Co ciekawe, u myszy lokalizacja genéw biatek Piwi na chromosomach
jest podobna do ich lokalizacji u S. scrofa. Geny Piwil2 i Piwil4 wystepuja na tych samych
chromosomach co u $wini domowej, a mianowicie chromosomach 14 1 9, natomiast
gen Piwill zlokalizowany jest na chromosomie 5. Obserwowane rozbieznosci w lokalizacji

genow Piwi na chromosomach w genomach czlowieka, §wini oraz myszy moga wynikac
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z r6znic w ilo$ci chromosomoéw u tych organizméw. Czlowiek posiada 46, Swinia 40, a mysz
38 chromosomoéw. Co ciekawe, pomimo ze geny Piwi u $wini i myszy wykazuja podobng
lokalizacje chromosomows, to najwigksze podobienstwo sekwencji aminokwasowej biatek
Piwi u $wini obserwuje si¢ nie w stosunku do gryzoni, lecz do naczelnych.

Poréwnanie sekwencji aminokwasowych biatek Piwi §wini domowej pozwolito na
identyfikacj¢ dwoch zachowawczych domen biatkowych: PAZ i PIWI (Rys. 8). Domena
PAZ, ktéra zlokalizowana jest posrodku sekwencji biatek Piwi, wystepuje rowniez
w biatkach podrodziny Ago i1 odpowiada za oddziatywanie bialek z koncem 3’
niskoczasteczkowych RNA (miRNA, siRNA oraz piRNA) [200]. Niedawno przeprowadzone
badania strukturalne przy uzyciu metod krystalograficznych oraz spektroskopii NMR
wykazaty, ze domena PAZ mysiego biatka Piwill oraz ludzkiego biatka PIWIL2 tworzy
stabilne kompleksy z piRNA [201, 202]. Natomiast druga domena - PIWI - znajduje si¢ przy
C-koncu biatek Piwi i w przypadku niektorych bialek rodziny Argonaute posiada ona

aktywno$¢ endonukleazy zdolnej do przecinania tancucha RNA [200].
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Rysunek 8. Poréwnanie sekwencji trzech biatek Piwi wystepujgcych u swini domowe;.
Na rysunku zaznaczono domeny PAZ i PIWI.
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3.1.3. Tkankowo specyficzna ekspresja genow Piwi u §wini domowej

Do analizy ekspresji genow Piwill, Piwil2 i Piwil4 w tkankach $wini domowej
wykorzystano metod¢ RT-PCR (ang. reverse transcription polymerase chain reaction).
Ekspresje badano w jadrach dorostego osobnika oraz jadrach, nerce, mézgu, sercu, $ledzionie,
phucach, zotadku, jelitach oraz mig$niach 3-dniowego osobnika. Analiza wykazatla, ze badane
swinskie geny Piwi ulegajg specyficznej ekspresji wylgcznie w jadrach (Rys. 9). Ekspresja
genu Piwill wystepowata glownie w jadrach dorostego osobnika i byla znacznie stabsza
w przypadku jader mtodego samca. Ekspresja genu Piwil2 zachodzita na zblizonym poziomie
u obu osobnikow, natomiast ekspresja genu Piwil4 ograniczata si¢ przede wszystkim do jader
mlodego osobnika. Zaobserwowano rowniez relatywnie bardzo niskg ilo$¢ transkryptow
w przypadku genow Piwil2 oraz Piwil4 w ptucach i watrobie. Jednakze ekspresja genow Piwi
w tkankach innych niz jadra nie zostala wykryta przy zastosowaniu wielokrotnie czulszej
metody PCR w czasie rzeczywistym. Uzyskane wyniki, dotyczace tkankowo specyficznej
ekspresji genéw Piwi u $wini, sg zgodne z wczesniejszymi doniesieniami na temat ekspresji
genow Piwi u myszy, ktore pokazuja, ze ekspresja ta u osobnikow meskich jest ograniczona

tylko do jader [104, 105].

3-dniowy osobnik meski

Rysunek 9. Tkankowo specyficzna ekspresja genow Piwi w jgdrach dorostego i 3-dniowego
osobnika oraz w dziewigciu tkankach somatycznych pochodzgcych z 3-dniowego osobnika.
Ekspresje genow wykryto metodg RT-PCR. Jako kontrole wewnetrzng wykorzystano ekspresje
genu ACTB.
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3.1.4. Analiza wzglednej iloSci transkryptow genow Piwi w jadrach Swini domowej

Przy uzyciu metody PCR w czasie rzeczywistym przeprowadzono analiz¢ wzglednej
ilosci transkryptow genoéw Piwi w jadrach kilkudniowego oraz dorostego osobnika.
Poréwnanie wzglednej ilosci transkryptow genéw Piwi w obu tkankach wykazato,
ze najwieksze zmiany w poziomie ekspresji dotyczg genu Piwil4 (Rys. 10). Zaobserwowano
wysoki poziom mRNA biatka Piwil4 w jadrach kilkudniowego osobnika oraz ponad
30-krotnie nizszy w przypadku dojrzatego piciowo, 2-letniego samca. Takze ekspresja genu
Piwil2 jest 3,5-krotnie nizsza u dorostego osobnika w poréwnaniu do kilkudniowego
prosigcia. Natomiast w przeciwienstwie do spadku ekspresji genéw Piwil2 oraz Piwil4,
zaobserwowano 2,5-krotnie wyzszy poziom transkryptu genu Piwill w jadrach dojrzatego

ptciowo samca w poréwnaniu do nowo narodzonego osobnika.
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Rysunek 10. Wzgledny poziom transkryptow (+/- SEM) genéw Piwill, Piwil2, Piwil4
w jgdrach kilkudniowego i dorostego osobnika w odniesieniu do genu referencyjnego ACTB.

Obserwowane zmiany we wzglednym poziom transkryptéw genow Piwi w zaleznosci
od wieku i dojrzatosci plciowej osobnika wynikajg ze zrdéznicowanej ekspresji genow Piwi
podczas rozwoju osobniczego. Wykazano, ze ekspresja mysiego genu Piwild (Miwi2)
zachodzi w bardzo waskim przedziale czasowym, a mianowicie biatko to wystepuje
w embrionalnych prospermatogoniach oraz w bardzo wczesnych spermatogoniach przez kilka
dni po urodzeniu [103, 122]. Analiza przeprowadzona w gonadach meskich $wini potwierdza
bardzo niewielka, a wrgcz znikomg w porownaniu do innych gendéw Piwi, ekspresje genu

Piwil4 u dorostego osobnika. Jesli chodzi o mysie biatko Piwil2 (Mili), to podobnie jak biatko
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Piwil4, wystepuje ono juz w prospermatogoniach, ale jego ekspresja trwa dtuzej i konczy si¢
okoto 20 dni po narodzinach osobnika na etapie wyksztalcenia okraglych spermatyd.
W przeciwienstwie do myszy, ekspresja genu Piwil2 u dojrzatego piciowo samca $wini
domowej pozostaje wcigz na do$¢ znaczgcym poziomie. Ekspresja biatka Piwill (Miwi)
u myszy rozpoczyna si¢ okoto 14 dni po narodzeniu w fazie pachytenu profazy pierwszego
podziatu mejotycznego. W przypadku S. scrofa wysoka ekspresje genu Piwill

zaobserwowano juz u 3-dniowego osobnika.

3.1.5. Analiza wzglednej iloSci transkryptow genow Piwi w jajnikach §wini domowej

Oogeneza jest ztozonym procesem, ktory rozpoczyna si¢ w gonadach juz podczas
zycia ptodowego, kiedy to zenskie komorki piciowe dzielg si¢ mitotycznie 1 rozpoczynaja
podziat mejotyczny, a konczy si¢ uwolnieniem oocytu do jajowodu u dojrzatych ptciowo
samic. Oocyt umiejscowiony w pecherzyku jajnikowym pozostaje w bliskim kontakcie
z otaczajagcymi go komorkami pecherzykowymi, ktéore wspomagaja jego wzrost
1 dojrzewanie. Do oddziatywania oocytu z komodrkami warstwy ziarnistej niezb¢dnych jest
kilka gendéw kodujacych, na przyktad czynniki parakrynowe, ktére ulegaja ekspresji
w jajniku.

W ramach realizacji niniejszej pracy doktorskiej postawiono sobie pytanie czy bialka
Piwi oraz oddzialujace z nimi piRNA ulegaja ekspresji w jajnikach $§wini, a jesli tak to czy
ekspresja genow Piwi zmienia si¢ na roznych etapach rozwoju osobniczego samicy, podobnie
jak ekspresja gendw Piwi u samcow. W tym celu wykonano analiz¢ wzglednej ilosci
transkryptow genow Piwi w jajnikach pobranych od samic roznigcych si¢ wiekiem
i dojrzatoécia pilciowa, a mianowicie jajnikach kilkudniowego prosiecia, 6-miesiecznej,
niedojrzatej ptciowo loszki oraz 1-rocznej, dojrzatej ptciowo loszki. Analiza technikg PCR
w czasie rzeczywistym wykazata, ze w jajnikach wystepuje znacznie nizszy poziom ekspresji
genow Piwi w porownaniu do ich ekspresji w jadrach (Rys. 11). Najwigksza roznice
stwierdzono w przypadku ekspresji genu Piwill, gdzie wzgledny poziom transkryptu
w jajnikach dojrzatej piciowo loszki jest ponad 2000 razy mniejszy w poréwnaniu
do wzglednego poziomu transkryptu genu Piwill w jadrach dorostego samca. Natomiast
najmniejsza zaobserwowana roznica dotyczy ekspresji genu Piwil2, w przypadku ktérego
wzgledny poziom transkryptu w jajnikach kilkudniowego prosigcia jest 44 razy mniejszy

w stosunku do wzglednego poziomu transkryptu genu Piwil2 w jadrach kilkudniowego
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osobnika. W przypadku genow Piwi u myszy rowniez wykazano, ze ich ekspresja w jadrach
zachodzi na znacznie wigkszym poziomie niz w jajnikach [203].

Dodatkowo analiza wykazata, ze ekspresja genow Piwi jest generalnie wyzsza
w jajnikach kilkudniowego prosiecia niz w jajnikach dorostych samic. Poziom ekspresji genu
Piwil2 jest 12-krotnie wyzszy w jajnikach nowo narodzonej samicy w poréwnaniu do jego
ekspresji w jajnikach dojrzatej ptciowo samicy. W jajnikach 3-dniowych osobnikéw poziom
ekspresji genéw Piwill oraz Piwil4 jest porownywalny, natomiast poziom mRNA dla biatka
Piwil2 jest prawie 4-krotnie wyzszy. Wraz z wiekiem loszki poziom transkryptow genow
Piwi w jajnikach obniza si¢ kilkukrotnie i dla 6-miesigcznych loszek niedojrzatych ptciowo

oraz 12-miesi¢cznych loszek dojrzatych ptciowo jest niemal identyczny.

0,05

0,04

0,03
W Piwill
O Piwild

0,01 -
0,012 0,003 0,004
0,001-:|0*002 0,001 80,002
Jajniki kilkudniowego  Jajniki loszki Jajniki loszki
prosiecia niedojrzatej ptciowo dojrzatej ptciowo

Wzgledny poziom transkryptow genow
badanych do genu referencyjnego

0,00

Rysunek 11. Wzgledny poziom transkryptow (+/- SEM) genéw Piwill, Piwil2, Piwil4
W jajnikach kilkudniowego prosigcia oraz loszki niedojrzatej i dojrzatej plciowo.

3.1.6. Analiza wzglednej ilo$ci transkryptow genow Piwi w oocytach §wini domowej

Podobnie jak w przypadku jajnikow, wzgledny poziom transkryptow genow Piwill,
Piwil2 oraz Piwil4 w oocytach pozyskanych z loszek niedojrzatych i dojrzatych ptciowo jest
znacznie mniejszy w poréwnaniu do ich ekspresji w jadrach (Rys. 12). W obydwu rodzajach
oocytOw obserwuje si¢ porownywalny, niski poziom ekspresji mRNA dla biatek Piwill
I Piwil2 oraz brak ekspresji genu Piwil4. Wynik ten jest o tyle interesujacy, ze w oocytach
myszy obserwowano wylacznie ekspresje mRNA dla biatka Piwil2 [140].
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0,015

0,012

0,009

mPiwill

W Piwil2

0,006
OPiwil4

0,003 -

Wzgledny poziom transkryptéw gendw
badanych do genu referencyjnego

0,000 ——

Oocyty loszki Oocyty loszki
niedojrzatej ptciowo dojrzatej ptciowo

Rysunek 12. Wzgledny poziom transkryptow (+/- SEM) genow Piwill, Piwil2, Piwil4
W oocytach loszki niedojrzalej i dojrzatej ptciowo.

3.1.7. Wstepna analiza piRNA wystepujacych w gonadach niedojrzalych i dojrzalych
plciowo osobnikéw

Cechg wyrdzniajacg biatka Piwi wérdd innych bialek rodziny Argonaute jest ich
wystepowanie w kompleksach z piRNA. Meskie komorki plciowe u myszy zawieraja duze
ilosci roznych czasteczek piRNA 1 szacuje si¢, ze ich liczba jest nawet o trzy rzedy wielkosci
wigksza niz liczba innych, wystepujacych w jadrach, niskoczgsteczkowy RNA — miRNA
oraz siRNA [204].

W  ramach realizacji niniejszej pracy doktorskiej przeanalizowano frakcje
niskoczasteczkowych RNA wyizolowanych z jader i jajnikow osobnikdéw znajdujacych si¢
na réznym etapie rozwoju osobniczego (Rys. 13). Stwierdzono wystgpowanie frakcji
niskoczasteczkowych RNA o dlugosci ok. 30 nt w gonadach osobnikow dojrzatych piciowo.
Dla kilkudniowych osobnikow ekspresja tych RNA byta duzo mniejsza. W pierwszym etapie
analizy sprawdzono czy pula malych RNA o dlugosci okoto 30 nt widoczna na zelu
poliakryloamidowym to czasteczki piIRNA. W tym celu pul¢ niskoczgsteczkowych RNA
odzyskano z zelu, wklonowano do wektora 1 zsekwencjonowano przy uzyciu standardowe;j
metody sekwencjonowania. Przeprowadzona analiza wykazala, ze we frakcji
niskoczasteczkowych RNA  wyizolowanej z gonad $wini dominuja czasteczki

o dhugosci 29-31 nt w przypadku jader oraz 30-37 nt w przypadku jajnikéw (Rys. 14).
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Uzyskane wyniki byly zgodne z danymi na temat typowej dla ssakéw dtugosci czasteczek
Jajniki

PiIRNA [205, 206].
C
M - M
B

Rysunek 13. Frakcja okoto 30-nt piRNA zidentyfikowana w jgdrach i jajnikach S. scrofa.
RNA wzbogacone w niskoczgsteczkowe RNA wyizolowano z A — jgder kilkudniowego (1)
oraz dorostego (2) osobnika; B — jajnikow kilkudniowej (1) oraz dojrzatej ptciowo (2) samicy;
C — jajnikow 3-miesiecznej (1), niedojrzatej (2) i dojrzatej (3) ptciowo loszki. Na 15% zel
poliakryloamidowy naktadano Sug niskoczgsteczkowego RNA. Zel wybarwiano barwnikiem
SYBR Gold. M — marker wielkosci RNA zawierajgcy oligomery o diugosci od 16 do 49 nt.

A Jadra B Jajniki
1 2

Chcac definitywnie potwierdzi¢, ze analizowana frakcja niskoczasteczkowych RNA
zawiera piRNA, uzyskane sekwencje porownano z innymi sekwencjami piRNA
zdeponowanymi w bazie danych piRNA [207]. Zaobserwowano, ze wigkszo$¢ uzyskanych
sekwencji piRNA, wystepujacych w gonadach $wini, jest identyczna, jak sekwencje piRNA
wczesniej zdeponowane w bazie danych, pochodzace z takich organizmow jak czlowiek,
mysz, szczur, danio pregowany, muszka owocowa [Tab. 5 i1 6]. Ponadto wszystkie uzyskane
sekwencje piRNA mapowaty do regionow niekodujacych genomu $wini i wykazywaly tym
samym cechy podobne do piRNA wystepujacych u myszy [205, 206]. Powyzsza analiza
potwierdzita, ze frakcja niskoczasteczkowych RNA  obserwowana na zelu

poliakryloamidowym to bez watpienia czasteczki piRNA.
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Rysunek 14. Rozklad wielkosci piRNA wyizolowanych z jgder (A) i jajnikow (B) S. scrofa
wklonowanych do wektora i sekwencjonowanych przy uzyciu standardowej metody
sekwencjonowania.

Poréwnujac na zelu frakcje piRNA, obecng w jadrach i jajnikach niedojrzatych
oraz dojrzatych ptciowo osobnikow, zauwaza si¢ pewne roznice (Rys. 13). Znaczace zmiany
w poziomie ekspresji piIRNA w gonadach obserwuje si¢ w przypadku kilkudniowych
oraz dorostych (starszych niz 1 rok) zwierzat. W jadrach i jajnikach nowo narodzonych
osobnikow ilo$¢ piRNA wydaje si¢ by¢ na bardzo niskim poziomie. Jednakze podczas
rozwoju osobniczego poziom ekspresji piRNA w obu gonadach znacznie wzrasta. Dodatkowo
nie zaobserwowano znaczacych roznic w ilosci piRNA w przypadku jajnikéw niedojrzatych
1 dojrzatych plciowo samic, co moze sugerowac, ze piRNA prawdopodobnie majg mniej

znaczacy wpltyw na rozwoj oocytow.



Tabela 5. Wybrane piRNA zidentyfikowane w jgdrach swini domowej.

Sekwencja Dtugos¢ Chromosom Ni¢ Poczatek Organizm
(nt)
piR1 ATGCCCAAGGCTTCCATCTTCTATCTAGAAA 31 11 + 7424377 7424406 Cztowiek
piR2 TGATCTCGTGCACAGATACTGTTGGTTCCA 30 14 - 42960799 42960828 -
piR3 CAGGAATCCTAACCGCTAGACCATGTGGGA 30 11 - 21192800 21192829 Danio
1 - 148851467 148851496 pregowane
1 + 10249811 10249840
X + 98879286 98879315
11 - 24760363 24760392
15 + 29171482 29171511
piR4 TGCCAAGCCTGGGAACTTCCATATGGCGCA 30 1 - 263196213 263196241 -
piR8 TGAACCCTTGGCCTCCTGGCTTGCCCTGTCCC 32 5 - 6968806 6968837 -
piR10 TAGCTAAGAGCAAGTAAATTAGCCTGAGAGT 31 11 - 7508625 7508655 -
piR12 GGCCATTCATATATCTTCTTTTGTGAAGTGT 31 X - 95574195 95574225 Cztowiek,
9 - 38439769 38439799 Mysz,
1 + 229842641 229842671 Szczur
1 + 22278590 22278620
6 - 8970594 8970620
piR13  ACACAAAGGTAATTTTGTGTATTTACCAACA 31 2 + 15120696 15120726 Szczur
piR14  GACACTCCAAGTTCGGAGACCTGGACAATTA 31 2 + 15105010 15105040 -
piR15  ACACACAATACATTAACATCATTTCTCTTCA 31 7 + 117966082 117966111 -
piR16 TAACAGAATGCAGTCTGGTTTCATTTGAGC 30 7 + 34501596 34501625 Cztowiek,
Mysz,
Szczur
piR17 TGGCGTCAAGGACTGTGTTTTAACCCATTA 30 11 + 7507722 7507751 -
piR18 TAATACAGCCCTTGTCCTGCCTCCTGCGG 29 5 - 6967095 6967123 -
piR19 TGGTGACTTGAGCCTTAGTTTCCCTGCAC 29 7 + 34484853 34484881 Danio
pregowane
piR20 AACACTCATCATCAAAGTCGGGCTTATTG 29 7 = 93568325 93568353 =




piR21
piR22
piR23
piR24
piR25
piR26
piR27
piR28
piR29

piR30
piR31
piR32

piR33

piR34

piR35
piR36
piR37
piR38
piR39

TAAACCGCCAGCCAAGATGGGATTTTGCTTT
TGAATTCATAGTCTTTCTCTCTCTGGTGACC
GCCGCCAGTTTACACCACAGCAATGTGGGAA
TATTTATGTGATTAAAGTGCAAAGCAGTGTC
TGCTCTGAACCTCCTCATGTTGCTTACCTGT
TGAGTCCTTTGTCTTGCAAAATGCTCGTGG
TGAAGGAGCCTGTGAATTGCTCGTGGTGGT
TTGCCAGTGATTGGTTTAGGCATGGCCATG
CAGGAATCCTAACCGCTAGACCATATGGGA

ACCTATTACCCATCTTGGACAGGTCCAAACA
TACCGTCCATCATGACTGGGAAATGGGGTA
TGCTCTCACAGTGATCACCTTGTCCAGAGT

TCCCACATGGTCTAGCGGTTAGGATTCCTG

TTCTAACAAGCTCCCTGGAGAATTCACCCA

TGGCTTCTGAGATTGCGTCCAAGAGATGGT
TAAGTCAGATGTGGCATTTGCGCAGGTGT
TGAGAACTTAGGTGTTTCCAGTTGGGCCA
TACAAAGCATGGTGACCTGTGTGTGTGGA
GTGCAGGGAAACTAAGGCTCAAGTCACCA

31
31
31
31
31
30
30
30
30

31
30
30

30

30

30
29
29
29
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34470745
54061408
94285852
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Cztowiek
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pregowane

Cztowiek

Danio
pregowane

Mysz

Cztowiek

Mysz
Danio



piR40
piR41
piR42

piR43

piR44

piR45

piR46

piR47
piR48
piR67

TCCACACACACAGGTCACCATGCTTTGTA
TCACAACTGAGGTAGTTGGGGAACCAGGT
GCCGGAAAGAGCTGCGGTCACACTTTCA

CAGGCGGCCCGGGTTCGACTCCCGGTATGGGAACCA

TCCCATATGGTCTAGCGGTTAGGATTCCTG

TTCCTTATTAGGAGAACCTTTCCCCTGGTC

TCACACCTGCTGCCTGAGGATGGTCCGTC

GGGGGGGTGTCCCTCGCGGGGGCGCGCCGGGTT
CTCCACCCGCCCTCCGTCCGCGCLCCCCTCGLCG
TGGACTGGGAATCAGACTTGGAGCGCAATCC
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148851538
29171511
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pregowane
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pregowane
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Szczur,
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Szczur



Tabela 6. Wybrane piRNA zidentyfikowane w jajnikach swini domowej.

Sekwencja Dtugos¢ Chromosom Ni¢ Poczatek Koniec Organizm
(nt)

piR1 TGGCGTCCGAACAGGGACCTGAACCCTGGACCCTCAGATT 40 7 - 24228794 24228827 Cztowiek
2 - 9814434 9814467
16 - 72592496 72592529
12 - 50559202 50559235
7 + 24079472 24079505
7 + 22328188 22328221
2 + 9818575 9818608
2 + 9939665 9939698

piR3 CCAGGCGGCCCGGGTTCGACTCCCGGTATGGGAACCA 37 15 - 29171439 29171473 Danio
11 + 24760401 24760435 pregowane
1 + 10249768 10249802
11 + 21192838 21192872
1 + 148851505 148851538

piR4 TTCCCACACCGGGAGTCGAACCCGGGCCGCCTGGGTG 37 11 - 21192835 21192871 Danio
1 - 148851502 148851538 pregowane
1 + 10249769 10249805
11 - 24760398 24760434
15 + 29171440 29171476

piR5 TGCATTGGCCGGGAACCGAACCCGGGCCTCCCGCGT 36 12 - 50565564 50565599 Danio
7 + 22918478 22918513 pregowane
7 + 22026330 22026365
6 + 9982529 9982564
6 + 9983187 9983222
6 + 10072406 10072441
6 + 10073061 10073096
15 + 59476045 59476080

piR6 AACCCGGGACCTCTCGCACCCGAAGCGAGAATCATA 36 4 + 86620909 86620944 Muszka
3 + 35039929 35039964 owocowa




piR7

piR9

piR10

piR11
piR12
piR13

piR16

piR17

GCTCCCCGTCGGGGAATTGAACCCCGGTCTCCCGC

GTTCCCACACCGGGAGTCGAACCCGGGCCGLCTG

TCCTCGTTAGTATAGTGGTGAGTATCCCCGCCT

AAGTTCTGATGACCCACTACCATCGGACCAGCC
AGGCTGATGCCTTATCCATTAGGCAATTGGGTC
GCATTGGTGGTTCAGTGGTAGAATTCTCGCCT

GTTTCCGTAGTGTAGTGGTTATCACGTTCGCC

GGCCCAGCACGCTTCCGCTGCGCAACTCTGCT
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piR18

piR19

piR20

GCATTGGTCGTTCAGTGGTAGAATTCTCGCCT

GGCGAACGTGATAACCACTACACTACGGAAAC

GGCGAGAATTCTACCACTGAACCACCAATGCA
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GGCGAGAATTCTACCACTGAACCACCAATGC

CGAGAATTCTACCACTGAACCACCAATGC
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GTCAGGATGGCCGAGCGGTCTAAGGGCTGCG
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piR26
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piR31

piR32
piR35

piR36

GCGCCGAATCCTAACCACTAGACCACAGGGA

TTAACAATAACCCACAGCCTTCGGACCAACT
GCGAGAATTCTACCACTGAACCACCCATGCA

GCATGGGTGGTTCAGTGGTAGAATTCTCGC

TACATTAGCATTTGCTGCTTCCTCCTTGCA
GCATTGTGGTTCAGTGGTAGAATTCTCGC

TTGGCTAAGATCAAGTGTAGTATCTGTTCTT
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3.1.8. Dyskusja uzyskanych wynikéw
3.1.8.1. Nomenklatura bialek Piwi

Obecnie w literaturze czesto uzywa si¢ historycznej nomenklatury biatek Piwi, ktora
odnosi si¢ do nazwy badanego organizmu. Przykladowo, dla mysich biatek Piwi uzywa si¢
nazw Miwi, Mili oraz Miwi2, natomiast dla ludzkich HIWI, HILI i HIWI2. Jednakze
uzywanie tej nomenklatury do oznaczania bialek Piwi pochodzacych z innych organizméw,
takich jak na przyklad $winia domowa, jest utrudnione. Oznaczanie bialek Piwi
wystepujacych u $wini w taki sam sposob jak u myszy czy cztowieka jako Siwi, Sili i Siwi2
jest niemozliwe poniewaz nazwa Siwi zostala juz wczesniej uzyta do oznaczenia biatka Piwi
u jedwabnika morwowego (Bombyx mori) [208]. W literaturze istnieje rowniez inny system
nazywania gendéw, w ktérym to geny kodujace poszczegolne biatka Piwi s3 ponumerowane 1,
2, itd., podczas gdy produkty biatkowe tych gendw sa oznaczone odpowiednio jako Piwill,
Piwil2 oraz Piwil4. W zwiazku z tym w przypadku biatek Piwi u §wini domowej w niniejszej
pracy doktorskiej proponuje si¢ system nazewnictwa, ktéry laczy w sobie tacinskg nazwe
systematyczng badanego organizmu oraz numer biatka Piwi. Zgodnie z tym biatka Piwi
wystepujace u myszy oznaczy¢ mozna jako: Mus musculus Piwill, Mus musculus Piwil2
oraz Mus musculus Piwil4, natomiast biatka Piwi obecne u $wini to: Sus scrofa Piwill,
Sus scrofa Piwil2 oraz Sus scrofa Piwil4. Taki system oznaczania bialek Piwi w sposob
doktadny 1 jednoznaczny okresla typ badanego biatka Piwi oraz pozwala na uniknigcie

niejednoznaczno$ci zwigzanych z identyfikacja danego bialka.

3.1.8.2. Ekspresja bialek Piwi na roznych etapach rozwoju osobniczego

Analiza ekspresji genéw Piwi w gonadach $wini wyraznie pokazuje, Zze poziom
ekspresji genéw Piwill, Piwil2 oraz Piwil4 zalezy od etapu rozwoju, na ktorym znajduje si¢
dany osobnik. Wszystkie geny Piwi ulegaja ekspresji w jadrach kilkudniowego samca.
Ekspresja genu Piwill znaczgco wzrasta w jadrach dojrzatego ptciowo osobnika, podczas gdy
ekspresja dwoch pozostatych gendéw Piwi (Piwil2 i Piwil4) zmniejsza si¢. W przypadku
jajnikow pochodzacych z zar6wno nowo narodzonego, jak i dorostego osobnika, ekspresja
gendow Piwi jest znacznie obnizona, a najwiekszg ilos¢ transkryptu obserwuje si¢ w przypadku

genu Piwil2 w jajnikach kilkudniowej samicy.
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Powszechnie wiadomo, ze u D. melanogaster w trakcie procesu spermatogenezy
biatka Piwi aktywnie uczestnicza w wyciszaniu transpozonow oraz biogenezie piRNA i oba
te procesy sg ze sobg powigzane [108]. Niedawno podobny mechanizm biogenezy piRNA
potaczony z dezaktywacja transpozonow zostal zaproponowany u myszy [119, 124]. Dwie
grupy badawcze dowiodly, ze biatka Piwi: Piwill (Miwi), Piwil2 (Mili) oraz Piwil4 (Miwi2)
s3 zaangazowane zarO0wno w wyciszanie transpozonéw, jak i produkcje piRNA. Niektore
biatka rodziny Argonaute posiadaja w swoim miejscu aktywnym katalityczng triade DDH
(Asp-Asp-His), ktora nadaje im wlasciwos$ci nukleolityczne. Zmienno$¢ sekwencji w miejscu
aktywnym powoduje, ze nie wszystkie biatka Ago/Piwi maja te wlasciwos¢ [200]. W celu
zbadania roli, jaka odgrywa aktywno$¢ endonukleolityczna bialek Piwi w procesie biogenezy
PpIRNA oraz wyciszania transpozonéw myszy, do biatek Piwil2 oraz Piwil4 wprowadzono
mutacje, powodujaca zastapienie katalitycznej triady DDH motywem DAH (Asp-Ala-His).

W przypadku homozygotycznych myszy, posiadajacych dwa allele Piwil2P*"

, W pierwotnych
komorkach piciowych ptodu dochodzito do zaburzenia amplifikacji piRNA, co z kolei
powodowato znaczny spadek piRNA oddziatujacych z biatkiem Piwil4. Uszkodzenie szlaku
piRNA u tych myszy powodowalo zaburzenie procesu spermatogenezy i1 bezptodnosé.
Co ciekawe, myszy posiadajace dwa allele Piwil4®*" byty plodne, nie wykazywaly zadnych
nieprawidlowos$ci w szlaku biogenezy piRNA, a wyciszanie transpozondéw zachodzito u nich
w sposob prawidtowy [119]. Dodatkowo biatko Piwill posiadajace zmutowang triade ADH
pozbawione byto aktywnosci nukleolitycznej zaréwno in vivo, jak i in vitro, co powodowato,
ze myszy posiadajace ta mutacj¢ byly bezptodne, a w ich komdrkach ptciowych dochodzito
do nadmiernej akumulacji transkryptéw transpozonow [124].

W  jadrach kilkudniowej $wini wszystkie trzy geny Piwi ulegaja ekspresji
1 przypuszczalnie sg one zaangazowane w proces spermatogenezy, podczas gdy u osobnikow
dojrzatych ptciowo tylko ekspresja genu Piwill zachodzi na stosunkowo wysokim poziomie.
Analiza bioinformatyczna sekwencji aminokwasowych biatek Piwi wystepujacych u $wini
wykazata obecno$¢ katalitycznej triady DDH w biatkach Piwill oraz Piwil2 (Rys. 15).
Natomiast biatko Piwil4 zamiast domeny katalitycznej posiada triade ADR (Ala-Asp-Arg).

Nalezy podkreslié, ze homozygotyczne myszy posiadajace zmutowane biatka Piwill”P

oraz Piwil2PAH

nie wykazuja aktywnosci nukleolitycznej wzgledem transkryptow
transpozonow 1 nie zachodzi u nich wytwarzanie nowych czasteczek piRNA [119, 124].
W zwiazku z powyzszym jest wielce prawdopodobne, ze wystgpujace u §wini biatka Piwill
oraz Piwil2, zawierajace motyw DDH moga rowniez wykazywaé wlasciwosci nukleolityczne
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1 uczestniczy¢ w biogenezie piRNA. Glebokie sekwencjonowanie piRNA wyizolowanych
z jader dorostego samca rasy Meishan, a takze przeprowadzone w ramach realizacji niniejszej
pracy doktorskiej, wykazato, ze wigkszo$¢ sekwencji piRNA mapuje do repetytywnych,
intronowych oraz miedzygenowych sekwencji genomu, co potwierdza ich pochodzenie

z sekwencji transpozondéw [209].

Mus Musculus Piwill 625 LAMIVGIDCYHDT..RVIVYRDGVGDG..PCQYAHKLAFLV 843
Sus scrofa Piwill 624 LAMIVGIDCYHDT..RIIVYRDGVGDG..PCQYAHKLAFLV 842
Sus scrofa Piwil2 749 QLMVIGIDVYHDP..KIVVYRDGVSDG..PCKYAHKLAFLS 866
Sus scrofa Piwil4 616 ALMVVGIAVCKDA..RIIVYRDGVGDG..PCQYARKLTFLV 834

Rysunek 15. Poréwnanie sekwencji wskazujgce na obecnosé¢ katalitycznej triady (motyw
DDH zaznaczony kolorem czerwonym) w mysim biatku Piwill oraz swinskich biatkach Piwill
i Piwil2 oraz jej brak w biatku Piwil4.

Swinskie biatko Piwil4, zawierajace motyw ADR, jest prawdopodobnie pozbawione
aktywnosci katalitycznej. Ekspresja genu Piwil4 u myszy rozpoczyna si¢ juz w zyciu
ptodowym i trwa do okoto 3. dnia po narodzeniu osobnika [103]. Badania przeprowadzone
w ramach niniejszej pracy doktorskiej pokazuja wysoka ekspresje genu Piwil4 w jadrach
kilkudniowego samca i znacznie nizszg w przypadku jader dojrzalego piciowo osobnika.
U myszy pozbawionych genu Piwil4 podczas zycia ptodowego dochodzi do zwigkszonej
ekspresji transpozondéw z powodu wadliwej metylacji de novo regionéw regulatorowych
retrotranspozonow [37, 111]. Oznacza to, ze kompleksy piRNA z biatkiem Piwil4 moga
regulowaé metylacje transpozondéw 1 w ten sposob wptywac na ich wyciszanie. Zatem biatko
Piwil4 pelni w procesie gametogenezy inng funkcje niz biatka Piwill 1 Piwil2, ktore wykazuja
zdolnos$¢ przecinania nici RNA. Jednakze poznanie doktadnego mechanizmu dziatania biatka

Piwil4 wymaga dalszych badan.

3.1.8.3. Czy bialka Piwi regulujg proces oogenezy u S. scrofa?

Rola biatek Piwi i oddziatujacych z nimi piRNA w procesie oogenezy u ssakow jest
wcigz nieznana. Dlatego w ramach realizacji niniejszej pracy doktorskiej zbadano ekspresje
genow Piwi oraz piRNA zardwno w oocytach, jak i jajnikach pochodzacych z samic
znajdujacych si¢ na réznych etapach rozwoju. Jak wykazano, wzgledna ekspresja trzech

genow Piwi w jajnikach kilkudniowych samic jest 40-krotnie nizsza w przypadku genu Piwil2
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oraz ponad 100-krotnie nizsza w przypadku genow Piwill oraz Piwil4 w poréwnaniu
do wzglednej ekspresji tych genow w kilkudniowych jadrach. Biorac te wyniki pod uwage
sugeruje si¢, ze rola biatek Piwi w procesie biogenezy piRNA podczas oogenezy moze by¢
mniej znaczgca niz podczas spermatogenezy. Dodatkowo ilo§¢ piRNA w jajnikach dojrzatych
loszek jest znacznie wyzsza niz w jajnikach kilkudniowych samic. Zatem w zwigzku z niska
ekspresja biatek Piwi w jajnikach mozna przypuszczaé, ze inne bialka s3 zaangazowane
w proces biogenezy piRNA w gonadach zenskich. Niedawno zidentyfikowano kilka biatek,
ktore tworza kompleksy z biatkami Piwi, a mianowicie wykazano, ze biatka Piwi oddziatuja
z bialkami zawierajacymi domen¢ Tudor [130]. U myszy zidentyfikowano 28 biatek
nalezacych do rodziny Tudor i jak dotad wykryto oddzialywania trzech biatek Piwi z biatkami
Tdrdl, Tdrd2, Tdrd4, Tdrd6, Tdrd7, Tdrd8 i Tdrd9 [131]. Jednakze do tej pory nie zbadano
ekspresji biatek Tudor w zalezno$ci od etapu rozwoju osobniczego.

Ekspresja piRNA oraz biatek Piwi w oocytach osobnikow niedojrzatych i dojrzatych
polciowo jest na zblizonym, niskim poziomie. Dlatego udzial kompleksow piRNA-Piwi
w dojrzewaniu oocytOw pozostaje niejasny. Co ciekawe, wykazano, ze u myszy podczas
dojrzewania  oocytow  dochodzi do  zahamowania  aktywnoS$ci innej  grupy
niskoczgsteczkowych RNA, a mianowicie miRNA [149]. Zatem mozliwe jest,
ze niskoczgsteczkowe RNA (miRNA oraz piRNA) odgrywaja mniej znaczacg role w procesie
dojrzewaniu oocytéw. Homozygotyczne samce myszy posiadajace zmutowane biatko
Piwil1”P" s3 bezptodne, natomiast mutacja ta ani nawet brak biatka Piwill nie wptywaja na
ptodnos¢ samic. Obserwacja ta moze $wiadczy¢ o ograniczonym wplywie biatek Piwi na
proces oogenezy u ssakow [124].

Ze wzgledu na bardzo niska zawarto$¢ czasteczek piRNA w oocytach $wini
niemozliwe bylo zaobserwowanie tej frakcji niskoczasteczkowych RNA na zZelu
poliakryloamidowym. Natomiast analiza matych RNA wyizolowanych z jajnikow pozwolita
na zaobserwowanie frakcji piRNA na zelu. Zatem mozliwe jest, ze czasteczki piRNA wykryte
w jajnikach pochodza w wigkszo$ci z komorek somatycznych gonady, na przyktad komorek
pecherzykowych otaczajacych oocyt. Badania przeprowadzone u kilku gatunkéw zwierzat
(M. musculus, M. mulatta, D. melanogaster) wykazaly obecnos¢ czasteczek piRNA
w komorkach somatycznych jajnikow, jader oraz w innych tkankach somatycznych [210].
Przy uzyciu metody glebokiego sekwencjonowania czgsteczki piRNA wykryto réwniez
w centralnym uktadzie nerwowym myszy [211]. Odkrycia te $wiadcza o tym, ze czasteczki
piRNA by¢ moze odgrywaja wazng role¢ réwniez poza komérkami ptciowym.
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Podsumowujac, stwierdzono nieliniowa ekspresj¢ genow Piwi oraz piRNA
w gonadach S. scrofa. W jadrach kilkudniowych osobnikéw wysokiej ekspresji genu Piwil4
towarzyszy niski poziom ekspresji piRNA. Z kolei w jajnikach dojrzatych ptciowo osobnikow
niskiej ekspresji genu Piwill towarzyszy wysoki poziom ekspresji piRNA. Zatem mozna
przypuszczaé, ze w organizmach ssakow biatka Piwi oraz piRNA moga funkcjonowaé

nie tylko w kompleksach, ale rowniez oddzielnie.

3.2. Charakterystyka niskoczasteczkowych RNA wystepujacych w gonadach S. scrofa
3.2.1. Dane z sekwencjonowania niskoczasteczkowych RNA

Przedstawiona w rozdz. 3.1.7. wstepna analiza piRNA zostata uzupetniona o peing
charakterystyke niskoczasteczkowych RNA, wystepujacych w gonadach dojrzatych ptciowo
osobnikow. W tym celu wyizolowano z jader i jajnikow catkowity RNA wzbogacony we
frakcj¢ niskoczasteczkowych RNA. Nastepnie skonstruowano dwie biblioteki matych RNA
i zsekwencjonowano je przy uzyciu technologii firmy IHlumina®. Obie biblioteki
wygenerowaty w przyblizeniu 6 milionow odczytdéw, z ktorych 4% wykazywalo niska jakos¢
1 zostalo odrzucone. W rezultacie uzyskano 5.795.730 odczytow dla niskoczasteczkowych
RNA otrzymanych z jader oraz podobng ilos¢ 5.393.588 odczytow w przypadku
niskoczasteczkowych RNA otrzymanych z jajnikoéw. Po usunigciu sekwencji wystepujacych
wiecej niz jeden raz, liczba unikalnych sekwencji w bibliotece matych RNA z jader i jajnikow
wyniosta odpowiednio 893.561 oraz 189.119. Liczba wystapien kazdej z sekwencji zostata
zapisana w nazwie sekwencji. Uzyskane sekwencje niskoczasteczkowych RNA zostaty
podzielone na dwie grupy: RNA o dhugosci 19-25 nt, odpowiadajace dtugoscia sekwencjom
miRNA oraz RNA o dlugosci 26-40 nt odpowiadajace dlugoscia sekwencjom piRNA
(Rys. 16A). Wszystkie sekwencje zmapowano do genomu przy mozliwosci niedopasowania
jednego nukleotydu. Frakcje dtuzszych sekwencji, ktore idealnie pasowaty do sekwencji
czasteczek tRNA, zaklasyfikowano jako fragmenty tRNA — tRF. W rezultacie biblioteka
matych RNA otrzymanych z jader zawierata 94.382 (11%) unikalnych sekwencji miRNA,
450.144 (50%) unikalnych sekwencji piRNA oraz 15.118 (2%) sekwencji zaklasyfikowanych
jako tRF (Rys. 16B). Sposréd pozostatych sekwencji 19% nie spetniatlo wymaganego
kryterium dhlugosci tzn. bylo krotsze niz 19 nt lub dtuzsze niz 40 nt, a 18% nie mapowato
do sekwencji genomu. Z kolei biblioteka matych RNA otrzymanych z jajnikow zawierata

34.723 (18%) unikalnych sekwencji miRNA, 46.096 (19%) unikalnych sekwencji piRNA
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oraz 9.885 (5%) sekwencji zaklasyfikowanych jako tRF (Rys. 16B). Sposrod pozostatych
sekwencji 40% nie spetnialo wymaganego kryterium dlugos$ci tzn. bylo krétsze niz 19 nt
lub dluzsze niz 40 nt, a 18% nie mapowato do genomu. Co ciekawe, w kazdej grupie
niskoczasteczkowych RNA, liczba sekwencji unikalnych, a wigc wystepujacych jeden raz,
byla znacznie wyzsza w jadrach niz w jajnikach. Stosunek liczby unikalnych sekwencji
niskoczgsteczkowych RNA specyficznych dla jader do liczby unikalnych sekwencji
niskoczasteczkowych RNA specyficznych dla jajnikow wynosit: 10 dla piRNA, 2,7
dla miRNA oraz 1,5 dla tRF.

3.2.2. Dlugos¢ piRNA obecnych w meskich i zenskich gonadach S. scrofa

piRNA stanowig najliczniejszg frakcj¢ niskoczasteczkowych RNA w meskich
doprowadzila do zidentyfikowania 11.756 sekwencji wystgpujacych w obydwu gonadach
(Rys. 16B). Zatem 2.6% sekwencji piRNA z jader oraz 32.5% sekwencji piRNA z jajnikow
jest obecna zarowno w gonadach meskich, jak i zenskich.

Analiza sekwencji piRNA obecnych w jadrach i jajnikach wykazala réznice w ich
dtugosci, a mianowicie piRNA wystepujace w jajnikach sg dluzsze niz czasteczki piRNA
wystepujace w jadrach. Rozklad dlugosci piRNA uzyskany metoda glebokiego
sekwencjonowania pokazuje, ze sekwencje piRNA specyficznie wystepujace w jadrach
posiadaja dtugos¢ 29, 30 1 31 nt, natomiast piRNA obecne w jajnikach majg dlugos¢ 31, 32
1 33 nt (Rys. 16A). Podobny rezultat uzyskano stosujac standardowg metode
sekwencjonowania po wklonowaniu niskoczasteczkowych RNA do wektora (Rys. 14).
Wecezesniejsza analiza puli piRNA wyizolowanej z jader $wini chinskiej rasy Meishan
wykazata obecno$¢ czasteczek piRNA o jeden nukleotyd krotszy w porownaniu do tych
obserwowanych u $wini rasy europejskiej, gdyz najliczniej wystepujace w rasie Meishan
czasteczki piRNA mialy dtugos¢ 28, 29 1 30 nt [209]. Wytlumaczeniem powyZszej obserwacji
moga by¢ rézne cechy fenotypowe tych dwoéch gatunkow §win, takie jak waga 1 wielkos¢

dorostych osobnikow.
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Rysunek 16. Charakterystyka sekwencji  niskoczgsteczkowych RNA — wystepujgcych
w gonadach swini. A — rozklad diugosci niskoczgsteczkowych RNA wyizolowanych z jgder
[ jajnikow. Na wykresach zaznaczono dwie oddzielne frakcje malych RNA — mMIRNA
oraz piRNA. B — liczba sekwencji odpowiadajqcych piRNA, miRNA i tRF w jgdrach
i jajnikach oraz sekwencji wspolnych dla obu gonad.
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piRNA wystepujace w jadrach myszy posiadajg dtugo$¢ od 28 do 32 nt [92]. Mniegj
wiadomo na temat dtugosci piRNA wystepujacych w gonadach zenskich myszy. Klonowanie
do wektora niskoczasteczkowych RNA wyizolowanych z jajnikdbw myszy oraz ich
sekwencjonowanie pozwolito na zidentyfikowanie dwoch frakeji piIRNA o dlugosci 27-31 nt
oraz 32-38 nt. Mapowanie do genomu wykazato, ze dluzsze piRNA wywodzg si¢
z elementéw repetytywnych, natomiast sekwencje krotszych piRNA nie s3 zwigzane
z sekwencjami repetytywnymi [206]. Jednakze analiza ta zostata przeprowadzona
na podstawie tylko kilkudziesieciu sekwencji piRNA. Z kolei piRNA wystepujace w jadrach
I jajnikach D. rerio posiadaja zblizong dtugos¢ (26-28 nt) [107]. Wymienione wyzej dane
pochodzace z sekwencjonowania wskazuja, ze dlugo$¢ czasteczek piRNA rdzni sie
w zaleznos$ci od organizmu. Dodatkowo ilo§¢ nukleotydéw moze by¢ zmienna u osobnikdéw

w obrgbie tego samego gatunku, jak wykazano dla r6znych ras §win — linia 990 i Meishan.

3.2.3. Rozklad sekwencji piRNA na chromosomach

Mapowanie puli piRNA do genomu $wini wykazato, ze piRNA wystepujace
w gonadach me¢skich mapuja do wszystkich chromosoméw, lecz czes$ciej do chromosomu 7
(12%), oraz w mniejszym stopniu do chromosoméw 1, 10, 13 oraz 14 (8%). Ponadto piRNA
obecne w jadrach mapuja prawie w réwnym stopniu do sensownej i antysensownej nici
genomu $wini (Rys. 17). Natomiast piRNA wystepujace w jajnikach najczesciej mapuja
do nici antysensownej chromosomu 6 (30%). Podobng tendencj¢ zaobserwowano
w przypadku puli piRNA obecnej w obydwu gonadach, gdzie wiecej niz 40% czasteczek
piIRNA mapuje do nici antysensownej chromosomu 6 (Rys. 17). Oszacowano, ze 10-krotnie
mniej piRNA mapuje do nici sensownej chromosomu 6 w poréwnaniu do jego nici
antysensownej. Dodatkowo piRNA, ktore mapujg do chromosomoéw 4 i 7 jest 3-krotnie mniej
niz piRNA mapujacych do chromosomu 6, jednakze w przypadku chromosomow 4 1 7 piRNA
czesSciej mapuja do nici sensownej. Powyzsze obserwacje wykazuja, ze rozmieszczenie
sekwencji piIRNA na poszczegdlnych chromosomach nie jest skorelowane z lokalizacja
genéw kodujacych biatka Piwi w genomie $wini. Geny dla biatek Piwill oraz Piwil2
w przypadku $wini zlokalizowane sa na chromosomie 14, natomiast gen kodujacy biatko

Piwil4 znajduje si¢ na chromosomie 9.
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Rozktad na chromosomach piRNA wystepujacych w jadrach
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Rysunek 17. Rozktad na chromosomach sekwencji piRNA wystepujgcych w jgdrach, jajnikach
oraz frakcji wspolnej dla obu gonad.
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W tabeli 7 przedstawiono najliczniej wystgpujace w obu gonadach sekwencje piRNA.
Czasteczki te mozna podzieli¢ na dwie grupy: jedna zawiera piRNA, ktére mapuja do genomu
tylko raz, natomiast druga zawiera piRNA, ktére mapujg do wielu miejsc na rdéznych
chromosomach. Na przyktad sekwencja piRNA o numerze identyfikacyjnym 39/502
(pierwsza liczba dotyczy jajnika, druga jadra) pojawia si¢ okoto 18000 razy i mapuje do 17
miejsc w genomie zlokalizowanych na 5 réznych chromosomach. Jednakze 69% piRNA
mapuje do chromosomoéw tylko raz.

Na rysunku 18 przedstawiono rozktad zasad na catej dlugosci czasteczek piRNA
wystepujacych w gonadach $wini. piRNA pochodzace z jader preferencyjnie zawieraja
w pozycji pierwszej reszte uracylu (70%). Z kolei uracyl jako pierwsza zasada pojawia si¢
tylko w 30% sekwencji piRNA obecnych w jajnikach oraz piRNA wspolnych dla obu gonad
(Rys. 18). Mechanizm potranskrypcyjnej amplifikacji piRNA zwany cyklem ping-pong
proponowany w przypadku biogenezy piRNA u D. melanogaster wymaga obecnosci reszty
uracylu w pozycji pierwszej (1U) oraz adeniny w pozycji dziesigtej (10A) czasteczek piRNA
[106]. Jednakze piRNA wystepujace w jadrach i jajnikach $wini nie spetniajg tych wymagan,
gdyz adenina w pozycji dziesiatej pojawia si¢ tylko w przypadku 22% czgsteczek piRNA.
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Tabela 7. Charakterystyka czasteczek piRNA wystepujacych w obu gonadach S. scrofa.

Liczba Liczba Liczba
sekwencji sekwencji dopasowan
Pierwsze dopasowanie
Nr sekwencji Nr sekwenc;ji Diugosé
(jajnik) (jadro) Sekwencja (nt) Ni¢ Chromosom Pozycja
6 116545 92 4932 GCATTGTGGTTCAGTGGTAGAATTCTCGCCT 1 31 - 10 58782524
8 84959 339 1110 GCATGGGTGGTTCAGTGGTAGAATTCTCGCCT 2 32 - 1 276742124
17 39355 246 1475 GCATGTGGTTCAGTGGTAGAATTCTCGCCT 2 30 + 4 20495382
18 35080 572 692 GGCCGTGATCGTATAGTGGTTAGTACTCTGCGTT 9 34 + 1 132234645
7485 13 13 29335 TAAGAACTGAGAGATTGTGAACCTTGGCCC 1 30 + 1 261405993
25 25619 275 1328 GCATTGTGGTTCAGTGGTAGAATTCTCGCC 1 30 - 10 58782525
15683 6 17 22761 TCAATGAATAAGAGCAACGTTCTGGCACGT 2 30 + 14 87378312
38 17642 1058 380 GCCCGGCTAGCTCAGTCGGTAGAGCATGGGACT 2 33 + 7 53403061
39 17223 502 774 GTTTCCGTAGTGTAGTGGTTATCACTTTCGCCT 17 33 + 13 114880302
41 16332 681 594 GTTTCCGTAGTGTAGTGGTTATCACGTTCGCCA 17 33 + 13 | 114880302
11917 8 23 16327 TTTAAGGTGTTTGTTGCAGCTTTTGTAGCCT 1 31 + 2 18514728
48 14261 625 643 GCATTTGTGGTTCAGTGGTAGAATTCTCGCCT 14 32 + 12 55953777
84 7618 77 6199 GTACATGATGACAACTGGCTCCCTCTAC 1 28 - 1 33085373
28421 3 30 11786 TCTTTCCAAAGCAAAATATCATAGGGACTT 1 30 + 7 90168570
14421 6 32 11598 TAGGCAAACGTGACATGTCTGTTTCGGACC 1 30 - 5 7631172
82 7677 122 3569 GGCTGGTCCGATGGTAGTGGGTCATCAGAACT 1 32 + 10 6079078
63 10578 729 553 GCATGTGGTTCAGTGGTAGAATTCTCGCC 2 29 + 4 20495382
18400 5 40 10438 TAATTCGTCGTGTGAATCTGTCACTTGGC 1 29 - 7 34592571
26894 3 41 10257 TAAATCACTGTGGAAAAGTAGCTCTCCATT 1 30 + 1 125456109
95675 1 42 9706 TAGACTGTTTTTAGGATATCAGATTCTGCCT 1 31 - 7 115837458
44145 2 43 9603 TCGGCAATGACCATACAAGGAAGGTAGGAGC 1 31 - 6 39387801
182068 1 44 9586 TAGACATCTGAGAACAAGTAAACCTGAACCT 1 31 = 7 91143665
93 6225 139 2967 TGTACATGATGACAACTGGCTCCCTCTAC 1 29 - 1 33085373
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Rysunek 18. Procentowy rozktad zasad w czgsteczkach piRNA pochodzgcych z jgder,
Jjajnikow oraz we frakcji wspolnej dla obu gonad.

3.2.4. Klastry piRNA

Cecha wyrdzniajacg piRNA wsrdd innych klas niskoczasteczkowych RNA jest ich
wystepowanie w genomie w postaci klastrow. Jest to cecha typowa zarowno dla genomu
muszki owocowej, jak i myszy [212]. Zbadano zatem, czy piRNA pojawiajgce si¢ w obu

gonadach $wini rowniez wystepuja w genomie w postaci klastrow. W prezentowanych
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badaniach przyjeto nastepujaca definicj¢ klastra: przynajmniej 80 sekwencji piRNA
zlokalizowanych na chromosomie nie dalej niz 2.500 nt od siebie. Sposréd piRNA wspdlnych
dla obu gonad u S. scrofa zidentyfikowano 71 klastrow i stwierdzono, ze wigkszo$¢ piRNA
mapuje do tych odrebnych loci. U muszki owocowej oraz myszy piRNA pochodza z jednej
badz z dwdch nici genomowych [106]. Podobnie dla piRNA wystepujacych w obu gonadach
S. scrofa obserwuje si¢ wystgpowanie klastrow na jednej lub dwoch niciach genomowych
(Rys. 19). Analiza klastrow zlokalizowanych na chromosomach 1 i 4 wykazata, ze piRNA
mapujace do tych chromosomoéw pochodza z obu nici genomu. Z kolei w przypadku
chromosomu 6 piRNA, ktore bardzo licznie wystepuja na tym chromosomie, powstaja
z jednej nici. To duze zaggszczenie piRNA jest zgodne z wczes$niejszg obserwacja dotyczaca
rozktadu sekwencji piRNA na chromosomach, ze ponad 40% sekwencji piRNA wspolnych
dla obu gonad mapuje do nici antysensownej chromosomu 6 (Rys. 17). Dane te wskazuja,

ze klastry piRNA sg zrodtem czasteczek piRNA obecnych w jadrach i jajnikach S. scrofa.
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132234000 132234500 132235000 132235500 132236000
Pozycjana chromosomie
Chromosom 6 Y

L L

772000 774000 776000 778000 780000 782000 784000
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| |

104770000 104772000 104774000 104776000

-40 20

Pozycjana chromosomie

Rysunek 19. Klastry sekwencji piRNA wspolnych dla obu gonad, wystepujgce
na chromosomach 1, 6 i 4.

Analiza bioinformatyczna danych pochodzacych z sekwencjonowania wykazala,
ze krotka sekwencja genomowa jest zrodtem wielu czasteczek piRNA poniewaz sekwencje
piRNA naktadaja si¢ na siebie (Rys. 20). Na przyktad region o dlugosci 71 nt znajdujacy si¢

na chromosomie 1 jest zrodlem 24 czasteczek piRNA o dlugosci od 28 do 34 nt. Podobnie
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z regionu znajdujacego si¢ na chromosomie 6 o dlugosci 74 nt generowanych jest 20 réznych
czasteczek piIRNA o dhugosci od 26 do 33 nt. Zjawisko nakladania si¢ sekwencji piRNA

w obrebie klastrow zaobserwowano rowniez u innych organizméw, np. u myszy [120].

Chromosom 1 Chromosom 6
TCCCIGGIGGICTAGTIGGTTAGGATTCGGCGCTCTCACCGCCGCGGCCCGGGTTICGATTCCCGGTCAGGGA
TCCCTGGTGGTCTAGTGGTTAGGATTCGGCGCTCTCAC AACCATICGTAGACGACCTGCTICTGGGTCGGGGTTTCGTACGTAGCAGAGCAGCTCCCTCGCTGCGATCTATT

e CCTGGTGGTCTAGTGGTTAGGATTCGGCGCTCTC. TTTCGTACGTAGCAGAGCAGCTCCCTCGCTGCGATCTATT
CIGGTGGICTAGTGGTTAGGATTCGGCGCIC. TTCGTACGTAGCAGAGCAGCTCCCTCGCTGCGATCTA,
GGTGGTCTAGTGGTITAGGATTCGGCGCT TTTCGTACGTAGCAGAGCAGCTCCCTCGCTGCGAT
TGGTCTAGTGGTTAGGATTCGGCGCT. TTTCGTACGTAGCAGAGCAGCTCCCTCGCTGCGATC.,
TCTAGTGGTTAGGATTCGGCGCTCTCACCGCC TITCGTACGTAGCAGAGCAGCTCCCTCGCTGCGAT.
AGTGGTTAGGATTCGGCGCTICTCACCGCCGCGGCCC
TGGTTAGGATTCGGCGCTCTCACCGCCGCGGCCC.
GTGGTTAGGATICGGCGCTCTCACCGCC.
TGGTTAGGATTCGGCGCTCTCACCGCCGCGGC
SGTTAGGATTCGGCGCTCTCACCGCC
GITAGGATTCGGCGCTCTCACCGCCGCGGCCCGEE. e oncnmemnss s rasmnsemssmssnons
TAGGATICGGCGCTCTCACCGCCGOGGOCC.
TAGGATTCGGCGCTCTCACCGCCGCGGCC,
YGATTCGGCGCTCTCACCGLOGOGGOCC
GGATTCGGCGCTCTCACCGCCGCGGCCCGGG
GATTCGGCGCTCTCACCGCCGOGGCCC.
ATTCGGCGCTCTCACCGCCGCGGCCGG6
TTCGGCGCTCTCACCGCCGCGGCCCGGGT
CACCGCCGCGGCCCGGGTTCGATTCCCGGTCAGGG)
ACCGCCGCGGCCCGGGTTCGATTCCCGGTCAGGG
CCGCCGCGGCCCGGGTTCGATTCCCGGTCAGGG.
LCGCCGCGGCCCGGGTTCGATICCCGGTC
CCGCGGCCCGGGTTCGATTICCCGGTICAG. .. ..

CATTCGTAGAC TGCTTICIC GGGGTTICGTA,
AACCATTCGTAGACGACCTGCTTCTGGGTCGGGGTTTICGT

Rysunek 20. Nakiadanie si¢ sekwencji piRNA w obrebie klastrow na chromosomie 1 i 6.

3.2.5. Mapowanie piRNA do réznych regionéw genomu

Zidentyfikowane w gonadach $§wini czasteczki piRNA zmapowano do roéznych
regiondw genomu, takich jak retrotranspozony i inne sekwencje repetytywne, geny kodujace
rybosomalny RNA (rRNA) oraz transferowy RNA (tRNA). piRNA wystepujace w jadrach
mapuja do wielu retrotranspozondw, takich jak retrotranspozony LTR, elementy SINE
oraz elementy LINE (Rys. 21). Podobnych obserwacji dokonano u innych organizmow
m.in. muszki owocowej oraz myszy. U D. melanogaster zarowno piRNA =z jader,
jak 1 z jajnikow mapuja gtéwnie do transpozondw, natomiast u myszy do sekwencji
transpozonéw mapuje 17% piRNA zaangazowanych w proces spermatogenezy [212].
Niedawno przy pomocy metody glebokiego sekwencjonowania odkryto, ze piRNA,
pochodzace z jader $wini chinskiej rasy Meishan, w wigkszo$ci mapujg do transpozonow
[209]. Analiza piRNA pochodzacych z jader $wini polskiej linii 990, potwierdzita
ta obserwacje 1 wykazala, ze loci transpozonéw s3a powszechne w przypadku piRNA
wystepujacych w gonadach meskich S. scrofa. Warto zauwazy¢, ze 47% piRNA mapuje
do regiondéw niebgdacych sekwencjami genéw, w poréwnaniu do 58% piRNA $wini rasy
Meishan [209].

W przeciwienstwie do piRNA wystepujacych w jadrach, informacje dotyczace

mapowania do genomu sekwencji piRNA z jajnikéw sg bardzo ograniczone. Przy uzyciu
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metody standardowego sekwencjonowania po wklonowaniu do wektora scharakteryzowano
79 sekwencji piRNA specyficznych dla jajnikow myszy [206]. W przyblizeniu 70% piRNA
mapowato do regiondw repetytywnych genomu. Analiza piRNA wyst¢pujacych w jajnikach
D. rerio przeprowadzona z wykorzystaniem metody glebokiego sekwencjonowania wykazata,

ze do regionow repetytywnych genomu mapuje 21% piRNA [107].

piRNA w jadrach B DNA/hAT-Charlie
LINE/L1

25% 4 90, m LNE/L2
" _2,4% mLTR/ERV1
2,8%  mLTR/ERVL-MalR
5,3% mrRNA
10'2%\0,6% B SINE/MIR
= SINE/tRNA-Glu
9.3% tRNA

inne repetytywne

1% 5,9%

47%

eksony mRNA
introny mRNA

inne regiony genomowe

pPiRNA w jajnikach LINE/L1
3% 1,1%

EHLTR
M rRNA
H SINE/MIR
m SINE/tRNA-Glu
B snRNA

tRNA

inne repetytywne

11,8%

eksony mRNA
0,
3,6% 1(7%3’64 introny mRNA

inne regiony genomowe

piRNA wspolne dla obu gonad LINE/L1

0,4% 0,7% = LTR/ERV1
= rRNA
W SINE/tRNA-Glu
M snRNA
tRNA
W srpRNA
H scRNA
inne repetytywne
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8,7%
1,9% ’
' % 12,0%
0,5%

0,7%

13,6%

eksony mRNA

0,
24% 1,9% introny mRNA

inne regiony genomowe

Rysunek 21. Mapowanie piRNA obecnych w jgdrach, jajnikach oraz frakcji wspolnej dla obu
gonad do roznych regionow genomu.

Stwierdzono, ze piRNA pochodzace z jajnikow §wini w przewazajagcym stopniu
odpowiadaja okre$lonym niekodujacym RNA, a mianowicie sekwencjom rRNA (35%)

oraz tRNA (12%) (Rys. 21). Sekwencje piRNA wspolne dla obu gonad mapuja prawie
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wylacznie do sekwencji TRNA (56%) oraz tRNA (14%) (Rys. 21). Zatem 70% piRNA
mapuje do sekwencji niekodujacych RNA. Dalsza analiza wykazata, ze piRNA, ktére mapuja
do transkryptow rRNA preferencyjnie mapuja do intronow (81%), co sugeruje, ze czasteczki
piRNA generowane sg z prekursoréw rRNA.

Czasteczki rRNA oraz tRNA odgrywaja wazng role w procesie translacji.
U organizméw eukariotycznych czasteczki 28S, 18S oraz 5,8S rRNA wchodza w sktad
rybosomu [213], natomiast czasteczki tRNA odpowiedzialne sg za wlasciwe rozszyfrowanie
informacji genetycznej. Nie wiadomo, czy czasteczki piRNA sg zaangazowane w regulacje
procesu translacji. U myszy kompleksy Miwi-piRNA sg powigzane z polirybosomami [92],
jednakze brak innych dowodéw na udzial piIRNA w regulacji translacji.

Wiadomo, ze sekwencje niskoczasteczkowych RNA moga by¢ zlokalizowane
w obrgbie intronéw transkryptow RNA. Przykladem mogg by¢ male jaderkowe RNA
(snoRNA, ang. small nucleolar RNASs), ktore reguluja metylacje oraz pseudourydylacje
eukariotycznych rRNA, a ktorych sekwencje zostaty zidentyfikowane w niektorych intronach
[214]. Zidentyfikowano réwniez znaczng grupe miRNA, ktérych sekwencje znajduja sie
wewnatrz intronow oraz oszacowano, ze 50% - 80% wszystkich miRNA jest kodowane przez

introny obecne w transkryptach mRNA [215].

3.2.6. Potranskrypcyjna modyfikacja piRNA wystepujacych w gonadach S. scrofa

piIRNA wyizolowane ze wszystkich do tej pory badanych organizmow zwierzecych
zawieraly na swoim koncu 3’ metylacje grupy hydroksylowe; w pozycji 2’ rybozy
(modyfikacja 2°OMe) [107]. Mimo ze modyfikacja ta w przypadku ro$linnych siRNA
oraz miRNA jest niezb¢dna do stabilizacji tych niskoczasteczkowych RNA w komorkach,
to rola 2’-O-metylacji czasteczek piRNA u zwierzat pozostaje niejasna [216]. W ramach
realizacji niniejszej pracy doktorskiej zbadano, czy piRNA obecne w jadrach i jajnikach swini
posiadaja modyfikacje na koncu 3’. Jako kontrolg wykorzystano piRNA o numerze
identyfikacyjnym 63/729 (Tab. 7), obecny zaréwno w jajnikach, jak i jadrach §wini, ktory
otrzymano metoda transkrypcji in vitro, co wykluczylo jakakolwiek modyfikacje
tej czasteczki. W celu wykrycia modyfikacji na koncu 3’, wyizolowang z jader 1 jajnikow
frakcj¢ piRNA poddano utlenianiu przy uzyciu nadjodanu sodu (NalO,), a nastegpnie
przeprowadzono reakcje B-eliminacji w obecnosci L-lizyny. Nadjodan sodu wykazuje silne

wlasciwosci utleniajace, powodujac utlenienie grup 2’ 3’ hydroksylowych znajdujacych sie
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na koncu 3’ czasteczki RNA do grup aldehydowych i otwarcie pierscienia cukrowego.
Nastepnie reakcja z L-lizyng powoduje usunigcie ostatniego nukleotydu, w wyniku czego
powstaje czasteczka krotsza o jeden nukleotyd. Jednakze obecnos¢ grupy metylowej
w pozycji 2’ rybozy powoduje, ze czasteczka RNA nie jest substratem i reakcja B-eliminacji
nie zachodzi. Zatem utlenienie rybozy i skrocenie tancucha kwasu nukleinowego byly
mozliwe tylko w przypadku syntetycznego RNA, nieposiadajacego modyfikacji na koncu 3.
Na skutek zajscia reakcji B-eliminacji zaobserwowano roznice w migracji w zelu czasteczki
piRNA otrzymanej metoda in vitro, potraktowanej i niepotraktowanej nadjodanem sodu.
W przypadku piRNA wyizolowanych z jader i jajnikéw S. scrofa obserwuje si¢, ze produkt
reakcji migruje na tej samej wysokosci co kontrola (Rys. 22A). Wynika to z obecnos$ci grupy
metylowej na koncu 3’ czasteczek piRNA, ktora uniemozliwia utlenienie oraz zajscie reakcji
B-eliminacji. Powyzsze wyniki potwierdzaja, ze czasteczki piRNA izolowane z gonad §wini
domowej, podobnie jak w przypadku innych do tej pory badanych zwierzat, posiadaja
na koncu 3’ grupe metylowa w pozycji 2°-O rybozy.

W przeprowadzonych badaniach potwierdzono réwniez obecno$¢ grupy fosforanowe;j
na koncu 5’ piRNA. Czasteczki piRNA podzielono na dwie frakcje, z ktorych jedng poddano
defosforylacji, a drugg nie. Nastgpnie obie frakcje znakowano radioizotopowo z konca 5’.
Znaczny wzrost radioaktywnosci w przypadku proby znakowanej po defosforylacji konca 5’
do proby znakowanej bez defosforylacji §wiadczy o obecnosci grupy fosforanowej na koncu
5’ czasteczek piRNA izolowanych zaréwno z jader, jak i z jajnikow (Rys. 22B).

Wszystkie dojrzate niskoczasteczkowe RNA charakteryzuja si¢ obecno$cig grupy
fosforanowej na koncu 5’ oraz grupy hydroksylowej na koncu 3’. Cechy te s3 istotne
dla rozpoznawania matych RNA przez mechanizm RNAi. Niektoére niskoczasteczkowe RNA,
oddziatujagce z biatkami Ago posiadajg na swoim koncu 3’ metylacje. Modyfikacja
ta wystepuje w czgsteczkach miRNA oraz siRNA u roslin [217], a takze u muszki owocowej
w przypadku siRNA oraz nielicznych miRNA oddziatujacych z biatkiem Ago2. Natomiast
miRNA, ktore u D. melanogaster w gtownej mierze oddziatuja z biatkiem Agol,
nie podlegaja tej modyfikacji [114, 217]. Przeciwnie grupa metylowa na koncu 3’ jest
uznawana za zdefiniowang ceche czasteczek piRNA u wszystkich do tej pory badanych
organizméw zwierzecych [218]. U roslin grupa metylowa, ktéra przytaczana jest za pomoca
metylotransferazy RNA Henl, chroni male RNA przed urydylacja na koncu 3’ i przez
to zwigksza ich stabilno$¢ [219]. U muszki owocowej metylotransferaza Pimet, bgdaca

homologiem Henl, odpowiedzialna jest za metylacje zarowno piRNA, jak i matych RNA
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oddziatujacych z biatkiem Ago2, a jej brak obniza stabilno$¢ matych RNA, co spowodowane
jest urydylacjg konca 3’ oraz dziataniem 3’-egzonukleaz [113, 114]. Dodatkowo wykazano,
ze grupa metylowa znajdujaca si¢ na koncu 3’ czasteczek piRNA wzmacnia ich

oddziatywanie z domeng PAZ biatek Piwi [201, 202].

Nalo, + . + + - B Defosforylacia + - + -
L-lizyna + + + + + + Znakowanie i + + i + +
= 49
42 42
33 33
pey
30 30
e 25 25
- 21 21
16 16
S
2 ; 5 : ey PIRNA PIRNA
transkrypt piRNA  piRNA z jader piRNA z jajnikow z jader z jajnikow

Rysunek 22. A - rozdziat W 12% zelu poliakryloamidowym produktow reakcji p-eliminacji
wykonanej dla transkryptu piRNA oraz piRNA wyizolowanych z jajnikow i jgder swini
domowej. B — rozdzial piRNA wyizolowanych z jajnikow i jgder poddanych znakowaniu
po defosforylacji korica 5° oraz bez wezesniejszej defosforylacji. M — marker diugosci RNA.

3.2.7. miRNA obecne w gonadach S. scrofa

Analiza porownawcza miRNA obecnych w jadrach i1 jajnikach $wini wykazala,
ze 8.756 czasteczek miRNA wystepuje jednocze$nie w obu gonadach. W tabeli 8 zestawiono
miRNA najliczniej wystepujace zarowno w meskich, jak i zenskich gonadach wraz
z regulowanymi przez nie genami. Zaobserwowano wysokg ekspresje miR-10b, ktore
reguluje aktywnos$¢ genow homeotycznych hoxla oraz hox1lb. Geny te kontroluja rozwoj
morfologiczny poszczegolnych czgsci ciata w poczatkowych stadiach rozwoju zarodkowego
zarowno u bezkregowcow, jak i krggowcow [220]. Warto zauwazy¢, ze ilos¢ miR-10b w obu
gonadach jest podobna. Inne miRNA zidentyfikowane w jadrach 1 jajnikach $wini reguluja
podzialy komérkowe (miR-30b, miR-222, miR-145, miR-17), procesy starzenia (miR-106a)
oraz rozw0j centralnego uktadu nerwowego (miR-184) [221]. Niektore, takie jak: miR30c-5p,
miR-18a, miR-19a, miR-181b sa markerami nowotworowymi [222]. Z kolei inna grupa
miRNA, na przyktad miR-107, reguluje szlaki metaboliczne poprzez wplyw na ekspresje
kinazy pantotenowej, ktéra jest kluczowym enzymem w biosyntezie koenzymu A [223].
Powyzsza analiza wskazuje na potencjalng role czasteczek miRNA obecnych w obu gonadach

I potwierdza ich ogromne znaczenie w regulacji szeregu procesOw biologicznych.
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Tabela 8. miRNA wystepujace w obu gonadach S. scrofa, ich geny docelowe oraz prawdopodobne funkcje w komorce.

Numer sekwencji
(drugai czwarta

liczba oznaczajag

ilo$¢ sekwencji

odpowiednio w ID genu do ID miRNA z
jajnikach i Dilugosc¢ ktorego mapuje bazy Wartos¢
jadrach) (nt) Sekwencja miRNA mirBase E Funkcja miRNA w komérce
19-32075-25-14976 | 23 TACCCTGTAGAACCGAATTTGTG NR_035383.1 miR-10b 8,00E-08 | Regulacja genéw homeotycznych
HOXAla i HOXA3a
28-22700-11-32181 21 ACCCTGTAGAACCGAATTTGT NR_035383.1 miR10b 4,00R-09 Regulacja genéw homeotycznych
HOXAla i HOXA3a
47-14306-24-16242 | 23 ACCCTGTAGAACCGAATTTGTGT NR_035383.1 miR 10b 5,00E-9 | Regulacja genéw homeotycznych
HOXAla i HOXA3a
50-14010-57-8542 | 23 ACCCTGTAGAACCGAATTTGTG NR_035383.1 miR 10b 4,00E-10 Regulacja genéw homeotycznych
HOXAla i HOXA3a
334-1007-348-1073 | 20 TGTAAACATCCCCGACTGGA NR_035380.1 miR-30b 3,00E-10 Regulacja integryn
372-855-3907-298 | 22 AAAAGCTGGGTTGAGAGGGCGA NR_035382.1 miR320 2,00E-09 | Regulacja receptora transferyny
374-854-1280-314 |23 AACATTCATTGCTGTCGGTGGGT NR_031534.1 miR-181b 2,00E-10 | Regulacja receptora jgdrowego
NR6A1, marker nowotworowy
480-593-773-526 22 TGTAAACATCCTACACTCAGCT NR_035368.1 miR-30c-5p 2,00E-07  Marker nowotworowy
507-556-696-580 22 AGCAGCATTGTACAGGGCTATC NR_031539.1 miR-107 7,00E-10 | Regulacja kinazy pantotenowe;j
PANK1
529-526-1326-302 | 22 AACATTCATTGCTGTCGGTGGG NR_031534.1 miR-181b 7,00E-10 | Regulacja receptora jgdrowego
NR6A1, marker nowotworowy
586-462-3944-97 24 AACATTCATTGCTGTCGGTGGGTT | NR_031534.1 miR-181b 5,00E-11 | Regulacja receptora jgdrowego
NR6A1, marker nowotworowy
612-439-1045-383 |21 AGCAGCATTGTACAGGGCTAT NR_031539.1 miR-107 3,00E-09 | Regulacja kinazy pantotenowej
PANK1
731-343-466-826 24 TGAGAACTGAATTCCATAGGCTGT | NR_035377.1 miR-146 5,00E-9 | Regulacja procesu zapalenia
774-313-855-473 21 TTCCTATGCATATACTTCTTT NR_035399.1 mirR-465a-3p 3,00E-08 Regulacja biatka Tnp2
(ang. transition protein)
832-280-924-437 23 AGCTACATTGTCTGCTGGGTTTC NR_035371.1 miR-221 2,00E-10 | Regulacja angiogenezy
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NR_035387.1
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NR_035397.1

NR_035387.1
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miR-200
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miR-148a-3p
miR-181b
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miR-19a
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2,00E-09
8,00E-10
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7,00E-07

7,00E-10

2,00E-07
2,00E-10

Inhibicja metastazy oraz przejscia
epitelialno-mezenchymalnego
Regulacja podziatéw i wzrostu
komadrek, marker nowotworowy
Regulacja angiogenezy

U myszy delecja miR-17 jest letalna
i powoduje defekty rozwojowe ptuc
i limfocytow

Regulacja ekspresiji ludzkich
embrionalnych komérek
macierzystych

Regulacja podziatéw i wzrostu
komarek, marker nowotworowy
Zmniejszona ekspresja tego miRNA
podczas starzenia

Regulacja receptora jagdrowego
NR6AL, marker nowotworowy
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Regulacja receptora jagdrowego
NR6AL, marker nowotworowy
Zmniejszona ekspresja tego miRNA
podczas starzenia

Supresja czynnikéw miogennych
Regulacja podziatéw i wzrostu
komarek, marker nowotworowy
Regulacja rozwoju zarodkowego,
zwtaszcza centralnego uktadu
nerwowego

Marker nowotworowy
Nadekspresja w guzach litych
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3.2.8. tRF w komorkach plciowych

Co ciekawe, odkryto, ze cze$¢ niskoczasteczkowych RNA obecnych w gonadach
$wini mapuje do sekwencji tRNA (Tab. 9). Analiza wykazala, ze czasteczki tRF w jajnikach
wystepuja w znacznie wigkszej liczbie powtdérzen w pordwnaniu do jader. Dla przyktadu
czasteczki tRF o numerach identyfikacyjnych 1 1 2 bardzo licznie wystepuja w jajnikach
(okoto 600.000 1 500.000 sekwencji), natomiast w jadrach ich liczba jest wielokrotnie
mniejsza 1 wynosi okoto 24.000 (Tab. 9). Dziesi¢¢ najliczniej wystepujacych czasteczek tRF
w pelni komplementarnych do genomu S. scrofa stanowi 1.244.264 i 50.520 sekwencji
odpowiednio w jajnikach 1 w jadrach. Analiza bioinformatyczna wykazata,
ze te niskoczasteczkowe RNA mapuja do sekwencji tRNA rozproszonych na réznych
chromosomach. Czasteczki tRF wystepujace w gonadach $wini pochodza gtownie z tRNA
specyficznych dla glicyny (GCC), histydyny (GUG) oraz waliny (UAC) i s3 generowane
przez nieznang nukleaze¢, ktora przecina sekwencje tRNA w obrebie petli antykodonowej
(Rys. 23). Dodatkowo wigkszo$¢ zidentyfikowanych u §wini tRF mapuje do 5° konca
czasteczek tRNA. Jednakze u innych organizméw wykryto czasteczki tRF pochodzace
zaréwno z konca 5’ tRNA, jak i z konca 3’ [179, 183, 224].
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Rysunek 23. Struktura drugorzedowa tRNA specyficznych dla waliny, glicyny i histydyny,

ktore sq glownym Zrodlem czgsteczek tRF obecnych w gonadach S. scrofa. Sekwencja tRF

zostata oznaczona kolorem zottym. Strzatki wskazujq miejsce ciecia w petli antykodonowej.
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Rola czasteczek tRF w regulowaniu funkcji gonad nie zostala jeszcze poznana.
Czasteczki te zostaty wykryte u archeonow [225], roslin [226], w hodowli ludzkich komoérek
watroby [183] oraz ludzkich komorkach zainfekowanych wirusem [227]. Typy czasteczek
tRF wystepujace w réznych organizmach, tkankach czy komorkach przedstawiono w tabeli
10. Niedawno zaproponowano, ze czgsteczki tRF zaangazowane sa w odpowiedz komorkowa
na czynniki stresowe oraz biorg udziat w supresji nowotworzenia [182, 184]. Duze ilo$ci
5’ tRF zostaly takze wykryte w spermie dojrzatych ptciowo myszy [228]. W niniejszej pracy
wykazano, ze taka grupa niskoczasteczkowych RNA jest rowniez obecna w gonadach §wini.
Co wigcej, 20-krotnie wigksza ilo$¢ tRF w jajnikach w poréwnaniu do jader sugeruje,
ze te niskoczasteczkowe RNA moga mie¢ duze znaczenie w procesie oogenezy. Jest to
pierwszy zaobserwowany przypadek duzej ilosci czasteczek tRF w jajnikach ssakow.
Ciekawe bedzie ustalenie, czy czasteczki tRF tworzg kompleksy z biatkami Piwi. Mimo ze
tRF tworza stabe kompleksy z biatkami Argonaute [226], to jednak mato prawdopodobne jest,
ze oddziatujg z bialkami Piwi w gonadach zenskich ze wzglgdu na niski poziom ekspresji

genow Piwi podczas oogenezy u $wini (Roz. 3.1.5.13.1.6.).
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Tabela 9. Sekwencje tRF najliczniej wystepujace w obu gonadach.

Dopasowanie
do

Dilugosc¢ ID sekwencji oraz liczba tRF w odpowiednich Jakosé
(nt) Sekwencja tRF jajnikach i jadrach sekwencji tRNA dopasowania
32 | GCATTGGTGGTTCAGTGGTAGAATTCTCGCCT 1| 598847 14 | 24085 | chr7.trnal931-GlyGCC 6E-14
33 | GTTTCCGTAGTGTAGTGGTTATCACGTTCGCCT 2 | 493802 20 | 21124 | chr7.trnal73-ValCAC 2E-14
31 | GCATTGGTGGTTCAGTGGTAGAATTCTCGCC 7 98576 109 4023 | chr7.trnal931-GlyGCC 2E-13
33 | GCCGTGATCGTATAGTGGTTAGTACTCTGCGTT 21 30879 936 431 | chr4.trna639-HisGTG 2E-14
32 | GTTTCCGTAGTGTAGTGGTTATCACGTTCGCC 35 18260 788 516 | chr7.trnal73-ValCAC 6E-14
33 | GCCCGGCTAGCTCAGTCGGTAGAGCATGAGACT 51 13998 1480 266 | chr3.trna319-LysCTT 2E-14
33 | TCCCTGGTGGTCTAGTGGTTAGGATTCGGCGCT 60 11045 606 660 | chrl12.trna51-GIuTTC 2E-14
30 | GCCGTGATCGTATAGTGGTTAGTACTCTGC 69 9683 249 1451 | chr4.trna639-HisGTG 8E-13
30 | GCATTGGTGGTTCAGTGGTAGAATTCTCGC 73 9216 379 996 | chr7.trna1931-GlyGCC 8E-13
32 | GCATTGGTGGTTCAATGGTAGAATTCTCGCCT 76 8669 1226 326 | chr4.trna640-GlyCCC 6E-14
34 | GCATTGGTGGTTCAGTGGTAGAATTCTCGCCTGC 103 5666 215 1702 | chr7.trnal1931-GlyGCC 4E-15
35 | GCATTGGTGGTTCAGTGGTAGAATTCTCGCCTGCC 175 2771 126 3461 | chr7.trnal1931-GlyGCC 1E-15
33 | GTTTCCGTAGTGTAGTGGTTATCACGCTCGCCT 99 5801 4243 91 | chr7.trnal1918-ValAAC 2E-14
31 | AGCAGAGTGGCGCAGCGGAAGCGTGCTGGGC 106 5389 1101 366 | chr7.trnal932-MetCAT 2E-13
30 | TCCCACATGGTCTAGCGGTTAGGATTCCTG 1052 199 87 5422 | chrl.trna934-GIuTTC 8E-13
32 | TCCCTGGTGGTCTAGTGGTTAGGATTCGGCGC 114 4938 2307 167 | chrl2.trna51-GIuTTC 6E-14
34 | GCCCGGCTAGCTCAGTCGGTAGAGCATGAGACTC 122 4487 1167 346 | chr3.trna319-LysCTT 4E-15
29 | GCCGTGATCGTATAGTGGTTAGTACTCTG 125 4348 1186 340 | chr4.trna639-HisGTG 3E-12
33 | GCATTGGTGGTTCAGTGGTAGAATTCTCGCCTG 165 2941 532 742 | chr7.trnal931-GlyGCC 2E-14
33 | TCCTCGTTAGTATAGTGGTGAGTATCCCCGCCT 162 3083 | 14008 25 | chr7.trnal98-AspGTC 2E-14
36 | GCATTGGTGGTTCAGTGGTAGAATTCTCGCCTGCCA 648 408 160 2439 | chr7.trnal931-GlyGCC 3E-16
29 | GCCCGGCTAGCTCAGTCGGTAGAGCATGG 393 782 195 1964 | chr7.trna506-LysCTT 3E-12
32 | GCCCGGCTAGCTCAGTCGGTAGAGCATGGGAC 190 2475 5107 75 | chr7.trna506-LysCTT 6E-14
32 | GCCCGGCTAGCTCAGTCGGTAGAGCATGAGAC 187 2496 7047 53 | chr3.trna319-LysCTT 6E-14
33 | TCCCACATGGTCTAGCGGTTAGGATTCCTGGTT 212 2055 2991 129 | chrl.trna934-GIuTTC 2E-14
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TCCCTGGTGGTCTAGTGGTTAGGATTCGGC
GAACAATAGGACTCGAACCTAAACCT
TCCCTGGTGGTCTAGTGGTTAGGATTCGGCGCTC
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322
444
468
555
439
366
387
421
1862
1161
568
407
428
682
548

1934
315
445

1282

1457
719

1332

1237

1020

1280

1240

1071
975

1028
579

1056
668
613
499
685
879
814
721

85
172
484
733
708
376
503

5190
229
294
1217
10982
548
9355
4231
1424
33891
12670
2226
1893
2544
717
39645
1021
1115
884
1492
16362
38984
4438
571
690
1502
63380
15556
1415

2674

74
1602
1249

329
33
722
39
91
277
10
28
174
206
152
565

393
362
456
264

22

87
693
586
262

23
279
145

chr4.trna639-HisGTG
chrl2.trna51-GIuTTC
chrM.trna3-GInTTG
chr7.trna249-GIuCTC
chr7.trna248-LysTTT
chrM.trna3-GInTTG
chr7.trna248-LysTTT
chr7.trnal1931-GlyGCC
chr7.trna506-LysCTT
chr5.trna839-AspGTC
chr7.trna1932-MetCAT
chr7.trnal1932-MetCAT
chr4.trna639-HisGTG
chr7.trna249-GIuCTC
chrM.trna3-GInTTG
chr7.trnal99-GInCTG
chrM.trna3-GInTTG
chrM.tra3-GInTTG
chrM.tra3-GInTTG
chrM.trna3-GInTTG
chr4.trna639-HisGTG
chr3.trnal430-ProTGG
chr4.trna639-HisGTG
chrl5.trnal1331-GIuTTC
chr7.trna506-LysCTT
chrl2.trna209-CysGCA
chr7.trnal99-GInCTG
chr4.trna639-HisGTG
chr7.trnal73-ValCAC
chr3.trna319-LysCTT

2E-13
8E-13
2E-10
4E-15
2E-14
2E-13
6E-14
8E-13
1E-15
2E-14
6E-14
2E-14
1E-11
1E-15
2E-14
4E-15
8E-13
8E-17
6E-14
2E-17
6E-14
6E-14
4E-11
8E-13
8E-13
4E-15
2E-14
4E-15
2E-13
2E-10
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Tabela 10. Wystgpowanie tRF w réznych organizmach, tkankach i komorkach.

Organizm/tkanka/komorki Typ tRF Dtugosc Literatura
1. Archeony (Haloferax Val GAC 26nt [225]
volcanii) Cys GCA 20nt
Ser GCT 20nt
2. Jaja Schistosoma Ala AGC 19nt [229]
japonicum Ala TGC 19nt
Val TAC 23nt
Gly GGG 21nt
3. Tetrahymena thermophila Asn GTT 30-35nt [178]
Gly TCC 30-35nt
Gly GCC 30-35nt
Thr AGT 30-35nt
4.  Arabidopsis thaliana Gly TCC 19nt [230]
Ala AGC 16nt
Asp GTC 19nt
5. Ryz (Oryza sativa) Ala AGC 20-22 nt [231]
Pro CGG 21 nt
6. Jeczmien (Hordeum His GTG 20 nt [232]
vulgare) Gly TCC 20 nt
Ala AGC 20 nt
Arg CCT 20 nt
7. Sperma myszy Glu TTC 31nt [228]
Gly GCC 30nt
Val CAC 34nt
8. Hodowla komodrek Hela GIn CTG 19nt [185]
Val AAC 19nt
Val CAC 19nt
Lys TTT 19nt
9. Komaorki nowotworu His GTG 37/39nt [233]
watrobowo-komdrkowego Ile TAT 35nt
(HepG2) Glu CTC 22nt
Asp GTC 22/37nt
10. Gonady Sus scrofa Gly GCC 33nt
Val TAC 33nt
His GTG 33nt
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3.2.9. Dyskusja uzyskanych wynikéw — czy biogeneza piRNA zachodzi na drodze
mechanizmu ,,ping-pong” ?

W przeciwienstwie do mechanizmu biogenezy miRNA, ktory zostal dobrze poznany
i opisany w wielu publikacjach, szlak biogenezy piRNA u ssakéw wciaz pozostaje
niezrozumiaty i wymaga wielu wyjasnien. Na podstawie bioinformatycznej analizy sekwencji
piRNA, wystepujacych u D. melanogaster, zaproponowano model potranskrypcyjnej
amplifikacji piRNA zwany mechanizmem ping-pong [106, 116]. Mechanizm ten zaktada
amplifikacje pierwszorzedowych, istniejacych uprzednio w komorce czasteczek piRNA
i produkcje drugorzgdowych, nowych piRNA pochodzacych z sekwencji transpozonow
w komorkach D. melanogaster, D. rerio oraz myszy [106, 111, 116, 173]. Zatem dtugie,
jednoniciowe RNA pochodzace glownie z niekodujacych czesci genomu (transpozony i inne
sekwencje repetytywne, niektore introny) sg substratami w procesie biogenezy piRNA.
Za powstawanie pierwotnych piRNA oraz wytwarzanie konca 5’ 1 3’ drugorzedowych piRNA
odpowiedzialna jest nieznana nukleaza [234]. Jednakze niedawno wskazano na mozliwa rolg
nukleazy Zucchini w biogenezie pierwszorzedowych piRNA [235]. U D. melanogaster
pierwotne piRNA, ktore tworza kompleksy rybonukleoproteinowe z biatkami Piwi i Aub,
wykazujg orientacje antysensowng w stosunku do sekwencji transpozonow i preferencyjnie
posiadaja na koncu 5’ resztg¢ uracylu. Czasteczki te sa komplementarne do innej grupy
piRNA, ktora oddziatuje z biatkiem Ago3 i posiada reszt¢ adeniny w pozycji dziesiatej.
Zatem piRNA tworzace kompleksy z biatkami Piwi/Aub oraz piRNA tworzace kompleksy
z biatkiem Ago3 oddzialujg ze sobg i tworzg pary zasad w obrebie pierwszych dziesigciu
nukleotydéw [106, 116]. Dzigki swojej aktywnos$ci nukleolitycznej, biatko Aub bierze udziat
w wytwarzaniu drugorzedowych piRNA, ktére posiadaja w pozycji dziesiatej reszt¢ adeniny
1 wykazuja orientacj¢ sensowng w stosunku do mRNA transpozonow. W kolejnym etapie
cyklu ,,ping-pong” drugorzedowe, sensowne piRNA oddziatuja z komplementarnymi
sekwencjami, co prowadzi do wytworzenia nowych antysensownych piRNA z resztg uracylu
na koncu 5°. Poniewaz wigkszo$¢ czasteczek piRNA u D. melanogaster mapuje do sekwencji
transpozonow, mechanizm ten zaproponowano réwniez jako proces wyciszania transpozonow
[116]. Identyczny mechanizm zostal zasugerowany w przypadku biogenezy piRNA u myszy
[119, 124]. Mysie biatka Piwill oraz Piwil2 posiadajg aktywnos$¢ nukleolityczng 1 uczestniczg
w wyciszaniu transpozondéw. Jednakze niedawno zakwestionowano zatozenie, ze taki sam
mechanizm moze funkcjonowa¢ u myszy. Wykazano, ze piRNA, oddziatujace z biatkami

Piwill oraz Piwil2, obecne tylko w jadrach dojrzatych ptciowo myszy, mapuja do tej samej
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nici DNA i dlatego nie s3 komplementarne [120]. Mimo ze wystepujace u myszy piRNA
posiadaja reszt¢ uracylu w pozycji pierwszej, to wykazuja mniejszg tendencje do posiadania
reszty adeniny w pozycji dziesigtej sekwencji. Co ciekawe, piRNA obecne w jadrach
S. scrofa maja podobne wlasciwos$ci: uracyl wystepuje w pierwszej pozycji czasteczki RNA
w 70% sekwencji, aczkolwiek tylko 20% posiada adening w pozycji dziesiatej (Rys. 24).
Inaczej wyglada sytuacja w przypadku piRNA obecnych w jajnikach, w ktérych to uracyl
W pozycji pierwsze] oraz adenina w pozycji dziesigtej sekwencji piRNA wystepuja z podobng

czestotliwoscig (22-30%) (Rys. 24).
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Rysunek 24. Wystepowanie reszty uracylu w pozycji pierwszej (LU) oraz reszty adeniny
w pozycji dziesigtej (104) w sekwencji nukleotydowej piRNA oraz miRNA.

Warto zauwazy¢, ze miRNA obecne w gonadach $wini wykazujg cechy podobne
do piRNA specyficznie wystepujacych w jadrach, gdyz 78% sekwencji miRNA posiada
w pozycji pierwszego nukleotydu uracyl, podczas gdy tylko 18% ma adenine w pozycji
dziesigtej (Rys. 24). Struktura krystalograficzna biatka Ago wystepujacego u bakterii
1 archeondw wykazala, ze domena MID biatka posredniczcy w oddzialywaniu

z fosforylowanym koncem 5’ nici wiodacej miRNA, a oddziatywanie to wydaje si¢ by¢
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niezalezne od rodzaju nukleotydu, znajdujacego si¢ na koncu 5° miRNA. Jednakze analiza
znanych sekwencji miRNA z organizmoéw eukariotycznych dowodzi, ze istnieje wyrazna
tendencja do obecnosci uracylu na koncu 5°, co jest niezbedne do prawidlowego
oddzialywania z biatkami Ago [236]. Przyktadem moze by¢ domena MID ludzkiego biatko
Ago2, ktora specyficznie rozpoznaje czasteczki miRNA rozpoczynajace si¢ na koncu 5’
reszta uracylu [236]. Niedawno wykazano takze znaczenie reszty uracylu na koncu 5’ nici
miRNA w powstawaniu rybonukleoproteinowego kompleksu RISC [237].

Czy czasteczki piIRNA obecne w gonadach dojrzatych piciowo §win powstajg
na drodze mechanizmu ,ping-pong”? Dane uzyskane na drodze glebokiego
sekwencjonowania wskazuja, ze mechanizm biogenezy piRNA w komoérkach $wini jest
odmienny od tego zaproponowanego wczesniej dla D. melanogaster. Po pierwsze, obecnosé
reszty uracylu na koncu 5° piRNA nie jest cecha charakterystyczng biogenezy piRNA
I mechanizmu ,,ping-pong”, lecz jest ona niezbedna do prawidlowej interakcji
niskoczasteczkowych RNA z biatkami Argonaute. Po drugie, zarowno piRNA, wystepujace
w jadrach jak i piRNA, wystepujace w jajnikach nie wykazujg tendencji do posiadania reszty
adeniny w pozycji dziesigtej. Nalezaloby réwniez znalez¢ odpowiedZz na pytanie czy
mechanizm biogenezy piRNA w jajnikach i jadrach S. scrofa jest podobny, czy zupehie
odmienny. piRNA obecne w jajnikach w poréwnaniu do piRNA z jader posiadajg inne
wlasciwosci. Te pierwsze sa dluzsze, nie majg tendencji do posiadania reszty uracylu
na koncu 5°, wykazuja odmienny rozktad na chromosomach oraz mapuja do innych regionow
genomowych. Réznice te moga sugerowal, ze biogeneza piRNA w jajnikach zachodzi
na drodze innego mechanizmu. W procesie biogenezy piRNA niezbedna jest aktywno$¢
nukleolityczna biatek Piwi [119, 124]. Wykazano, ze ekspresja genéw Piwi w jajnikach $wini
zachodzi na bardzo niskim poziomie i jest co najmniej 40 razy nizsza w poroéwnaniu
do ekspresji tych gendw w jadrach (Roz. 3.1.5.). Ta obserwacja réwniez moze wskazywac
na odmienny mechanizm biogenezy piRNA podczas oogenezy, jednakze jakikolwiek
alternatywny mechanizm powstawania tych niskoczgsteczkowych RNA pozostaje aktualnie

nieznany.
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3.3. Oddzialywanie domeny PAZ bialka Piwil4 z niskoczasteczkowymi RNA
3.3.1. Otrzymywanie rekombinowanych bialek Piwi w systemie bakteryjnym

Czasteczki piRNA w komoérkach plciowych wystepuja w postaci kompleksow
z biatkami Piwi. W celu zrozumienia, jakie czynniki decyduja o specyficznosci oddziatywan
PIRNA z poszczegdlnymi biatkami Piwi w ramach realizacji niniejszej pracy doktorskiej
podjeto probe nadekspresji biatlek Piwi w systemie bakteryjnym. Rozdziat ten podsumowuje
ponad 3-letniec proby nadekspresji biatek Piwi w systemie bakteryjnym oraz badania
oddziatywan tych biatek z piRNA. Sekwencje kodujace biatek Piwill, Piwil2 i Piwil4
wklonowano do wektora pET151/D-TOPO. W wyniku ich sekwencjonowania uzyskano
klony o prawidlowej sekwencji nukleotydowej regionéw kodujacych biatek Piwi $wini
domowej, ktore nastepniec wykorzystano do nadekspresji rekombinowanych biatek
w komorkach bakteryjnych E.coli. Jednakze mimo przetestowania roznych szczepow
komoérek kompetentnych, przy zastosowaniu roznych pozywek, réznych warunkow
temperaturowych, réznych stezen IPTG, a takze zmieniajac czas hodowli po indukcji IPTG
nie udato si¢ uzyska¢ wydajnej nadekspres;ji biatek Piwi.

Nadekspresja rekombinowanych bialek moze by¢ znaczenie zmniejszona w przypadku
bialek, ktorych ramki odczytu zawieraja kodony rzadko wykorzystywane przez bakterie.
W szczegolnosci problem moga stanowi¢ kodony dla argininy (AGG, AGA, CGA), leucyny
(CTA), izoleucyny (ATA), oraz proliny (CCC). Poniewaz biatka Piwi zawieraja wyzej
wymienione kodony, to proby ich uzyskania przeprowadzono takze w szczepach
BL21-Codon Plus (DE3) RIL oraz BL21-Codon Plus (DE3) RIPL. Szczepy te pozwalajg
na ekspresj¢ biatek, ktorych ramki odczytu zawieraja rzadko wykorzystywane u E. coli
kodony. Jednakze ponownie zastosowanie roznych warunkéw hodowli, takich jak wydtuzenie
czasu hodowli, zmiana st¢zenia IPTG, obnizenie temperatury hodowli, czy zmiana pozywki
z LB na TB nie przyczynito si¢ w zaden sposob do zwigkszenia ekspresji biatek Piwi.

Kolejne préby uzyskania bialek Piwi podjeto z wykorzystaniem szczepu BI21-Al.
Szczep ten zapewnia wysoki poziom ekspresji i mozliwos¢ uzyskania duzych iloSci
toksycznych dla bakterii biatek. Niestety, w przypadku biatek Piwi, rowniez ten szczep okazat
si¢ nieprzydatny, gdyz nie stwierdzono obecnos$ci bialek ani we frakcji rozpuszczalnej,
ani w osadzie komorkowym

Dopiero po wielu probach udato si¢ znalez¢ szczep E. coli, Rosetta2(DE3), w ktorym
zachodzita nadekspresja biatek Piwi, jednak biatka pojawialy si¢ w osadzie, co oznaczato,

115



3. Wyniki i dyskusja

ze s3 nierozpuszczalne i tworza ciata inkluzyjne. Postanowiono zatem podja¢ probe
zwigkszenia rozpuszczalno$ci bialek przez ich produkcje w fuzji z biatkiem wigzacym
maltoz¢ (MBP, ang. maltose binding protein). Do eksperymentéw wykorzystano wczesniej
skonstruowane wektory pET-28a(+) =zawierajgce sekwencje kodujgce biatek Piwi
oraz sekwencj¢ MBP. Niestety fuzja bialek Piwi z MBP nie przyczynita si¢ do zwigkszenia
rozpuszczalnoéci bialek Piwi, a bialka po nadekspresji nadal pozostawaly w osadzie
bakteryjnym (Rys. 25). Pelny zakres eksperymentow wykonanych w celu uzyskania biatek

Piwi w systemie bakteryjnym przedstawiono w tabeli ponizej (Tab. 11).

Tabela 11. Nadekspresja biatek Piwi w roznych szczepach komorek E. coli.

Bialko Wektor Szczep bakteryjny Nadekspresja
Piwill pET151/D-TOPO BL21 Star (DE3) brak ekspresji
Piwill pET151/D-TOPO C41(DE3)pLysS brak ekspresji
Piwill pET151/D-TOPO C43(DE3)pLysS brak ekspresji
Piwill pET151/D-TOPO BL21-Codon Plus (DE3) RIL brak ekspresji
Piwil2 pET151/D-TOPO BL21-Codon Plus (DE3) RIL brak ekspresji
Piwill pET151/D-TOPO BL21-Codon Plus (DE3) RIPL biatko
nierozpuszczalne
Piwil2 pET151/D-TOPO BL21-Codon Plus (DE3) RIPL brak ekspresji
Piwil4 pET151/D-TOPO BL21-Codon Plus (DE3) RIPL brak ekspresji
Piwill+ PET-28a BL21-Codon Plus (DE3) RIPL brak ekspresji
MBP
Piwil2+ pET-28a BL21-Codon Plus (DE3) RIPL brak ekspresji
MBP
Piwil4+ pET-28a BL21-Codon Plus (DE3) RIPL brak ekspresji
MBP
Piwill pET151/D-TOPO BL21-Al brak ekspresji
Piwil2 pET151/D-TOPO BL21-Al brak ekspresji
Piwil4 pET151/D-TOPO BL21-Al brak ekspresji
Piwill pET151/D-TOPO Rosetta2(DE3)pLysS biatko
nierozpuszczalne
Piwil2 pET151/D-TOPO Rosetta2(DE3)pLysS biatko
nierozpuszczalne
Piwil4 pET151/D-TOPO Rosetta2(DE3)pLysS biatko
nierozpuszczalne
Piwill+ pET-28a Rosetta2(DE3)pLysS biatko
MBP nierozpuszczalne
Piwil2+ pET-28a Rosetta2(DE3)pLysS biatko
MBP nierozpuszczalne
Piwild+ pET-28a Rosetta2(DE3)pLysS biatko
MBP nierozpuszczalne
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Piwill+MBP Piwil2+MBP Piwild+MBP
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Rysunek 25. FEkspresja biatek Piwill, Piwil2 oraz Piwil4 w fuzji z MBP w szczepie
Rosetta?(DE3). Biatka nierozpuszczalne w formie ciat inkluzyjnych widoczne sq wylgcznie
w osadzie bakteryjnym.

3.3.2. Otrzymanie domeny PAZ bialka Piwil4 w systemie bakteryjnym

Pomimo przeprowadzonych licznych prob peinej dlugosci biatka Piwi S. scrofa
okazaly si¢ by¢ nierozpuszczalne i powstawaty w formie ciat inkluzyjnych, postanowiono
uzyska¢  domen¢ PAZ  biatka Piwil4d  odpowiedzialng za  oddzialywania
z niskoczasteczkowymi RNA oraz domen¢ PAZ wraz z domeng PIWI, wykazujaca
wlasciwosci nukleolityczne. W tabeli 12 przedstawiono wyniki analizy bioinformatycznej
sekwencji aminokwasowych pelnej dlugosci biatek Piwi, jak i poszczegdlnych domen,
wskazujace procent ich nierozpuszczalnosci podczas nadekspresji w komorkach E. coli.
Analiz¢ wykonano przy pomocy programu Recombinant Protein Solubility Prediction

dostepnego na stronie internetowej www.biotech.ou.edu.
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Tabela 12. Procent nierozpuszczalnosci biatek Piwi oraz domen PAZ i PIWI podczas

nadekspresji w systemie bakteryjnym.

BIALKO/DOMENA | % NIEROZPUSZCZALNOSCI

Piwill: 81,3
PAZ 63,4
PIWI 74,6
Piwil2: 87,2
PAZ 48,8
PIWI 76,4
Piwil4: 81,6
PAZ 27,4
PIWI 81,7
PAZ+PIWI 73,3

Wyniki analizy bioinformatycznej potwierdzity wyniki eksperymentalne, czyli brak

rozpuszczalnosci bialek Piwi. Poniewaz analiza ta wykazata, ze domena PAZ moze

wystepowaé W postaci rozpuszczalnej postanowiono wykona¢ nadekspresj¢ samej tylko

domeny PAZ biatka Piwil4 oraz dodatkowo domeny PAZ w potaczeniu z domeng PIWL

Sekwencje kodujaca domene PAZ oraz domen¢ PAZ+PIWI biatka Piwil4 wklonowano

do wektora pET151/D-TOPO. Nadekspresje fragmentow biatka Piwild przeprowadzono
w szczepie Rosetta2(DE3). Zarowno domena PAZ (14 kDa) jak i domena PAZ+PIWI

(64 kDa) ulegaly nadekspresji. Dluzszy fragment biatka Piwil4 byl nierozpuszczalny i

podobnie jak petnej dlugosci biatka Piwi wystepowat w postaci ciat inkluzyjnych. Natomiast

domena PAZ powstawala zarowno w formie rozpuszczalnej wystepujacej w supernatancie,

jak i nierozpuszczalnej w osadzie bakteryjnym (Rys. 26).
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Rysunek 26. Ekspresja domeny PAZ oraz domen PAZ+PIWI biatka Piwil4 w szczepie
Rosetta?(DE3).
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Kolejnym etapem bylo oczyszczenie domeny PAZ za pomocg chromatografii
powinowactwa do unieruchomionych jondéw metali (tu: niklu). Poczatkowo hodowle
bakteryjng prowadzono w pozywce LB w 37°C przez 3h po indukcji IPTG, jednak pozniej
zoptymalizowano warunki 1 zaobserwowano, ze znacznie lepszy efekt osigga si¢ przez
hodowle w pozywce M9 w temperaturze 20° przez 19 godzin. Po hodowli i lizie bakterii
biatko naktadano na kolumne zawierajaca zloze polaczone z jonami Ni?*. Poniewaz
sekwencja biatka zawierata dodatkowe 6 reszt histydyny, tworzacej kompleksy z jonami Ni?*,
zatem mozliwe bylo odseparowanie biatka od zanieczyszczen niespecyficznie zwigzanych
ze zlozem poprzez przemycie ztoza buforami zawierajacymi wzrastajace stezenie imidazolu.
Nastepnie wymywano wtasciwe biatko buforem do elucji zawierajacym 300 mM imidazol

(Rys. 27).

Rysunek 27. Frakcje po oczyszczaniu biatka za pomocq chromatografii powinowactwa.
1- supernatant po sonikacji bakterii nafozony na kolumienke ze zlozem; 2 — frakcja
niezwigzanych na kolumience bialek; 3, 4 - frakcje po przemyciu ztoza buforem z 20 mM
imidazolem; 5 — frakcja bialek po elucji buforem z 300 mM imidazolem zawierajgca domene
PAZ; 6 — frakcja po elucji 1 M imidazolem.

3.3.3. Badanie oddzialywan domeny PAZ bialka Piwil4 z niskoczasteczkowymi RNA

Do badania oddziatywan domeny PAZ biatka Piwil4 z niskoczasteczkowymi RNA
uzyto transkrypty niskoczasteczkowych RNA uzyskane metoda transkrypcji in vitro
w ukladzie T7 RNA polimerazy. Sekwencje badanych transkryptéw pozyskano z sekwencji
uzyskanych w wyniku glebokiego sekwencjonowania. Do badan uzyto m. in. sekwencje
PiRNA o dtugosci 40 nt (TTTCGTACGTAGCAGAGCAGCTCCCTCGCTGCGATCTATT)
oraz sekwencje tRF o dlugosci 32 nt (GCATTGGTGGTTCAGTGGTAGAATTCTCGCCT).

Test opdznionej migracji w zelu poliakrylamidowym (EMSA, ang. electrophoretic mobility
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shift assay) w obecnosci 1 mM jonow Mg* wykazal wiazanie badanych
niskoczasteczkowych RNA do domeny biatkowej PAZ (Rys. 28). Stata dysocjacji (Kd)
dla wigzania czgsteczki piIRNA wynosita 1, 74 uM, natomiast dla tRF 6,7 uM.
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Rysunek 28. Analiza tworzenia kompleksow rybonukleoproteinowych miedzy domeng PAZ
biatka Piwil4, a znakowangq radioizotopowo na koncu 5° czgsteczkq piRNA (A) oraz tRF (B)
w zakresie stezenia biatka 0,17 — 180 uM. Wartosci Kd obliczono na podstawie rownania
Michaelis-Menten.

Zbadano takze wplyw stezenia jonow Mg2+ na wigzanie jednego z transkryptow
piIRNA do domeny PAZ. Wyznaczone stale dysocjacji wynosity odpowiednio 0,32 uM
w nieobecnosci Mg?*, 3,76 uM przy 1 mM Mg?* oraz 7,30 uM przy 4 mM Mg**. Poniewaz
wigzanie RNA do biatka prowadzono w obecnoéci 100 pM jonéw K*, mozna przypuszczaé,
ze ich obecnos$¢ zapewniata wigzanie RNA do biatka, natomiast obecno$¢ jonow Mg2+ miata

dziatanie inhibujace.
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3.3.4. Dyskusja uzyskanych wynikow

Ze wzgledu na trudnosci, jakie napotkano podczas nadekspresji biatek Piwi,
wystepujacych u §wini, w systemie bakteryjnym, wstepna analiza czynnikow warunkujgcych
tworzenie komplekséw rybonukleoproteinowych zostata ograniczona wytacznie do domeny
biatkowej PAZ biatka Piwil4. Test opoznionej migracji w zelu poliakryloamidowym wykazat
wigzanie uzyskanej in Vitro czgsteczki piRNA oraz co cickawe rowniez czgsteczki tRF
do domeny PAZ biatka Piwil4. Do tej pory bardzo niewiele wiadomo na temat funkcji
oraz oddzialywania czasteczek tRF z biatkami. Wykazano, ze czasteczki te oddziatluja
z biatkami Ago u roslin i uczestnicza w regulacji ekspresji genéw, jednakze mechanizm tej
regulacji pozostaje na razie nieznany [226]. Niskoczasteczkowe RNA s3 waznymi
regulatorami ekspresji genow, a rozw6j metod glebokiego sekwencjonowania oraz analiz
bioinformatycznych przyczynit si¢ do odkrycia nowych klas matych niekodujacych RNA,
takich jak na przyktad tRF. Jest to ciekawe odkrycie, gdyz do tej pory uwazano,
ze w regulacje ekspresji gendw zaangazowane sa gtownie miRNA, piRNA oraz siRNA.
Odkrycie tRF w komorkach rodlinnych 1 zwierzecych oraz wykazanie ich oddziatywania
z biatkami rodziny Argonaute stanowi cenny wklad do badan nad udziatem czasteczek tRF

w regulacji ekspresji genow.
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4. Podsumowanie

Badania prowadzone w ramach niniejszej pracy doktorskiej dotycza charakterystyki,
roli oraz mechanizmu dziatania czasteczek piRNA oraz oddziatujacych z nimi biatek Piwi,
a takze ich udzialu w gametogenezie ssakow na przyktadzie Swini domowej. W pierwszym
etapie badan ustalono sekwencje nukleotydowe oraz aminokwasowe bialek Piwi
wystepujacych w gonadach $§wini domowej (dostepne w bazie GenBank pod numerami
JX036536, JX036537 i JX036538 odpowiednio dla biatek Piwill, Piwil2 oraz Piwil4).
Stwierdzono znaczne podobienstwo $winskich biatek Piwi do biatek Piwi wystepujacych
u cztowieka. Ponadto przeprowadzono analiz¢ ekspresji mRNA bialek Piwi w oocytach,
jajnikach, jadrach oraz kilku tkankach somatycznych pochodzacych z osobnikow
znajdujacych si¢ na réznych stadiach rozwojowych. Analiza ekspresji technika RT-PCR
wykazata, ze ekspresja trzech genéw Piwi jest tkankowo specyficzna i ograniczona jedynie do
gonad, natomiast metoda PCR w czasie rzeczywistym pozwolita na dokladne okreslenie
wzglednej ekspresji mRNA bialek Piwi w meskich i zenskich gonadach w zaleznosci
od dojrzatosci piciowej osobnikow. Wykryto istotne zmiany w ekspresji genow Piwi podczas
rozwoju osobniczego S. scrofa, a takze stwierdzono znacznie wyzszg ekspresj¢ genéw Piwi
w jadrach w poréwnaniu do jajnikdw i oocytow.

Wykorzystanie dwoch metod sekwencjonowania — tradycyjnej z klonowaniem
do plazmidow oraz glebokiego sekwencjonowania pozwolito na ustalenie sekwencji
czasteczek piRNA, a takze innych niskoczasteczkowych RNA (miRNA oraz tRF)
wystepujacych w gonadach dojrzatych ptciowo osobnikow. Po raz pierwszy oszacowano, jaka
cze$¢ tych sekwencji RNA jest wspolna dla obydwu gonad. Ponadto dokonano doktadnej
charakterystyki piRNA wystepujacych zarowno w meskich, jak 1 zenskich gonadach.
Za pomoca analizy Dbioinformatycznej okreslono lokalizacj¢ sekwencji piRNA
na poszczegolnych chromosomach, procentowy rozkltad zasad na calej dlugosci czasteczek
PiRNA oraz stwierdzono ich wystgpowanie w genomie w postaci klastrow. Zbadano rowniez
potranskrypcyjng  modyfikacje czasteczek piRNA. Analiza sekwencji  genomu
odpowiadajacych sekwencjom piRNA wykazata, ze frakcja piRNA wystepujaca w obydwu
gonadach, mapuje gléwnie do sekwencji intronowych rRNA. Jest to pierwsza taka informacja
dostgpna w literaturze. Ponadto stwierdzono, ze mechanizm biogenezy piRNA w gonadach
S. scrofa jest inny niz zaproponowany w przypadku muszki owocowej. Stwierdzono takze,

ze czasteczki miRNA wspolne dla obydwu gonad sg zaangazowane w regulacje podziatow
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komoérkowych, proceséw starzenia oraz nowotworzenie. Natomiast rola wystepujacych
w komorkach ptciowych czasteczek tRF, bedacych w istocie fragmentami czasteczek tRNA,
pozostaje w duzym stopniu nieznana.

Pomimo ponad 3-letnich wysitkow nie udato si¢ opracowaé¢ warunkéw efektywnej
nadekspresji pelnej dlugosci biatek Piwi w systemie bakteryjnym ze wzgledu na brak
ich rozpuszczalnosci i wystepowanie wylacznie w formie nierozpuszczalnej. Zatem ostatni
etap, jakim byto badanie oddziatywan piRNA z biatkami Piwi, ograniczono do domeny PAZ
biatka Piwil4, ktorg udato si¢ uzyska¢ w formie rozpuszczalnej. Test opdznionej migracji
w zelu poliakryloamidowym wykazat wigzanie niskoczasteczkowych RNA (piRNA oraz tRF)
do domeny PAZ.

123



5. Materiaty 1 metody

5. Materialy i metody

5.1. Aparatura

Zestaw do elektroforezy ptytowej S2 (Life Technologies)
Maty zestaw do elektroforezy ptytowej

Zestaw do elektroforezy Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad)
Zasilacz E863 (Consort)

Zasilacz PS 3003 (Apelex)

Zasilacz PS 3002 (Apelex)

Termocykler UNO 11 (Biometra)

Termocykler T-Gradient (Biometra)

S20 SevenEasy pH metr (Mettler Toledo)

Waga laboratoryjna WPT 1 (Radwag)

Waga laboratoryjna BP 2215 (Sartorius)

Lampa UV (Camag)

Wirowka 5804R (Eppendorf)

Wiréwka 5415D (Eppendorf)

Wiréwka Universal 32R (Hettich)

Cieplarka do hodowli bakterii (Memmert)

Heidolph Inkubator 1000

Thermomixer Comfort (Eppendorf)

Spektrofotometr UV/VIS NanoDrop (Thermo Scientific)
Licznik scyntylacyjny MicroplateCounter 2450 (PerkinElmer)
Zestaw do wizualizacji zeli UVP2000

Skaner radioaktywnosci FLA-5100 (Fuji-Film)

Suszarka do zeli GelDryer 583 (Bio-Rad)

Pompa prézniowa (Laboport)

Komora laminarna aura mini (BioAir)

Homogenizator IKA T-10 Basic (Ultra Turrax)

Roche LightCycler 2.0

Genome Analyzer 11x (Illumina)

2100 Bioanalyzer (Agilent)

Fluorymetr Qubit (Life Technologies)
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5.2. Odczynniki i materialy

Wigkszo$¢ odczynnikéw pochodzita z firm Sigma-Aldrich, Lab Empire, Life
Technologies, Serva, Thermo Scientific lub Merck Millipore. Filtry strzykawkowe Milex GP
oraz zestaw filtrow wirowkowych do zaggszczania biatek pochodzily z firmy Merck
Millipore. Kolumny do oczyszczania reakcji z soli i nukleotydow zakupiono w firmie
Ambion. IPTG zakupiono w firmie Lab Empire, ztoze Ni-NTA w firmie Qiagen, natomiast
barwnik SYBR Gold w firmie Life Technologies.

5.2.1. ZwiazKki promieniotworcze
[y*2P] ATP (4000-5000 Ci/mmol) Hartmann Analytic
5.2.2. Enzymy

Tag DNA polimeraza, Pfu DNA polimeraza, T4 kinaza polinukleotydowa, T4 DNA ligaza,
odwrotna transkryptaza RevertAid M-MuLV, EcoRIl, Notl, Banl — Thermo Scientific,
inhibitor rybonukleaz RNasin — Promega, rybonukleaza H — Ambion, inhibitor proteaz PMSF,

lizozym — Lab Empire
5.2.3. Zestawy odczynnikow

- Zestaw do izolacji plazmidowego DNA z komorek bakterii - Bio Basic i Qiagen

- Zestaw do odwrotnej transkrypcji Superscript 111 — Life Technologies

- Zestaw do oczyszczania produktow PCR QIAquick PCR Purification Kit - Qiagen

- Zestaw do ekstrakcji DNA z zelu DNA Gel Extraction Kit - Millipore

- Zestaw do klonowania produktow PCR Champion pET151 Directional TOPO Expression
Kit — Life Technologies

- Zestaw do izolacji RNA z tkanek RNAgueous Midi Kit — Ambion

- Zestaw do izolacji niskoczgsteczkowych RNA mirVana miRNA Isolation Kit — Ambion

- Zestaw do klonowania produktéw PCR TOPO TA Cloning Kit — Life Technologies

- Zestaw do transkrypcji in vitro MEGAshortscript High Yield Transcription Kit — Ambion

- Zestaw do znakowania kwasoéw nukleinowych KinaseMax Kit - Ambion

- Zestaw do klonowania matych RNA miRCat Small RNA Cloning Kit — Integrated DNA
Technologies

- Zestaw do izolacji matych RNA High Pure miRNA Isolation Kit — Roche
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- Zestaw do odwrotnej transkrypcji Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit — Roche
- Zestaw do Real-Time PCR LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green | — Roche
- Zestaw do przygotowania biblioteki do sekwencjonowania TruSeq Small RNA Sample Prep

Kit - [llumina
5.2.4. Oligonukleotydy

Wszystkie startery DNA uzyte w toku wykonywania pracy doktorskiej zostaty zakupione

w IBB Warszawa.
5.2.5. Plazmidy

— plazmid pET-28a(+) zawierajacy otwartg ramke¢ odczytu biatka MBP pozyskano z Pracowni
Inzynierii Biatek IChB PAN

5.2.6. Szczepy bakteryjne

. coli BL21Star(DE3) - Life Technologies

. coli BL21-Al - Life Technologies

. coli C41(DE3)pLysS - OverExpress

. coli C43(DE3)pLysS - OverExpress

. coli BL21-Codon Plus (DE3) RIL - Agilent Technologies

. coli BL21-Codon Plus (DE3) RIPL - Agilent Technologies
. coli Rosetta2(DE3)pLysS - Novagen

m m m m m Mm m

5.2.7. Standardy do oznaczania wielkoSci makroczgsteczek

- Marker do oznaczania masy biatek w zelach denaturujacych z SDS — Spectra Multicolor
Broad Range Protein Ladder — Thermo Scientific

- Marker do analizy wielkosci fragmentow DNA w zelach agarozowych GeneRuler DNA
Ladder Mix — Thermo Scientific

- Marker do analizy wielko$ci fragmentow RNA w Zelach agarozowych RNA Millenium

Markers — Ambion
5.2.8. Bufory, roztwory i pozywki
Bufor elektroforetyczny 1XTBE

100 mM Tris, 100 mM kwas borowy, 1 mM EDTA, pH 8,3
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Bufor elektroforetyczny 1XTAE

40 mM Tris-kwas octowy, 1 mM EDTA, pH 8,0

Bufor elektroforetyczny 0,5xTB

50 mM Tris, 50 mM kwas borowy, pH 8,3

Bufor TE

10 mM Tris pH 8,0, 1 mM EDTA

Bufor do elektroforezy bialek w warunkach denaturujgcych (SDS Running Buffer)
25 mM Tris-HCI pH 8,3, 190 mM glicyna, 0,1% SDS

Bufor do ielu zageszczajgcego

125 mM Tris-HCI, 0,1% SDS, pH 6,8

Bufor do Zelu rozdzielajgcego

375 mM Tris-HCI, 0,1% SDS, pH 8,8

Roztwor do denaturacji i naktadania probek biatkowych — roztwor SSB

63 mM Tris-HCI pH 6,8, 2% B-merkaptoetanol, 2% SDS, 10% glicerol, 0,02% w/v blekit

bromofenolowy

Roztwor do denaturacji i naktadania probek RNA — elektroforeza w Zelu agarozowym —
roztwor 10xRSB

50 mM Tris-HCI pH 7,6, 60% glicerol, 0,02% w/v biekit bromofenolowy
Roztwor do dehydratacji Zeli biatkowych — roztwor ,,fixing”

50% etanol, 10% lodowaty kwas octowy

Roztwor do barwienia Zeli biatkowych — roztwor ,,staining”

50% metanol, 10% lodowaty kwas octowy, 0,05% w/v kumasyna Brilliant Blue R-250
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Roztwor do odbarwiania Zeli biatkowych

5% metanol, 12.5% lodowaty kwas octowy

30% roztwor zelu biatkowego 37,5:1 (w/w)

30 g akryloamidu, 0,8 g bisakryloamidu, H,O do 100 ml

40% roztwor Zelu poliakryloamidowego 19:1 (w/w)

38 g akryloamidu, 2 g bisakryloamidu, H,O do 100 mli

40% roztwor Zelu poliakryloamidowego 29:1 (w/w)

38,67 g akryloamidu, 1,33 g bisakryloamidu, H,O do 100 ml
40% roztwor Zelu poliakryloamidowego 40:1 (w/w)

39,02 g akryloamidu, 0,98 g bisakryloamidu, H,O do 100 ml
Roztwory do nakladania probek zawierajgcych RNA lub DNA
Elektroforeza w warunkach denaturujacych:

8 M mocznik, 0,02% w/v biekit bromofenolowy, 0,02% w/v ksylencjanol
Elektroforeza DNA w Zelu agarozowym (6X DNA Loading Dye):

10 mM Tris-HC1 pH 7,6, 60% glicerol, 0,02% w/v bigkit bromofenolowy, 0,02% w/v
ksylencjanol, 60 mM EDTA

Bufor do elucji kwasow nukleinowych 7 Zelu poliakryloamidowego
300 mM octan sodu pH 5,2, 1 mM EDTA

Bufor I (do lizy bakterii)

50 mM Na;HPO,4, 50 mM NaCl, pH 8

Bufor II (,,wash buffer”)

50 mM Na,HPO,, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol, pH 7
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Bufor III (do wymywania bialek gradientem imidazolu)
50 mM Na;HPQO4, 300 mM NacCl, 10% glicerol, 20 mM — 1 M imidazol, pH 6
Bufor do przechowywania biatka

20 mM HEPES-KOH pH 7,4, 100 mM KCI, 0,5 mM DTT, 0,1 mM EDTA pH 8, 10%
glicerol

Poiywki do hodowli bakteryjnych
PoZywka stata LB (Luria Broth)

5 g tryptonu, 2,5 g ekstraktu drozdzowego, 2,5 g NaCl, 7,5 g agaru, | ml 1 M NaOH, H,0
do 500 ml

Poiywka plynna LB
5 g tryptonu, 2,5 g ekstraktu drozdzowego, 2,5 g NaCl, 1 ml 1 M NaOH, H,0 do 500 ml
PoZywka TB (Terrific Broth)

6 g tryptonu, 12 g ekstraktu drozdzowego, 2 ml glicerolu, 50 ml roztworu 0,17 M KH3PO4
10,72 M K;HPO4,4, H,0 do 500 ml

PoZywka minimalna M9

12,8 g Na;HPO,-7H,0, 3 g KH,PO4, 0,5 g NaCl, 1 g NH,Cl, 2 ml 1 M MgSQ,, 20 ml 20%
glukozy, 1 ml 0,1 M CacCl,, H,0 do 1000 ml

Antybiotyki

Ampicylina — 50 mg/ml H,O
Kanamycyna — 50 mg/ml H,O
Chloramfenikol — 34 mg/ml EtOH

Stezenie koncowe antybiotyku w pozywce do hodowli bakteryjnej dla ampicyliny

1 kanamycyny wynosito 50 png/ml pozywki a dla chloramfenikolu 34 pg/ml pozywki.
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5.2.9. Material biologiczny

W niniejszej pracy materiat do badan stanowily tkanki pochodzace od §wini domowej
(Sus scrofa domestica). Jadra i jajniki pobrano z meskich i zenskich osobnikow bedacych
w roznych grupach wiekowych 1 na réznym etapie rozwoju. W badaniach wykorzystano
jajniki loszek 12-miesiecznych, dojrzatych ptciowo (ang. pubertal, cyclic) i 6-miesi¢cznych,
niedojrzatych piciowo, (ang. prepubertal) oraz jajniki 3-miesiecznej i 3-dniowej samicy,
pozyskane ze $win rzeznych z dwodch lokalnych ubojni: BEMAR w Luboniu
oraz w Kombinacie Wilczyna w Podrzewiu. Jajniki wycinano i klasyfikowano pod wzgledem
obecno$ci badz braku ciatek zottych i1 biatawych oraz wielkosci pecherzykéw jajnikowych.
Jajniki loszek dojrzatych plciowo charakteryzowaly si¢ obecnoscia ciatek Zoltych
oraz pecherzykéw jajnikowych o Srednicy 3-6 mm. Jajniki loszek niedojrzatych plciowo
cechowal mniejszy rozmiar oraz obecno$¢ na powierzchni jedynie matych pecherzykow
jajnikowych o $rednicy 1-4 mm. Podczas pobierania jajnikow zwracano takze uwage
na morfologie¢ macicy, w celu odrdznienia narzaddow samic po przebytych cigzach
od narzadéw loszek dojrzatych pilciowo. Nastepnie jajniki przewozono do laboratorium
w pojemniku termicznym. Material trafiat do badan nie pdzniej niz trzy godziny od momentu
uboju. Nastepnie oddzielnie z jajnikoéw loszek dojrzatych i niedojrzatych ptciowo pobierano
kompleksy oocyt-kumulus KOK (ang. complex oocyte-cumulus COC) metoda aspiracji przy
uzyciu strzykawki, umieszczano je w pozywce Hepes-Talp i analizowano pod wzgledem
morfologii przy uzyciu mikroskopu stereoskopowego. Tylko KOK o prawidiowej morfologii,
posiadajace przynajmniej trzy warstwy komorek wzgoérka jajonosnego oraz ooplazme
robwnomiernie wypetniajaca ostonke przejrzysta, poddawano dalszej analizie. Nastgpnie
oocyty pozbawiano komorek pecherzykowych i w grupach po 25 przenoszono do probowek,
mrozono w ciektym azocie i przechowywano w -80°C do momentu izolacji RNA. Material
biologiczny od samic pozyskiwano w $cistej wspotpracy z Zespotem Biotechnologii Rozrodu
Katedry Genetyki i Podstaw Hodowli Zwierzat Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu
kierowanym przez prof. D. Cieslak.

Jadra pobrano z osobnikoéw meskich linii 990: mtodego, 3-dniowego osobnika oraz
dorostego, 2-letniego. Do badan wykorzystano takze tkanki somatyczne pochodzace
z 3-dniowego osobnika meskiego, takie jak: nerka, mézg, serce, $Sledziona, ptuca, zotadek,
jelita, watroba oraz migsnie. Tkanki te pozyskano z Zaktadu Doswiadczalnego Instytutu

Zootechniki Panstwowego Instytutu Badawczego w Pawlowicach. Pobieranie tkanek
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odbywalo si¢ pod nadzorem lekarza weterynarii, a tkanki zaraz po izolacji byly mrozone
w cieklym azocie i przechowywane w -80°C do momentu izolacji RNA. Badania prowadzono
za zgoda Lokalnej Komisji  Etycznej ds. Doswiadczen na  Zwierzg¢tach

w Poznaniu nr pozwolenia 70/2008.

5.3. Metody standardowe

5.3.1. Elektroforeza kwasow nukleinowych w zelu poliakryloamidowym w warunkach
denaturujacych

Elektroforeza kwaséw nukleinowych w warunkach denaturujacych (obecnosé
8 M mocznika) jest doskonala metoda rozdziatu fragmentow DNA oraz RNA, r6znigcych sie
nawet o jeden nukleotyd. Metode wykorzystywano do analizy niskoczgsteczkowych RNA
wyizolowanych z tkanek oraz analizy produktow reakcji [-eliminacji. Ponadto metoda
ta zostata uzyta do oczyszczania fragmentoéw RNA po transkrypcji in vitro, oligomeréw DNA
po syntezie chemicznej, a takze czasteczek RNA po znakowaniu radioizotopowym.
W przypadku analizy niskoczasteczkowych RNA stosowano zel poliakryloamidowy
0 usieciowaniu 19:1 (stosunek wagowy akryloamidu do bisakryloamidu) z 8 M mocznikiem
oraz bufor elektroforetyczny 1XTBE. W pozostatych przypadkach stosowano usieciowanie
29:1. Procentowos¢ zelu uzalezniona byta od dtugos$ci rozdzielanych fragmentdéw 1 wahata si¢
od 8 do 15%. Przed nalozeniem na zel probki mieszano z roztworem 8 M mocznika
z barwnikami elektroforetycznymi w stosunku 1:1, a nastepnie denaturowano przez 3 minuty
w temperaturze 95°C, po czym umieszczano w lodzie. Kazda elektroforez¢ poprzedzata
preelektroforeza prowadzona przez okoto 20 minut przy nat¢zeniu pradu 10 mA. Podczas
rozdziatu elektroforetycznego stosowano nat¢zenie pradu 15-20 mA. Do wizualizacji
wynikéw wykorzystywano: znakowanie radioizotopowe — autoradiografia, analiza
niskoczgsteczkowych RNA - barwienie Zelu barwnikiem SYBR Gold, oczyszczanie RNA
po transkrypcji in vitro oraz oligomeré6w DNA po syntezie chemicznej — wygaszanie §wiatta

UV, reakcja B-eliminacji — ekrany odwzorowujace z analizg na skanerze radioaktywnosci.

5.3.2. Elektroforeza czasteczek DNA i RNA w Zelu agarozowym

Elektroforeze¢ w zelu agarozowym stosowano do analizy fragmentéw DNA
otrzymanych metoda PCR. W zaleznos$ci od dlugosci rozdzielanych fragmentéw stosowano

1-2% (w/v) zel agarozowy z dodatkiem bromku etydyny (0,1 pg/ml), a jako bufor
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elektroforetyczny 1xTBE. Przed nalozeniem na zel prébki DNA mieszano z roztworem
do naktadania probek DNA, w stosunku 6:1. Elektroforez¢ prowadzono w temperaturze
pokojowej przy stalym natezeniu pradu 60 mA. Fragmenty DNA obserwowano w $wietle
uVv.

Elektroforeze¢ RNA w zelu agarozowym stosowano do analizy jako$ciowej
catkowitego RNA wyizolowanego z tkanek. Stosowano 1,2% (w/v) zel agarozowy i bufor
elektroforetyczny 1XTAE. Probki mieszano z roztworem RSB, w stosunku 10:1 z dodatkiem
bromku etydyny (50 ug/ml). Jako czynnik denaturujacy stosowano dejonizowany formamid,
ktoérego koncowe stezenie wynosito 60%. Przed nalozeniem materiatlu do kieszonek w zelu
przeprowadzano denaturacje przez 5 minut w temperaturze 65°C, po czym probki
przenoszono na 5 minut do lodu. Elektroforeze prowadzono w temperaturze 4°C przy stalym

nat¢zeniu pragdu 40 mA. Fragmenty RNA obserwowano w $wietle UV.

5.3.3. Elektroforeza bialek w zelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujacych

Metode stosowano do kontrolowania poszczegolnych etapow nadekspresji biatek Piwi
i domeny PAZ. Zel bialkowy skladal si¢ z dwoch warstw réznigcych si¢ procentowoscia
1 wartoscig pH. Stosowano 5% zel zaggszczajacy pH 6,8 1 12-15% zel rozdzielajacy pH 8,8,
przy czym obydwa zawieraty 0,1% SDS jako czynnik denaturujacy. Przed elektroforeza
probki mieszano z roztworem SSB w stosunku 1:1 1 denaturowano 10 minut w 95°C. Probki
zwirowywano, pobierano 10-20 pl i naktadano bezposrednio do kieszonek w zelu. Podczas
rozdziatu elektroforetycznego stosowano natezenie pradu 20-30 mA.

Po elektroforezie zel zawierajacy biatka umieszczano na 20 minut w roztworze
,fixing” z jednoczesnym delikatnym mieszaniem. Nastgpnie zel inkubowano przy delikatnym
kotysaniu przez 1 godzing w roztworze barwigcym zawierajagcym kumasyne. Po czym zel
zalewano roztworem odbarwiajacym 1 inkubowano przy delikatnym kotysaniu przez okoto

12-16 godzin.

5.3.4. Elucja kwasow nukleinowych z zelu poliakryloamidowego

Po elektroforezie prazki odpowiadajace oligomerom DNA Iub czasteczkom RNA
wizualizowano w §wietle UV. Wyciete pasma zelu inkubowano w buforze do elucji przez

3 godziny w temperaturze pokojowej z okresowym wytrzgsaniem.
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5.3.5. Odzyskanie DNA z agarozy z wykorzystaniem ekstrakcji fenolowej

Elektroforeze przeprowadzono w 1% zelu z agarozy niskotopliwej, zawierajacym
bromek etydyny o stezeniu 0,1 pg/ml, z buforem elektroforetycznym 1xTAE. Aby uniknaé
wzrostu temperatury, prowadzacej do depolimeryzacji zelu, elektroforez¢ prowadzono przy
niskim napigciu pradu i w temperaturze 4°C. W $wietle UV wycieto fragment zelu
zawierajacy prazek DNA, a nastgpnie stopiono go w 65°C. Do rozpuszczonej agarozy dodano
4 objetosci buforu TE. Preparat ekstrahowano kolejno fenolem i chloroformem, po czym

z zebranej fazy wodnej wytrgcano DNA.

5.3.6. Ekstrakcja fenolem

Procedur¢ wykorzystywano do oczyszczania produktow PCR. Probke zawierajaca
DNA wytrzasano 2 minuty z jedng objetoscig fenolu (nasyconego buforem TE, pH 8,0)
w temperaturze pokojowej i wirowano 1 minut¢ przy 10000 rpm w celu separacji faz.
Nastepnie, aby usuna¢ resztki fenolu, do zebranej fazy wodnej dodawano jedng objgtosé
mieszaniny chloroform/alkohol izoamylowy w stosunku 24:1 (v/v) i wytrzasano 1 minute
w temperaturze pokojowej, po czym wirowano 1 minut¢ przy 10000 rpm. Zbierano fazg

wodng 1 wytragcano DNA.

5.3.7. Wytracanie kwasow nukleinowych

Czasteczki DNA lub RNA stragcano w obecno$ci 300 mM octanu sodu pH 5,2 dodajac
3 objetosci 96% etanolu. W przypadku czasteczek RNA dodawano 1 pl glikogenu o stezeniu
20 mg/ml. Nastepnie probki umieszczano na noc w temperaturze -20°C. Wytracony RNA
lub DNA zwirowywano przez 20 minut przy 14000 rpm w temperaturze 4°C. Supernatant
usuwano, a osad suszono i rozpuszczano w sterylnej wodzie.

RNA wyizolowany z tkanek wytragcano za pomoca chlorku litu. Do eluentu dodawano
chlorek litu w stosunku objetosciowym 2:1 1 stragcano przez 1 godzing w -20°C. Osad
zwirowywano przy 14000 rpm przez 15 minut w 4°C. Po usunigciu supernatantu, osad
przemywano dodatkowo 100 ul 70% etanolu i ponownie wirowano. Supernatant usuwano,
a osad suszono i rozpuszczano w buforze Elution Solution.

RNA wyizolowany z oocytdow wytrgcano przy pomocy octanu sodu

I niefluorescencyjnego barwnika (NF Pellet Paint Coprecipitant), dzigki ktoremu mozliwe
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jest obserwowanie bardzo matych ilosci kwasow nukleinowych. Do 100 ul RNA dodawano
10 ul 3 M octanu sodu, 200 pl 96% etanolu oraz 1,5 pl barwnika NF i wirowano 10 minut
w temperaturze 4°C przy 14000 rpm. Supernatant usuwano, a do niebieskiego osadu
dodawano 500 pl 70% etanolu i powtarzano wirowanie. Nast¢pnie powtdrzono ten etap
uzywajac 96% etanolu. Po usunieciu supernatantu, RNA suszono w 37°C 1 rozpuszczono
w 10 pl sterylnej wody.

Stezenie kwasu nukleinowego w probce oznaczano na podstawie pomiarow absorpcji
przy dlugosci fali L = 260 nm z wykorzystaniem spektrofotometru NanoDrop. Stosowano
nastgpujace przeliczniki:

SSRNA: 1A260/ml =33 ],Lg/ml,
SSDNA: lAgeo/m| =33 ],Lg/ml,

dsDNA: 1Aze/ml =50 pg/ml

5.3.8. Izolacja calkowitego RNA z tkanek i oocytow

Do izolacji catkowitego RNA z tkanek wykorzystano zestaw RNAqueous-Midi Kit
1 postepowano zgodnie z zaleceniami producenta. 500 mg zamrozonej tkanki umieszczono
w mozdzierzu, zalano ciektym azotem 1 ucierano do uzyskania proszku, ktéry nastepnie
rozpuszczono w 6 ml buforu Lysis/Binding Buffer. W celu uzyskania lizatu mieszaning
homogenizowano przy 30000 obrotow na minut¢ za pomoca homogenizatora IKA T-10
Basic. Lizat wirowano przez 10 min przy 6000 obrotow na minut¢ w celu usunigcia resztek
komoérkowych 1 po zmieszaniu z jedng objetosciag 64% etanolu podawano przez strzykawke
na filtr. Filtr przemywano kilkukrotnie przy uzyciu buforéw Wash Solution I oraz Wash
Solution 2/3. RNA zwigzany na filtrze eluowano podgrzanym do 100°C buforem Elution
Solution. Nastepnie wytracano osad przy uzyciu chlorku litu.

Izolacja catkowitego RNA z oocytow (25 oocytow/probg) prowadzona byta przy
uzyciu zestaw High Pure miRNA Isolation Kit zgodnie z zaleceniami producenta. Zestaw
zostal zaprojektowany do izolacji frakcji niskoczasteczkowych RNA jednak charakteryzuje
go wysoki odzysk catkowitego RNA, w szczegdlnosci z prob o malej iloSci materiatu
biologicznego. Do oocytéw dodano 150 pl 20% Binding Buffer 1 inkubowano przez 2 minuty.
Nastepnie do uzyskanego lizatu dodano 312 pl 100% Binding Buffer oraz 200 pL Binding
Enhancer i po doktadnym wymieszaniu préby naniesiono na filtr, po czym wirowano

I minute przy 13000 g w temperaturze 4°C. Kolejnymi dwoma etapami bylo przeptukanie
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kolumienki przy uzyciu Wash Buffer w celu usuni¢cia zanieczyszczen. Ostatecznie RNA
eluowano poprzez podanie na kolumienke 100 pl Elution Buffer i wirowanie 1 minute przy
13000 g. RNA stragcano przy uzyciu octanu sodu i niefluorescencyjnego barwnika (NF Pellet
Paint Coprecipitant).

5.3.9. Izolacja niskoczasteczkowych RNA z tkanek

Do izolacji niskoczgsteczkowych RNA z tkanek wykorzystano zestaw mirVana
miRNA Isolation Kit i postgpowano zgodnie z zaleceniami producenta. 100-250 mg tkanki
homogenizowano w 10 objetosciach buforu Lysis/Binding Buffer. Nastepnie do lizatu dodano
1/10 objetosci miRNA Homogenate Additive 1 inkubowano 10 min na lodzie. Catkowity
RNA wyekstrahowano poprzez dodanie réwnej objetosci mieszaniny fenol:chloroform.
Otrzymany supernatant zmieszano z 1/3 objetosci 96% etanolu i natozono na filtr. Do filtratu
zawierajagcego frakcje niskoczasteczkowych RNA dodano 2/3 objetosci 96% etanolu
1 natozono na $wiezy filtr. Filtr przemywano kilkukrotnie przy uzyciu buforow Wash Solution
| oraz Wash Solution 2/3. Niskoczasteczkowe RNA zwigzane na filtrze eluowano
podgrzanym do 95°C buforem Elution Solution. Stezenie frakcji niskoczasteczkowych RNA
zmierzono za pomocg spektrofotometru NanoDrop. Na potrzeby glebokiego
sekwencjonowania przeprowadzono po 3 niezalezne izolacje z dwoch osobnikow, a uzyskana

frakcja niskoczgsteczkowych RNA byta taczona.

5.4. Metody stosowane w badaniach wlasnych
5.4.1. Klonowanie genow Piwi
5.4.1.1. Odwrotna transkrypcja

Reakcje odwrotnej transkrypcji wykonano na calkowitym RNA wyizolowanym
z jader dorostego oraz trzydniowego osobnika, przy uzyciu starterow specyficznych
dla genéw Piwi oraz startera oligo(dT). Sktad mieszaniny reakcyjnej byt nastgpujacy: 2 pg
RNA, 5 pmoli startera specyficznego badz 400 ng startera oligo(dT)18, 1x bufor reakcyjny
(50 mM Tris-HCI pH 8,3, 75 mM KCI, 3 mM MgCl,), 0,5 mM kazdego z ANTP, 5 mM DTT,
2 Ulul inhibitora RNaz oraz 400 U odwrotnej transkryptazy SuperScript 11l. RNA wraz
ze starterem inkubowano 5 minut w 65°C, a nastgpnie probe przeniesiono na 1od.

Po 5 minutach inkubacji na lodzie dodano pozostate sktadniki i reakcje inkubowano przez

135



5. Materiaty 1 metody

1 godzing w 50°C (w przypadku reakcji ze starterem specyficznym) lub 55°C (w przypadku
reakcji ze starterem oligo(dT)18). Reakcje zakonczono 15-minutowg inaktywacja enzymu
w 70°C. W celu pozbycia si¢ matrycowego RNA dodawano 2 U RNazy H i inkubowano
w 37°C przez 20 minut. Otrzymane cDNA stanowily matryce w reakcji PCR ze starterami
specyficznymi dla gendéw Piwi. Do amplifikacji genow Piwill oraz Piwil2 wykorzystano
cDNA powstate przy uzyciu starterOw specyficznych na matrycy RNA izolowanego z jader
dorostego osobnika, natomiast do amplifikacji Piwil4 postuzyto cDNA powstate przy uzyciu

startera oligo(dT)18 na matrycy RNA izolowanego z mtodego, trzydniowego osobnika.

5.4.1.2. Otrzymanie sekwencji kodujacych bialek Piwi

Sekwencje kodujace biatek Piwill, Piwil2 1 Piwil4 amplifikowano przy uzyciu
polimerazy DNA Pfu. Reakcje PCR prowadzono przy uzyciu odpowiednio dobranych
starterow DNA oznaczonych jako Pf (ang. primer forward) i Pr (ang. primer reverse)
(Tab. 13). Namnazanie kazdego z fragmentow DNA poprzedzaly reakcje testowe
przeprowadzone w gradiencie temperatury oraz stezenia MgSO,, a takze z roéznymi
dodatkami stosowanym w celu zwigkszenia wydajnosci reakcji PCR, takimi jak betaina,
DMSO, formamid, w celu znalezienia optymalnych warunkoéw amplifikacji. Mieszanina
reakcyjna (PCR w skali preparatywnej) zawierata cDNA, dwa startery o st¢zeniu 0,5-0,75
uM, 20 mM Tris-HCI pH 8,8, 10 mM (NH,),SO4, 10 mM KCI, 0,1% Triton X-100, 0,1
mg/ml BSA, 2-4 mM MgSO,, 200 uM kazdego z dNTP oraz 0,025-0,04 U/ul Pfu DNA
polimerazy. Amplifikacj¢ Piwil2 przeprowadzono w obecnosci 2,5% DMSO. Z kolei
sekwencj¢ kodujaca biatka Piwil4 uzyskano w dwodch reakcjach PCR. Pierwsza z nich
przebiegata w obecnosci 1 M betainy, a startery hybrydyzowaty do regionow 5’ i 3’UTR
Piwil4. Wiasciwy, krotszy produkt, zawierajacy sekwencj¢ kodujaca, uzyskano w reakcji
reamplifikacji, do ktorej uzyto okolo 60 ng DNA. Warunki temperaturowe stosowane
w poszczegolnych reakcjach PCR przedstawiono w tabeli 13. Produkty reakcji PCR
analizowano metoda elektroforezy w zelu agarozowym i oczyszczano za pomoca zestawu
do oczyszczania produktow reakcji PCR (Piwill), zestawu do ekstrakcji DNA z zelu (Piwil4)
lub odzyskiwano z agarozy metoda ekstrakcji fenolowej (Piwil2). Startery Pf posiadaty
na koncu 5° dodatkowa sekwencje CACC, ktéora zwigksza efektywnos$¢ wklonowania

produktu PCR do wektora we wlasciwej orientacji.
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Tabela 13. Startery oraz warunki temperaturowe stosowane w reakcjach PCR.

Gen Sekwencja startera w orientacji 5°-3’ Warunki PCR

Piwill | Pf CACCATGACTGGGAGAGCCAGAG 30 cykli: 95°,30's; 65°,
Pr TTAGAGGTAGTAAAGGCGATTTGAC 30's; 72°, 6 min

Piwil2 | Pf CACCATGGATCCTGTTCGACCAC 30 cykli: 95°, 30 s; 62°,
Pr TCACAGAAAGAACAGGTTCTCACAC 30s; 72°, 6 min

Piwil4 | Pf AAGACACTGTGGGCTCACTGGGAAC 30 cykli: 95°, 30 s; 55°,
Pr CTAAGGATGTCAGTGCTTCGTGTCA 30's; 72°, 5 min
Pf CACCATGAGTGGACGGGCCCGCGTG 33 cykle: 95°, 30 s; 68°,
Pr TCACAGGTAGAAGAGAGAATTGGCTAATTCC | 30s; 72°, 5 min

5.4.1.3. Klonowanie sekwencji kodujacych do plazmidu

Insert i wektor pET151/D-TOPO mieszano w stosunku molowym 2:1. Do reakcji
dodano roztwor soli (1,2 M NaCl, 60 mM MgCl,) i prowadzono inkubacj¢ w temperaturze
pokojowej (22°C) przez 5 minut. Mieszaning reakcyjng bez oczyszczania transformowano

komorki E. coli.

5.4.1.4. Transformacja E. coli

Plazmidowy DNA wprowadzono do komoérek kompetentnych E. coli TOP10 metoda
szoku cieplnego. Komorki kompetentne rozmrazano w lodzie przez 30 min. Nastepnie
dodawano 3 pl mieszaniny ligacyjnej i inkubowano 30 min na lodzie. Zawiesing bakteryjna
umieszczano na 30 sekund w temperaturze 42°C, po czym przenoszono na 2 minuty do lodu,
dodawano 250 pl pozywki SOC 1 komorki hodowano przez 1 godzing w temperaturze 37°C
z wytrzgsaniem (200 rpm). Komorki bakteryjne (50-200 pl) rozprowadzano na powierzchni
szalek z pozywka LB i ampicyling. Hodowl¢ prowadzono przez 16 godzin w temperaturze
37°C. Po calonocnej inkubacji wybierano wyraznie oddzielone kolonie bakteryjne
I przeprowadzano test na obecno$¢ insertu. Minimalna ilos¢ kazdej kolonii przeniesiono
do probowki z 30 ul wody 1 inkubowano 10 minut w 95°C, z czego pobierano po 5 pl jako
matryce do reakcji PCR. W przypadku uzyskania pozytywnej reakcji PCR pozostate bakterie
pochodzace z pojedynczej kolonii, zawierajace insert zawieszano w 8 ml pozywki LB
z ampicyling i inkubowano przez 12 godzin w temperaturze 37°C przy 240 rpm. Izolacje
plazmidu prowadzono z wykorzystaniem komercyjnego zestawu odczynnikow firmy Bio
Basic. Otrzymane plazmidy sekwencjonowano.
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5.4.2. RT-PCR

RNA wyizolowano z 11 tkanek zgodnie z protokotem opisanym wczesniej
w Materiatach i Metodach (5.3.8). W celu otrzymania cDNA przeprowadzono reakcje
odwrotnej transkrypcji ze starterem oligo(dT)18 wedlug protokotu opisanego w Materiatach
1 Metodach (5.4.1.1). Otrzymany cDNA stanowit matryce w PCR ze starterami specyficznymi
dla biatek Piwi i B-aktyny (Tab. 14). Sktad mieszaniny reakcyjnej byl nastepujacy: 0,5 pl
cDNA, 75 mM Tris-HCI pH 8.8, 20 mM (NH,4),SO4, 0,01% Tween 20, 200 uM kazdego
z dNTP, 1,5 mM MgCl; , 0,5 uM startera Pf i Pr i 0,03 U/ul polimerazy Taq. Do reakcji
kontrolnej zamiast cDNA dodawano 0,5 pul wody. Reakcja przebiegala w nastepujacych
warunkach: 95°C przez 3 minuty, a nastepnie 30 cykli obejmujacych 95°C — 30 sekund, 60°C
— 30 sekund, 72°C — 1 minuta, a nastgpnie koncowe wydtuzanie 72°C — 5 minut. 5 pl kazdej
probki DNA obcigzano roztworem do nakladania probek DNA i rozdzielano w 1,2% zelu

agarozowym.

Tabela 14. Startery stosowane w reakcjach PCR.

Gen Sekwencja startera w orientacji 5°-3’
Piwill | Pf CTACATCACCAACTTGCTTG
Pr AATCGAAGCTCAAACCCCAG
Piwil2 | P GTGAAGCAAGGATCAAAAGG
Pr ATGAAGGAAAGCTCAGGCAG
Piwil4 | Pf GAAGCATCTTCTAGCACTGACC
Pr GAATTTCCACTGGCTCAGAAGG
ACTB | PF AGAGCAAGAGAGGCATCCTG
Pr CGACGTAGCACAGCTTCTCC

5.4.3. Analiza wzglednego poziomu transkryptow metoda PCR w czasie rzeczywistym

Analiza wzglgdnego poziomu transkryptow zostata oparta na technice Real-time PCR.
Polega ona na odniesieniu ilosci transkryptéw gendéw badanych do liczby transkryptow genu
referencyjnego. Analize ekspresji genéw na poziomie transkryptow przeprowadzono
dla trzech genow Piwi: Piwill, Piwil2 i Piwil4 oraz genu referencyjnego B-aktyny w
nastepujacych tkankach: jadra 3-dniowego i dorostego osobnika, jajniki 3-dniowej,

niedojrzatej i dojrzatej ptciowo lochy, oocyty dojrzalej i niedojrzatej ptciowo lochy.
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5.4.3.1. 1zolacja RNA i odwrotna transkrypcja

Izolacie RNA z badanych tkanek prowadzono wg procedury przedstawionej
w podrozdziale nr 5.3.8. Izolacja catkowitego RNA z tkanek i oocytow. W celu otrzymania
cDNA z jader i jajnikow przeprowadzono reakcje odwrotnej transkrypcji ze starterem
oligo(dT)18 wedlug protokotu opisanego w Materiatach i Metodach w podrozdziale 5.4.1.1.
Natomiast w przypadku oocytow, cDNA otrzymano za pomoca zestawu Transcriptor High
Fidelity cDNA Synthesis Kit, zgodnie z zaleceniami producenta. Do reakcji odwrotnej
transkrypcji wykorzystano caty RNA wyizolowany z proby 25 oocytow. RNA, 2,5 uM primer
oligo(dT) oraz 60 pM heksamery denaturowano przez 10 minut w temperaturze 65°C.
Nastepnie dodano 1x bufor reakcyjny, 1mM kazdego z ANTP, 5 mM DTT, 20 U inhibitora
RNaz oraz 10 U odwrotnej transkryptazy 1 prowadzono reakcj¢ przez 30 minut
w temperaturze 50°C. Reakcje zatrzymano poprzez inkubacje w temperaturze 85°C przez

5 minut.

5.4.3.2. PCR w czasie rzeczywistym

PCR w czasie rzeczywistym wykonano przy uzyciu zestawu LightCycler FastStart
DNA Master SYBR Green I, zgodnie z zaleceniami producenta. Sktad mieszaniny reakcyjnej
byl nastepujacy: 1 ul cDNA, 0,5 uM kazdego ze starterow, 1x LightCycler FastStart DNA
Master SYBR Green | (mieszanina buforu reakcyjnego, FastStart Tag DNA polimerazy,
dNTP, barwnika SYBR Green | i 1 mM MgCl,). Stosowano nastgpujace warunki
temperaturowe: wstepna denaturacja 1 aktywacja polimerazy w 95°C przez 10 minut,
nastepnie 45 cykli: 95°C — 15 sekund, 60°C — 10 sekund i 70°C — 10 sekund. Po kazdym biegu
sporzadzono krzywa topnienia produktu poprzez stopniowe podwyzszanie temperatury
badanej mieszaniny z 60°C do 95°C, co pozwala na wykrycie niespecyficznych produktow.
Ostatnim etapem reakcji bylo chtodzenie proby do temperatury 40°C. Sekwencje starterow
przedstawiono w tabeli 15. Analize¢ prowadzono w dwoch powtorzeniach. Analize ilosci
transkryptow oparto na metodzie krzywej standardowej. Dla kazdego badanego genu,
na podstawie amplifikacji kolejnych, dziesieciokrotnych rozcienczen matrycowego DNA,
0 znanym st¢zeniu, wyznaczano krzywa standardowa. Otrzymana krzywa standardowa
stuzyla jako punkt odniesienia dla wynikow uzyskiwanych podczas analizowania prob
eksperymentalnych. Standardy DNA o znanym st¢zeniu przechowywano w -20°C. Do kazde;j
reakcji dodawano jedng probke standardu DNA, wykorzystywang do koncowych obliczen.
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Wzgledny poziom transkryptéw dla kazdego z badanych gendow wyznaczano w odniesieniu

do liczby transkryptéw genu referencyjnego w tej samej probie.

Tabela 15. Startery stosowane w Real-time PCR.

Gen Sekwencja startera w orientacji 5°-3’
Piwill | Pf AAGAAAGCAGATGGCTCTGA
Pr CGCATTTTATCAGTTAGACCT
Piwil2 | Pf CATCATGTACGGCAGGGGTGTG
Pr GATGCAAGATTTGTCCTGACAG
Piwil4 | Pf GTCGTGGATCTGGAAGCAACTC
Pr TACAGGTGGCACAGTTTGAAGG
ACTB | Pf CAAAGCCAACCGTGAGAAGA
Pr GTACCCCTCGTAGATGGGCA

5.4.4. Konstruowanie biblioteki niskoczasteczkowych RNA

Niskoczasteczkowe RNA wyizolowane z jader 1 jajnikow doroslego osobnika
rozdzielono na zelu poliakryloamidowym, po czym frakcje odpowiadajace diugoscia
czasteczkom piRNA (29-35 nt) odzyskano z zelu i sklonowano przy uzyciu zestawu miRCat
Small RNA Cloning Kit, postgpujac zgodnie z zaleceniami producenta. Niskoczasteczkowe
RNA ligowano z 3’ 1 5’ lacznikowym DNA w dwoch oddzielnych reakcjach. W pierwszym
etapie przeprowadzono ligacje na koncu 3’. Sklad mieszaniny reakcyjnej byl nastgpujacy:
200-400 ng RNA, 2 uM 3’ RNA linker, 1x bufor do ligacji, wzmacniacz ligacji oraz 5 U T4
RNA ligazy. Do reakcji dodano réowniez 10 pmoli 21-nt miSPIKE, ktory postuzyt jako
wewnetrzna kontrola ligacji oraz marker wielko$ci. Reakcje prowadzono przez 3 godziny
w 22°C, po czym produkty reakcji rozdzielono w 12% zelu poliakryloamidowym
w warunkach denaturujacych. Niskoczasteczkowe RNA, ktore ulegly ligacji, zostaty
odzyskane z zelu metoda elucji i postuzyty jako matryca w reakcji ligacji na koncu 5°. Sktad
mieszaniny byt taki jak powyzej, z ta roznica, ze uzyto 5° RNA linker oraz dodano
1 mM ATP. Reakcja przebiegata 6 godzin w 22°C, po czym RNA stragcano, wirowano,
suszono i rozpuszczano w sterylnej wodzie. Uzyskany RNA poddawano reakcji odwrotnej
transkrypcji w obecnosci 0,5 uM startera RT (5°-GATTGATGGTGCCTACAG-3’). RNA
inkubowano ze starterem przez 5 minut w 65°C oraz przez 5 minut na lodzie, po czym
dodawano 1x bufor reakcyjny (50 mM Tris-HCI pH 8,3, 75 mM KCI, 3 mM MgCl,), 0,5 mM
kazdego z ANTP, 5 mM DTT, 2 U/ul inhibitora RNaz oraz 200 U odwrotnej transkryptazy
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SuperScript III. Reakcje inkubowano 1 godzing w 50°C i zakonczono ja 15-minutowa
inaktywacja enzymu w 70°C. Nastepnie wykonano pi¢¢ reakcji PCR, kazda w objetosci
50 ul. Sktad mieszaniny reakcyjnej byt nastepujacy: 4 ul reakcji odwrotnej transkrypcji,
1x bufor reakcyjny (75 mM Tris-HCI pH 8,8, 20 mM (NH,),SO,, 0,1% (v/v) Tween 20),
1,5 mM MgCl,, 0,2 mM kazdego z dNTP, dwa startery o stezeniu 0,2 pM
(Pf: 5>-TGGAATTCTCGGGCACC-3’ i Pr: 5’-GATTGATGGTGCCTACAG-3’) oraz 1,5 U
Tag DNA polimerazy. Stosowano nastepujace warunki temperaturowe: 95°C — 5 minut,
a nastepnie 30 cykli: 95°C — 30 sekund, 52°C — 30 sekund, 72°C — 30 sekund, po czym
nastgpowato koncowe wydluzanie w 72°C przez 5 minut. Produkty reakcji PCR analizowano
metoda elektroforezy w zelu agarozowym. Wszystkie reakcje taczono i oczyszczano
z wykorzystaniem ekstrakcji fenolem, stragcano, wirowano i rozpuszczano w wodzie. Produkt
reakcji PCR cigto 40 U enzymu restrykcyjnego Banl w obecnosci buforu O (50 mM Tris-HCI
pH 7,5, 10 mM MgCl,, 100 mM NaCl, 0,1 mg/ml BSA) przez 4 godziny w 37°C, po czym
inaktywowano enzym w 65°C przez 20 minut. Reakcje oczyszczano przez ekstrakcje fenolem,
a nastepnie strgcano, wirowano i osad rozpuszczano w wodzie. Nastepnie przeprowadzono
konkatameryzacj¢ amplikonow w obecnosci 1x buforu do ligacji (40 mM Tris-HCI, 10 mM
MgCl;, 10 mM DTT, 0,5 mM ATP pH 7,8), 1 mM ATP i 30 U T4 DNA ligazy przez 16
godzin w 22°C. Mieszaning reakcyjng po konkatameryzacji rozdzielano w 2% zelu
agarozowym, a DNA odzyskiwano z zelu metoda ekstrakcji fenolowej. Nastepnie
konkatamery DNA poddawano reakcji wypeltniania koncéw. Mieszanina reakcyjna zawierata:
konkatamery DNA, 1x bufor reakcyjny (75 mM Tris-HCI pH 8,8, 20 mM (NH,4),SOq4, 0,1%
(v/v) Tween 20), 2 mM MgCl,, 0,6 mM kazdego z ANTP i 0,08 U/ul Tag DNA polimerazy.
Reakcje inkubowano 5 minut w 95°C, 15 minut w 72°C oraz chlodzono w 4°C, a nastgpnie
oczyszczano przy uzyciu zestawu QIAquick PCR Purification Kit. Klonowanie wykonano
za pomocg zestawu TOPO TA Cloning Kit, zgodnie z zaleceniami producenta. Reakcje ligacji
konkatameréw z wektorem pCR2.1-TOPO inkubowano 25 minut w 22°C w obecnosci 1,2 M
NaCl oraz 60 mM MgCl,. Transformacja komorek E. coli przebiegata zgodnie z protokotem
opisanym wczesniej w Materialach i Metodach (5.4.1.4). Dodatkowo na pozywke LB
naniesiono X-gal umozliwiajacy selekcje biatych i niebieskich kolonii. Po calonocnej hodowli
w bialych 1 jasnoniebieskich koloniach przeprowadzono test na obecnos¢ insertu. Bakterie
zawierajace insert o odpowiedniej dlugosci zawieszano w 8 ml pozywki LB z ampicyling
1 inkubowano przez 12 godzin w temperaturze 37°C przy 240 rpm. Izolacje plazmidu
prowadzono z wykorzystaniem komercyjnego zestawu odczynnikow firmy Bio Basic.
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Otrzymane plazmidy sekwencjonowano. Uzyskane sekwencje DNA analizowano w celu
zlokalizowania sekwencji niskoczasteczkowych RNA w wektorze. Kazda wykryta sekwencje
RNA zlokalizowano w genomie $wini przy uzyciu programu BLAST w przegladarce UCSC
Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/). Poczatek i koniec sekwencji w genomie
okreslono na podstawie wynikéw analizy BLAST. W celu zidentyfikowania piRNA,
wszystkie sekwencje przeanalizowano przy uzyciu narz¢dzi dostgpnych na stronie piRNA

Bank (http://pirnabank.ibab.ac.in/index.shtml) [238].

5.4.5. Glebokie sekwencjonowanie

Glegbokie sekwencjonowanie wykonano przy uzyciu Illumina Genome Analyzer IIx
w  Europejskim  Centrum  Genomiki i Bioinformatyki w Poznaniu. Frakcje
niskoczasteczkowych RNA wyizolowane z jader i jajnikéw dorostych osobnikow
analizowano przy uzyciu aparatu do elektroforezy kapilarnej Bioanalyzer 2100.
Do przygotowania biblioteki do sekwencjonowania uzyto po 1 pg kazdej z prob
1 postgpowano zgodnie z instrukcjami TruSeq Small RNA Sample Prep Kit. Przed i po etapie
wzbogacenia o prazki o odpowiedniej dhugosci, biblioteki byly analizowane jako$ciowo przy
uzyciu testu High Sensitivity DNA oraz ilosciowane za pomoca fluorymetru Qubit.
Zaobserwowano oddzielne piki odpowiadajace frakcji miRNA oraz piRNA zar6wno
w bibliotece pochodzacej z jader, jak i z jajnikow. 10 pM oznakowanych bibliotek zmieszano
1 sekwencjonowano na ptytce sekwencyjnej do pojedynczych odczytow, po 8 prob na $ciezke,
z wyjatkiem $ciezki kontrolnej, ktéra zawierata tylko jedng probke - kontrolng biblioteke
Phix.

Kazda biblioteka otrzymana z jader i1 jajnikow wygenerowata w przyblizeniu
6 milionéw odczytow. Sekwencje adaptorowe zostaly usunigte z surowych sekwencji, przy
mozliwosci jednego niedopasowania w sekwencji adaptorowej, w wyniku czego pozostato
ponad 97% odczytow. Nastepnie odczyty o niskiej jakosci zostaty odrzucone, a pozostawiono
tylko sekwencje z wynikiem jako$ci wigkszym badZz rownym 30 dla co najmniej 80%
nukleotydow. Na etapie tym odrzucono okoto 4,5% wszystkich odczytoéw. W nastepnej
kolejnosci usunieto sekwencje wystepujace wiecej niz jeden raz i pozostawiono tylko jedno
wystapienie kazdej sekwencji. Etap ten zredukowat liczbe odczytéw do 15,5% w przypadku
biblioteki otrzymanej z jader i 3,5% dla biblioteki otrzymanej z jajnikéw. Kazda biblioteka

zostata podzielona na dwa zbiory sekwencji, w zalezno$ci od ich dtugosci: miRNA (19-25 nt)
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oraz piRNA i tRF (26-40 nt). Dwa kolejne zbiory powstaly z sekwencji wystepujacych
zardbwno w bibliotece pochodzacej z jader, jak i bibliotece pochodzacej z jajnikéw. Zatem
ostatecznie otrzymano sze$¢ zbiorow sekwencji: miRNA oraz piRNA i tRF wystepujace
w jadrach, a takze miRNA oraz piRNA i1 tRF wystepujagce w jajnikach. Przycinanie
adapterow, filtrowanie jako$ci oraz usuwanie powtdrzen wykonano przy uzyciu programu
FASTX-Toolkit, a biblioteki utworzono z wykorzystaniem skryptéw napisanych w C++ oraz
awk.

Otrzymane niskoczasteczkowe RNA zmapowano do genomu $wini (Illumina
iGenomes, S. scrofalO) przy uzyciu programu SOAP [239], z mozliwoscig jednego
niedopasowania. Wigcej niz 76% odczytow zostalo zmapowanych do genomu, a 70% z nich
mapowato do pojedynczego miejsca. Genom zostal zmaskowany za pomoca programu
RepeatMasker w celu oznaczenia poszczegdlnych sekwencji, jako sekwencje tRNA, rRNA,
SnRNA, scRNA lub sekwencje repetytywne.

Klastry piRNA zdefiniowano jako grupe przynajmniej 80 piRNA zlokalizowanych
na chromosomie nie dalej niz 2500 nt od siebie. piRNA mapowaty do kilku miejsc w genomie

1 kazde z tych miejsc uwzgledniono przy identyfikacji klastrow.

5.4.6. Transkrypcja in vitro

Wszystkie czasteczki RNA wykorzystywane do analizy komplekséw domena
PAZ-RNA za pomocg techniki op6znionej migracji kompleksow w zelu poliakryloamidowym
oraz RNA stuzace jak kontrola w reakcji B-eliminacji otrzymano przy uzyciu zestawu
do transkrypcji MEGAshortscript Kit, zgodnie z wytycznymi producenta. Jako matryce
stosowano dwa syntetyczne catkowicie lub czesciowo komplementarne oligonukleotydy,
posiadajace sekwencj¢ promotora dla polimerazy RNA z faga T7 oraz sekwencje
odpowiadajaca sekwencji piRNA wystepujacego w gonadach $wini. Dwuniciowa matryce
DNA potrzebng do reakcji transkrypcji in vitro otrzymywano na dwa sposoby. Pierwszy
polegal na zmieszaniu rownomolowych ilosci obydwu oligonukleotydow do koncowego
stezenia 50 uM kazdy, dodaniu 1x buforu do transkrypcji i inkubowaniu mieszaniny w 100°C
przez 2 minuty, na lodzie przez 5 minut i w 37°C przez 5 minut. Drugi sposéb polegat
na otrzymaniu matrycowego DNA w reakcji PCR. Sklad mieszaniny reakcyjnej byt
nastepujacy: dwa oligonukleotydu o stezeniu 50 uM kazdy, 1x bufor do reakcji PCR, 200 uM
kazdego z ANTP, 1,5 mM MgCl; i i 0,03 U/ul polimerazy Taq. Reakcja przebiegata
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w nastepujacych warunkach: 95°C przez 2 minuty, a nastgpnie 5 cykli obejmujacych 92°C — 1
minuta, 57°C — 1 minuta, 72°C — 1 minuta, a nastepnie koncowe wydluzanie 72°C — 2
minuty. Produkty reakcji oczyszczano z wykorzystaniem ekstrakcji fenolem, stracano,
wirowano 1 rozpuszczano w wodzie. Mieszanina transkrypcyjna zawierata matrycowy DNA,
Ix bufor transkrypcyjny, 7,5 mM mieszaning NTP oraz 2 pl mieszaniny polimeraz RNA.
W celu otrzymania RNA z wolng grupa hydroksylowa na koncu 5’ do mieszaniny
transkrypcyjnej dodawano 3’-monofosforan guanozyny do koncowego stezenia 2 mM.
Reakcje prowadzono przez 4 godziny w temperaturze 37°C. Transkrypty oczyszczano w zelu
poliakryloamidowym w warunkach denaturujgcych i wizualizowano w $§wietle UV. Wycigte
pasma zelu poddawano elucji w buforze elucyjnym. RNA strgcano, wirowano i rozpuszczano

w wodzie.

5.4.7. Znakowanie RNA na koncu 5’ izotopem 32p

Wyizolowang z jader i jajnikéw frakcje piRNA znakowano na koficu 5’ przy uzyciu
zestawu KinaseMax Kit, zgodnie z zaleceniami producenta. Poczatkowo 100-200 ng piRNA
poddawano defosforylacji w obecnosci 1x buforu reakcyjnego i 0,1 U alkalicznej fosfatazy
z jelita cielecego w 37°C przez 1 godzing. Nastgpnie do reakcji dodawano 10 pl odczynnika
do usuwania fosfatazy (ang. phosphatase removal reagent), prob¢ inkubowano 3 minuty,
wirowano 15 sekund i supernatant zawierajacy RNA przenoszono do $wiezej probowki.
Mieszanina reakcyjna do znakowania zawierata supernatant z RNA, 1x bufor reakcyjny, 10 U
T4 kinazy polinukleotydowej oraz 2 ul [y-?ATP] o aktywnosci 4000-5000 Ci/mmol.
Dodatkowo w tych samych warunkach wyznakowano frakcj¢ piRNA, ktorej nie poddano
wczesniejsze] defosforylacji oraz niskoczasteczkowy marker RNA. Reakcje znakowania
prowadzono 1 godzinge w 37°C. Produkty reakcji oczyszczano w 12% zelu
poliakryloamidowym w warunkach denaturujacych a wyniki elektroforezy wizualizowano
z wykorzystaniem ekrandw odwzorowujacych oraz skanera radioaktywnosci.

Mieszanina reakcyjna do znakowania transkryptow RNA otrzymanych in vitro
zawierata 2-50 pmoli RNA z wolng grupg hydroksylowg na koncu 5°, 2 ul [y-SZATP]
o aktywnosci 4000-5000 Ci/mmol, 1x bufor reakcyjny (50 mM Tris-HCI pH 7,6, 10 mM
MgCl,, 5 mM DTT, 0,1 mM spermidyna) oraz 10 U T4 kinazy polinukleotydowej. Przed
reakcja przeprowadzono denaturacj¢ RNA przez 2 minuty w temperaturze 100°C, a nastgpnie

probke schtadzano przez 10 minut w lodzie. Po dodaniu enzymu reakcje prowadzono przez
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30-45 minut w temperaturze 37°C. Produkty reakcji oczyszczano w 12% zelu
poliakryloamidowym w warunkach denaturujacych lub z wykorzystaniem zestawu NucAway
Spin Columns. Wyznakowane radioizotopowo na koncu 5’ czasteczki wizualizowano przez
autoradiografie, wycinano z zelu, eluowano, stragcano, wirowano 1 suszono. Poziom

radioaktywno$ci wyznakowanych czasteczek mierzono za pomocg licznika scyntylacyjnego.

5.4.8. Reakcja B-eliminacji

Reakcje B-eliminacji wykonano dla trzech wyznakowanych wcze$niej prob: piRNA
wyizolowanych z jader i jajnikow dorostego osobnika oraz transkryptu otrzymanego metoda
transkrypcji in vitro. Reakcja z transkryptem stanowita reakcje testowa. Sktad 25 pl
mieszaniny reakcyjnej byl nastepujacy: okoto 10000 c.p.m. wyznakowanego RNA, 200 ng/ul
tRNA oraz 10 mM NalO,4. Dodatkowo dla kazdej proby przygotowano reakcje kontrolna,
w ktorej zamiast NalO4 dodano wodg. Inkubacj¢ przeprowadzono na lodzie, w ciemnoS$ci
przez 1 godzing. Nastepnie do prob dodano 3,5 objetosci 96% etanolu i inkubowano w -20°C
przez noc. Probki wirowano, osad suszono i rozpuszczono w 60 pl 1 M lizyny pH 8.5.
Inkubacj¢ z lizyng prowadzono przez 90 minut w 45°C, po czym wykonano powtdrne
stragcanie. Nastepnie proby wirowano, suszono i1 rozpuszczono w 10 pul 7 M mocznika
z barwnikiem elektroforetycznym XC. Produkty reakcji B-eliminacji analizowano w 12% zelu

poliakryloamidowym w warunkach denaturujacych.

5.4.9. Otrzymywanie rekombinowanych bialek Piwi i domeny bialkowej PAZ
5.4.9.1. Nadekspresja bialek Piwi w réznych szczepach bakteryjnych

Plazmidy pET151/D-TOPO, =zawierajace sekwencje kodujagce biatek Piwi
wprowadzano do réznych szczepow komorek kompetentnych E. coli takich jak: BL21 Star
(DE3), C41(DE3)pLysS, C43(DE3)pLysS, BL21-Codon Plus (DE3) RIL, BL21-Codon Plus
(DE3) RIPL, BL21-Al, Rosetta2(DE3)pLysS, postepujac zgodnie z zaleceniami producenta.
Nadekspresje biatek wykonywano w roznych temperaturach (18°C - 37°C), stosujac rozne
pozywki (LB, TB, M9 minimum), r6zne st¢zenia IPTG (0,2 mM — 1 mM) a takze rozny czas
hodowli po dodaniu IPTG. Ponadto skonstruowano wektory pET-28a(+) zawierajace

sekwencje trzech bialek Piwi oraz biatkka MBP (ang. maltose binding protein).
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Ich nadekspresje przeprowadzono w szczepach BL21-Codon Plus (DE3) RIPL oraz
Rosetta2(DE3)pLysS.

5.4.9.2. Otrzymanie plazmidu z sekwencja kodujaca domeny PAZ bialka Piwil4

Sekwencje kodujaca domeny PAZ biatka Piwil4 amplifikowano na matrycy wektora
pET151/D-TOPO, zawierajagcego sekwencje kodujaca biatka Piwil4. Skiad mieszaniny
reakcyjnej byt taki, jak opisany w podrozdziale 5.4.1.2. Otrzymanie sekwencji kodujgcych
biatka Piwi z ta rdznica, ze zamiast cDNA, do reakcji dodawano wektor o stezeniu 1 ng/ul.
Sekwencje starterOw oraz warunki temperaturowe przedstawiono w tabeli 16. Produkty
reakcji PCR analizowano metoda elektroforezy w Zelu agarozowym i oczyszczano za pomoca

zestawu do oczyszczania produktow reakcji PCR.

Tabela 16. Startery oraz warunki temperaturowe stosowane w PCR.

Gen Sekwencja startera w orientacji 5°-3’ Warunki PCR
domena PAZ | Pf CACCAACGAGACGGTTCTGGAGTTC | 30 cykli: 95°, 30 s; 64°,
Piwil4 Pr TTAGGGAAGCCCTGTTAGAAAGCAG | 30s;72°, 1 min

Kolejne etapy, a mianowicie klonowanie sekwencji do plazmidu oraz transformacja E. coli
przebiegaly zgodnie z protokotami opisanymi wcze$niej w podrozdziatach 5.4.1.3.

Klonowanie sekwencji kodujgcych do plazmidu oraz 5.4.1.4. Transformacja E. coli.

5.4.9.3. Transformacja komorek bakteryjnych

Plazmid pET151/D-TOPO, zawierajacy sekwencje¢ kodujacg domeny biatkowej PAZ
biatka Piwil4 wprowadzano do komorek kompetentnych E. coli Rosetta2(DE3)pLysS metoda
szoku cieplnego. Komoérki kompetentne rozmrazano w lodzie przez 30 minut. Nastepnie
dodano 10 ng plazmidu pET151/D-TOPO i inkubowano 30 minut na lodzie. Zawiesing
bakteryjng umieszczano na 30 sekund w temperaturze 42°C, po czym przenoszono
na 2 minuty do lodu, dodawano 250 pl pozywki SOC oraz chloramfenikol 1 hodowano przez
1 godzing w temperaturze 37°C z wytrzasaniem (225 rpm). Zawiesing transformowanych
komorek bakteryjnych (75-125 pl) rozprowadzano na powierzchni szalek z pozywka LB

z ampicyling. Hodowle prowadzono przez 16 godzin w temperaturze 37°C.
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5.4.9.4. Przygotowanie zawiesiny bakterii w glicerynie

W celu przygotowania stoku glicerynowego do dilugiego przechowywania bakterii,
bakterie pochodzace z pojedynczej kolonii zawieszano w 2 ml pozywki LB z ampicyling oraz
chloramfenikolem i inkubowano przez 12 godzin w temperaturze 37°C z wytrzasaniem
(225 rpm). Nastepnie 200 pl catonocnej hodowli przenoszono do 20 ml pozywki LB
z antybiotykami i inkubowano do ODgy ~ 0,4 w temperaturze 37°C przy 225 rpm. Do 800 ul
bakterii dodawano 100 pl 80% glicerolu, mieszano i przenoszono do -80°C, gdzie

przechowywano je do czasu ponownego uzycia.

5.4.9.5. Nadekspresja domeny bialkowej PAZ

Do 50 ml pozywki LB z ampicyling i chloramfenikolem przeniesiono troche stoku
glicerynowego i inkubowano przez 16 godzin w temperaturze 37°C przy 225 rpm. Nastepnie
25 ml catonocnej hodowli przenoszono do 1000 ml pozywki M9 minimal z ampicyling
i chloramfenikolem, rozdzielano na cztery rowne objetosci i inkubowano do osiggnigcia
wczesnej fazy wzrostu logarytmicznego (ODgye = 0,6) przez okoto 3-3,5 godziny
w temperaturze 37°C przy 250 rpm. Po osiggnigciu odpowiedniej wartoSci ODggo
nadekspresje biatka indukowano przez dodanie izopropylotiogalaktozydu (IPTG),
do koncowego stezenia 0,5 mM. Hodowle kontynuowano przez kolejne 20 godzin
w temperaturze 20°C z wytrzgsaniem 225 rpm. Po zakonczeniu hodowli, zawiesin¢ bakteryjna
wirowano 25 minut w temperaturze 4°C przy 5000 rpm, a osad wazono i zamrazano

w temperaturze -80°C, do czasu oczyszczania biatka.

5.4.9.6. Analizowanie probek po nadekspresji bialek Piwill, Piwil2, Piwil4 i domeny
PAZ bialka Piwil4

Probki po nadekspresji okre§lonego biatka analizowano w celu optymalizowania
warunkéw hodowli 1 preparatyki biatka. Proby pobierano w réznych punktach czasowych
oraz z hodowli prowadzonych w roéznych pozywkach 1 temperaturach a takze
z zastosowaniem réznych stezen IPTG. Za kazdym razem sprawdzano efektywnos¢
nadekspresji oraz czy bialko znajduje si¢ we frakcji nierozpuszczalnej czy rozpuszczalnej.
Aby sprawdzi¢ czy nadekspresja biatka w danych warunkach zachodzi, pobierano 1 ml

hodowli i wirowano przez 5 minut przy 5000 rpm w temperaturze 4°C. Nast¢pnie do osadu
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dodawano 50 pl buforu I, 5 pl lizozymu o stezeniu 20 mg/ml oraz 7 U benzonazy. Proby
intensywnie mieszano i dodawano 50 pl buforu 2x SSB, po czym dokltadnie mieszano,
denaturowano przez 10 minut w 95°C 1 5 ul mieszaniny naktadano na zel. Do analizy frakcji
nierozpuszczalnej i rozpuszczalnej bialek pobierano 1 ml hodowli, wirowano i do osadu
dodawano 100 pl buforu I, 10 pl lizozymu, po czym prébke kilka razy zamrazano w suchym
lodzie 1 rozmrazano w temperaturze 42°C. Nastepnie dodawano 7 U benzonazy, doktadnie
mieszano i wirowano przez 6 minut przy 16000 rpm w temperaturze 4°C. Oddzielano
supernatant od osadu i do supernatantu dodawano 100 pl buforu 2x SSB, natomiast do osadu
100 pl buforu 1x SSB. Proby mieszano, denaturowano przez 10 minut w temperaturze 95°C

i naktadano na zel.

5.4.9.7. Liza komérek bakteryjnych

Zamrozone w -80°C osady bakteryjne (8-10 g) rozmrazano w lodzie przez 20 minut,
po czym rozpuszczano w 20 ml buforu I, wzbogaconego o 20 mM imidazol, 1 mM DTT
i 1 mM inhibitor proteaz, fluorek fenylometylosulfonylu (PMSF). Zawiesing inkubowano 20
minut w lodzie, po czym dodawano NaCl do koncowego st¢zenia 0,4 M i ponownie
inkubowano w lodzie przez 10 minut. Zawiesing bakteryjng poddawano 4-minutowej
sonikacji w taki sposob, ze co 2 sekundy sonikacji nastgpowato 9,9 sekundy przerwy,
a zawiesing przez caty czas trzymano w lodzie, by nie dopusci¢ do wzrostu temperatury.
W celu oddzielenia pozostatosci komodrek bakteryjnych 1 nierozpuszczalnej frakeji biatkowe;j
zawiesing wirowano 30 minut w temperaturze 4°C przy 11000 rpm. Supernatant oddzielano
od osadu, dodawano do niego 1 obj¢tos¢ buforu II z 20 mM imidazolem i poddawano

oczyszczaniu.

5.4.9.8. Oczyszczanie domeny biatkowej PAZ

Domeng PAZ biatka Piwil4 oczyszczano przy pomocy chromatografii powinowactwa
na unieruchomionych jonach metali. Jako ztoze wykorzystano agaroze zawierajgcej jony Ni?
chelatowane kwasem nitrylotrojoctowym. Domena PAZ posiadajagca na koncu aminowym
rejon bogaty w reszty histydynowe taczy si¢ z Ni-NTA agaroza z duzym powinowactwem.
3 ml zloza Ni-NTA umieszczano w kolumience i przemywano 10 ml buforu Il z 20 mM
imidazolem. Supernatant zawierajacy biatko dodano do ztoza i kilkukrotnie pipetowano
do powstania zawiesiny, a nastgpnie inkubowano 30 minut w 4°C z lekkim wytrzgsaniem.
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Kolumienke podtaczono do pompy prézniowej i usuni¢to przesacz. Ztoze przeptukano
dwukrotnie 25 ml buforu II z 25 mM imidazolem w celu usunig¢cia niespecyficznie
zwigzanych bialek. Domene¢ PAZ eluowano ze ztoza 10 ml buforu III z 300 mM imidazolem.
10 ml mieszaniny zawierajacej domeng PAZ wyeluowang ze ztoza Ni-NTA zageszczono
do objetosci 500 pl przy uzyciu filtrow wirowkowych do zageszczania biatek o punkcie
odcigcia réwnym masie czasteczkowej 3 kDa. Nastepnie te same filtry wykorzystano
do wymiany buforu, w ktorym prowadzono oczyszczanie, na bufor do przechowywania
biatka. Roztwor biatka dzielono na porcje o objetosci 15 ul i zamrazano w -15°C.

Po nadekspresji i oczyszczaniu domeny PAZ catkowita ilo$¢ otrzymanej domeny
biatkowej oznaczano na podstawie pomiaré6w absorpcji przy dlugosci fali A = 280 nm, gdzie
po wprowadzeniu wspotczynnika ekstynkcji, ktory dla domeny PAZ biatka Piwil4 wynosi
14440 cm/M™? oraz masy czasteczkowej rownej 13,75 kDa, dokonywano pomiaroéw

z wykorzystaniem spektrofotometru NanoDrop.

5.4.10. Analiza kompleksow domena bialkowa PAZ-RNA za pomocg techniki op6znionej
migracji kompleksow w zelu poliakryloamidowym

Przygotowanie RNA

Znakowany radioizotopowo z konca 5> RNA (60000-170000 c.p.m.) zawieszono w 10x
stezonym buforze do przechowywania biatka pozbawionym glicerolu, denaturowano przez
2 minuty w temperaturze 90°C i schtadzano przez 15 minut w temperaturze pokojowe;.
Mieszaning uzupetlniano MgCl, do koncowego stezenia 1 mM 1 inkubowano przez 10 min

w temperaturze 37°C.

Przygotowanie domeny biatkowej PAZ biatka Piwil4
Domeng biatkowa rozmrazano w lodzie przez 20 minut. Roztwor domeny biatkowe;j
przygotowywano przez rozcienczenie okreslonej ilosci biatka w buforze do przechowywania

biatka pozbawionym glicerolu.

Przygotowane w ten sposob RNA i domene¢ biatkowg taczono ze sobg i inkubowano
przez 20 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie, do probek dodawano 50% glicerol
w stosunku 10:1 i nakladano do kieszonek w Zelu poliakryloamidowym. Elektroforeze
prowadzono w temperaturze 4°C przy statym natezeniu pradu 10 mA. Zel przenoszono
na bibute Whatman 3MM 1 suszono 45 minut w temperaturze 65°C. Wyniki elektroforezy

wizualizowano z wykorzystaniem ekranéw odwzorowujgcych oraz skanera radioaktywnosci.
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